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研究成果の概要（和文）：本研究では、粒子形態の異なるE型肝炎ウイルス(HEV)の感染受容体を同定するため、
膜に覆われたHEV粒子の性状を詳細に解析した。その結果、膜に覆われたHEV粒子表面の膜成分はエクソソームと
共通の抗原性を有し、個々のキャプシドが脂質膜に覆われた形態を取っていることを明らかにすることができ
た。また、これまでの解析により同定された2つの受容体候補蛋白質が、形態の異なるHEV粒子のそれぞれの感染
受容体と成り得ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, to identify the possible entry receptors for hepatitis E 
virus (HEV) infection, we investigated the antigenicity and morphological features of the 
membrane-associated HEV particles. Our results indicated that membrane components are common between
 the membrane-associated HEV particles and exosomes, and that the capsids of HEV particles are 
individually covered by lipid membranes. In addition, our results suggested that the two candidate 
proteins identified in our previous study could serve as different entry receptors for two distinct 
forms of HEV particles.

研究分野： ウイルス学

キーワード： E型肝炎ウイルス　感染初期過程　受容体　細胞内侵入　感染感受性　エクソソーム　エンベロープ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでの解析からHEVの感染受容体としての関与が示唆されている候補蛋白質に対して、siRNAを用いたスク
リーニングを行った。その結果、どちらか一方の粒子形態でのみ増殖効率が低下する蛋白質を同定することがで
きた。また、感染阻害実験やウイルスとの結合実験により、これらの蛋白質がHEVの感染受容体として機能する
ことを示すことができた。感染受容体はHEVの感染初期過程に非常に重要な分子であるため、両者の結合を阻害
するような化合物を探索することで、治療薬開発への基礎的知見を提供できるものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

E 型肝炎は、E 型肝炎ウイルス(HEV)の感染による急性肝炎であるが、劇症化することも報
告されており、死亡例も認められる。一方で、臓器移植患者や免疫不全患者では、HEV 感染は
高頻度に慢性化する。しかしながら、現在まで E 型肝炎に対する特異的な治療法は確立されて
いない。 

HEV は胆汁中や糞便中のウイルス粒子の物理化学的性状からノンエンベロープウイルスに
分類されている。我々は、血液および培養上清由来の HEV 粒子の表面には、宿主細胞のエン
ドソームに由来する脂質膜が存在することを見出した。さらに、HEV は細胞内の多胞体内腔へ
と出芽することにより粒子表面の膜構造を獲得し、多胞体内に共存するエクソソームとともに、
エクソソーム分泌経路を利用して宿主細胞を破壊することなく、エンベロープウイルス様粒子
として細胞外へと放出されることを明らかにした。このことから、生体内では膜に覆われた粒
子と膜に覆われていない粒子の 2 種類の形態の HEV 粒子が存在していることが明らかとなっ
た。また、膜に覆われたエンベロープウイルス様粒子は、回復期血清（中和抗体）の存在下で
も培養細胞への感染性を有していることを実証した。すなわち、糞便（経口）と血液（輸血）
による感染では粒子形態が異なるだけでなく、感染初期過程の分子機構も異なると考えられる。 
 
２．研究の目的 

これまでの研究により、形態の異なる 2 種類の HEV 粒子は培養細胞に対して同等の感染性
を有することが示されている。しかしながら、HEV の感染に必要な受容体などの感染初期過程
に関わる分子については、糞便中のノンエンベロープウイルス粒子についても明らかとなって
いない。 

本研究では、申請者らが世界で初めて樹立に成功した HEV の細胞培養系を用いて、形態の
異なる 2 種類の HEV の感染初期過程に関与する宿主因子を同定し、その機能を解明すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) HEV [JE03-1760F 株 (遺伝子型 3 型)] 感染 PLC/PRF/5 細胞、または非感染 PLC/PRF/5
細胞を無血清培地で培養した。培養上清中のエクソソームは超遠心法 (100,000×g, 70 分) に
より回収した。膜に覆われていない HEV 粒子は、培養上清中の膜に覆われた粒子をデオキシ
コール酸ナトリウムとトリプシンを用いて処理をすることにより作製した。HEV 粒子とエクソ
ソームの形態はネガティブ染色を施し、透過型電子顕微鏡を用いて観察した。免疫電子顕微鏡
法にはウイルスの ORF2 蛋白質に対するマウスモノクローナル抗体 (H6225) を用いた。膜に
覆われた HEV 粒子表面の抗原性は、抗 CD63 抗体、抗 CD9 抗体、抗 CD81 抗体、抗上皮細
胞接着分子抗体、そしてホスファチジルセリン結合蛋白質を用いた免疫沈降法により解析した。 
 
(2) HEV 増殖における受容体候補蛋白質の必要性については、それぞれの候補蛋白質に対する
small interfering RNA (siRNA) をトランスフェクトした細胞に、粒子形態の異なる 2 種類の
HEV を接種し、培養上清中の HEV RNA 量をリアルタイム RT-PCR 法を用いて測定すること
により検討した。 
 
(3) 感染阻害実験では、先ず PLC/PRF/5 細胞を受容体候補蛋白質に対する特異抗体で処理し
た後、形態の異なる HEV 粒子を接種した。次に、感染 4 日後の細胞内の HEV RNA 量を測定
することにより、HEV の細胞内侵入が阻害されるか否かを検討した。HEV と受容体候補蛋白
質との相互作用の解析は、細胞抽出液と膜に覆われていない HEV 粒子を混合し、膜に覆われ
ていない粒子を特異的に認識する H6225 抗体を用いた共免疫沈降法により解析した。 
 
(4) 受容体候補蛋白質をノックアウトした細胞は、CRISPR/Cas9 システムを利用して作製した。
薬剤による選択後、シングルセルクローニングにより得られた細胞株について、編集部位の配
列を確認した。作製したノックアウト細胞に 1×104 コピーの膜に覆われた粒子と膜に覆われて
いない粒子を接種し、それぞれの HEV の吸着能ならびに増殖能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) エクソソーム分泌経路を利用して放出された HEV の性状解析 
 これまでの解析により、膜に覆われた HEV 粒子はエクソソームと同じ機構で形成され、同
じ経路を利用して細胞外へと放出されることが明らかとなっている。このことから、膜に覆わ
れた HEV 粒子は、エクソソームと性状が似ていることが示唆された。 

そこで、エクソソーム分画に含まれる HEV の性状を詳細に解析した。培養細胞から放出さ
れたエクソソームを超遠心法により精製し、ネガティブ染色後に電子顕微鏡による観察を行っ
た。その結果、直径が 30 nm̃100 nm のエクソソームとともに、直径が 39.6 nm（粒子 200 個
の平均）で大きさが均一な球形のウイルス様粒子が観察された。また、エクソソーム分画に含
まれる直径約 40 nm の粒子を、デオキシコール酸ナトリウムとトリプシンで処理した結果、直
径が 26.9 nm（粒子 200 個の平均）のウイルス様粒子が観察され、その大きさは糞便中の膜に
覆われていない HEV 粒子と一致していた。そこで、これらの粒子が膜に覆われていない HEV



粒子であることを証明するために、キャプシドである ORF2 蛋白質に対する特異抗体を用いて
免疫電子顕微鏡法による解析を行った。その結果、直径約 27 nm からなる粒子の周囲に金コロ
イドの結合が認められた。このことから、エクソソーム分画に含まれる粒子は、個々のキャプ
シド蛋白質が脂質膜に覆われた HEV 粒子であることが明らかとなった。 

次に、膜に覆われた HEV 粒子表面の抗原性について解析を行った。エクソソームの表面に
存在する CD63、CD9、CD81、上皮細胞接着因子、ホスファチジルセリンと特異的に結合す
る抗体または蛋白質を用いて、培養上清中に含まれる HEV 粒子を順番に捕捉していった。そ
の結果、これら 4 種類の抗体と 1 種類の蛋白質を用いて約 90%の膜に覆われた HEV 粒子を捕
捉することができた。これらの知見は、培養上清中に放出された膜に覆われた HEV 粒子のほ
ぼすべてがエクソソームの膜成分と共通の抗原性を有していることを示している。一方、膜に
覆われていない HEV 粒子ではこれらの蛋白質が存在していないため、捕捉されなかった。 

以上の結果から、膜に覆われた HEV 粒子表面の膜成分はエクソソームと共通の抗原性を有
していることが明らかとなった。加えて、電子顕微鏡解析により、これらの HEV 粒子は個々
のキャプシドが脂質膜に覆われた形態を取っていることを可視化することができた。そして、
HEV の粒子表面には細胞への侵入に重要な役割を担うウイルス由来の糖蛋白質が存在してい
ないことを実証することができた。このことから、HEV の感染受容体については、粒子形態に
より利用する受容体分子が異なることが示唆された。 
 
(2) HEV 感染の初期過程に関与する受容体の同定 
① 受容体候補蛋白質をノックダウンすることによる HEV の増殖効率への影響 
これまでの解析により、膜に覆われた HEV の受容体として細胞膜貫通型の蛋白質ファミリー
の関与が示唆されている。そこで、siRNA を用いてこの蛋白質ファミリーに属する蛋白質をそ
れぞれノックダウンした細胞に粒子形態の異なる HEV を接種し、ウイルスの増殖効率を網羅
的に解析した。感染 10 日目の培養上清中の HEV RNA を定量した結果、受容体候補蛋白質 B
をノックダウンした細胞では、膜に覆われた HEV の増殖効率のみが低下することが明らかと
なった。一方、受容体候補蛋白質 A または G をノックダウンした細胞では、膜に覆われてい
ない HEV の増殖効率が低下した。さらに、受容体候補蛋白質 E または J をノックダウンした
細胞では、膜に覆われた粒子と膜に覆われていない粒子の両者で増殖効率の低下が認められた。 
 
② 膜に覆われた HEV の感染初期過程に関与すると思われる受容体候補蛋白質 B の機能解析 

膜に覆われていない粒子では細胞内侵入に影響がなく、膜に覆われた粒子でのみ細胞内への
侵入が阻害された受容体候補蛋白質 B について、さらに解析を行った。siRNA を用いる実験と
は異なるアプローチとして、同定された候補蛋白質 B の細胞外に存在する部位または細胞質内
に存在する部位を特異的に認識する抗体を用いて、HEV の細胞内侵入が阻害されるか否かを調
査した。その結果、細胞外の部位に対する特異抗体で処理した細胞において、濃度依存的な
HEV の侵入阻害が認められた。一方、細胞質内に存在する部位を認識する抗体では、影響は認
められなかった。 

そこで、CRISPR/Cas9 を用いて、候補蛋白質 B をノックアウトした PLC/PRF/5 細胞を作
製し、膜に覆われた HEV の増殖能を解析した。その結果、negative control ノックアウト細胞
では効率の良い HEV の増殖が認められたが、候補蛋白質 B をノックアウトした細胞では、HEV
の増殖効率は明らかに低下した。さらに、低いウイルス感染価での接種実験では HEV の増殖
が完全に抑制された。このことから、同定された蛋白質 B は膜に覆われた HEV の感染初期過
程に必要な受容体またはコレセプターとしての機能を有することが示唆された。 
 
③ 膜に覆われていない HEV の感染初期過程に関与すると思われる受容体候補蛋白質 G の機能
解析 

膜に覆われた粒子では細胞内侵入に影響がなく、膜に覆われていない粒子でのみ細胞内への
侵入が阻害された受容体候補蛋白質 G について解析を行った。最初に、PLC/PRF/5 細胞を候
補蛋白質 G に対する抗体で処理し、その後、両 HEV 粒子を接種することにより細胞内侵入が
阻害されるか否かを調べた。解析の結果、膜に覆われた粒子では抗体処理による細胞内侵入へ
の影響は認められなかった。一方、膜に覆われていない粒子では、濃度依存的な侵入阻害が認
められた。 

続いて、候補蛋白質 G と膜に覆われていない HEV 粒子の相互作用について解析した。候補
蛋白質 G を含む細胞抽出液と膜に覆われていない粒子を混合し、膜に覆われていない粒子を特
異的に認識する抗体を用いて共免疫沈降を行った。精製された蛋白質を ORF2 蛋白質に対する
抗体を用いてウエスタンブロットを行った結果、膜に覆われていない粒子を形成する ORF2 蛋
白質が検出された。さらに、同一のサンプルを用いて候補蛋白質 G に対する抗体でウエスタン
ブロットを行ったところ、候補蛋白質 G が検出された。このことから、膜に覆われていない
HEV 粒子と候補蛋白質 G が結合していることが示された。 

そこで、CRISPR/Cas9 を用いて、候補蛋白質 G をノックアウトした PLC/PRF/5 細胞を作
製し、膜に覆われていない HEV の増殖能を解析した。最初に、候補蛋白質 G ノックアウト細
胞を用いて、両 HEV 粒子の吸着効率を調査した。その結果、膜に覆われた粒子の吸着効率は
negative control ノックアウト細胞と同程度であったが、膜に覆われていない粒子では negative 



control を 100%とすると、候補蛋白質 G ノックアウト細胞の 2 つのクローンにおいて、18.7%、
19.0%と吸着効率の低下が認められた。続いて、候補蛋白質 G ノックアウト細胞に膜に覆われ
た HEV 粒子を接種したところ、増殖効率は negative control ノックアウト細胞と同程度であっ
た。それに対して、膜に覆われていない HEV 粒子を接種した候補蛋白質 G ノックアウト細胞
では、感染後 20 目まで観察を続けたが HEV の増殖は認められなかった。一方、negative control
ノックアウト細胞では、膜に覆われていない HEV の効率の良い増殖が認められた。このこと
から、同定された蛋白質 G は膜に覆われていない HEV の感染受容体として機能していること
が強く示唆された。 

 
感染受容体に関する上記の結果から、膜に覆われた HEV 粒子と膜に覆われていない HEV 粒

子では、細胞内侵入に利用する受容体分子が異なると考えられた。興味深いことに、同定され
た 2 つの蛋白質は同じ蛋白質ファミリーに属しており、HEV は同じ蛋白質ファミリーに属する
別の蛋白質を受容体として利用していることが示唆された。 
 
(3) 感染感受性を規定する宿主因子の探索とその機能解析 

感染感受性を規定する宿主因子の探索については、膜に覆われた HEV の感染初期過程に重
要な働きをするタイトジャンクションの形成に関わる蛋白質を同定することができた。さらに、
この蛋白質をノックアウトした細胞では粒子形態に関わらず HEV の増殖が抑制されることが
明らかとなった。その他にも、形態の異なる 2 種類の HEV の感染初期に共通して必要な宿主
蛋白質 [研究成果(2)-①; 蛋白質 E、J]を同定している。また、すでに樹立した膜に覆われた
HEV に対する感染感受性の異なるクローン化 PLC/PRF/5 細胞から RNA を抽出し、マイクロ
アレイ解析により細胞間で発現量の異なる遺伝子を複数同定することができた。今後は、これ
らの宿主因子の役割についても解析を進める予定である。 

 
HEV は胆汁中や糞便中のウイルス粒子の物理化学的性状からノンエンベロープウイルスに

分類されている。一方で、血液中や培養上清中に放出された HEV 粒子は細胞由来の脂質膜に
覆われている。これらの形態の異なる HEV 粒子は共に培養細胞への感染性を有しているが、
それぞれが利用する感染受容体については、その詳細は明らかとなっていなかった。本研究で
は同一の細胞膜貫通型の蛋白質ファミリーに属する異なる蛋白質が、形態の異なる HEV 粒子
のそれぞれの感染受容体と成り得ることを明らかにすることができた。今後は非 感 受 性 細 胞
へ の 感 受 性 の 付 与 実 験 を 行 い 、感染に必要な受容体候補蛋白質の機能解析と評価を行う
予定である。 

感染の初期過程は、それぞれのウイルスに固有の宿主域や標的組織を決定するために重要な
役割を果たしている。E 型肝炎に対する特異的な治療法が確立されていない現状にあって、HEV
の感染初期過程に関与する宿主因子が明らかになったことで、抗ウイルス剤の開発など特異的
な治療法の確立に向けた新たな研究基盤を構築できるものと考えられる。また、宿主細胞との
相互作用についての理解の深化は、有効性の高い HEV ワクチンの開発に資することが期待さ
れる。 
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