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研究成果の概要（和文）：E型肝炎ウイルス（HEV）を培養細胞系で増殖させる系は確立されたが、ウイルスの増
殖は非常に遅く、ウイルスの病原性やトロピズムを解明する上で、効率のよいHEVの増殖系を確立することが望
まれている。本研究では、HEVの構造蛋白領域をレポーター遺伝子に置き換えたレプリコンの樹立に成功し、こ
のHEVレプリコンの複製増殖系を用いて化合物ライブラリのスクリーニングを行い、複数の阻害活性を有する化
合物を同定した。培養細胞へのHEV感染後に上記の薬剤を作用させたところ、HEV増殖抑制作用を示すことが知ら
れているリバビリンと同程度あるいはそれよりも強いウイルス増殖抑制活性を示す化合物を見出すことができ
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop therapeutic agents for hepatitis E 
by identifying chemical compounds that inhibit hepatitis E virus (HEV) replication. Chemical 
libraries were screened for the inhibition of HEV replication using HEV replicon. Several compounds 
were shown to have strong activity to inhibit HEV replication. These compounds are promising agents 
for chemotherapy of hepatitis E.

研究分野： ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の研究から、E型肝炎は希少な輸入感染症ではなく、我が国においても常に流行の危険は存在すると考えら
れ、日本でも予防、治療研究への真剣な取り組みが必要になってきていると言える。HEVは慢性化しないため、
薬剤としては急性期にウイルス増殖を阻害する薬剤が強く望まれる。構築したHEVレプリコンを用いてHEV増殖阻
害剤のスクリーニングを行った化合物ライブラリには、すでに実用化されている薬剤のライブラリも存在するた
め、見出された化合物はすぐに急性E型肝炎治療薬として応用できる可能性がある。また、これらの阻害剤の阻
害メカニズムの解析は、HEVの病原性の解析に重要な手がかりとなる可能性がある。
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１．研究開始当初の背景 

E 型肝炎は、通常 HEV が糞口感染することによって引き起こされる急性肝炎である。E 型肝

炎はこれまでの症例はそのほとんどが海外旅行中に感染し帰国後に発症したケースであったた

め、輸入感染症として認識されてきた。しかしながら近年、HEV はブタ、イノシシなどの動物

に感染することが明らかになり、特に国産ブタでは幼少期にかなりの割合が HEV に感染して

いることが抗体保有調査から示され、我が国に土着したウイルスであることが判明してきてい

る。これらの肉を生、あるいは加熱不十分なままで摂食することによって HEV に感染すると

考えられる。以上の事実から、E 型肝炎は希少な輸入感染症ではなく、我が国においても常に

流行の危険は存在すると考えられ、日本でも予防、治療研究への真剣な取り組みが必要になっ

てきていると言える。一方において、アジア、アフリカ地域では依然として HEV は蔓延状況

にあり、日本からの旅行者が感染する危険性は高いままである。 

 近年、HEV を培養細胞系で増殖させる系が確立されたが、ウイルスの増殖は非常に遅い。ま

た、HEV は感染から発症までに平均約６週間を要する。このことから、免疫応答の強い臓器で

ある肝臓で比較的長期に渡り感染状態を維持するメカニズムが存在することが推定される。し

かしながら、HEV の病原性発現メカニズムや、宿主細胞への感染メカニズムについてはまだ解

析途上である。E 型肝炎の治療薬については、これまでリバビリンが効果を示すことが判明し

ており、特に慢性化した場合の治療に用いられているが、増殖阻害剤のスクリーニング等はあ

まり進んでいない。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、ヒト由来肝癌細胞である PLC/PRF/5 で効率よく増殖する Genotype1、3、4

の HEV 株を取得し、いずれのクローンもすでに完全長の cDNA 取得に成功した。また、この

cDNA から合成された RNA に感染性があることも証明できた。本クローンの構造蛋白領域をレ

ポーター遺伝子に置き換えたレプリコンを構築し、細胞内で複製させることにも成功しており、

このレプリコン RNA を持続的に保持する細胞も樹立できている。 

一方、HEV 感染 PLC/PRF/5 株の長期観察時の抗原陰性細胞の存在によって、当該株は HEV

感受・非感受性細胞の mixture であると考えられた。そこで、当該株の限界希釈によって複数

の感受・非感受性細胞サブクローンを分離した。本研究では、上記材料と HEV を利用したレ

セプター（ウイルス受容体）を同定し、HEV ライフサイクルに特異的な E 型肝炎予防ワクチン

や抗ウイルス薬開発への応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
感染性の HEV クローン 83-2 の構造蛋白領域をレポーター遺伝子（SecNanoLuc）で置換した

cDNA を作成し、合成した RNA をヒト肝癌由来細胞 PLC/PRF/5 細胞に導入するとレプリコン

が複製しレポーター遺伝子（ルシフェラーゼ）が分泌されることを確認した。レポーターの分

泌を指標にレプリコン複製を阻害する物質のスクリーニングを行った。また、非構造蛋白のプ

ロセシングを解析する目的で、コムギ胚芽由来の無細胞蛋白発現系を用いて、ORF1（非構造蛋

白）全長と、プロテアーゼと推定される領域の発現を行い、プロテアーゼ活性についての検討

を行った。 

また、PLC/PRF/5 細胞をクローニングすることで、HEV に感受性を持つ細胞と持たない（非

感受性）細胞のクローンを多数取得した。そこで、HEV 感受・非感受性細胞の網羅的遺伝子発

現比較解析を行い、多くの非感受性細胞において発現が等しく低下している細胞膜タンパク質

をレセプター候補遺伝子として探索した。 



 
４．研究成果 
 

上記のレプリコンを用いて、LOPAC 化合物ライブラリおよび植物エキスライブラリ（筑波薬用

植物資源研究センターとの共同研究）の HEV 増殖阻害剤のスクリーニングを開始し、現在ま

でに複数の阻害活性を有する化合物を同定した。本スクリーニング系については、阻害活性を

有すると判定された化合物の中に、すでに臨床的に増殖阻害効果が確認されているリバビリン

が含まれていたことから、本アッセイ系の有用性が示されたものと考えている。これらの阻害

活性が確認された化合物について精査したところ、共通の作用機序を有する化合物群が見出さ

れたため、この作用と HEV 増殖メカニズムとの関連について現在検討を進めている。また、

リバビリンについては、リバビリン治療に抵抗性を示す慢性 E 型肝炎患者由来の HEV 配列を

解析し、リバビリン治療後にウイルス配列中に出現した複数の変異を同定した。この変異の意

義を解析することで、耐性株の作用機序を解明する。リバビリンは現在のところ、慢性 E 型肝

炎に対する唯一の治療薬であるため、作用機序の解明は治療方針に重要な情報を提供できると

考えられる。 

 

 レプリコンを用いた HEV 増殖阻害剤のスクリーニング。10uM でのレプリコン阻害活性

（Luciferase）および細胞毒性（MTT）を示した。実際に細胞に HEV を感染させた系でも、こ

れらの薬剤はウイルス増殖阻害活性を示すことが判明している。 

 

一方、まだ明らかにされていない非構造蛋白のプロセシングについての検討も行った。HEV の

プロテアーゼ領域は毒性が強く、組換え蛋白としての発現が難しいため、愛媛大学プロテオサ

イエンスセンターと共同で、コムギ胚芽を用いた無細胞蛋白発現系を検討した。その結果、ORF1

全長蛋白と、プロテアーゼ領域と考えられる蛋白のいずれについても発現に成功した。また、

ORF1 全長蛋白は、弱いながらもプロテアーゼ活性を有することが確認された。 

多くの非感受性細胞において発現が等しく低下している細胞膜タンパク質のひとつは、当該遺



伝子の翻訳産物の発現量も同時に低下していることを Flow cytometry で確認した。また、本因

子をゲノム編集によりノックアウトすることにより感受性が消失した。一方で、HEV 非感受性

細胞へ本因子を安定発現させたところ、HEV 非感受性細胞へ感受性が付与された。 

本研究課題実施期間中に得られたこれらの結果は、レセプター候補因子がエンベロープを持た

ない HEV の細胞への結合と侵入にとって極めて重要な因子であることを示唆している。 
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