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研究成果の概要： 

本研究は、研究代表者らが世界で初めて確立することができた E型肝炎ウイルス(HEV)の感染

培養系を用いた研究である。 

1) E 型肝炎患者の糞便浮遊液中に含まれる HEV 野生株(JE03-1760F_wt、遺伝子型 3)を

PLC/PRF/5 細胞に接種し、培養液中に放出された子孫ウイルスを新たな細胞に感染させる継代

培養を 13 回繰り返すことによって、野生株より 10 倍以上感染効率の高い馴化 HEV 

(JE03-1760F_p13)を得ることができた。また、E 型劇症肝炎患者から得られた糞便浮遊液を接

種することにより、新たに 4 型 HEV(HE-JF5/15F)株の培養系を確立することができた。

JE03-1760F 株と同様に、培養液中に産生された子孫 HE-JF5/15F ウイルスは感染性を有し、6

代目の継代培養において、接種後 2日目に培養上清中での子孫ウイルスの出現が確認され、10

日目には 1.5 x 108 copies/ml のウイルス量に達した。HE-JF5/15F_p6 ウイルスに認められた

ORF1 領域と ORF2 領域での 10 塩基(4 アミノ酸残基)の変異が活発な増殖能に関連があると考え

られた。 

2) カイコ蛹で発現した組換え HEV キャプシド(ORF2)抗原蛋白質を免疫原として、9種類のマ

ウスモノクローナル抗体を作製した。そのうちの 1 つ(H6225)は、HEV 粒子との結合能を有し、

強い感染阻止能(中和活性)を有することが感染培養実験によって明らかになった。また、HEV 

ORF3蛋白質のC末端に相当する24-mer合成ペプチドを用い10種類のマウスモノクローナル抗

体を作製した。これら抗 ORF2, ORF3 モノクローナル抗体を用いた蛍光抗体法により、ORF2 抗

原は細胞質、とくに小胞体とゴルジ体、ORF3 抗原は細胞質および細胞質膜に局在することがわ

かった。 

3) 培養上清中に放出された HEV 粒子はショ糖液中での浮上密度が 1.15 g/ml と軽く、糞便中

の HEV 粒子(1.26-1.27 g/ml)と異なること、そしてその表面に細胞膜成分とともに ORF3 蛋白を

有すること、加えてそれら細胞膜成分と ORF3 蛋白は界面活性剤と蛋白分解酵素による処理によ

って除かれ、糞便中 HEV 粒子と同様の浮上密度に変化しうることを明らかにした。 

4) A549 細胞と PLC/PRF/5 細胞において、糞便由来野生株(JE03-1760F)と同等の感染性と増

殖能を有する感染性 cDNA クローン(pJE03-1760F/wt)を構築することができた。加えて、ORF3

の ATG コドンを GCA に置換した変異ウイルス(pJE03-1760F/ΔORF3)を作製し、培養細胞に接種

したところ、感染性を有していることが分かった。しかし、ORF3 欠損変異ウイルスは細胞内で

の HEV RNA レベルが野生株と同等でありながら、培養上清中では HEV RNA は検出されないか、

極めて低いレベルであり、分泌能を欠いていることが明らかになった。 

本研究により、これまで機能が不明であった ORF3 蛋白は HEV 粒子の放出に必須であり、放出
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された粒子上に細胞膜成分とともに構造蛋白の一つとして存在していることが初めて明らかに

なった。これらの研究成果は、HEV 感染の制御ならびに増殖機構や放出機構のさらなる解明に

役立つものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

E 型肝炎ウイルス(HEV)は 1983 年に同定さ

れ、アジア・アフリカの発展途上国での水系

感染による流行性肝炎の原因ウイルスとし

て知られていた。しかし、近年、日本を含む

先進諸国でも E型肝炎浸淫地域からの輸入に

よらない、国内感染の散発性 E型肝炎の発生

が報告され、注目を集めるようになった。申

請者らは、国内感染の E型肝炎でも劇症化に

より死亡するケースが少なからず存在する

ことを世界に先駆けて報告し(N Engl J Med 

347:1456, 2002)、E 型肝炎がブタを始めとす

る各種動物を感染源とする人畜共通感染症

であることを示すデータを数多く世界に向

け発表してきた(J Gen Virol 84:851 -862, 

2003; J Clin Microbiol 42:5371-5374, 2004

など)。そして、感染状態にあるそれら動物

の肉や内臓をヒトが生、あるいは生に近い状

態で摂食した場合に HEV に感染し、E 型肝炎

を発症する可能性があることを明らかにし

てきた(J Gen Virol 84:2351-2357, 2003)。

感染予防対策として、それら動物の肉や内臓

を摂食する場合に十分に加熱処理すること

が勧められているが(厚生労働省からの健康

危険情報「食肉を介する E型肝炎ウイルス感

染 事 例 に つ い て 」 [http://mhlw.go.jp/ 

houdou/2003/08/h0819-2.html])、HEV の熱に

対する感受性のデータは皆無に等しいのが

現状である。また、酵素免疫測定法(ELISA)

によって検出される HEV抗体が中和能を有す

るか否かについても結論が得られていない

ため、不顕性感染後の個体、ないし顕性感染

から回復した個体が HEVに対して終生免疫を

獲得するか否かも不明のままである。加えて、

多様性に富み、4 つの遺伝子型に分類される

HEV ゲノムの全塩基配列を種々の HEV 株につ

いて決定し、その特徴を明らかにしてきたが

(Biochem Biophys Res Commun 289:929-936, 

2001; J Gen Virol 83:1931-1940, 2002, 

84:421-427, 2003, 84: 1245-1251, 2003, 

86:3321-3326, 2005, 87: 2363-2369, 2006; 

J Med Virol 78:476-484, 2006)、感受性動

物としてのサルでの感染実験は様々な制約

があるため容易ではなく、これまでに HEV の

培養系が確立されていなかったため、その増

殖機構や物理化学的性状に関する基礎的な

研究はほとんど進んでいなかった。 

申請者らは、最近、HEV の培養系を確立す

ることに成功した。HEV それ自体の研究、す

なわち、ウイルスとしての物理化学的性状や

増殖様式についての研究はこれまで立ち遅

れていたが、培養系を用いる世界で初めての

本研究は、HEV の基礎的研究の進展を推進す

るのに役立つだけでなく、E 型肝炎の診断、

治療、予防へ幅広い分野での応用・発展が期

待される。これまでの検討により、培養上清

中に 108 copies/ml のウイルス粒子が 4 ヶ月

間持続して産生され、高い感染価を維持しつ

つ 5代に亘る継代培養も可能であることが明

らかになっている。 

 
２．研究の目的 



申請者らが最近確立することができた培養

系を、より効率的な系に改良しつつ、それと

ほぼ並行して、培養系を用いて、これまでに

明らかにされていない HEV の増殖様式の解明

に資するデータを得ることを本研究の主要な

目的としている。加えて、➀前回の科学研究

費補助金研究(平成 16 年度～平成 17 年度：基

盤研究 B [課題番号 16390137])で明らかにし

た HEV の food- borne transmission の予防対

策への科学的根拠を提示すべく、HEV の熱処

理に対する抵抗性を中心とした物理化学的性

状を明らかにすること、➁ELISA 法で検出さ

れる HEV 抗体の中和能については長年懐疑的

な意見が多くあったが、HEV 抗体陽性者が HEV

に対して免疫を獲得しているのか否かを明ら

かにするため、確立した培養系を用いて当該

患者血清の感染阻止能を検討することも今回

の研究の重要な課題である。 

 
３．研究の方法 

(1) HEV の効率的な培養系の確立  

上述のように、申請者らは既に、ヒト肝癌

細胞株の一つ、Alexander(PLC/PRF/5)細胞株

を通常の 37℃よりもやや低温の 35.5℃で培

養し、それに E型肝炎患者由来の糞便浮遊液

を接種した場合に、効率よく HEV が増殖し、

培養上清中の HEV が 108 copies/ml の高力価

に達することを見出している。しかし、感染

材料接種後に培養液中で HEV RNA が検出され

るまでに 10 日から 14 日を要すること、また

プラトーの状態の 108 copies/ml の高力価に

達するまでに 30～40 日を要することから、

感受性細胞株の種類、培養温度、培養液の組

成、また接種材料の種類や量などを検討する

ことにより感染成立までの時間を短縮し、よ

り効率的な培養系の確立を目指した研究を

行なう。Alexander 細胞株以外に検討を予定

している細胞株は、A549, Huh7, HepG2, Chang 

liver cell, ICE-6,Raji, FCM, BC3H1, 

P-19,C2C12, Vero, RenCa, NUGC -4, LLC-MK2, 

HeLa, CV1, GOTO, C6, SK- N-MC, HT1080, 

HEK293, L929, NIH3T3 の 23 種類である。こ

れらの細胞株は研究室内で既に凍結保存さ

れているが、さらに別の細胞株を米国

ATCC(American Type Culture Collection)あ

るいは国内の HSRRB (ヒューマンサイエンス

研究資源バンク)より入手し検討することも

考えている。感染材料については、申請者が

研究代表者として実施した平成 16 年度～平

成 17 年度の基盤研究 B「人畜共通感染症とし

ての E型肝炎の生態解明と制圧のための研究

開発」(課題番号 16390137)において、 同意

を得て E型肝炎患者から提供して頂いた糞便

サンプルのうち、HEV RNA titer が高いサン

プルを選別し、感染実験に供する。 

 

(2) HEV 関連マーカー測定系の開発  

a. Real-time RT-PCR 法による HEV RNA の定

量測定  

RT-PCR 法による高感度・高精度の HEV RNA

測定法は既に開発できており (J Clin 

Microbiol 40:3209-3218, 2002; J Virol 

Methods 137:325-333, 2006)、E 型肝炎の診

断、ブタやイノシシ、シカなどの動物での HEV

感染実態の調査などに応用できているが(J 

Gen Virol 84:421-427, 2003; J Gen Virol 

84:851-862, 2003)、今回さらに real-time 

detection PCR 法により、接種材料、接種実

験後の培養上清中および感染培養細胞内の

HEV RNA を定量測定する系を確立する。本研

究申請に先立って行なった予備検討では、抽

出した核酸を 10 倍ずつ段階希釈して検出限

界を求める、いわゆる end point dilution

法によって、半定量的に HEV RNA titer を表

示したが、real-time detection PCR 法の確

立によって、HEV RNA 量および経時的な推移

を定量的に測定し、表示することが可能とな

る。 

b. 抗 HEV マウスモノクローナル抗体作製と

それを用いた ELISA 法、Western blot 法およ

び蛍光抗体法による HEV 抗原の定性的・定量

的測定  

カイコ蛹で発現した組換え HEVキャプシド

(ORF2) 抗 原 蛋 白 質 (J Clin Microbiol 

40:5209-5218, 2002)を免疫原としてマウス

に接種し、抗 HEV ORF2 モノクローナル抗体

を作製する。また、HEV ORF3 蛋白の C 末端

24-mer の合成ペプチドを免疫原とし、抗 HEV 

ORF3 モノクローナル抗体を作製する。 

得られた抗 HEVマウスモノクローナル抗体

を 用 い て ELISA 法 、 IFA (immuno- 

fluorescence assay)法および Western blot

法による細胞内および培養上清中の HEV抗原

の定性的・定量的測定・検出を行い、感染成

立後の HEV 抗原量の経時的変化を追跡する。 

 

(3) 培養系を応用した HEVの不活化条件など、

基本的な生物学的性状の解析 

  培養系を用いた本研究において最も重要

視している不活化実験は、加熱処理であり、

56℃、30 分、60℃, 10 分、70℃, 10 分、90℃, 

10 分、90℃, 30 分などの条件で処理したの

ち、培養細胞への接種実験を行い、感染成立

の有無を 60 日間観察する。また、室温での

長期保存による不活化への影響も検討する。

蛋白質の存在下、非存在下での加熱処理の影



響も観察し、HEV の food-borne transmission

の予防に向けた具体的な対策案を提示した

い。 

 

(4) HEV抗体陽性血清の中和能の解析  

 既に申請者らが確立している ELISA 法(J 

Clin Microbiol 43:49-56, 2005)により、HEV  

抗体(イムノグロブリン別に IgG クラス, IgM

クラス, あるいは IgA クラス)が陽性と判定

された血清検体について、培養系での HEV の

感染阻止能を検討する。具体的には、感染材

料に被験血清を原液、あるいは段階希釈して



添加したのち、培養細胞に接種して、培養上

清中の HEV RNA を測定し、感染成立の有無を

60 日間観察する。E型肝炎急性期の患者血清

(HEV RNA が陰性化し、IgM クラス HEV 抗体や

IgAクラスHEV抗体が検出される時期の血清)、

過去に E型肝炎に罹患したことがウイルス学

的に証明されている患者(HEV遺伝子型は1型、

3型あるいは 4型)の肝炎発症後 5～20 年の

IgG クラス HEV 抗体陽性血清、過去の不顕性

感染がウイルス学的に証明されている患者

の感染回復後 5～10年の IgG クラス HEV 抗体

陽性血清、および過去の感染時期は特定でき

ていないが、IgG クラス HEV 抗体が検出され

る健常人の血清などの感染阻止能を検討す

る。 

 

(5) 継代培養中の HEV ゲノム変異の解析 

 接種材料中の HEV の全塩基配列と、培養細

胞で継代・維持されている HEV の全塩基配列

を決定し、比較解析することにより、継代培

養に適した HEV ゲノムの変異を特定する。 

 

(6) 感染性cDNAクローンの作製とHEV増殖機

構解明への応用 

 JE03-1760F株の完全長cDNAを含むプラス

ミド(pJE03-1760F/wt)を構築し、試験管内で

全長RNAを合成したのち、PLC/PRF/5細胞に

transfectし、その後のウイルス粒子の産生、

ウイルス蛋白の発現状況を経時的に評価す

る。あわせて、これまで機能が解明されてい

ないORF3蛋白のウイルス生活環における役

割を解明するため、ORF3を欠損させた

mutant(pJE03-1760F/ΔORF3)を作製し、野生

株と比較・解析する。 

 
４．研究成果 

(1) HEV の効率的な培養系の確立 

 本研究により、遺伝子型 3 の HEV(JE03- 

1760F株)と遺伝子型4のHEV (HE-JF5/15F株)

について、高

効率の細胞培

養系を確立す

ることができ

た。 

a. JＥ03-1760

株の培養継代

株の感染性の

評価とゲノム

変異解析 

野生株 HEV

の JE03-1760F 

株を用いて、2

系列(実験Aと

実験 B)の継代

実験を行った。実験 Aでは、接種ウイルス量

を約 105 copies/well として Passage 10 ま

で継代培養を行ったところ、前半の Passages 

0-5 に比べて後半の Passages 6-10 の方が、

接種後ウイルスが出現するまでの平均日数

が約 1 週間短縮され(16.7 日 vs. 10.0 日)、

培養上清中のウイルス量が 105 copies/ml に

達する平均日数が 19 日短くなった(35.2 日 

vs. 16.0 日) (図 1)。また、Passage 11、 

Passage 12、 Passage 13 の継代実験では、

接種ウイルス量をそれぞれ 3.0 x 103 

copies/well、1.0 x 103 copies/well、3.0 x 

102 copies/well として行ったが、well によ

って増殖パターンにばらつきが見られるも

のの、より増殖効率の高い株を順次選別する

ことができた。その結果、Passage 13 で得ら

れた継代株(p13/A)は野生株の 30分の 1のウ

イルス量で感染しうることが分かった。実験 

B でも実験 A 同様、前半の Passages 0-5 に

比べて、後半の Passages 6-10 の方がウイル

スが出現するまでの平均日数が短くなり、2

日目に検出されるようになり、培養上清中の

ウイルス量が 105 copies/ml に達するまでの

平均日数が約 1 週間短縮され、接種後 10 日

目には105 copies/mlを超えるようになった。 

実験 Aの Passage 13 の株(p13/A 株)と実験

Bの Passage 10 の株(p10/B 株)について全塩

基配列を決定したところ、野生株に比べて、

7226 塩基(ポリ A 配列を除く)中、それぞれ

19塩基と 23塩基に相違が認められた(表 1)。

p13/A 株に認められた 19 塩基の変異のうち、

5 塩基が ORF1 あるいは ORF3 でのアミノ酸置

換(それぞれ 3個と 2個)を伴っていた。また、

p10/B 株に認められた 23 塩基の変異のうち、

9 塩基が ORF1, ORF2 および ORF3 でのアミノ

酸置換(それぞれ、4個、3個、2個)を伴って

いた。新たに出現したウイルス変異(全長の

0.3%)が継代培養に伴う馴化に関与している



ものと考えられる。特に、2 系列の継代培養

において p13/A 株と p10/B 株に共通に認めら

れた変異(いずれもアミノ酸置換を伴う変

異)は馴化に伴う HEV ゲノム変異の再現性を

示すものであり、効率的な増殖能や感染性に

密接な関連がある、特に重要な変異として注

目された。 

b. 4 型 HEV(HE-JF5/15F)株による培養系の確

立 

  E 型劇症肝炎患者から得られた糞便浮遊液

を接種することにより、新たに 4 型 HEV 

(HE-JF5/15F)株の培養系を確立することが

できた。JE03-1760F 株と同様に、培養上清を

用いた cell-free virus の継代培養が可能で

あるだけでなく、6代目の継代培養において、

接種後 2 日目に培養上清中で子孫ウイルス

(HE-JF5/15F_p6)の出現が確認され、ウイル

スタイターは 10 日目に 1.5 x 108 copies /ml

に達した。3型の JE03-1760F 株に比べてより

活発な増殖能を示した(図 2)。HE-JF5/15F_p6

には野生株と比べて、10塩基、4アミノ酸残

基に変異が認められ、特に ORF1 領域と ORF2

領域に認められたそれぞれ 1 アミノ酸、2 ア

ミノ酸への置換が馴化に大きく関わってい

ることが示唆された。 

 

(2) HEV 関連測定系の開発とその応用 

a. Real-time RT-PCR 法による HEV RNA の定

量測定 

 ORF2/ORF3 overlapping 領域をターゲット

とする real-time RT-PCR 法を確立した。こ

の方法では、全長 genomic RNA のみならず、

subgenomic RNAも同時に検出されることから、

genomic RNA のみを検出しうる ORF1 領域を標

的領域とする real-time RT-PCR 法を確立し

た。その結果、細胞内での genomic RNA と

subgenomic RNAの量比も検討できるようにな

った。 

b. 抗 ORF2、抗 ORF3 マウスモノクローナル

抗体(mAb)の作製 

抗 ORF2 mAb として 9種類、抗 ORF3 mAb と

して 10 種類の抗体が得られ、いずれも

Western blotting による HEV抗原の特異的な

検出に有用であることが分かった。また、こ

れら抗 ORF2, ORF3 モノクローナル抗体を用

いた IFA 法により、ORF2 抗原は細胞質、とく

に小胞体とゴルジ体、ORF3 抗原は細胞質およ

び細胞質膜に局在することがわかった。さら

に、抗 ORF2 mAb の H6225 抗体は、遺伝子型

の違いによらず、糞便中 HEV 粒子を効率よく

捕捉できることが分かった。 

 

(3) HEV 粒子の性状分析 

a. HEV の加熱処理による不活化 

HEV含有糞便浮遊液を25℃, 30分、56℃, 30

分、70℃, 10 分、95℃, 1 分、および 95℃, 10

分の５種類の条件で熱処理し、感染性の有無

を 50 日間の維持培養により評価した。その

結果、70℃, 10 分、95℃, 1 分、および 95℃, 

10 分の 3条件では培養上清中で全く HEV RNA

が検出されず、感染性が消失したと看做され

た。一方、25℃, 30 分では未処理のコントロ

ールと変わらず、56℃, 30 分の条件でも効率

は低下しているも感染性がまだ残っている

ことが分かった。すなわち、熱処理による HEV

の不活化の条件としては、56℃で 30 分の熱

処理では不十分であることが分かった。 

b. ショ糖液中での浮上密度 

糞便中の HEV 粒子は既報のごとく、ショ糖

液中での浮上密度が 1.26-1.27 g/ml と重い

のに対して、培養上清中の HEV 粒子は浮上密

度が 1.15 g/ml と軽いことが分かった。また、

血清中 HEV粒子についてこれまで浮上密度が

測定されたことがなかったが、今回糞便サン



プルおよび培養上清と同時に測定した結果、

血清中の HEV粒子の浮上密度は培養上清中粒

子と同等であることが分かった。 

c. HEV粒子の界面活性剤および蛋白分解酵素

による処理 

デオキシコール酸ナトリウム (DOC-Na) 

とトリプシンで処理する前には、抗 ORF2 

mAb(H6225)と抗 ORF3 mAb(TA0536)の 2種類の

mAbsによる培養上清中HEV粒子の捕捉率は共

に約 3％に過ぎなかったが、DOC-Na で処理す

ることによって 2 種類の mAbs の捕捉率はそ

れぞれ 97％、66％まで上昇した。トリプシン

処理を行うと、DOC-Na 処理の有無に拘わらず、

抗 ORF3 mAb は HEV 粒子を捕捉できなくなっ

た。さらに、DOC-Na とトリプシンによる処理

を受けた培養上清中 HEV 粒子の浮上密度は

1.15 g/mL から 1.24-1.25 g/mL へとシフトし

た。血清中の HEV 粒子も、DOC-Na とトリプシ

ンによる処理に対して培養上清中 HEV粒子と

同様の挙動を示した。それに対して、糞便中

の HEV粒子には処理前後での違いは全く認め

られなかった。 

したがって、培養上清中の HEV 粒子および

循環血液中の HEV 粒子は細胞膜成分と ORF3

蛋白を表面に有し、”enveloped”ウイルス

として存在しており、界面活性剤と蛋白分解

酵素の処理を受けることによって、それらが

除かれ、”non-enveloped”ウイルスとして

の糞便中 HEV粒子と同様の状態になると考え

られた。 

 

(4) HEV の感染阻止 

IgM クラス HEV 抗体が高力価で検出される

E 型肝炎患者回復期血清が糞便中 HEV の感染

を阻止しうるか否かを培養系を用いて検討

したところ、患者に感染した HEV の遺伝子型

が 1 型、3 型、4 型のいずれであっても、そ

の 回 復 期 血 清 は 、 糞 便 浮 遊 液 中 HEV 

(JE03-1760F: 3 型)の感染を阻止しうること

が分かった。HEV の血清型が 1 種類であると

いうこれまでの考えを支持する結果であっ

た。また、9年前、および 24 年前に HEV に感

染し E型肝炎を発症したことがウイルス学的

に検証されている患者の血清(IgGクラス HEV

抗体のみ陽性)の中和能についても検討した。

その結果、感染後 9 年、あるいは 24 年経過

した時点の血清であっても、中和能を保持し

ていることが分かった。これまで、HEV 感染

によって終生免疫が成立するか否かは不明

であるとされていたが、この実験結果は肝炎

治癒後に感染防御免疫が成立することを明

瞭に示している。また、感染時期は不明であ

るが、ELISA 法によって IgG クラス HEV 抗体

が陽性と判定された血清(OD 値=1.000)につ

いても中和能の有無を検討したところ、感染

を阻止しうることが分かった。E 型肝炎の発

生頻度に比べて、ELISA 法による IgG クラス

HEV 抗体陽性頻度が桁違いに高いことから、

抗体測定系の特異性を疑問視する報告もあ

るが、以上の結果は、研究代表者らが用いて

いる in-house ELISA による HEV 抗体測定系

の特異性を支持するものである。 

また、培養系を用いた感染中和実験によっ

て、H6225 には糞便中 HEV 粒子の感染を阻止

する中和活性があることを確認することが

できた。感染 HEV の遺伝子型が 1 型、3 型、

あるいは 4型のいずれであっても感染を阻止

しうることから、H6225 抗体は ORF2 蛋白の中

和エピトープを認識する抗体であると考え

られた。 

 

(5) HEV の感染性 cDNA クローンの作製と HEV

放出機構解明への応用 

a. 野生株 HEV の感染性 cDNA クローンの構築 

図 3に示すように、野生株 JE03-1760F の

全長 cDNA を含むプラスミド(pJE03-1760F 

/wt)構築し、in vitro で合成した完全長 RNA

を PLC/PRF /5 細胞に導入したところ、培養

上清中へのウイルス粒子の放出が認められ

た。この cDNA 由来 HEV は PLC/PRF/5 細胞や

A549 細胞で継代可能であり、それぞれの細

胞において糞便由来野生株 JE03-1760F と同

等の増殖性を示すことが分かった。 

b. ORF3 欠損変異クローンの構築 

ORF3のATGコドンをGCAに置換した変異ウ

イルス(pJE03-1760F/ΔORF3)を作製し、培養

細胞に接種したところ、IFA 法や Western 

blot法により細胞内でORF3蛋白が検出され

ないにも拘わらず、cell lysate 内には HEV 

RNA を含有する浮上密度 1.26-1.27 g/ml の

粒子が存在していることが分かった。しかも、

細胞内でのHEV RNAレベルは野生株と同等で

あった。しかしながら、A549 細胞の培養上

清中では接種後 30 日まで観察したが HEV 

RNA は終始検出されなかった。PLC/PRF/5 細

胞の培養上清中では、低レベルの HEV RNA

が検出されたが、野生株の 100 分の 1以下で

あった。培養中の細胞の剥離・浮遊が PLC/ 

PRF/5 細胞においてより多く認められる傾

向にあったことから、培養上清中で検出され

た微量のΔORF3 RNA は培養細胞の破壊によ

るものと推測され、ORF3 欠損変異ウイルス

は分泌能を欠いているものと考えられた。 

 

本研究により、これまで機能が不明であっ

たORF3蛋白がHEV粒子の放出に必須であり、



放出された粒子上に細胞膜成分とともに構

造蛋白の一つとして存在していることが初

めて明らかになった。 

これまで、ORF3 蛋白が粒子形成に与ってい

るか否かについては不明であった。しかし、

抗 ORF3 mAbs を用いた immuno-capture PCR

法によって検討した結果、ORF3 蛋白が培養上

清中や患者血清中の HEV粒子の表面上に存在

していることが明らかになった。界面活性剤

非存在下での捕捉率は数%に過ぎず、種々の

界面活性剤による処理によって捕捉率は約

100%に達することから、ORF3 蛋白は HEV 粒子

上で膜にほぼ覆われた状態で存在している

ものと考えられた。また、糞便中の HEV 粒子

を抗 ORF3 mAbs で捕捉できないのは、肝臓か

ら胆管に放出され、腸管に排泄される過程で

胆汁中のデオキシコール酸と膵液中の蛋白

分解酵素 (トリプシン) に曝され、細胞膜と

ともに ORF3 蛋白が除去されることに起因す

るものと考えられた。 

以上の研究成果は、HEV 感染の制御ならび

に HEVの増殖機構のさらなる解明に役立つも

のと期待される。 
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