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研究成果の概要（和文）：これまでの解析により、膜に覆われたE型肝炎ウイルス (eHEV) と膜に覆われていな
いE型肝炎ウイルス (neHEV) は、それぞれ別の蛋白質を感染受容体として利用していることが示唆されている。
本研究では、粒子形態の異なる2種類のHEVの感染受容体の機能を評価するために、受容体候補蛋白質をノックア
ウトした細胞や安定発現した細胞を作製し、解析を行った。その結果、それぞれの受容体候補蛋白質がeHEVまた
はneHEVの感染受容体と成り得ることが明らかとなった。また、HEVの細胞内侵入や細胞間伝播に必要な宿主蛋白
質を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have suggested that membrane-associated hepatitis E virus 
(quasi-enveloped HEV : eHEV) and non-enveloped HEV (neHEV) utilize the different proteins as the 
receptors for infection. In this study, to evaluate the function of the receptors of eHEV and neHEV,
 we generated candidate receptor gene knockout cells or stable cell line that express candidate 
receptor proteins and analyzed virus replication using those cells. As a result, we revealed that 
each of the candidate receptor proteins could be a receptor for infection of eHEV or neHEV. We were 
also able to identify host proteins required for entry and intercellular spread of HEV.

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
　HEVの感染受容体として同定された候補蛋白質の機能評価により、これらの蛋白質が、粒子形態の異なる2種類
のHEVの受容体として機能していることが明らかとなった。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、HEVの細胞内侵入ならびに細
胞間伝播に重要な宿主蛋白質を同定することに成功した。これらの宿主蛋白質は、HEVに対する治療薬開発のた
めの宿主側の創薬ターゲットと成り得ることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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、慢性感染を引き起
こすことがある。わが国における E型肝炎の主な感染源は、家畜ブタや野生動物（イノシシ、シ
カ）の肉や内臓であるが、輸血による HEV 感染例も報告されている。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 のゲノムは約 7,200 塩基からなるプラス１本鎖 RNA で、3つのオープンリーディングフレ
ーム(ORF1, ORF2, ORF3)を有している。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。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 (quasi-enveloped HEV : eHEV) と膜に覆われていない粒子 (non-
enveloped HEV : neHEV) 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。 

その後の解析により、eHEV 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
有しており、個々のキャプシドが脂質膜に完全に覆われた形態を取っていることが明らかとな
った。このことから、eHEV の外側にはウイルスの ORF2 または ORF3 蛋白質は露出しておらず、
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 

これまでの解析により、形態の異なる 2種類の HEV 粒子は、それぞれ別の蛋白質を感染受容体
として利用していることが示唆されている。本研究では、それぞれの受容体候補蛋白質の受容体
としての機能を解析し評価する。さらに、HEV の感染許容性を規定する宿主因子を同定し、HEV
の増殖における役割を明らかにする。これにより HEV の増殖に必須な宿主因子とその機能が明
らかとなり、抗 HEV 薬の開発に資する新たな知見が得られることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 各種ノックアウト細胞は、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。安定発
現細胞は、episomal 型ベクターを利用して作製した。薬剤による選択後、ウエスタンブロッテ
ィングにより、それぞれの受容体候補蛋白質の発現を確認した。これらの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、増殖能への影響を調査した。 
 
(2) HEV の細胞内侵入効率は、レポーター遺伝子（nanoKAZ）を有する感染性の組換え HEV (HEV-
nanoKAZ)1)を用いて解析した。各種ノックアウト細胞に HEV-nanoKAZ を接種し、感染 4日後に細
胞内のルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
(3) 細胞間伝播の解析は、HEV を接種した後、アガロースを含む培養液を重層し、感染 4日後に
蛍光抗体法によりウイルスの ORF2 および ORF3 蛋白質を検出した。また、ウイルス感染巣を形成
する細胞数から細胞間伝播への影響を解析した。 
 
(4) HEV の ORF2 蛋白質に認められるモチーフ配列にアミノ酸置換を導入した変異 RNA を
PLC/PRF/5 細胞にトランスフェクトし、培養上清中の HEV RNA を定量することにより、増殖への
影響を調査した。また。GLuc を導入したレプリコンを用いることにより、HEV RNA 複製への影響
を解析した。粒子形成への影響は、細胞抽出液を用いたショ糖密度勾配遠心ならびに
immunocapture real-time RT-PCR 法により検討した。 
 
(5) HEV の ORF2 蛋白質と宿主蛋白質 Xの間の相互作用は、感染細胞または ORF2 蛋白質発現細胞
の抽出液を用いて共免疫沈降法により解析した。 
 
４．研究成果 
(1) HEV の感染感受性を決定する受容体候補蛋白質の機能解析と評価 
① 膜に覆われていない HEV (neHEV) の受容体候補蛋白質 Gの機能解析 

neHEV の受容体候補蛋白質として同定された G 蛋白質の受容体としての機能を評価した。
CRISPR/Cas9 システムを利用して候補蛋白質 G をノックアウトした細胞を作製した。この細胞
に、eHEV を接種しても増殖に影響は認められなかったが、neHEV を接種したところ、HEV の増殖



が完全に抑制された。さらに、候補蛋白質 Gをノックアウトした細胞では、neHEV 粒子の吸着効
率の低下が認められた。一方、HEV レプリコンを用いて候補蛋白質 Gノックアウト細胞での HEV 
RNA の複製能を解析したが、影響は認められなかった。そこで、受容体候補蛋白質 Gをノックア
ウトした細胞を用いて、再度、候補蛋白質 G を発現する安定発現細胞を作製した。この細胞に
neHEV を接種した結果、効率の良い増殖が認められた。また、共免疫沈降法により、neHEV 粒子
と候補蛋白質 G の相互作用を確認したところ、両者の間で結合が認められた。以上の結果から、
受容体候補蛋白質 Gが neHEV の感染受容体と成り得ることが明らかとなった。 
 
② 膜に覆われた HEV (eHEV) の受容体候補蛋白質 Bの機能解析 
eHEV の受容体候補蛋白質として同定された B 蛋白質の受容体としての機能を評価した。

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、eHEV の増殖
能を解析した。その結果、negative control (NC) 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 の増殖効率は顕著に低下し
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。そこで、
eHEV に非感受性であり、候補蛋白 B を発現していない細胞を用いて、候補蛋白質 B を安定発現
する細胞を作製し、感受性付与実験を行った。作製した細胞に eHEV を接種したところ、感染 8
日目まで培養上清中の HEV RNA の値が上昇し、一過性ではあるが非感受性細胞での HEV の増殖
が認められた。以上の結果から、受容体候補蛋白質 Bが eHEV の感染受容体と成り得ることが示
唆された。 
 
(2) 感染許容性を規定する宿主因子の同定とその機能解析 
① HEV の増殖におけるタイトジャンクション蛋白質の機能解析 
これまでに、粒子形態の異なる 2 種類の HEV の増殖にはタイトジャンクションの形成に関与

する蛋白質 Aが必要であることが明らかとなっている。そこで、CRISPR/Cas9 システムを利用し
て、タイトジャンクション蛋白質 A をノックアウトした細胞を作製した。この細胞に eHEV と
neHEV を接種したところ、両者において増殖が認められなかった。一方、GLuc を搭載した HEV レ
プリコンを用いた解析により、タイトジャンクション蛋白質 A は HEV RNA の複製には影響しな
いことが示された。そこで、蛋白質 Aノックアウト細胞を用いて HEV の細胞内侵入および細胞間
伝播への影響を解析した。細胞内侵入の解析には、新規に開発したレポーター遺伝子（nanoKAZ）
を有する感染性の組換え HEV (HEV-nanoKAZ) を利用した。その結果、蛋白質 Aは eHEV の細胞内
侵入に必要であることが明らかとなった。一方で、タイトジャンクション蛋白質 Aは、neHEV の
細胞内侵入には関与していなかった。そこで、細胞間伝播への影響を調査したところ、neHEV を
接種したタイトジャンクション蛋白質 A ノックアウト細胞のウイルス感染巣内の細胞数は、NC
ノックアウト細胞の細胞数よりも顕著に減少した。このことから、タイトジャンクション蛋白質
Aは HEV の細胞間伝播に関与していることが明らかとなった。HEV 感染細胞内には、eHEV 粒子が
多胞体内に、neHEV 粒子が細胞質内に存在している。本研究では、ORF3 欠失変異体を用いること
により、neHEV が細胞間伝播に関与していることを示した。 
 
② HEV の増殖における宿主蛋白質 Xの機能解析 

HEVのORF2蛋白質には、さまざまな遺伝子型間で高度に保存されたモチーフ配列が存在する。
そして、このモチーフ配列のアミノ酸置換は、HEV RNA の複製には影響を与えなかったが、ウイ
ルスの増殖を阻害することが明らかとなった。また、これらの変異体では、ショ糖密度勾配遠心
ならびに immunocapture real-time RT-PCR 法による解析において、細胞内にウイルス粒子を検
出することができなかった。さらに、細胞抽出液を用いて、ウエスタンブロッティングを行った
結果、野生型 RNA をトランスフェクトした細胞では、主にウイルス粒子を形成する ORF2c が検出
されたのに対して、変異 RNA を導入した細胞では主に分泌型の ORF2s が検出された。以上に結果
から、ORF2 蛋白質に認められるモチーフ配列は、ウイルスの粒子形成に重要であることが明ら
かとなった。 

次に、このモチーフ配列と結合することが報告されている宿主蛋白質 X との相互作用を共免
疫沈降法により解析した結果、両者の間で結合が認められた。一方、モチーフ配列を置換した
ORF2 蛋白質では、宿主蛋白質 Xとの結合能が低下した。以上の結果から、宿主蛋白質 Xは ORF2
蛋白質に高度に保存されたモチーフと特異的に結合していることが示された。そこで、CRISPR-
Cas9 を用いて、宿主蛋白質 X をノックアウトした PLC/PRF/5 細胞を作製した。その結果、宿主
蛋白質 Xノックアウト細胞では、HEV RNA の複製に影響は与えなかったが、培養上清中の HEV RNA
が増加せず、増殖が認められなかった。そこで、HEV-nanoKAZ を用いて、HEV の細胞内侵入にお
ける宿主蛋白質 Xの必要性を調査した。宿主蛋白質 Xノックアウト細胞に eHEV-nanoKAZ または
neHEV-nanoKAZ を接種し、細胞内のルシフェラーゼ活性を測定した結果、NC ノックアウト細胞
と比較して、ルシフェラーゼ活性の著しい低下が認められた。以上の結果から、宿主蛋白質 Xは
eHEV および neHEV の細胞内侵入に重要であることが明らかとなった。一方で、モチーフ配列を
介する ORF2 蛋白質と宿主蛋白質 X との相互作用の存在が示唆されたが、HEV の粒子形成におけ
る宿主蛋白質 Xの機能については、さらに解析が必要である。 
 

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、ウイルス増殖の
許容性に関与する HEV と宿主因子の相互作用の解析は、抗 HEV 薬開発の標的分子の発見に繋が
ることが期待される。 
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