
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 8 月 22 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

感染培養系を駆使し、E 型肝炎ウイルス(HEV)の放出に関わるウイルス因子として ORF3 蛋白

質、特にそのPASP配列、宿主因子としてTsg101やVps4などが重要であることを明らかにした。

ウイルスゲノムのさまざまな変異が培養細胞への馴化並びに効率的なウイルス増殖に密接な関

連があることを明らかにした。また、感染の初期過程に関与するレセプター候補分子の探索に

資する様々な成果を得ることができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Utilizing our efficient cell culture systems for hepatitis E virus (HEV), we elucidated 

that the ORF3 protein with an intact PSAP motif as well as Tsg101 and Vps4 as host factors 

are essential for the formation and release of membrane-associated HEV particles. Various 

HEV mutations were found to be associated with adaptation to cell culture and efficient 

replication of HEV. Several novel findings were obtained during this study that would 

contribute to the identification of cell receptor molecules for HEV in future studies.  
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１． 研究開始当初の背景 

E 型肝炎ウイルス(HEV)は約 7.2 kb の１本

鎖(プラス鎖)RNA をゲノムとし、へぺウイル

ス科へぺウイルス属に分類されている。HEV

ゲノムは 3つの ORF (ORF1, ORF2, ORF3)を有

し、ORF1(1704 aa)はヘリカーゼや RNA ポリメ

ラーゼなどの非構造蛋白を、ORF2(660 aa)は

キ ャ プ シ ド 蛋 白 を コ ー ド し て い る 。

ORF3(113-114 aa)の機能はこれまで不明であ

ったが、研究代表者らの研究により、ウイル

ス粒子の感染細胞からの放出に必須であるこ

とが明らかになっている (J Gen Virol 

90:1880, 2009)。 
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HEV は 1983 年、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

イルスとして同定された。しかし、近年、日

本を含む先進諸国でも流行地域からの輸入に

よらない、国内感染の散発性 E 型肝炎の発生

が報告され、注目を集めている。研究代表者

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

世界で最初に報告し(N Engl J Med 347:1456, 

2002)、E 型肝炎がブタを始めとする各種動物

を感染源とする人獣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, 2003; J Clin Microbiol 

42:5371, 2004 など)。加えて、2007 年に世界

に先駆けて HEV の培養系を確立することに成

功した(J Gen Virol 88:903, 2007)。しかし、

HEV の増殖機構や蛋白発現様式、及び発現蛋

白質の機能に関する研究は、ほとんど進んで

いない。 

本研究は、世界に先駆けて HEV の培養系を

確立できた研究上のアドバンテージを最大限

に生かし、これまでに明らかにされていない

HEV 粒子の種々の感受性細胞への吸着や侵入

の機構、複製過程に影響する種々のウイルス

因子及び宿主因子を明らかにし、さらにはHEV

が有する極めてユニークな感染細胞からの放

出機構の解明を目指すものである。 

３．研究の方法 

(1) HEV の放出機構の解明 

①HEV の放出に関わるウイルス側因子の解

析：野生株感染性 cDNA クローン(pJE03- 

1760F/wt)(J Gen Virol 90:457, 2009)を用

い、ORF3 蛋白質 C 末端側に存在する PASP モ

チーフに変異を導入した cDNA クローンを作

製し、in vitro トランスフェクションによ

り合成された全長 RNA をヒト肝癌由来

PLC/PRF/5 細胞に導入する。野生株及びΔ

ORF3 mutant(ORF3 蛋白質欠失変異体)と比較

しながら粒子産生への影響を調べる。 

②HEV の放出に関わる宿主側因子の解析：

siRNAによるTsg101の発現低下により培養上

清中での HEV産生量が低下するかどうかを検

討する。さらに、Vps4 ドミナントネガティブ

変異プラスミドをトランスフェクトした細

胞にウイルスを感染させ、培養上清中及び細

胞内の HEV RNA titer を測定し、検討する。 

 

(2)E 型肝炎の重症化・劇症化に関わるウイル

スゲノム変異、及び HEV の感染、複製、遺伝

子発現調節などのウイルス生活環の種々の

段階に影響しうるウイルスゲノム変異の検

討 

① E型劇症肝炎患者(遺伝子型4型)から分

離された HEV株の増殖能に影響するウイルス

変異の検討：これまで、1819 番目の塩基が C

に変異し、3148 番目の塩基が Uに変異、ある

いは5907番目の塩基がCに変異した4型 HEV

は劇症肝炎の発症と密接な関連があること

を報告してきた(J Med Virol 78:476-84, 

2006)。そこで、新たに劇症肝炎株である

HE-JF5/15F 株(4 型)の感染性 cDNA クローン

を構築し、変異クローンの作製に供する。得

られた変異導入感染性 cDNA クローン RNA を

PLC/PRF/5 細胞にトランスフェクトし、ウイ

ルス生活環へのゲノム変異の影響を調べる。 

②培養馴化 HEV株の増殖能に影響するウイ

ルス変異の検討：3 型培養馴化株について全

塩基配列を決定し、野生株と比較することに

より、活発な増殖能や細胞内での ORF2、ORF3

蛋白発現レベルに寄与するウイルス変異を

特定する。特定された変異を導入した感染性

cDNA クローンを作製し、細胞内及び培養上清

中のウイルス核酸やウイルス抗原(ORF2, 

ORF3)を定性的並びに定量的に検出し、ゲノ

ム変異の意義を明らかにする。 

 

(3)HEV の侵入機構の解析と細胞受容体候補

分子の同定 

HEV 粒子の細胞への吸着や侵入の機構の解

明を目的として HEVの細胞レセプター候補分

子の同定を試みる。先ず、非許容肝細胞株を

選別し、次に、PLC/PRF/5 細胞及び非許容肝

細胞株の cDNA ライブラリーを作製し、

PLC/PRF/5 細胞で発現量が高い遺伝子のみが

濃縮された PLC/PRF/5 サブトラクト cDNA ラ

イブラリーを作製し、このサブトラクト cDNA

ライブラリーを挿入したレトロウイルス

cDNA ライブラリーを作製する。レトロウイル

ス cDNA ライブラリー感染により、PLC/PRF/5

サブトラクト cDNA ライブラリーを非許容肝

細胞株に導入する。レトロウイルスにより

cDNA ライブラリーを発現した非許容肝細胞

株 を 蛍 光 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(PLC/PRF/5 細胞を免疫原として得られた、

HEV の感染阻止能を有する抗体)で処理し、抗

体の結合した、すなわち HEV レセプターを発

現していると思われる細胞をセルソーター

で分離する。セルソーターで分離、濃縮した

HEV レセプター発現細胞からゲノム DNA を抽

出する。レトロウイルス由来のプロウイルス

DNA から PCR で cDNA を増幅し、塩基配列を決

定し遺伝子を特定する。この方法で細胞受容

体候補分子の同定を同定できない場合には、

Virus overlay protein binding assay 法、



 

 

共免疫沈降法と質量分析による方法を用い

細胞受容体候補分子の同定に挑戦する。 

 
４．研究成果 

(1)  HEV の放出機構の解明 

① ORF3蛋白質のPSAP配列に導入したアミ

ノ酸置換がウイルス産生に与える影響：cDNA

クローン(pJE03-1760F/wt)の ORF3 に認めら

れる 2 つの PSAP 配列にアミノ酸置換を導入

し、どちらか一方、または両方の配列を置換

した 5つの変異体を作製した。どちらか一方

の PSAP 配列を置換した 4 つの変異体 

(mutLSAP, mutPSAL, mutLSAL, mutPLAP/PSAP) 

は、すべて野生型と同じ効率で培養上清中に

ウイルスを産生した。一方、両方の PSAP を

置換した変異体 (mutPLAP/LSAL) では、培養

上清中へのウイルス粒子の産生量がΔORF3

と同程度まで減少した。また mutPLAP/LSAL

の浮上密度はΔORF3 と同じ 1.27g/cm3にピー

クを示し、粒子表面に細胞由来の膜成分及び

ORF3 蛋白質を有していないことが分かった。

一方、細胞内では ORF3 蛋白質が発現されて

いることが確認された。 

② ORF3蛋白質とTsg101との相互作用の解

析： Tsg101 に対する抗体を用いて共免疫沈

降を行った結果、野生型の ORF3 蛋白質は

Tsg101 と共沈したが、PSAP モチーフを持た

ない変異型 ORF3 蛋白質では共沈が認められ

なかった。また、蛍光抗体法によって、野生

型の ORF3 蛋白質と Tsg101 は、細胞質内にお

いて共局在を示したが、PSAP モチーフを持た

ない ORF3 蛋白質と Tsg101 との共局在は認め

られなかった。以上の結果から、ORF3 蛋白質

は PSAP モチーフを介して Tsg101 と細胞内で

結合することが明らかになった。 

③Tsg101に対するsiRNAをトランスフェク

トした細胞での HEV 放出効率：Tsg101 に対す

る siRNA を用いて、細胞内の Tsg101 をノッ

クダウンし、ウイルスの放出効率を解析した。

Tsg101 に対する siRNA (siTsg101) または

negative control の siRNA (NC siRNA) を細

胞にトランスフェクトし、その後、ウイルス

を感染させた。siTsg101 では 6.4%と放出効

率の著しい低下が認められたことから、

Tsg101 はウイルス粒子の放出に重要であり、

HEV が MVB sorting 機構を利用している可能

性が示唆された。 

④Vps4 ドミナントネガティブ変異体をト

ランスフェクトした細胞での HEV 放出効率： 

Vps4 は、MVB sorting の最終段階に作用する

ATPase である。そこで、この活性部位にアミ

ノ酸置換を導入したドミナントネガティブ

変異体を細胞内に発現させたところ、16-19%

のウイルスの放出効率の低下が認められた。

したがって、ウイルス粒子の放出には Vps4

の酵素活性が必要であり、HEV が vacuolar 

protein sorting (Vps) pathway を利用して

いると考えられた。 

⑤HEV 感染細胞における ORF3 蛋白質と

CD63 の細胞内局在： ORF3 蛋白質と CD63 は、

細胞質内において共局在を示した。 

本研究により、HEV の感染細胞からの放出

には、ウイルス側の因子として ORF3 蛋白質

に存在する PSAP モチーフが重要であり、宿

主側の因子として Tsg101 ならびに Vps4 が重

要であることが明らかとなった。また、ORF3

蛋白質にコードされた PSAP モチーフが L-ド

メインとしての機能を有し、エンドソーム膜

上で MVB sorting の機構が利用され、HEV が

放出されている可能性が示唆された。 

 

(2)E 型肝炎の重症化・劇症化に関わるウルス

ゲノム変異、及びウイルス生活環に影響しう

るゲノム変異の検討 

①E型肝炎の重症化・劇症化に関わるウイ

ルスゲノム変異 E型肝炎の重症化・劇症化に

関わるウイルスゲノム変異：4型 HEV 株(HE- 

JF5/15F)の 3148 番目の塩基に関して、劇症

型の Tに比べ、非劇症型の Cに変異すること

により、培養上清中及び cell lysate の HEV 

RNA titer は約 4 分の１に低下した。また、

5907 番目の塩基に関して、劇症型の Cから

非劇症型の A(5907A)あるいは T(5907T)に置

換することにより、培養上清中の HEV RNA 

titerは培養上清及びcell lysateのHEV RNA 

titerが 4分の1ないし10分の1に低下し、

これらの変異が同義置換ながらウイルス増

殖効率に影響していることが示唆された。 

②ウイルス生活環に影響しうるゲノム変

異の検討：感染性 cDNA クローン(pJE03- 

1760F/wt) 由 来 ウ イ ル ス の 培 養 馴 化 株

(passage 10)で認められた変異を pJE03- 

1760F/wt に導入し検討した結果、2808 番目

の塩基の Tから Cへの置換(ORF1, 928 番目の

アミノ酸が Val から Ala に変異)、5054 番目

の塩基の A から G への置換(ORF1, 1677 番目

のアミノ酸が Ile から Val に変異)がウイル

ス増殖に対して促進的に働き、両者の効果は

相加的であることが示された。従って、これ

ら変異は培養細胞への馴化並びに効率的な

ウイルス増殖に密接な関連があることが示

唆された。 

 

(3)HEV の侵入機構の解析と細胞受容体候補

分子の同定 



 

 

①HEV 粒子の性状解析と感受性細胞への吸

着に関する検討：糞便及び胆汁中の HEV 粒子

はショ糖液中での浮上密度が 1.26-1.27 

g/cm3であるが、培養上清中及び血清中の HEV

粒子は上述のように 1.15-1.16 g/cm3と軽く、

膜に覆われている。培養系を用いた検討にお

いて、膜に覆われた HEV 粒子も膜を持ってい

ない HEV 粒子も A549 細胞や PLC/PRF/5 細胞

への感染性においては同等であった。また、

吸着効率を比較した結果においても膜の有

無は大きく影響していなかった。しかし、予

め中和抗体を反応させたのち、培養細胞に接

種すると、膜のない HEV 粒子では感染が阻止

されたのに対して、膜に覆われた HEV 粒子は

中和抗体の非存在下と同等の効率で培養細

胞に吸着し、効率よく子ウイルスを産生した。

したがって、膜に覆われた HEV 粒子と膜に覆

われていない HEV粒子は異なる機構で感受性

細胞に接着・侵入している可能性が考えられ、

本研究では膜に覆われていない粒子に限定

して細胞受容体候補分子の同定を試みた。 

②許容細胞と非許容細胞の同定と cDNA ラ

イブラリーの作製：株化肝細胞の中で、野生

株 HEV は PLC/PRF/5 細胞でのみ増殖したが、

馴化 HEV は HepG2 及び Huh7 細胞においても

効率良く増殖しうることが分かった。一方、

SK-HEP-1細胞では馴化HEVも増殖しなかった。

そこで、両細胞株の cDNA ライブラリーを作

製し、PLC/PRF/5 細胞で発現レベルが高い遺

伝子のみが濃縮された PLC/PRF/5サブトラク

ト cDNA ライブラリーを作製して HEV レセプ

ターを発現していると思われるレトロウイ

ルス感染細胞の分離を試みたが、候補分子の

同定には至らなかった。 

③Virus overlay protein binding assay 

法による試み：PLC/PRF/5 細胞及び A549 細胞

から膜蛋白質を精製後、HEV 粒子と結合する

膜蛋白質の検出を行った。Negative control

には認められない特異的と思われるバンド

が 120 kDa, 65 kDa の位置に検出された。し

かし、非特異的な結合が多く、結合したバン

ドを構成する蛋白質の特定は困難であった。 

④共免疫沈降法による試み：PLC/PRF/5 細

胞及び A549 細胞から膜蛋白質を精製後、共

免疫沈降法ならびに質量分析により、HEV 粒

子と結合する感受性細胞 (PLC/PRF/5 と

A549) 由来の膜蛋白質を数種類同定した。し

かし、種々の検討の結果、同定された膜蛋白

質がレセプターとして主体的な働きをして

いる可能性は低いことが示唆された。 

世界的にも HEVの細胞レセプター分子は未

だ同定されておらず、本研究を通じて感染系

を発展させ、許容・非許容細胞を特定し、HEV

粒子の形態の違いに対応する 2種類の吸着・

侵入機構の存在を示唆する知見を得ること

ができたことは、今後の更なる挑戦に資する

成果である。 
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