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研究成果の概要（和文）：PLC/PRF/5、A549、HepG2/C3A、Li-7、Huh7 及び Caco-2 の各種株
化細胞による HEV 培養細胞感染系の培養上清中に高濃度に産生された HEV 粒子は細胞膜様
構造物に覆われ、中和抗体誘導能を有するカプシド抗原が覆い隠されているが、界面活性剤及

びタンパク質分解酵素処理により、細胞膜様構造物を除去してカプシド抗原を露出させること

ができた。これをマウスに免疫したところ、血中に抗カプシド抗体が産生され、in vitro 中和
試験により糞便由来 HEVの感染を阻止しうることを実証できた。

研究成果の概要（英文）：HEV particles generated in culture supernatant of cell-culture
systems of PLC/PRF/5, A549, HepG2/C3A, Li-7, Huh7 and Caco-2 cells were found to be
associated with envelope-like membrane, and HEV capsid antigen which carry
neutralization epitope was buried by the membrane. When treated with detergent and
proteinase, the membrane of cell-generated HEV particles was removed and the capsid
antigen was disclosed. Mice immunized with the membrane-dissociated HEV particles
developed anti-HEV capsid antibodies, and the antiserum was capable of inhibiting the
infection of feces-derived HEV in in vitro neutralization test.
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１．研究開始当初の背景
　E 型肝炎ウイルス（HEV）は衛生環境が不
良な発展途上国における流行性及び散発性
急性肝炎の主要な原因ウイルスであり、従
前、先進諸国には常在しないとみなされて
いたが、1997 年以降、先進諸国にも常在地

域とは遺伝子型が異なる地域固有の HEV 株
が存在し、ブタ等をリザーバーとする人畜
共通感染ウイルスとして散発性急性 E 型肝
炎の原因となっていることが明らかにされ、
E 型肝炎は 2003 年の感染症法の改正以降、
四類感染症に指定されている。
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　HEVのゲノムは約 7.2 kbの一本鎖RNA（＋
鎖）から成り、3 種類の open reading frame
（ORF1、ORF2及び ORF3）を有する。ORF1
はウイルスの複製に関与する酵素活性を持
った非構造タンパク質をコードし、ORF2 は
カプシドタンパク質を担っている。ORF3 タ
ンパク質はウイルス粒子の細胞からの放出
に関与していると考えられている。
　HEV を in vitro で培養することは不可能で
あったが、研究代表者らの研究室では、2006
年に E 型肝炎患者の糞便由来の遺伝子型 3
型の HEV（JE03-1760F 株）をヒト肝癌細胞
株の PLC/PRF/5 細胞及びヒト肺癌細胞株の
A549 細胞に接種することにより、HEV の効
率的な培養細胞感染系を世界に先駆けて開
発し、感染性のある HEV 粒子を培養上清中
に大量に得ることを可能にした (J Gen Virol
88: 903-911, 2007)。そして継代培養を続ける
ことにより、野生株（JE03-1760F 株）より
も感染効率が高く、活発な増殖能を示す馴
化 HEV 株が得られ、馴化に関連する遺伝子
変異を特定した (Virus Res 88: 903-911, 2008)。
　HEV 粒子の性状解析はこれまで糞便中の
粒子について行われ、直径 27-32 nm の non-
enveloped virus であるとされてきたが、研究
代表者らは ORF2 タンパク質及び ORF3 タン
パク質に対するモノクローナル抗体を用い
た immuno-capture PCR 法による抗原性解析
及びショ糖密度勾配平衡遠心による浮上密
度の解析により、感染細胞から放出された
HEV 粒子（培養上清中の粒子及び E 型肝炎
患者の血清中の粒子）は表面に ORF3 タンパ
ク質を有するとともに、あたかも enveloped
virus のように細胞膜様構造物で覆われ、浮
上密度が 1.15-1.16 g/cm3であり、糞便中の粒
子（1.27-1.28 g/cm3）と比較して低いことを
明らかにした。

２．研究の目的
　免疫原性が高く、感染予防効果が長期に
持続するワクチンを作るためには native なウ
イルスを抗原材料とすることが望ましいが、
HEV を培養することが不可能であったため、
これまでは HEV ワクチン開発のための研究
は主として遺伝子組み換えカプシドタンパ
ク質を抗原として行われ、native なウイルス
が用いられることは無かった。しかしなが
ら、研究代表者らの研究室では、PLC/PRF/5
細胞及び A549 細胞を用いて HEV の培養細
胞感染系を開発し、培養細胞感染系に馴化
した HEV を培養上清中に大量に得ることを
可能にし、これにより、native な HEV 粒子
を抗原材料とする不活化ワクチン開発の可
能性が開かれた。また、これまでは HEV の
感染性の検討及び HEV 抗体の中和活性の測
定は HEV に感受性のある実験動物（サル及
びブタ）を用いた感染実験に頼らざるを得

なかったが、この HEV 培養細胞感染系を用
いることにより、in vitro での試験が可能に
なった。
　HEV は、成熟型は non-enveloped virus で
あるにもかかわらず、感染細胞から放出さ
れた時には ORF3 タンパク質を介して
enveloped virus のように宿主細胞膜様構造で
覆われ、浮上密度及び抗原性が成熟型と異
なっているユニークなウイルスである。本
研究では、二つの形態の HEV 粒子の性状の
違いを明らかにするとともに、大量に産生
することが可能になった培養細胞由来の
native な HEV 粒子を材料とした不活化ワク
チンの開発に向けた基礎的検討を行い、E 型
肝炎の予防法確立の一助とすることを目的
とする。

３．研究の方法
(1) 糞便、血清及び培養上清中の HEV 粒子
の抗原性の解析
　HEV ORF2タンパク質及び ORF3タンパク
質に対するモノクローナル抗体及びヒトガ
ンマグロブリンに対する抗体を利用して、
immuno-capture PCR 法及び免疫沈降法によ
り、HEV 陽性の糞便、血清及び培養上清中
の HEV 粒子の抗原性及び免疫複合体の形成
について解析を行う。 immuno-capture PCR
法とは各種 HEV 抗原に対する抗体を固相化
したプレートのウェルに HEV 粒子を加えて
反応させ、抗体に捕捉された HEV 量を real-
time PCR 法で測定して抗原性の指標とする
ものである。
(2) 各種処理による HEV 粒子の浮上密度及
び抗原性の変化の検討
　培養 HEV 粒子を有機溶剤、界面活性剤、
消化酵素及び胆汁等で処理し、ショ糖密度
勾配超遠心法により浮上密度を測定すると
ともに、immuno-capture PCR 法により抗原
性の変化を調べ、糞便中粒子と同等の性状
を示すように変化する処理条件を検討する。
(3) 処理済み培養 HEV の中和抗体惹起能の
検討
　糞便中 HEV と同等の性状を示す処理を施
した培養 HEV をマウスに免疫し、HEV 培養
細胞感染系を用いた in vitro中和試験により、
処理済み培養 HEV の中和抗体惹起能を解析
する。即ち、感染性のある糞便由来 HEV 粒
子を予め被験検体中の抗体と反応させた後
に培養細胞に接種した後に培養上清中の
HEV RNA濃度を real-time PCR法で経時的に
測定し、感染が阻止された場合、中和活性
陽性と判定する。

４．研究成果
(1) 患者血清中の HEV 抗体は糞便中の HEV
に対して中和活性を有するが、血清中及び
培養上清中の HEV の感染性を阻止すること



はできなかった。また、immuno-capture PCR
法及び免疫沈降法により、血清中の HEV 粒
子の 90%以上は HEV 抗体の共存下において
も免疫複合体を形成していないことがあき
らかになった（表１）。以上より、血清中及
び培養上清中の HEV 粒子の中和抗体エピト
ープは細胞膜様構造物により覆い隠されて
いると考えられた。

表１　血清中 HEV 粒子の抗ヒト IgG、IgM、
IgA 抗体による免疫沈降

(2) 血清中及び培養上清中の HEV 粒子は界
面活性剤又は有機溶剤で処理すると、処理
前には低値であった ORF2 及び ORF3 タンパ
ク質の抗原性が部分的に出現し、浮上密度
が 1.20-1.25g/cm3 にシフトすること、界面活
性剤とタンパク分解酵素の両者で処理する
と、ORF3 タンパク質が消化されて消失し、
細胞膜様構造物が完全に除去されて ORF2 タ
ンパク質が露出し、それに伴い浮上密度が
糞便中 HEV 粒子と同じ 1.27-1.28g/cm3 にな
ることが明らかになった（表２、図１）。以

表２　各種処理による HEV 粒子の抗原性の
変化

図１　各種処理による培養上清中の HEV 粒
子の浮上密度の変化

上より、培養上清中に産生された HEV を界
面活性剤及びタンパク質分解酵素で処理し
て、細胞膜様構造物及び ORF3 タンパク質を
除去することにより、ワクチンとして中和
抗体誘導能を有する HEV 粒子を作製するこ
とができることが示された。
(3) 処理済み培養細胞由来 HEV をマウスに
免疫し、経時的に抗血清を採取した。マウ
スの抗血清中には酵素免疫測定法により抗
カプシド抗体が検出され、産生された抗体
は処理済み培養細胞由来 HEV と結合するこ
とが immuno-capture PCR 法によって示され
た。また、in vitro 中和試験によりこのマウ
ス抗血清は糞便由来 HEV の感染を阻止しう
ることを実証できた。以上の結果より、処
理済み培養細胞由来 HEV は中和抗体を誘導
する免疫原性を有していることが明らかに
なった。
(4) 新たに HepG2/C3A細胞（ヒト肝 癌）、Li-7
細胞（ヒト肝癌)、Huh7 細胞（ヒト肝癌）及
び Caco-2 細胞（ヒト結腸癌）でも、培養上
清中に 108copies/mL 以上の高濃度の HEV の
約 3 カ月に及ぶ長期産生が可能となった。
また、各種培養細胞由来の HEV 粒子の主分
画は浮上密度 1.15-1.17g/cm3であり、ORF3 タ
ンパク質及びエンベロープのような膜様構
造物で覆われてカプシド抗原は露出してい
なかったが、界面活性剤（デオキシコール
酸ナトリウム）及びタンパク質分解酵素（ト



リプシン）で処理することにより、カプシ
ド抗原が露出し、その抗原性が保持された
HEV 粒子を調製することができた。マウス
への免疫実験及び in vitro 中和試験により、
カプシド抗原を露出させた培養 HEV 粒子は
HEV の感染を阻止する中和抗体誘導能を有
することが示された。以上より、HepG2/C3A、
Li-7、Huh7 及び Caco-2 の各株化細胞は HEV
不活化ワクチン原料の製造に利用可能であ
ると考えられた。
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