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研究成果の概要（和文）： 
 E型肝炎ウイルス(HEV)に感染したブタ肝臓より組織乳剤を作成し、PLC/PRF/5細胞に感染させ、

本細胞で増殖可能なHEV株83-2を取得した。この83-2株からHEVの感染性クローンを作成し、本ク

ローンの構造蛋白領域をレポーター遺伝子と置き換えたHEVレプリコンの作成に成功した。特に、

レポーター遺伝子としてルシフェラーゼを持つレプリコンは、ウイルスの細胞内での増殖を感度

よくモニターできる系として用いることができる。現在、LOPAC化合物ライブラリをHEVレプリコ

ン導入後のPLC/PRF/5細胞に添加し、ウイルス増殖を抑制する化合物のスクリーニングを行って

おり、同定された化合物の作用からHEV増殖メカニズムの解析を行う予定である。また、reverse 

geneticsの手法によりHEVの感染性を規定する領域の解析、感染細胞内でのウイルス複製機構の

解析も実施している。 一方、PLC/PRF/5細胞にHEVを感染させ、抗HEV抗体を用いて蛍光抗体染

色を行うと、長期間培養後もHEVに感染していない細胞が見られ、この細胞株はヘテロな集団で

あることが推測された。そのため、single cell cloningを行い、クローニングされた多数の細

胞株についてHEVの感染性を調べたところ、増殖性のない細胞株が複数見出された。このスクリ

ーニングにより取得できた、HEVが感染できる細胞とできない細胞の性状を比較解析することに

より、宿主側でHEV感染に重要な役割を果たすと考えられる因子の解析を行っている。現在、感

受性細胞からcDNAライブラリを構築し、このライブラリを非感受性細胞に導入し、感受性になっ

た細胞に導入された遺伝子を解析することで、HEVの細胞への感受性を規定している因子の同定

を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Hepatitis E virus (HEV) causes acute and fulminant hepatitis E in humans. Infectious cDNA clones 
of HEV were established by several groups, and efficient HEV propagation in cultured cells has 
been recently developed using PLC/PRF/5 and A549 cells. However, our PLC/PRF/5 cells showed 
limited permissiveness for HEV. In this study, we performed single-cell cloning of PLC/PRF/5 cells 
and analyzed heterogeneity by using infectious HEV clone. We constructed an infectious cDNA 
clone of HEV from porcine liver. Then we performed single-cell cloning of PLC/PRF/5 cells by 
limited dilution. To analyze the limited permissiveness of our PLC/PRF/5 cells, cloned cells were 
either infected with HEV or transfected with an infectious HEV RNA and the production of HEV 
was measured by the detection of HEV capsid protein in culture supernatant by ELISA. Ninety-eight 
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clones were obtained after single-cell cloning of parental PLC/PRF/5 cells. The cloned PLC/PRF/5 
cells exhibited various levels of HEV virus infection efficiency, and some clones were not 
permissive. While the replication efficiencies measured by the transfection of infectious HEV RNA 
differed among the cloned PLC/PRF/5 cells, these efficiencies did not correlate with infectious 
permissibility. We cloned several PLC/PRF/5 cells that were nonpermissive for HEV. However, 
HEV could replicate in these nonpermissive cell lines, suggesting that these cell lines may have 
some deficiencies in the attachment or entry steps of HEV infection. Investigation of host factors 
responsible for these steps is in progress. 
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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
型肝炎はこれまでわが国ではあまり馴染み

のない疾患であり、稀に散発的に見つかった

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、これ

までは輸入感染症と認識されてきた。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。 
 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。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト肝癌由来細胞株である
PLC/PRF/5 を用い、本細胞株で増殖できる

HEV 株の取得と、この株からの感染性の
cDNA のクローニングを行った。また、感染
性の HEV cDNA クローンからのレプリコン
の構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
  E 型肝炎ウイルス(HEV)に感染したブタ

肝臓より組織乳剤を作成し、PLC/PRF/5 細胞

に感染させ、本細胞で増殖可能な HEV株 83-2
を取得した。本株は genotype 3 であった。全

長を５つのフラグメントに分割して RT-PCR
により cDNA を取得し、連結して全長 cDNA
を構築した。5’端に導入した T7 promoter を用

いて全長 RNA を合成し、本 RNA が感染性を

有することを確認した。 
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で置換した cDNAを作成
し、本クローンの上流に挿入した T7 promoter
を用いて RNA を作成した。本 RNA をヒト肝
癌由来細胞PLC/PRF/5細胞にエレクトロポレ
ーションにより導入し、レポーター遺伝子が
機能するかどうか調べた。また、本細胞で構
造蛋白を発現させ、さらにレプリコン RNA
を導入することで、構造蛋白中にレプリコン
RNA が包埋された形で粒子構造が形成され
るかどうかを調べた。 



４．研究成果 

 一方、PLC/PRF/5 に HEV を感染させ、抗

HEV 抗体を用いて蛍光抗体染色を行うと、長

期間培養後も HEV に感染していない細胞が

見られ、この細胞株はヘテロな集団であるこ

とが推測された。そのため、single cell cloning
により約 100 株を取得した。それぞれの株に

83-2 を接種し、約２ヶ月程度の長期培養を行

い、培養上清中の HEV 抗原量を測定したと

ころ、一部の細胞株は２ヶ月後にも HEV 抗

原の分泌が観察されず、HEV が感染増殖で

きないことが示唆された。しかしながらこれ

らの細胞株も、感染性の HEV RNA をトラン

スフェクションすると HEV 抗原が分泌され

ることから、細胞内でのウイルス増殖能には

問題がないことが示唆された。感染性クロー

ン 83-2の構造蛋白であるORF2領域をレポー

ター遺伝子と置き換えることにより HEV レ

プリコンを構築した。しかしながら、レポー

ター遺伝子の上流に HCV IRES を挿入しなか

った場合にはレプリコンは機能しなかった。

また、Luciferase をレポーターとして用いた

場合には HCV IRES を持つ場合にも機能しな

かったが、サイズが小さい SecNanoLuc（分泌

型の Luciferase）をレポーターとして導入し

た場合にはレプリコンは機能した。 
 PLC/PRF/5 細胞については、 single cell 
cloning により約 100 株を取得した。それぞれ

の株に 83-2 を接種し、約２ヶ月程度の長期

培養を行い、培養上清中の HEV 抗原量を測

定したところ、一部の細胞株は２ヶ月後にも

HEV 抗原の分泌が観察されず、HEV が感染

増殖できないことが示唆された。しかしなが

らこれらの細胞株も、感染性の HEV RNA を

トランスフェクションすると HEV 抗原が分

泌されることから、細胞内でのウイルス増殖

能には問題がないことが示唆された。 
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