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研究成果の概要（和文）：E型肝炎ウイルス(HEV）の感染性クローンを構築し、構造蛋白をレポーター遺伝子に置換し
たレプリコンを作製した。本レプリコンを用いて低分子化合物の大規模なスクリーニングを行い、強い複製阻害活性を
示す化合物を複数見出した。これらの化合物の中には共通の生理活性を示す物質が複数存在する。このような情報は、
HEVの複製機構や病原性メカニズムの解析に重要な情報を提供すると思われる。
また、これまで明らかになっていない非構造蛋白（ORF1）のプロセシング機構の解析のため、無細胞コムギ胚芽発現系
を用いてプロテアーゼと推定される領域の発現を行い、活性を検討したところ、弱いながらも活性が見出された。

研究成果の概要（英文）：We constructed infectious hepatitis E virus (HEV) clone from infected porcine 
liver and replaced the structural protein to reporter genes resulted in successful construction of HEV 
replicon. This replicon was used for the screening of the library of chemical compounds. We found some 
compounds that shared the same bioactivity. Although more detailed analysis is still needed to reveal the 
effect of these compounds to HEV replication, but these results would contribute to the analysis of the 
mechanism of HEV replication and pathogenesis.
We also analyzed the processing of HEV nonstructural protein (ORF1) that encodes viral proteins 
responsible for the replication of HEV. We expressed whole ORF1 and potential protease region by using 
wheat germ-based cell free expression system. Protease activity was detected from ORF1 protein, 
suggesting that this cell free expression system is useful for the analysis of the processing mechanism 
of HEV nonstructural protein.

研究分野： ウイルス学
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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

型肝炎はこれまでの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、輸入感染症として認識され

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。

以上の事実から、E 型肝炎は希少な輸入感染

症ではなく、我が国においても常に流行の危

険は存在すると考えられ、日本でも予防、治

療研究への真剣な取り組みが必要になって

きていると言える。一方において、アジア、

アフリカ地域では依然として HEV は蔓延状

況にあり、日本からの旅行者が感染する危険

性は高いままである。 

 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い。

また、HEV は感染から発症までに平均約６週

間を要する。このことから、免疫応答の強い

臓器である肝臓で比較的長期に渡り感染状

態を維持するメカニズムが存在することが

推定される。一方近年の研究で、HEV の

genotype 3 と genotype 4 には病原性に違いが

あり、genotype 4 が重症化、劇症化しやすい

ことが示唆されている。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまでに、ヒト由来肝癌細胞であ

るPLC/PRF/5で効率よく増殖するGenotype1、

3、4 の HEV 株を取得し、いずれのクローン

もすでに完全長の cDNA 取得に成功した。ま

た、この cDNA から合成された RNA に感染

性があることも証明できた。本クローンの構

造蛋白領域をレポーター遺伝子に置き換え

たレプリコンを構築し、細胞内で複製させる

ことにも成功しており、このレプリコン RNA

を持続的に保持する細胞も樹立できている。 

 本研究ではまず、このレプリコン保持細胞

株を用いて、現在まで不明のままである

ORF1 のプロセシング様式の解析を行う。

ORF1 由来のポリプロテインから各成熟蛋白

にプロセシングされる切断点を決定し、プロ

テアーゼ、RNA ポリメラーゼ、ヘリカーゼの

成熟型を同定する。また、いまだ機能が不明

な複数のドメインが ORF1 内に存在している

が、これらのドメインの機能をホモロジーサ

ーチなどによって推定し、機能不明なドメイ

ンのウイルス複製における役割を明らかに

する。以上により、ウイルス複製における

HEV の各成熟蛋白の機能を明らかにし、複製

に必須なウイルス由来酵素活性の in vitro で

のスクリーニング系を確立する。これらのス

クリーニング系を用いて化合物ライブラリ

ーから複製を抑制する活性を持つ化合物を

選択することで、それらの化合物が持つ本来

の作用から、HEV の細胞内での複製のメカニ

ズムを解析することも可能になると考えら

れる。 

 

３．研究の方法 

 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（SecNanoLuc）で置換

した cDNA を作成し、合成した RNA をヒト

肝癌由来細胞PLC/PRF/5細胞に導入するとレ

プリコンが複製しレポーター遺伝子（ルシフ

ェラーゼ）が分泌されることを確認した。レ

ポーターの分泌を指標にレプリコン複製を

阻害する物質のスクリーニングを行った。ま

た、非構造蛋白のプロセシングを解析する目

的で、コムギ胚芽由来の無細胞蛋白発現系を

用いて、ORF1（非構造蛋白）全長と、プロテ

アーゼと推定される領域の発現を行い、プロ

テアーゼ活性についての検討を行った。 



４．研究成果 

上記のレプリコンを用いて、LOPAC 化合物ラ

イブラリおよび植物エキスライブラリ（筑波

薬用植物資源研究センターとの共同研究）の

HEV 増殖阻害剤のスクリーニングを開始し、

現在までに複数の阻害活性を有する化合物

を同定した。本スクリーニング系については、

阻害活性を有すると判定された化合物の中

に、すでに臨床的に増殖阻害効果が確認され

ているリバビリンが含まれていたことから、

本アッセイ系の有用性が示されたものと考

えている。これらの阻害活性が確認された化

合物について精査したところ、共通の作用機

序を有する化合物群が見出されたため、この

作用と HEV 増殖メカニズムとの関連につい

て現在検討を進めている。また、リバビリン

については、リバビリン治療に抵抗性を示す

慢性 E 型肝炎患者由来の HEV 配列を解析し、

リバビリン治療後にウイルス配列中に出現

した複数の変異を同定した。この変異の意義

を解析することで、耐性株の作用機序を解明

する。リバビリンは現在のところ、慢性 E 型

肝炎に対する唯一の治療薬であるため、作用

機序の解明は治療方針に重要な情報を提供

できると考えられる。 

 一方、まだ明らかにされていない非構造蛋

白のプロセシングについての検討も行った。

HEV のプロテアーゼ領域は毒性が強く、組換

え蛋白としての発現が難しいため、愛媛大学

プロテオサイエンスセンターと共同で、コム

ギ胚芽を用いた無細胞蛋白発現系を検討し

た。その結果、ORF1 全長蛋白と、プロテア

ーゼ領域と考えられる蛋白のいずれについ

ても発現に成功した。また、ORF1 全長蛋白

は、弱いながらもプロテアーゼ活性を有する

ことが確認された。 
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