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研究成果の概要（和文）：本研究はE型肝炎ウイルス(HEV)の増殖におけるゲノムRNAの5’非翻訳領域の機能を明らかに
することを目的とした。5’非翻訳領域に様々な変異を組み込んだ全長RNAをPLC/PRF/5細胞に導入し、培養上清中のHEV
 RNAをリアルタイムRT-PCR法で定量測定し増殖効率への影響を検討した。
その結果、5’非翻訳領域の2次構造が欠けるとHEVの増殖が抑制されたことから、5’非翻訳領域の2次構造がHEVの増殖
に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、構造だけではなく塩基配列の一部も増殖効率に影響してい
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the functional role of 5' untranslated region (5’UTR) of the 
genome RNA in the replication of hepatitis E virus (HEV), various 5’UTR mutants were constructed and 
their full-length RNA were transfected into PLC/PRF/5 cells, Influence of 5’UTR mutations on replication 
efficiency was evaluated by various methods such as real-time RT-PCR. All HEV mutants lacking secondary 
structure in the 5’UTR could not grow in cells, indicating that the secondary structure of the 5’UTR 
plays an essential role for viral replication. In addition, some mutants with mutations in stem and/or 
bulge structures replicated less efficiently, suggesting that the primary structure of the 5’UTR is also 
important for active replication of HEV.

研究分野： ウイルス学

キーワード： E型肝炎ウイルス　5'非翻訳領域　ウイルス複製　リバースジェネティクス法　リアルタイムRT-PCR法
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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

染によって引き起こされる急性ウイルス性

肝炎である。この E型肝炎は発展途上国にお

いて流行性肝炎として、これまでに繰り返し

発生してきたが、日本を含む先進各国では稀

な輸入感染症として殆ど注目されていなか

った。しかし、約 10 年前から日欧米で、輸

入感染によらない E 型肝炎症例が報告され

るようになった。また、ヒト以外でもブタや

シカなどの動物での HEV 感染が明らかとな

り、さらに重症化や劇症肝炎よる死亡例も認

識されるなど、「人獣共通感染症」としての

E型肝炎が注目を集めている。 

一方で、HEV の複製機構の解析に関して

は、我々の研究室で世界に先駆けて効率の良

い感染培養系を樹立できたことで、漸く可能

になった。E型肝炎を制圧するためには、宿

主細胞における HEV の複製機構を理解する

ことが必要不可欠である。申請者らはこれま

でHEVの細胞培養系および感染性 cDNAク

ローンを用いたリバースジェネティクスに

よる解析方法を確立してきた(Tanaka et al. 

J Gen Virol 2007, Yamada et al. J Gen Virol 

2009)。また、申請者はウイルスの複製機構

を解析するもう一つの方法として、ヒト細胞

由来の無細胞タンパク質翻訳系(セルフリー

系 )を確立してきた (Kobayashi et al. J 

Biochem 2011)。脳心筋炎ウイルスの感染性

cDNAクローンから人工的に合成したゲノム

RNA と細胞抽出液を用いて、ウイルス粒子

を試験管内で合成する方法を確立し、培養細

胞とは違ったアプローチによる解析が可能

となった。これらを用いることにより、これ

まで未解明であった HEV の複製機構に関す

る数々の疑問に答えを出すことが可能であ

ると考えられる。 

HEV のゲノム構造は図 1 に示すように、

約 7.2kb の＋鎖の 1 本鎖 RNA であり、3 つ

のオープンリーディングフレーム(ORFs：

ORF1、ORF2、ORF3)と、両末端の非翻訳

領域(5’末端：25塩基、3’末端：ポリ A配列を

除いて 105塩基)を有しており、5’末端には 2

次構造が存在している。ORF1は全長ゲノム

RNAから翻訳され、RNAポリメラーゼやヘ

リカーゼなどの非構造タンパク質をコード

している。一方、ORF2はキャプシドタンパ

ク質をコードし、ORF3はウイルス粒子の放

出に必須のタンパク質である。ORF2 と

ORF3 はサブゲノム RNA から翻訳される。

多くのウイルスにおいて、5’非翻訳領域はウ

イルスの複製に重要な役割を担っている。し

かし、HEV の 5’非翻訳領域の役割に関する

報告は未だ皆無である。そこで本研究では、

5’非翻訳領域に変異を導入した変異体を構築

し、HEV 増殖における 5’非翻訳領域の機能

を明らかにすることを目的とする。 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究では HEV の 5’非翻訳領域に様々な

変異を導入した HEV 変異クローンを構築し、

HEV の増殖における 5’非翻訳領域の役割を

明らかにすることで、複製機構解析の基盤と

なる研究を行なう。そこで本研究では以下の

事を明らかとする。 

① 5’非翻訳領域に変異を導入したHEV変異

クローンの構築と HEV 産生への影響の解

析： HEV の 5’非翻訳領域に任意の人為的

図 1  HEVのゲノム構造 



変異を導入した変異体を構築し、培養上清中

に産出された HEV を定量することにより、

HEV の複製に影響する 5’非翻訳領域の配列

と 2次構造を明らかにする。 

② ウイルスタンパク質の翻訳に関与する配

列と 2次構造の解明： 培養細胞、またはセ

ルフリー系を用いて、5’非翻訳領域に変異を

導入したHEVのタンパク質(ORF1)の翻訳を

解析することにより、翻訳に関与する 5’非翻

訳領域の配列と 2次構造を明らかにする。 

③ ゲノム RNAおよびサブゲノム RNAの複

製に関与する配列と 2次構造の解明： ノー

ザンブロット法を用いて、感染細胞内の変異

体 RNA の複製を解析することにより、ウイ

ルス RNAの複製（特に－鎖から＋鎖の複製）

に関与する 5’非翻訳領域の配列と 2次構造を

明らかにする。また、5’非翻訳領域がサブゲ

ノム RNA の複製に関与しているか否かを明

らかとする。 

 

３．研究の方法 

本研究では 5’非翻訳領域に変異を導入し、

それぞれの変異がウイルスの複製に与える

影響を解析することにより、HEV の複製に

おける 5’非翻訳領域の役割を明らかにする。 

① 5’非翻訳領域に変異を導入したHEV変異

クローンの構築と HEV 産生への影響の解

析： 

HEV 感染性 cDNA クローン由来の RNA

を PLC/PRF/5 細胞(肝癌細胞)に導入すると、

HEV 粒子が得られる。したがって、cDNA

クローンを用いて任意の部位特異的変異を

加えたウイルスが作製可能である。そこで 5’

非翻訳領域の配列と 2 次構造のどちらが

HEV の複製に影響しているかどうかを明ら

かするために、塩基配列を置換・欠損させた

変異体を構築する。RNA の 2 次構造予測プ

ログラムを用いて、塩基配列の置換により 2

次構造の塩基対形成が不能となった変異体

や、変異を導入しつつも 2次構造の塩基対を

保持した変異体を作成する(図 2)。その cDNA

に由来するゲノム RNA を試験管内で合成す

る。変異ゲノム RNA を PLC/PRF/5 細胞に

導入し、2 日毎に培養上清の回収と培地の交

換を行い 30～50 日間培養を行う。培養上清

から HEV のゲノム RNA を抽出し、リアル

タイム RT-PCR 法を用いて変異を導入した

HEVの増殖効率を解析することで、HEVの

複製には 5’非翻訳領域の配列と 2次構造のど

ちらが影響するのかを明らかとする 

また、ウイルスの増殖が認められた変異

HEVの複製効率がRNAを導入した場合と同

じであるかどうかを確認するため、産生され

た子ウイルス細胞に感染させ、リアルタイム

RT-PCR法を用いて感染並びに増殖効率を解

析する。 

これらの結果より、感染性子ウイルスの産

生に関与している 5’非翻訳領域の解析を行う。

次に HEV が産生されなかった、またはその

効率が低下した変異体に関しては、5’非翻訳

領域内の変異が HEV の複製過程のどこに影

響しているのかを以下の研究で明らかとす

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② ウイルスタンパク質の翻訳に関与する 5’

非翻訳領域の配列と 2次構造の解明： 

上記で HEV が複製しなかった変異体にお

図 2  変異体 HEVの構造 



いて、5’非翻訳領域内の変異がウイルスタン

パク質の翻訳に影響しているかどうかを明

らかとする。変異体の翻訳活性を調べるため

に、ORF1タンパク質の抗体を用いたウエス

タンブロット法によりウイルスタンパク質

の検出を行う。 

宿主細胞で HEV が増殖しない変異体に関

しては、ウイルスのライフサイクルが回らな

いため ORF1の発現量が低く、上記で述べた

方法では検出できない可能性がある。その場

合は我々が確立したセルフリー系を用いて

ウイルスタンパク質の発現を行う。セルフリ

ー系は細胞抽出液にゲノム RNA を添加する

ことで、細胞内と同じタンパク質合成を短時

間で効率よく行うことができるため、ウイル

スの増殖に影響されずにウイルスタンパク

質の翻訳を行うことが可能である。これらの

方法を用いて変異体の翻訳活性を解析する

ことで、5’非翻訳領域内の変異が翻訳に影響

しているかを明らかとする。 

 

③ ゲノム RNA・サブゲノム RNA の複製に

関与する 5’非翻訳領域の配列と 2次構造の解

明： 

ゲノムRNAの複製は、HEVのゲノムRNA

が翻訳されることにより、自身が持つ RNA

合成酵素によってゲノム RNA が複製される。

まずゲノム RNA の 3’末端から相補鎖である

－鎖 RNA が合成され、それを鋳型として－

鎖 RNA の 3’末端からゲノム RNA が複製さ

れる。サブゲノム RNA に関してはまだ詳細

不明である。上記で述べた翻訳の解析と同様

に、PLC/PRF/5 細胞に変異 RNA を導入し、

ノーザンブロット法を用いて HEV のゲノム

RNA、2 本鎖 RNA の検出を行う。感染細胞

内の変異体 RNA の複製を解析することによ

り、ウイルス RNA の複製（特に－鎖から＋

鎖の複製）に関与する 5’非翻訳領域の配列と

2次構造を明らかにする。 

４．研究成果 

① 5’非翻訳領域に変異を導入したHEV変異

クローンの構築と HEV 産生への影響の解

析： 

(1) 5’非翻訳領域のほぼ全長 (nt 1-22)を欠く

変異体は増殖しなかった。そこで、6 塩基対

からなるステム構造の配列をそれぞれ相補

的な配列に置換し、塩基対を保持した変異体

を作製したところ、野生型と同等の増殖効率

を示した。一方、ステム構造の 6塩基対のペ

アをすべて壊した変異体は増殖しなかった。

また、構造を維持したまま塩基配列を置換す

ると、興味深いことに GCペア数依存性に高

い増殖効率を示した。GC ペアが 4 つの野生

型と比較すると、GC ペアが 3 つの変異体は

増殖効率が 1/6 に、GC ペアが 2 つの変異体

は 1/20に低下した。6塩基対を全て GCペア

にした変異体は予想に反し、野生株以上の増

殖効率を示すことはなかった。より詳細な解

析のために、6 塩基対のステム構造をさらに

2塩基ずつに分けて、塩基対を壊したところ、

中央の 2 塩基対(nt 6-7)を置換した変異体で

は増殖は認められず、他の変異体でも増殖効

率は明らかに低下した。 

(2) ループ構造では、塩基配列を置換しただ

けの変異体は野生型と同等の増殖効率を示

したが、構成する 4塩基をすべて欠損させた

変異体は増殖効率が 1/100～1/500 に減少し

た。バルジ構造の 2塩基を欠損させた変異体

は増殖しなかった。3 塩基対のステム構造を

変異させると、野生型に比べて増殖効率は

1/20～1/40に減少した。 

(3) 増殖が確認された変異体のウイルスを

A549細胞に接種し、感染性と増殖効率を解

析したところ、これらの変異体はいずれも感

染性を有し、増殖効率についても上記RNA 

transfection実験で得られた結果が再現され

た。 

 

② ウイルスタンパク質の翻訳に関与する 5’

非翻訳領域の配列と 2次構造の解明： 



(1) 変異体のウイルスタンパク質(ORF2, 

ORF3)の細胞内発現レベルをIFA法により定

量的に検討した結果、培養上清中のHEV 

RNA titerとほぼパラレルな関係にあること

が分かった。 

(2) セルフリー系を用いて変異体RNAの翻

訳効率を解析した結果、ほぼ全長(1-22 nt)を

欠失させた変異体を除く全ての変異体でウ

イルスタンパク質を検出した。 

 

③ ゲノムRNA・サブゲノムRNAの複製に関

与する 5’非翻訳領域の配列と 2次構造の解

明： 

(1) 変異RNAを細胞に導入し、複製中間体で

ある 2本鎖RNAをノーザンブロット法で解

析すると、ウイルスが増殖した変異体のみ 2

本鎖RNAを検出した。 

これらの結果より、5’非翻訳領域のステム

構造、バルジ構造のいずれかの構造が欠けて

もHEVの増殖が抑制されたことから、5’非翻

訳領域の 2次構造がHEVの増殖に重要な役

割を果たしていることが明らかとなった。ま

た、構造だけではなく塩基配列も増殖の効率

に影響していることが示唆された。さらに、

5’非翻訳領域のステム構造を維持したまま

GCペア数を変化させるとHEVの増殖効率が

低下したことから、野生株が保有している

5’UTRの構造及び塩基配列がHEVにとって

最も適しているものと考えられた。ステム構

造の中でも中央の 2つのGCペアがウイルス

の複製において特に重要な役割を果たして

いることが示唆された。 

5’非翻訳領域のステム構造やバルジ構造を

壊して、ウイルスが複製しなかった変異体に

おいて、セルフリー系を用いて変異体の翻訳

活性を解析したところ、ほぼ全長(nt 1-22)を

欠いた変異体を除く変異体でウイルスタン

パク質の発現が確認されたことから、5’非翻

訳領域はRNAの複製に関与していると考え

られた。 
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