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研究成果の概要（和文）：我が国では2010年頃からHEV(E型肝炎ウイルス)によるE型肝炎の患者報告数が急増し
ている。我々は太田市八王子丘陵と金山丘陵に生息するニホンイノシシのHEV感染状況のモニタリングやエピト
ープ配列の探索を目的として、ウイルス蛋白から設計したペプチド配列とイノシシ血清の反応性に着目すること
で検討を行った。特にORF2構造蛋白から設計したいくつかの短鎖ペプチドを用いて、1G(エチレングリコールジ
メタクリレート)と2G(ジエチレングリコールジメタクリレート)を用いた高分子微粒子材料を作成してラテック
ス凝集試験による抗体検出を行った。

研究成果の概要（英文）：Latex agglutination (LA) test is a simple immunoassay system and only needs 
microplate and antigen-coated nano-spheres to measure antibody levels, such as, compared to the 
cutting-edge microarray technologies, which usually requires a good laboratory facility. Previously,
 we have reported LA materials aiming for the antibody level diagnosis in the case of malaria 
infection using Diethylene Glycol Dimethacrylate (2G) and Methacryloyl Succinimide Ester (MA-OSu) 
copolymerized micro-spheres and immobilization of the synthetic peptides designed from parasite 
proteins. In this research grant, we conducted mainly sero-epidemiological and structural studies of
 hepatitis E virus (HEV) using 96 wild boars (Sus scrofa) captured in Hachioji & Kanayama hilly area
 located in Ota city, Gunma prefecture from August 2018 to July 2020.

研究分野：生体関連化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
E型肝炎は地球規模の感染症であり、WHOによると年間2,000万人の感染者と330万人の急性患者が発生し、およそ
44,000人の死亡者数が推定されている。わが国でも患者報告数が急増しており、2019年は過去最高(493件)を記
録。現在は、その他のA・B・C型ウイルス性肝炎と比較しても、最大の届出数を占めるようになっている。この
ように世界的に早急な対策が求められているが、Ｅ型肝炎ウイルスの効率的な培養が難しいため、感染や増殖メ
カニズムにも不明な点が多い。そこで我々は、これまでの合成ペプチドを用いたワクチン・検査キット・感染メ
カニズムの研究方法を生かして、化学的な視点から研究を実施した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
Ｅ型肝炎は地球規模で患者が発生しており、WHO の報告によると年間 2,000 万人の感染者と
330万人の急性患者が発生し、およそ56,600人の死亡者数が推定されている感染症である。
一方で隠れた感染者も多いと考えられ、わが国でも患者数が急速に増加しており、2019 年
は過去最高の報告数（493 症例）を記録した。すなわち世界的に早急な対策が求められてい
るが、Ｅ型肝炎ウイルスは培養細胞による増殖法が樹立されていないため、ワクチン用弱毒
株の作成が進んでいない。研究用にはブタやサルを用いた大がかりな感染モデルも用いら
れている。そのため感染や増殖メカニズムには不明な点が多い。 

 

 
感染を制御する方法として中国で開発されてきたウイルス外殻蛋白粒子（VLP）によるワク
チンを用いることもできるが、安全性・免疫原性・有効性に関する十分な情報が得られてい
ないことから、現在でも WHO はワクチンの集団接種や定期接種を推奨していない。 
 このように、Ｅ型肝炎対策のためには、感染・防御メカニズムの解明に向けた新しい研究
方法や、新しい視点によるワクチンの開発が求められている。 

 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は、これまでに行ってきた、合成ペプチドを用いたマラリアワクチン・検査キット・感
染メカニズムに関する独創的な研究方法を生かして、Ｅ型肝炎ウイルスに代表される病原
微生物に応用し、化学的な視点からワクチン・検査キット・感染メカニズムについての研究
実施を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(3-1) Ｅ型肝炎ウイルス（HEV）蛋白の部分ペプチドを合成 
Ｅ型肝炎ウイルス蛋白配列を参考にしてエピトープペプチド配列を合成した。初めに、宿主
細胞への感染や防御免疫に関わると考えられる ORF2 蛋白 P-domain（145 残基）について既
知のエピトープ部位を参考に合成を行った（ORF2A, ORF2B, ORF2C, ORF2D）。各配列は血清
抗体検出用 ELISA プレートへの固相化を均一にさせるため、Lys 残基を C 末端に付与した。 
(3-2) 発疹チフス群リケッチア蛋白の部分ペプチドを合成 
本研究に関連してブタやイノシシに寄生するマダニを介してヒトへ感染することが知られ



ている発疹チフス群リケッチアについて、試験的に Omp-B 蛋白の配列をもとにして 14 残基
ペプチド配列（KV14, KL14）の合成を行った。 
(3-3) 日本脳炎ウイルス（JEV）蛋白の部分ペプチドを合成 
本研究に関連してブタやイノシシに感染することが知られている JEV について、試験的に
NS-1 蛋白の配列をもとにして 12 残基ペプチド配列（TL12）の合成を行った。 
(3-4) 豚流行性下痢ウイルス（PEDV）蛋白の部分ペプチドを合成 
本研究に関連してブタやイノシシに感染することが知られている PEDV について、試験的に
N蛋白と S蛋白の配列をもとにして 14残基と 16残基のペプチド配列（QK14、SE16）の合成
を行った。 
(3-5) 豚熱ウイルス（CSFV）蛋白の部分ペプチドを合成 
本研究に関連してブタやイノシシに感染することが知られている CSFV について、試験的に
NS2 と Erns蛋白の配列をもとにして 13 残基と 14 残基のペプチド配列（CSFV3、CSFV4）の合
成を行った。 
(3-6) 抗体価測定に用いる高分子微粒子を合成 
イノシシのように野生動物から野外で採取された血清は必ずしも清潔ではない場合が多い。
ELISA 法は高感度である反面、夾雑物の混入による非特異反応を起こしやすい。そこでラテ
ックス凝集法による抗体価測定を行うために 1G（エチレングリコールジメタクリレート）
または 2G（ジエチレングリコールジメタクリレート）とメタクリル酸スクシンイミドエス
テル（MA-OSu）を共重合させた微粒子を作成した。得られた微粒子はペプチド溶液と混合す
ることで微粒子表面への化学修飾を行った。 
(3-7) 合成ペプチドとイノシシ血清の反応 
合成された様々なペプチド配列とイノシシ血清の反応性を ELISA 法とラテックス凝集法に
より比較と解析を行った。血清中の IgG と強く反応するペプチド配列（血清抗体価の高い配
列）について検証を行った。 
(3-8) 経口ワクチンに用いる微粒子の作成 
ペプチド抗原を皮下や経口で免疫投与するために用いる高分子微粒子について、W/O/W エマ
ルジョン法によって作成した。 

 
 
４．研究成果 
(4-1, 4-2, 4-3, 4-4, 4-5) 様々な病原微生物に由来するペプチド配列の合成 
各ペプチド配列の合成を行い、精製後は HPLC 測定と質量分析法によって目的物であること
を確認した。 
(4-6) 抗体価測定に用いる高分子微粒子を合成 
合成した各ペプチド配列を微粒子表面への化学修飾を行った。微粒子表面に担持されたペ
プチド量について HPLC 測定などにより検証を行った。1mg の微粒子におよそ 3-4ug のペプ
チド鎖が担持されていると明らかとなった。 
(4-7) 合成ペプチドとイノシシ血清の反応 
合成された様々なペプチド配列とイノシシ血清の反応性を ELISA 法とラテックス凝集法に
より比較した。溶血の進んだ血清においては ELISA 法よりもラテックス凝集法が適してい
ると明らかになった。血清中の IgG と強く反応するペプチド配列（血清抗体価の高い配列）
を決定するために必要なネガティブコントロール配列として CSFV3・CSFV4 ペプチドは適し
ていることが明らかとなった。（2022 年現在では CSF 感染が群馬県まで進行しているので、
新しい配列が必要。）予備的な実験ではあるが、JEV と PEDV のウイルス粒子と反応性を比較
したところペプチド鎖の反応性と良い相関が得られることが明らかとなった。 
(4-8) 経口ワクチンに用いる微粒子の作成 
ペプチド抗原を内包させた高分子微粒子を、皮下投与による予備実験であるが、IFA アジュ
バントと同程度の抗体価を得ることができた。 
(4-9) 今後の展望 
本研究課題について、様々なペプチド鎖を設計・合成することで当初予期していないような
配列でも反応することが明らかとなった。また、微粒子を用いた抗体価測定は野外で採取さ
れた血清に適していることが明らかとなった。今回例示した病原体についてイノシシへの
感染の有無については、血清とペプチド鎖の反応のみで結論することはできない。今後の
様々な方法で慎重に検証する必要はあるが、当初予期していない新しい知見を得ることも
期待される。 
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