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研究成果の概要（和文）：TaqMan RT-PCR 法を用いて E 型肝炎ウイルス(HEV)の遺伝子型 G３と G

４を同時に検出し区別する方法を開発した。HEV を保有すると推定される感受性動物や、水な

どの環境検体中に HEV が存在するかどうかを RT-PCR 法により調べた。陽性検体とヒト臨床検体

由来のウイルスの塩基配列に 93～100％の類似が見られたが、地域の一致はなく、推定保有動

物や環境水からの伝播の可能性を考察した。 

 
研究成果の概要（英文）：A TaqMan RT-PCR was developed to detect and classify genotypes 
of hepatitis E virus (HEV). Putative animal reservoirs and environmental samples were 
studied to investigate potential routes of transmission for indigenous HEV infection. 
HEV RNA was detected using RT-PCR. HEV strains derived from swine liver, environmental 
samples shared 93-100% sequence similarity with human HEV strains. 
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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)が主に経
口感染することによっておこる疾患である。
先進諸国においては輸入感染症と位置づけ
られてきたが、近年、E 型肝炎ウイルスは土
着していると考えられるようになった。感染
症法のもとで報告された全国のE型肝炎の発
生動向によると、1999 年（4 月～）の報告数
は 0 例であったが、2010 年 66 例、2012 年（～
3月）は38例と報告数の増加がみられる。2010

年度のE型肝炎ウイルス感染者の報告総数66
例中、都道府県別では北海道(30 例)が最も多
く、次いで東京都(8 例)であった。 
 感染経路としては、流行地域への渡航に伴
う輸入感染、輸血感染、そして人獣共通感染
として加熱不十分な感染動物（ブタ、イノシ
シ、シカなど）の肉や内臓の喫食(Takahashi 
et al., Virology, 2004)、の３つとされて
いる。しかしながら実際に報告された感染源
や感染経路（推定または確定）中、飲食物の
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記載のないその他・不明は過半数を占め、感
染予防対策のための情報は不足している。一
方、 推定ウイルス保有動物からの HEV 検出
や、その配列と近隣の患者とのウイルス遺伝
子配列の類似性が報告されている(Wenzell 
et al., J Clin Virol, 2011)。 
 潜伏期間は平均６週間、通常は 1カ月間で
完治し、慢性化することはない。致命率は全
体で 1～2％と A 型肝炎と比較して高く、とき
に劇症化して死に至ることもあり、特に妊娠
第3半期の妊婦では致死率が30％を超えると
の報告もある(Boccia et al., Clin Infect 
Dis, 2006)。 
 ヒトに感染する E 型肝炎ウイルスには G１
～G４の４つの遺伝子型が存在するが、日本
国内で渡航歴のない患者やブタから検出さ
れた遺伝子型はG３と G４のみであり(Yazaki 
et al., J Gen Virol, 2003)、これらが土着
のウイルスと考えられる。北海道内の全献血
者を対象としたスクリーニング調査も行わ
れ 1/8300 人(2005 年～2007 年)程度の陽性率
であったが、輸血による HEV の感染例が国内
でも報告されている(Matsubayashi et al., 
Transfusion, 2004)。また、献血された血液
から検出される遺伝子型は G３に偏り（松林、
北海道輸血シンポジウム, 2007）、医療機関
を受診して探知・報告される E 型肝炎患者か
ら検出される遺伝子型には G４が多い。 
 Ｅ型肝炎の診断は血清や糞便からのIgM抗
体やウイルス遺伝子増幅産物の検出による
が、現在報告されている遺伝子検出法の場合、
ウイルスを検出可能な期間は短く、発症から
２週間前後とされている。また、感染疑い動
物内臓などの喫食による食中毒が疑われる
場合、食品や、調理場などの環境中のウイル
ス量はごく微量であるため、感染源、感染経
路の解明が困難で、高感度の検出法とウイル
ス粒子の濃縮・精製法が求められている。 
  
２．研究の目的 
 本機関では、厚生労働省の感染症発生動向
調査の一環として、全数把握疾患であるE型肝
炎の発生届を受け、患者検体からの遺伝子増
幅法によるウイルス検出を行っている
(Ishida et al., Jpn J Infect Dis, 2006)。
E型肝炎については、潜伏期間が長い、遺伝子
増幅によるウイルス検出可能な期間が発症前
後２週間程度に限られるなどの要因から、そ
の探知、感染原因などの疫学調査、検体採取
のタイミングが難しく、感度のよい検出法の
必要性を痛感している。 
 また、ヒト由来の複数の陽性検体の遺伝子
配列の比較により、地域内における類似を見
出し、集団感染あるいは土着株の存在が示唆
された。                  
 これらのデータの蓄積から、特に患者発生
が多いといわれる北海道において、患者検体

からのウイルス検出を中心に、感染源となり
得る推定ウイルス保有動物や、水環境検体を
含めた環境中における本疾患の原因ウイルス
の存在様式を総合的に追跡し、予防対策に活
用できる情報を収集することを目的とした。  
 方法としては、蛍光色素標識プローブを用
いた高感度検出・型別法の開発と、多検体の
スクリーニングによる分子疫学研究を計画し
た。  
 E型肝炎患者や無症状病原体保持者の血清、
感染源とされる感受性動物（ブタ等）の内臓、
環境由来検体中（下水、河川水、海水等）の
ウイルス保有状況調査の結果からウイルスの
動態を解析し、リスク評価を行う。   
 推定保有動物や環境検体から検出されたウ
イルス遺伝子の分子疫学的解析を行い、ヒト
臨床検体由来の配列との類似性及びウイルス
の地域的な分布から、伝播の可能性を調査す
る。 
 さらに、食品や環境からの微量ウイルス検
出を目的として、ウイルス粒子の精製・濃縮
法についての検討を行う。   
 
３．研究の方法 
(1)高感度検出・型別法の開発 
 遺伝子配列データベースからHEVの各遺伝
子型の遺伝子配列を抽出し、高度に配列の保
存された領域に、すべての型に対応する共通
プライマーと、型別に必要なプローブを選定
した。反応条件を決定し、G３、G４各遺伝子
型陽性の検体について、検出・型別を確認す
る。 
(2)ヒト臨床検体データの解析 
 無症状ウイルス保持者（献血者）あるいは
E型肝炎患者検体について、ウイルスの遺伝
子配列、遺伝子型、発症からの経過日数、重
症度、肝炎指標となる酵素等の生化学的数値
など臨床情報を解析し、問診時に必要な情報
や適切な検体採取時期の推定など診断・予防
対策に有用なデータを集積・整理する。 
(3)推定ウイルス保有動物、環境由来検体に  
 おけるウイルス保有状況調査 
 HEV 推定保有動物や、環境由来の検体につ
いてウイルス検出を試み、ヒト臨床検体由来
の HEV 遺伝子配列との比較から、類似性、地
域的な分布など分子疫学的解析を行う。E 型
肝炎患者、または献血時のスクリーニングで
HEV が検出され無症状病原体保持者として届
け出られたヒト由来の検体、食肉検査所や保
健所から回収したブタ肝臓（390 検体）、処理
施設からのエゾシカ肝臓（78 検体）からキッ
トによりウイルス RNA を抽出した。環境由来
検体（954 検体）として、下水、河川水、海
水、その海域に設置した調査用カキ等を１セ
ットとして、２つの異なる地区から定期的に
検体を回収した。水検体は陰イオン膜への吸
着と酸洗浄、アルカリ溶出後、限外ろ過によ



 

 

る濃縮操作を経てウイルスを回収し、RNA を
抽出した。カキの消化腺である中腸腺ホモジ
ネートからウイルスを濃縮し、RNA を抽出し
た。ヒト臨床検体と推定保有動物、環境検体
について、 nested RT-PCR による HEV 検出を
行い、ORF2 領域の塩基配列を分子疫学的に解
析した。これらの結果をもとに北海道におけ
る高発症率を説明する要因を検索し、リスク
評価を行う。 
(4)ウイルス粒子濃縮・精製法の検討 
 食品や環境検体等に含まれる微量のE型肝
炎ウイルスを効率よく濃縮するためには、特
異性の高い抗原抗体結合反応を利用したウ
イルス粒子濃縮・精製法が有用である。抗原
として用いるウイルス中空粒子作製のため、
E型肝炎ウイルス(G３)のカプシドタンパク
質遺伝子の5'末端の333塩基と3'末端の159
塩基を欠失させた部分を RT-PCR で増幅して
バキュロウイルス発現用ベクターに組み込
み、ウイルスタンパク質発現用組換えバキュ
ロウイルスを作成した。この組換えバキュロ
ウイルスを昆虫細胞 Sf9 に感染させて、E 型
肝炎ウイルスの中空粒子を分泌させた。また、
同じ領域の遺伝子を増幅して大腸菌発現用
プラスミドベクターpThioHis に組み込み、大
腸菌に形質転換して培養し、ヒスチジンタグ
融合ウイルスタンパク質として発現させた。
中空粒子を抗原としてマウスに接種し、E 型
肝炎ウイルスに対する抗血清の作製を試み
た。     
 
４．研究成果  
(1)高感度検出・型別法の開発 
 遺伝子配列データベースからE型肝炎ウイ
ルスの４つの遺伝子型(G１～G４)の遺伝子
配列を複数株抽出して比較することにより、
高度に配列が保存された領域に、検出・型別
用のプライマーとTaqManMGB プローブを設計
した。リアルタイム PCR システムによる検出
方法について、プライマーやプローブの濃度、
サイクル数、反応温度などの条件を検討し、
G３、G４遺伝子型陽性検体を用いて型別を確
認した。今後、ヒト臨床検体、推定ウイルス
保有動物、環境検体など各種検体について、
既存の RT-PCR 法と感度や特異性を比較し、
実用性を検討する予定である。 
(2)ヒト臨床検体データの解析 
 E 型肝炎ウイルスは経口感染する病原体で
あり、日本国内の感染と推定される HEV は G
３と G４に分類される。 
 ORF2 領域の塩基配列により、ヒト臨床検体
42 検体（E 型肝炎患者 31 検体、無症状病原
体保持者 11 検体）からの 25 株は G４、17 株
は G３に分類された。無症状病原体保持者由
来の株は１検体を除いて G３に分類された。
この結果より、G４遺伝子型の感染は G３遺伝
子型感染に比べて発症しやすいこと及び献

血時のスクリーニングなどによって見出さ
れていない G３遺伝子型の不顕性感染が潜在
している可能性が示された。これらの結果は、
北海道内の献血者からのHEV検出においては
G３優勢であるとする報告(Sakata et al., 
Transfusion, 2008)や、G４遺伝子型の症状
がより重篤な傾向があるとする報告
(Ohnishi et al., Hepatol Res, 2006)と矛
盾しない。 
 同時期、同一地域内で相同性の高い HEV 株
が検出され、共通の感染源の存在を示唆した
が、共通食喫食など疫学情報による裏付けは
得られなかった。 
 Ｅ型肝炎の潜伏期間は長く、発症、診断、
届出を経てからの疫学調査による感染源の
推定や、感染原因と疑われる検体の確保は困
難である。感染症発生動向調査の周知、保健
所と医療機関の協力体制の整備も重要と考
える。  
(3)推定ウイルス保有動物、環境由来検体に  
 おけるウイルス保有状況調査 
 ブタ肝臓由来の４検体（１％）が HEV 陽性
であり、２株は G３、他の２株が G４と判別
された。エゾシカ肝臓 78 検体はすべて陰性
であった。環境検体（954 検体）について、
HEV RNA は１下水検体、１海水検体から検出
された。これらの環境検体由来の HEV 株はと
もに G３であった。  
 ブタや環境から得られた HEV 株は、ヒト臨
床検体由来の配列と 93～100％の相同性を示
し、系統樹上ヒトの臨床検体と近い分枝に位
置づけられた。これらの結果はヒトへの HEV
感染についての関与を示唆したが、地理的な
一致は見られず、長期間の調査が必要と思わ
れた。 
 下水や推定保有動物、特にブタからの HEV
検出は、E 型肝炎患者由来の配列との一致、
類似をも含めて、大規模の水系感染はみられ
ない先進諸国からも報告されている(La Rosa 
et al., Appl Environ Microbiol, 2010, 
Wenzell et al., J Clin Virol, 2011)。し
かしながら、ウイルス量が少ないと考えられ
る環境水からの検出例は少なく、海水からの
検出報告はない。環境水からの HEV 検出は、
感染したヒトあるいは感受性動物の潜在を
示唆するものであり、貝類の生食や水遊びに
よる感染の可能性を示す。国内、海外におい
て、水中のウイルスを濃縮する性質を有する
シジミやカキなど貝類からのHEV 検出も報告
されている(Li et al., Am J Trop Med Hyg, 
2007) が、今回の調査において、カキはすべ
て陰性であった。環境水の汚染指標としての
ウイルス分布調査は、その宿主特異性の高さ
により汚染源の特定がしやすい。そのため制
御する対象が明確になり公衆衛生上有益な
情報として利用できる。より感度の高い検出
法や、ウイルス粒子の精製・濃縮法の開発が



 

 

必要と思われる。 
(4)ウイルス粒子濃縮・精製法の検討 
 昆虫細胞及び大腸菌の発現系を用いた組
換えウイルスタンパク質は、ウエスタンブロ
ット法により発現が確認された。大腸菌を用
いた発現系では、組換えウイルスタンパク質
をヒスチジンタグ融合タンパク質精製用カ
ラムに結合させて高塩濃度（1M NaCl）のバ
ッファーで溶出することで、不純物の少ない
組換えウイルスタンパク質を効率よく精製
することができた。昆虫細胞を用いた発現系
においても、ウエスタンブロット法によって
培養上清中への組換えウイルスタンパク質
の分泌は確認されたものの、量が少なく電子
顕微鏡で中空粒子の形態を確認するには至
らなかった。また、中空粒子を抗原としてマ
ウスに接種し、E 型肝炎ウイルスに対する抗
血清の作製を試みたが、抗原量が少なかった
ため十分な力価の抗血清を得ることはでき
なかった。今後、ウイルス様粒子の効率的な
産生と抗血清作製を予定している。 
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