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はじめに

E型肝炎ウイルス（HEV）は急性あるいは劇症 E型肝炎
の原因ウイルスである．HEVはエンベロープに覆われてい
ない小型球状粒子（直径 27～ 34 nm：平均 30 nm）であ
り，ヘペウイルス科（family Hepeviridae）のヘペウイル
ス属（genus hepevirus）に分類されている 1）．ゲノムは
5’末端にキャップ構造，3’末端にポリ A配列をもつ，約
7,200塩基長の 1本鎖（プラス鎖）RNAであり（図 1），3
つの open reading frame（ORFs： ORF1，ORF2，ORF3）
を有する 2）．ORF1は helicaseや RNA polymeraseなどの
非構造蛋白を，ORF2は capsid蛋白をコードしている．
ORF3は 113ないし 114アミノ酸残基からなる短いリン酸
化蛋白をコードしている．ORF1蛋白はゲノム RNAから，
ORF2蛋白と ORF3蛋白は 2.2-kbのサブゲノム RNAから

翻訳される 3,4）．
HEVは主として肝臓で増殖し，胆管を経由して腸管に排
出され，糞便とともに体外に放出される．そのため，不備
な衛生環境下では糞口（fecal-oral）ルートによる HEV感
染が起こり易く，アジア，アフリカおよび中米の熱帯・亜
熱帯地域に位置する発展途上国は高い浸淫率を示している．
一方，従前，日米欧等の先進諸国での E型肝炎は，稀な
「輸入感染症」の一つと理解され，殆ど注目されていなかっ
た．ところが，1990年代末になって，流行地への渡航歴が
ない欧米の急性肝炎患者から新種の HEV が発見され，先
進国には輸入感染症としての E型肝炎のみならず，国内感
染型の E型肝炎も存在することが次第に認識されるように
なった．わが国でも 2001年以降，海外渡航によらない散発
性 E型肝炎症例の存在が明らかになり 5-7），国内の養豚場
のブタで HEV感染が蔓延している事実が周知になった 8,9）．
加えて，ブタや野生動物の肉・内臓摂食後の E型肝炎発症
事例が相次いで報告され 10,11），かつ重症化例や劇症肝炎に
よる死亡例の存在も認識されるようになって 12），E型肝炎
がにわかに注目を集め，診断や疫学に関する研究も急速に
進展した．その結果，本症における動物由来感染（zoonosis）
の重要性が，わが国において，世界に先駆けて認知された．
HEVの血清型は 1種類であるが，1型から 4型までの 4種
類の遺伝子型に大別されている 13）．それらは全塩基配列が
互いに約 25%異なっている．1型と 2型がヒトのみに感染
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し浸淫地域での流行性肝炎に関係しているのに対して，3
型と 4型はヒトのみならずブタやイノシシなどの動物にも
感染し，人獣共通感染症としての散発性 E型肝炎の原因と
なっている（表 1）13）．
つい最近まで，HEVの培養系が無いことがウイルス学的
研究を展開するうえでの大きな障壁となっていたが，著者
らは HEVの効率的な感染培養系を確立することに成功し，
これまでに未解明であったウイルス本態の解析が急速に進
展しつつある．本稿では HEVの感染培養系の確立および
それによって得られた新しい知見を紹介したい．

1. HEVの感染培養系の確立

5種類の既知の肝炎ウイルスのうち，A型肝炎ウイルス
（HAV）については，1979年に Provostら 14）によって培養
系が確立され，国内でも不活化 HAワクチンの製造に応用
されている．また，C型肝炎ウイルス（HCV）については，2005
年に脇田ら 15）によって劇症 C型肝炎患者から分離された

遺伝子型 2aの JFH-1ウイルスを用いた in vitro系が樹立
され，HCVの感染・複製・粒子形成機構の解析に大きな進
展が見られている．しかし，HEVの培養系については 1990
年代初頭から多くの研究者によって試みられてきたが 16-22），
増殖効率が極めて低く，継代培養も困難であり，HEVの物
理化学的性状の解析やウイルス学的研究に供することは出
来なかった．

2003年に 1人の国内感染の E型肝炎患者から高力価の
HEV（ JE03-1760F株 [遺伝子型 3型 ]： 2.0 x 107 copies/
ml）を含む糞便サンプルが得られたことが，これから述べ
る HEVの培養系樹立の契機となった．その患者に由来す
る糞便浮遊液を接種材料として，ヒトやサル，ウシ，イヌ，
ラット，マウスに由来する 21 種類の株化細胞株でその
HEV株が増殖可能かどうかを検討した結果，肝癌細胞株
PLC/ PRF/5（Alexander）と肺癌細胞株 A549の 2種類の
細胞株で JE03-1760F株が効率よく増殖しうることが分か
った 23）．接種ウイルス量に依存して効率よく培養上清中に

図 1 HEV の遺伝子構造

MT, methyltransferase; Y, Y domain; P, papain-like protease; HVR, hypervariable region; X, X domain;

Hel, helicase; RdRp, RNA-dependent RNA polymerase
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＊エジプト、チャド、ナミビア、ナイジェリア、中央アフリカ共和国、コンゴ民主共和国など。 

表 1 HEV 遺伝子型と E 型肝炎の特徴
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子ウイルスが産出され，6-well plateの 1 well当たりの
copy数を 8.6 x 105（MOI≒ 0.9）として JE03-1760F株を
接種したところ，60日目には培養上清中のウイルス量が
108 copies/mlに達した（図 2）．また，1 well当たりの copy
数を 2.4 x 104（MOI=0.03）に減らしても増殖を確認する
ことができた．さらに，培養上清中に放出された子ウイル
スは新たな PLC/PRF/5細胞や A549細胞でも効率良く増
え，かつ連続的な継代培養も可能であることが分かった．
高いウイルス量の接種材料が得られたこと，そしてその
HEV株が既知の 3型 HEV株には認められないユニークな
変異を 29ヶ所の塩基（そのうち，6塩基はアミノ酸置換を
伴う非同義変異）を有していたことが，世界で初めての効
率的な感染培養系の確立に繋がったものと推測される 24）．
続いて，別の E型肝炎患者（劇症型）から得られた高力
価の HEV（HE-JF5/15F株 [遺伝子型 4型 ]： 1.3 x 107

copies/ml）を含む糞便浮遊液を接種することにより，新た
に 4型 HEV株の培養系を確立することができた 25）．JE03-
1760F株と同様に，培養上清中の HEVを用いた継代培養
が可能であるだけでなく，6代目の継代培養において，接
種後 2日目に培養上清中で子ウイルス（HE-JF5/15F_p6）
の産出が確認され，ウイルスタイターは 10日目に 1.5 x
108 copies /mlに達した（図 3）．疫学データから，遺伝子型
4と肝炎重症化との密接な関連性が示唆されているが 26），
劇症肝炎患者から分離された 4型 HEV株の活発な増殖能
が本培養系で再現されたことは劇症肝炎発症のウイルス因

子を解明するうえで興味深い．

2. 細胞培養に伴う HEVの馴化と遺伝子変異

培養細胞への HEVの馴化にどのような遺伝子変異が関
わっているかを明らかにすることを目的として，野生株で
ある 糞便中の JE03-1760F 株を出発材料として，2系列
（実験 Aと実験 B）の継代実験を行った 27）．実験 Aでは，
接種ウイルス量を約 105 copies/well として Passage 10ま
で継代実験を行ったところ，前半の Passages 0-5 に比べ
て後半の Passages 6-10の方が，接種後ウイルスが出現す
るまでの平均日数が約 1週間短縮され（16.7 日 vs. 10.0
日），平均で 19 日も早く培養上清中のウイルス量が 105

copies/mlに達した（35.2日 vs. 16.0日）．また，Passage 11，
Passage 12，Passage 13の継代実験では，接種ウイルス量を
それぞれ 3.0 x 103 copies/well，1.0 x 103 copies/well，3.0 x
102 copies/wellとして行い，より増殖効率の高い株を順次
選別することができた．その結果，Passage 13で得られ
た継代株（p13/A）は野生株の 30分の 1のウイルス量で感
染しうることが分かった．実験 Bにおいても実験 A 同様，
前半の Passages 0-5に比べて，後半の Passages 6-10の方
がウイルス出現までの平均日数が短くなり，2日目に検出
されるようになり，培養上清中のウイルス量が 1 0 5

copies/mlに達するまでの平均日数が約 1週間短縮され，接
種後 10日目には 105 copies/mlを超えるようになった 27）．
実験 Aでの Passage 13の株（p13/A株）と実験 Bでの

図 2 肝癌細胞株 PLC/PRF/5 における HEV の増殖

種々のウイルス量の HEV(JE03-1760F株)を含む糞便浮遊液を接種したあとの 60日目までの培養上清中の HEV RNA titerを示す．



96 〔ウイルス　第 60巻　第 1号，

表 2 野生株 JE03-1760F と 2 系列の継代株(p13/A と p10/B)の全塩基配列の比較
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Passage 10の株（p10/B株）について全塩基配列を決定
したところ，野生株に比べて，7226塩基（ポリ A配列を除
く）中，それぞれ 19塩基と 23塩基に相違が認められた
（表 2）．p13/A株に認められた 19塩基の変異のうち，5塩
基が ORF1あるいは ORF3でのアミノ酸置換（それぞれ 3
個と 2個）を伴っていた．また，p10/B株に認められた 23
塩基の変異のうち，9塩基が ORF1，ORF2および ORF3で
のアミノ酸置換（それぞれ，4個，3個，2個）を伴ってい
た．ウイルスゲノム全長の 0.3%に相当する様々な遺伝子
変異が培養系への HEVの馴化に関連があることが示唆さ
れた．特に，2系列の継代培養において p13/A株と p10/B
株に共通に認められた変異（いずれもアミノ酸置換を伴う
変異）は馴化に伴う HEVゲノム変異の再現性を示すもの
であり，効率的な増殖能や感染性に密接な関連がある，特
に重要な変異として注目される．

3. HEVの reverse genetics systemの確立

HEVの感染性 cDNAクローンを作製するため，JE03-
1760F株のゲノム RNAを鋳型にして，RT-PCR法によりゲ
ノム全長をカバーする cDNA断片を増幅し，その cDNA断
片を T7プロモ－ターと poly（A）配列との間に挿入したゲ
ノムプラスミドを構築した（図 4A）28）．このゲノムプラス
ミドから in vitro transcriptionによりゲノム全長の RNA

を合成し，5’末端にキャップを付加したのち，PLC/PRF/5
細胞に導入したところ，培養上清中に 107 copies/ml以上
の高いレベルでの HEV 産生が認められた（図 4B）．Δ
ORF1は ORF1に frameshift mutationを持った defective
クローンであり，negative controlとして用いた．抗
ORF2マウスモノクローナル抗体（mAb）（H6225）を用い，
immunofluorescent assay（IFA）法により細胞内の ORF2
蛋白を検出した結果，ORF2陽性細胞数はトランスフェク
ション後，5日，7日，11日，15日と日を追って増加し，
HEV感染が拡大している像が観察された（図 4C）．この
cDNA由来 HEV（pJE03-1760F/wt）は新たな PLC/PRF/5
細胞や A549細胞に感染し効率よく増殖できるだけでなく，
継代培養も可能であり，糞便由来野生株 JE03-1760Fと同
等の増殖能を持つことが明らかになった．

4. 変異 HEVクローンの作製と ORF3蛋白の機能解析

HEV ORF3蛋白の過剰発現系での実験結果から，この
ウイルス蛋白が細胞内で様々な機能を持った蛋白として存
在していることは報告されているが 29），生理的な条件下で
の機能は不明であり，粒子形成に与っているか否かについ
ても分かっていなかった．そこで，ORF3の ATGコドンを
GCAに変異させた ORF3欠損 cDNAクローン（Δ ORF3）
を作製し，その全長 RNAを PLC/PRF/5細胞に transfect

図 3 急性 E 型肝炎患者に由来する 3 型 HEV(JE03-1760F)と劇症 E 型肝炎患者に由来する 4 型 HEV(HE-JF5/15F)の肝癌細胞株

PLC/PRF/5 における増殖パターンの比較

培養上清中 HEVを接種したあとの，5回の継代培養(Passages 1-5)における接種後 30日目までの培養上清中の HEV RNA titerを

示す．
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した 30）．その結果，Δ ORF3ウイルスでは細胞内で野生株
pJE03-1760F/wtと同等レベルの HEV RNAが検出された
にも拘わらず，培養上清中への子ウイルスの放出は認めら
れなかった（図 5）．したがって，ORF3欠損ウイルスは細
胞内では増殖できても分泌能を欠いていることが明らかに
なった．
加えて，抗 ORF3 mAb（TA0536）を用いた immuno-

capture PCR法によって検討した結果，糞便中の HEV粒
子と異なり，培養上清中の HEV粒子上に ORF3蛋白が存
在していることが明らかになった 30,31）．界面活性剤非存在
下での捕捉率は数%に過ぎず，種々の界面活性剤による処
理によって捕捉率は約 100%に達することから，ORF3蛋
白は培養上清中の HEV粒子上でリピドを含んだ膜にほぼ
覆われた状態で存在しているものと考えられる．また，糞

図 4 HEV の感染性 cDNA クローンの作製と評価

(A) 野生株 JE03-1760Fの cDNAクローンおよび negative controlとしての ORF1欠損変異クローン(Δ ORF1)の構築

(B) 全長 RNAを PLC/PRF/5細胞に transfectしたあとの培養上清中の HEV RNA titerの推移を示す．野生株とΔ ORF1のそ

れぞれについて 2 wellsのデータを示す．

(C) IFA: 抗 ORF2 mAb (H6225)および Alexa Fluor 488標識抗マウス IgGを用いて細胞内の ORF2抗原を検出した．
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便中の HEV粒子を抗 ORF3 mAbで捕捉できなかったの
は，HEV粒子が肝臓から胆管に放出され，腸管に排泄され
る過程で胆汁中のデオキシコール酸と膵液中の蛋白分解酵
素（トリプシン）に曝され，細胞膜とともに ORF3蛋白が
除去されることに起因するものと考えられた．実際，培養
上清中の HEV粒子をデオキシコール酸とトリプシンで処
理することにより，抗 ORF2 mAbによってほぼ完全に捕
捉されるのに対して，抗 ORF3 mAbによっては全く捕捉
されなくなり，ショ糖液中での浮上密度も処理前の 1.15-
1.16 g/mlから糞便中 HEV粒子と同等の 1.27-1.28 g/mlに
シフトした．
したがって，ORF3蛋白は粒子上に存在すると言う点で

構造蛋白でもあり，感染細胞からの放出に重要な役割を果
たしていると考えられる．そして，培養上清中の HEVが
細胞膜に覆われ，ORF3蛋白を担った状態で細胞から放出
され，恰も“enveloped”ウイルスとして存在しているのに
対して，糞便中ではこれまでの教科書に記載されているよ

うに“non-enveloped”ウイルスとして存在しており，HEV
粒子として 2種類の存在形態があることが分かった．

5. 患者血清由来 HEVの感染培養系の確立

E型肝炎患者血清中の HEV粒子の浮上密度を測定する
と，培養上清中の HEV粒子と同じように，ショ糖液中で
1.15-1.16 g/mlにピークを形成する．培養上清中の HEV
粒子は糞便中の HEV粒子と異なり，“enveloped”ウイルス
の形態をとりながら，新たな培養細胞に感染し，効率よく
増えうる．そして，輸血後 E型肝炎の発生も国内外から報
告がある 32,33）．このような事実から，血清中 HEV粒子の
感染培養系も確立できるのではないかと考え，以下のよう
な接種実験を試みた．
輸入感染あるいは国内感染の E型肝炎患者に由来する急
性期血清（ n=32）を 6-well plateの各 well当たり 106

copiesのオーダー（1.5-3.0 x 106 copies/well，n=4），あるい
は 105 copiesのオーダー（1.5-5.8 x 105 copies/well，n=9）

図 5 野生株と ORF3 欠損株(Δ ORF3)での培養上清中および細胞内の HEV RNA titer の比較
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で接種したところ，全 wellで HEVの増殖が認められ，接
種後 30日目の培養上清中の HEV RNA titerは 106オーダ
ーの接種では 2.1 x 106 copies/ml（中央値），105オーダー
の接種では 1.9 x 105 copies/ml（中央値）に達し，接種ウ
イルス量が多いほど活発な増殖を示すことが分かった（図
6）34）．また，104オーダー（2.0-7.2 x 104 copies/well）の
接種では 19検体中 8検体（42%）で増殖が観察され，それ
ら 8検体での接種後 30日目の培養上清中の HEV RNA
titerは 3.9 x 104 copies/ml（中央値）であった（図 6）．
ORF2領域の 412塩基長の配列を決定し，inoculumとして
用いた血清中 HEVと培養上清中 HEV（30日目）を比較し
た結果，それぞれのサンプルについて，inoculumと 100%
一致するウイルスが培養細胞で産生されたことを確認でき
た．
また，培養上清中の HEVを A549細胞に接種したとこ

ろ，どの HEV株も効率よく増殖することが観察され，培
養上清中には感染性を有する子ウイルスが産出されている
ことが分かった 34）．
増殖が確認された 21検体のうち，3検体（図 6のなかで
＊印の付いた検体）のみ血清中 HEV抗体が陰性であり，残
りの 18検体は感染性 HEV粒子が存在しながら HEV抗体
が共存していた．ショ糖液中での浮上密度を調べると，血
清中の HEV粒子は HEV抗体の存否に関わらず，培養上清
中の HEV粒子と同様，比重 1.15-1.16 g/mlの分画にピー
クを形成した（図 7）．また，HEV抗体が陰性の 3検体，

HEV抗体が陽性の 4検体について，ヤギ抗ヒト IgG/IgM/
IgA抗体を添加し，免疫沈降実験を行なった結果，予め回
復期血清を加えてあった糞便中 HEV粒子はほぼ 100%沈殿
物として回収されたのに対して，血清中 HEV粒子は HEV
抗体の共存にも関わらず，殆ど上清中で回収され，沈殿物
中で回収された HEV粒子はわずか 8.1%以下であった．す
なわち，血清中の HEV粒子の殆どは HEV抗体共存下でも
immune complexを形成せず，“free”の状態で存在してい
ることが分かった 34）．

Tween 20や NP-40などの界面活性剤で予め処理を行な
うことにより，血清中の HEV粒子は培養上清中の HEV粒
子と同様に，抗 ORF2抗体および抗 ORF3抗体で部分的に
捕捉されるようになったが，予め界面活性剤と蛋白分解酵
素の両者を添加し処理を行なうと，血清中 HEV粒子と培
養上清中 HEV粒子は糞便中 HEV粒子と同様に，1.27-1.28
g/mlの浮上密度となり（図 7），抗 ORF2抗体によってほぼ
100%捕捉され，抗 ORF3抗体によっては全く捕捉されな
くなった．界面活性剤や蛋白分解酵素による処理に対して
血清中 HEV粒子は培養上清中 HEV粒子と同等の挙動を示
すことが明らかになったことから，より高いウイルスタイ
ターのサンプルが入手可能な培養上清中の HEV粒子を用
い，処理後の HEV粒子の培養細胞への感染性を検討した．
その結果，界面活性剤単独処理の粒子もさらに界面活性剤
と蛋白分解酵素の処理を受けた粒子も未処理の粒子と同等
の感染性を有することが分かった 34）．

図 6 血清中 HEV を PLC/PRF/5 細胞に接種したあとの 30 日目の培養上清中の HEV RNA titer

6-well plateの 1 well当たり 106 copies，105 copies，あるいは 104 copiesで血清中 HEVを接種した場合の感染が認められた検体

は，それぞれ 100% (4/4)，100% (9/9)，42% (8/19)であった．*印は HEV抗体が陰性の検体であることを示す．
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図 7 HEV 粒子のショ糖液中での浮上密度
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本研究を通じて，E型肝炎患者に由来する急性期糞便中
の HEV（JE03-1760F株[3型]と HE-JF5/15F株[4型]）のみ
ならず，血清中の HEVも HEV抗体の有無に関わらず，ウ
イルスタイターが高いほど，効率よく PLC/PRF/5細胞や
A549細胞に感染し増殖しうることが分かった．原血清中の
HEV RNAタイターが概ね 5.0 x 105 copies/ml以上であれ
ば，これらの細胞内で効率よく増殖しうる．培養上清中に
放出された HEV 粒子が細胞膜成分に覆われ，糞便中の
HEV粒子と異なって浮上密度が軽いことは上述の通りであ
るが，血清中の H E V 粒子も細胞膜成分に覆われ，
“enveloped virus”様の粒子構造をとっており，HEV抗体
が共存していても，その抗体が中和抗体として粒子に結合
していないことが明らかになった．そのため，HEV抗体の
存否は培養細胞への感染性には影響していないことが明ら
かになった．しかし，現時点では何故，糞便中の HEV粒
子のような“non-enveloped”ウイルスと，血清中や培養上
清中の HEV粒子のように“enveloped”ウイルス様の構造
を持った粒子が同等の感染性を示しうるのかを明らかに出
来ていない．これらの粒子がどのような機序で感受性細胞
に吸着し侵入しうるのか，その解明は HEVの生活環を理
解するうえで極めて重要であると思われる．

おわりに

本稿で紹介したような，培養上清中に高濃度の HEV粒
子が産生分泌される培養系が確立されたのは，世界で初め
てである．JE03-1760F株のみならず，他の複数の株でも同
等，あるいはそれ以上の効率で増殖が可能性で，かつ連続
的な継代培養を行うことができている．また，感染性
cDNAクローンの構築にも成功している．これらの培養系
および reverse genetics systemを用いることにより，こ
れまで未解明であった HEVに関する多方面の数々の疑問
に一つ一つ答えを出すことが可能になったと言える．
さらに，PLC/PRF/5細胞や A549細胞を用いた HEVの

感染培養系は，糞便中 HEVのみならず，血清中の多くの
strainsの感染増殖を効率よく supportしうることが分かっ
た．このことで，本培養系の応用の幅が大きく広がったと
言える．また，血清中の HEV粒子は培養上清中の HEV粒
子と同様に，“enveloped”ウイルス様の粒子構造をとってい
ることが分かった．HAVについても，培養上清中の一部の粒
子が細胞膜成分に覆われていることは知られているが 33,34），
HEVの場合は培養上清中および循環血液中の殆どすべての
粒子が細胞膜成分に覆われている点で HAVと異なる．こ
のように，血清中や培養上清中の HEV粒子が細胞膜成分
に覆われていながら，何故，“non-enveloped”ウイルスの
糞便中 HEV粒子と同等の感染性を有するのかが分かって
いない．そのmysteriousな現象の解明が HEVの感受性細
胞への吸着・侵入のメカニズムを明らかにする上で重要で
ある．
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Cell culture system for hepatitis E virus
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Early studies reported propagation of hepatitis E virus (HEV) in primary hepatocytes or several
established cell lines, but replication was inefficient. Recently, using inocula comprised of fecal
suspensions with high loads of HEV, originally obtained from Japanese patients who contracted
domestic infection of genotype 3 HEV (the JE03-1760F strain, 2.0 x 107 copies/ml) or genotype 4 HEV (the
HE-JF5/15F strain, 1.3 x 107 copies/ml), we developed an efficient cell culture system for HEV in
PLC/PRF/5 and A549 cells, which yielded the highest HEV load of 108 copies/ml in the culture
supernatant, and we successfully propagated six or more generations in serial passages of culture
supernatant. In addition, we constructed a full-length infectious cDNA clone (pJE03-1760F/wt) of the JE03-
1760F strain, which can replicate efficiently in PLC/PRF/5 and A549 cells. Using a derivative ORF3-
deficient (ΔORF3) mutant, we demonstrated that the ORF3 protein of HEV is responsible for virion egress
from infected cells and is present on the surface of released HEV particles, which is associated with lipids.
Various HEV strains in blood circulation were also propagated efficiently in PLC/PRF/5 and A549
cells. Our in vitro cell culture system can be used for propagation of a wide variety of HEV strains in feces
and sera from various infected patients, allowing extended studies on viral replication specific to
different HEV strains.


