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研究要旨 Rat HEVは人由来HEVの遺伝子構造と類似する新しいE型肝炎ウイルスである。

ドイツにおいて初めて rat HEV が検出されて以後、アメリカ、ベトナム、インドネシアか

らも部分あるいは全長 rat HEV 遺伝子が確認されたことから、rat HEV が世界範囲に広が

っていることが示唆された。しかしながら、これらのウイルスの増殖できる培養細胞系が

樹立されていないため、ウイルスの感染性や病原性などの評価が困難である。本研究では

我々はヒト肝癌細胞 PLC/PRF/5 細胞に接種し、Rat HEV が増殖できる細胞培養系を樹立し

た。また、in vitro で合成した完全長の rat HEV RNA をヌードラット肝臓に直接接種し

たことにより、感染性をもつ Rat HEV を獲得した。Rat HEV 培養系の樹立は rat HEV 複製

のメカニズムの解明に有用である。 

 

 

Ａ．研究目的 

E型肝炎は黄疸を主症状とする急性肝炎である。

原因ウイルスは E型肝炎ウイルス（Hepatitis E 

Virus, HEV）である。先進国において E 型肝炎

は輸入感染症と考えられてきたが、全く海外渡

航歴のない患者が見つかること、ブタやイノシ

シからヒト由来 HEV と同一の HEV がみつかるこ

となど人獣共通感染症として注目されている。

HEV はプラス一本鎖 RNA を遺伝子に持つ小型球

形ウイルスで、1～4型まで 4つの遺伝子型（G1

～G4）が知られている。また、ヒト以外の動物

から従来ヒト由来 HEV と異なる新型 HEV が多数

分離されている。これらのウイルスの病原性な

どはほとんど解明されていない。Rat HEV は野

生ラットから分離された遺伝子構造上ではヒト

HEV と類似するウイルスであり、その病原性な

どに関する情報が少なく、その増殖、感染のメ 

カニズムは明らかではない。ウイルスの複製、

増殖、感染のメカニズムの解明には細胞培養系

もまた欠かせない手法である。本研究では rat 

HEV をヒト肝癌由来 PLC/PRF/5 細胞に接種し、

ウイルスの増殖と産生されたウイルスの感染

性等について検討した。また、in vitro で合

成した全長 rat HEV RNA をヌードラット（Long 

Evans-run/run）肝臓に直接接種し、ウイルス

の獲得を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

Rat HEV を感染したヌードラット (Long Evans 

rnu/rnu)の便材料を PBS で希釈し、10%便乳剤

を作製した。遠心分離後、その上清を 45μmフ



ィルターで濾過した後、ヒト肝癌細胞PLC/PRF/5

に接種した。細胞を継代せず、三日ごとに培地

の更新によって細胞を維持した。経時的に培養

上清中のrat HEV RNA,構造蛋白をRT-PCR, ELISA

法で測定し、rat HEV の増殖を確認した。さら

に培養上清を超遠心で濃縮し、電子顕微鏡でウ

イルス粒子を観察した。感染細胞内のウイルス

抗原の局在は間接蛍光免疫染色法で検証した。

感染細胞培養上清をヌードラットに接種するこ

とにより産生されたウイルスの感染性を確認し

た。 

また、リバースジェネティクス法による rat HEV

作製をするため、rat HEV ドイツ株(GU345042)

の全長配列に基づき、T7 promoter プラス DcHEV

全長配列を含む cDNA を合成し、ベクターpUC19

にクローニングし、プラスミド pUC19-ratHEV を

作製した。pUC19-ratHEV を制限酵素 XbaI で切

断し、mMESSAGE mMACHINE T7 kit を用いて Cap

付きの ratHEV RNA を合成した。Cap 付きの全長

rat HEV RNA を ヌ ー ド ラ ッ ト （ Long 

Evans-run/run）肝臓に直接接種した。接種後、

経時的に採血、採便し、血中および便中の Rat 

HEV RNA を RT-PCR 法により測定し、ウイルス増

殖の有無により、全長 rat HEV RNA の感染性を

評価した。また、感染ヌードラット糞便を 10%

便乳剤にして、濾過除菌した後、PLC/PRF/5 細

胞、またはヌードラットに接種することにより

ウイルスの感染性を確認した。 

 

Ｃ．研究結果 

Rat HEV を接種したラット肝細胞 RLN-B2、ラッ

ト肝癌細胞 dRLh-84 から接種後３ヶ月までウイ

ルスが検出されなかった。それに対して、Rat 

HEV を接種した PLC/PRF/5 細胞培養上清に接種

後１５日から rat HEV RNA が検出され、21 目か

らウイルス構造蛋白が検出された。その後、ウ

イルス量が経時的に増加していた。ウイルス構

造蛋白は接種後４週の培養上清中から検出され、

６週目にビークに到達しその後も高いレベルを

維持していた。構造蛋白は細胞質に分布してい

た。培養上清を濃縮後、電子顕微鏡で観察した

ところ、直径 35nm のウイルス粒子が観察された。

10 週目の培養上清をヌードラットに静脈接種

し、経時的に糞便中、血液中の HEV RNA を測定

した結果、ヌードラット体内での増幅を確認し

た。この結果は PLC/PRF/5 細胞で増殖された

rat HEV が感染性を有することが示された。 

一方、ヌードラット肝臓に rat HEV RNA を直接

接種した二週間後、rat HEV RNA が血中および

便中から検出された。さらに便中のウイルスは

PLC/PRF/5細胞およびヌードラットに接種した

後、ウイルスの増殖が認められた。この結果は

リバースジェネティクス法によって感染性を

持つ rat HEV を獲得したことが証明された。 

 

Ｄ．考察 

PLC/PRF/5 は rat HEV に感受性を有し、この細

胞で増幅したウイルスは感染性を持つことが

明らかになった。Rat HEV 培養系が樹立できた

ことから、今後 rat HEV 複製のメカニズムの解

明が可能となり、rat HEV に関する新知見が大いに

期待出来る。また、リバースジェネティクス法に

よる rat HEV 作製が成功した。これは cDNA へ

の特定の突然変異の導入やウイルス感染のト

ロピズムなどの研究に非常に有用である。 
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