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野生鳥獣の異常の確認方法等に関する研究	 

	 

分担研究者	 前田	 健	 （山口大学共同獣医学部獣医微生物学教室）	 

研究協力者	 米満健三	 （山口大学共同獣医学部獣医微生物学教室）	 

	 	 

	 

研究要旨	 

E 型肝炎ウイルスに対する抗体保有状況および E 型肝炎ウイルス感染状況の調査をイ

ノシシおよびシカにおいて継続して実施した。2016 年は 7 県のイノシシ、8 県のシカ

の血清を用いて実施した。5 県のイノシシ、1 県のシカから抗 E 型肝炎ウイルス抗体

が検出された。山口県で捕獲されたイノシシを体重別で抗体保有率を分けた結果、

30kg 以下のイノシシの抗体保有率は 31kg 以上のイノシシの抗体保有率よりも有意に

低い子が示された。2 県のイノシシ、1 県のシカの血清中にウイルス遺伝子が検出さ

れた。検出された遺伝子は遺伝子型 3 に属していた。ウイルス遺伝子が検出された個

体を体重別で比較すると 30kg 以下のイノシシが 16 頭中 11 頭であった。これらのこ

とから、イノシシの多くが 30kg 前後で E 型肝炎ウイルスに感染していることが判明

した。更に、本年度は野生動物の疫学調査において最大の障害となっている血清の回

収に代わる手段として、回収が簡易なミートジュースを用いる抗体検出系の予備実験

を行なった。更に、イノシシ及びシカにおける異常所見に関するデータも収集した。	 

	 

A.研究目的	 

	 E 型肝炎は、野生動物肉の喫食により引き起こ

されることが知られているが、E 型肝炎ウイルス

（HEV）の自然界における感染環に関しては不明

な点が多い。我々が開発したすべての哺乳動物か

らの抗 HEV 抗体検出系を利用して、自然界におけ

る HEV 感染環を明らかにすることを目的とする。	 

	 

B.研究方法	 

1)血清資料	 

	 日本各地より狩猟および有害鳥獣として捕獲さ

れた野生獣から血清を回収した。	 

	 

2)抗 HEV 抗体の検出	 

	 2015 年に作成したマニュアルに従った。	 

	 

3)血清からの HEV 遺伝子検出	 

	 2015 年に作成したマニュアルに従った。	 

	 

4)ミートジュースの回収	 

	 山口県で捕獲されたイノシシの横隔膜と心臓

(図 3)を回収し、既報に従いミートジュースを回

収した。簡単に述べると、約 80ｇの肉サンプル

を冷凍用ジッパー付き保存袋に採取し、-20 度で

冷凍した。輪ゴムで肉を上部に固定し、室温で 5

時間放置し解凍すると、約 6-12ml の液体“ミー

トジュース”が得られる(図 4)。これを血清と同

様に ELISA に供試した。ELISA には E 型肝炎の加

えて日本脳炎ウイルスの抗原を用いた。	 

	 

5)野生獣における異常所見の収集	 

	 山口県で捕獲されるイノシシおよびシカに関し

て、解体の際に異常所見が認められた場合、写真

撮影を行った。その一部は、岡林先生に病理所見

を見ていただいた。	 

	 

C.研究結果	 

1)2016 年は 7県のイノシシの検査を行なった	 (表

1)。そのうち、香川県と岐阜県以外の 5 県のイノ

シシが陽性となった。これまで、11 県のうち 9

県、1164 頭中 212 頭（18.2％）が陽性となった。	 

	 

2)2016 年は 8 県のシカの検査を行なった(表 2)。

そのうち、香川県のシカ 1 頭が陽性となった。こ

れまで、11 県のうち 2 県、943 頭中 2 頭（0.2％）

が陽性となった。	 

	 

3)山口県のイノシシの抗体の陽性率を体重別に比

較した(図 1)。その結果、30kg 以下のイノシシの

抗体陽性率は 31kg 以上のイノシシの抗体陽性率

よりも有意に低いことが示された。	 
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4)イノシシとシカの血清から HEV 遺伝子の検出を

試みた（表 3、表 4）。その結果、イノシシは千葉

県と群馬県の 2 頭から検出されたが、シカは検出

されなかった。これまで、イノシシは 774 頭中

16 頭（2.1％）、シカは 754 頭中 1 頭(0.1％)から

HEV 遺伝子が検出されている。	 

	 

5）検出された遺伝子の塩基配列を解析した結果、

本年度の 2 検体とも遺伝子型 3 に属していた(図

2)。これまで国内で検出された遺伝子型は 3 と 4

のみである。	 

	 

6）遺伝子が検出されたイノシシの個体情報を比較

した結果、16 頭中 11 頭（69％）が 30kg 以下の

子イノシシであった（表 5）。重要なことは 15 頭

中 10 頭が既に抗体を保有していた。	 

	 

7)イノシシ及びシカの血清より HEV 遺伝子の検出

を試みた結果、イノシシからは 2.4％、シカから

は 0.2％の検出率であった(表 5)。	 

	 

8)図 3 と 4 のようにミートジュースを回収し、

ELISA に供試した。HEV に関しては血清で陰性と

判定された個体(青色)では、心臓由来ミートジュ

ースでは 10 倍希釈で 1 頭陽性と判定されたが、

横隔膜由来ミートジュースでは 10 倍で用いても

全て陰性となった。一方、陽性と判定された個体

では横隔膜および心臓由来ミートジュースとも

に 40 倍希釈で 1 頭が陰性と判定された(図 5)。

日本脳炎ウイルスに関しては、血清で陰性と判定

されたもの（青色）に関しては、横隔膜および心

臓由来ともに 10 倍希釈で用いても全て陰性と判

定された。一方、血清で陽性と判定されたもの（赤

色）は、心臓由来ミートジュースで 40 倍希釈で

2 頭、20 倍希釈で 1 頭、横隔膜由来ミートジュー

スで 40倍希釈で 3頭が陰性と判定された(図 5)。	 

	 

9)山口県で狩猟されたイノシシ及びシカの内臓に

おける異常所見の収集を行い、岡林先生の病理組

織の所見で異常が確認されたものを掲載した(末

尾)。	 

	 

D.考察	 

1)イノシシの調査により本年度は新たに愛媛県が

陽性であることが判明した。これまで 11 県中 9

県のイノシシに E 型肝炎が感染していることが

証明された。	 

	 

2)これまで山口県のイノシシが陽性率が高いと考

えられていたが、本年度の調査により、関東地方

の千葉県や群馬県で抗体の陽性率が高いことが

判明した。	 	 

	 

3)シカはほとんど感染していないことが再確認さ

れたが、本年度は 1 頭陽性個体が存在していたこ

とから、低い感染率ながら感染していることが再

確認された。	 

	 

4)体重別の抗体陽性率および遺伝子検出から考え

ても 30kg 以下の子イノシシが HEV に感染し、抗

体が陽転するリスクが高いことが判明した。	 

	 

5)国内の野生動物では遺伝子型 3 と 4 しか検出さ

れていない。	 

	 

6)ウイルス遺伝子が検出された個体の多くが抗体

を保有していた。このことは、抗体が出現しても

ウイルスが持続して検出されていることを意味

しており、E 型肝炎の持続感染により注目する必

要がある。	 

	 

7)心臓および横隔膜由来ミートジュースが E 型肝

炎のみならず日本脳炎に対する抗体の検出に有

用であることが確認された。血清に比べて反応は

弱いが、20 倍希釈して用いれば、100 倍希釈した

血清とほぼ同じ結果が得られることが判明した。	 

	 

E.結論	 

1)国内の多くの県で E 型肝炎ウイルスはイノシシ

に感染している。特に、関東近辺ではイノシシの

抗体陽性率が高い可能性がある。	 

	 

2)30kg 以下の子イノシシが HEV に感染しているリ

スクが高い。	 

	 

3)E 型肝炎ウイルスがイノシシでは持続感染して

いる可能性がある。食肉として利用されるイノシ

シによく似た豚での持続感染を検討する必要が

ある。	 

	 

4)血清の回収が困難な狩猟現場では、血清ではな

く心臓や横隔膜を利用して抗体検査が可能であ

ることが期待された。	 

	 

F.健康危機情報	 

1)野生獣肉の喫食による HEV 感染は、特に子イノ

シシに注意すべきである。	 

	 

2）E 型肝炎ウイルスの持続感染の可能性をより詳

細に解析する必要がある。特に、イノシシに似た

豚での調査は重要であると考える。	 
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和男、前田	 健「E 型肝炎ウイルスの感染リスク

分析」第 159 回日本獣医学会学術集会	 2016 年 9

月 6-8 日	 日本大学（神奈川県藤沢市）	 

2)	 米満研三、鍬田龍星、高野	 愛、下田	 宙、鈴木

和男、前田	 健「野生動物での調査により判明し

た E 型肝炎感染のリスク」第 31 回中国四国ウイ

ルス研究会	 2016 年 7 月 9-10 日	 鳥取大学（鳥

取）	 

	 

講演会	 

前田	 健「イノシシ・シカによる人獣共通の主要

感 染 症 に つ い て 」 奈 良 県 畜 産 協 会	 

2016/12/16	 橿原市／リサイクル館かしは

ら	 

前田	 健「イノシシ、シカによる人獣共通の主要

感 染 症 等 に つ い て 」 岡 山 県 畜 産 協 会	 

2016/12/12	 (岡山県テクノサポート岡山)	 

Ken	 Maeda	 ゛ Surveillance	 of	 vector-	 and	 

food-borne	 infectious	 diseases	 among	 

Asian	 countries” 	 2016/11/14	 	 CCP	 2nd	 

Joint	 Seminar	 (Thailand,	 Chonburi,	 

Bangsaen	 Heritage	 hotel)	 

前田	 健「野生鳥獣肉の衛生管理講習会」10 月 19

日産業技術センター（宇部）、10 月 21 日日置

農村環境改善センター（長門）、10 月 31 日萩

市民館（萩）、11 月 2 日健康づくりセンター

（山口）、11 月 7 日周南総合庁舎（周南）	 

前田	 健「野生動物と家畜の共通感染症および人

獣共通感染症について-E 型肝炎、節足動物

媒介感染症、オーエスキー病、狂犬病を中

心にー」群馬県畜産協会（前橋テルサ、群

馬県）平成 28 年 9 月 11 日(日)	 

前田	 健「イノシシ、シカによる人獣共通の主要

感染症等について」平成 28 年度野生獣衛生

体制整備緊急対策事業全国推進会議（東京、

第 2 デイアイシービル）2016/6/8	 

	 

H.	 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む）	 

1．特許取得	 

なし	 

	 

2．実用新案登録	 

なし
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a b s t r a c t

Hepatitis E virus (HEV) is the causative agent of hepatitis E, a food- and water-borne disease. In developed
countries, consumption of meats from pigs, wild boars and deer is a major source of infection. Although
HEV and HEV-related viruses have been detected in many animal species, their zoonotic potential and
prevalence has not been completely understood. To detect anti-HEV antibody in mammalian species, a
simple enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was established using extract from cells expressing
HEV capsid protein and protein A/G as an antigen and a reagent for detection of antibody. Absorbance in
the ELISA was compared with those in our previous ELISA using VLPs and anti-swine antibody, suggesting
that newly established ELISA was similarly specific and sensitive as the previous ELISA. Seroprevalence of
HEV infection among wild boars was examined in Yamaguchi Prefecture, confirming that 111 of 364 wild
boars (30.5%) were positive for anti-HEV antibody. Next, this ELISA was applied to humans, dogs, cats,
ferrets, raccoons and masked palm civets in Japan, and anti-HEV antibodies were detected in humans,
ferrets, dogs and cats. This ELISA is thus useful for serological surveys and comparison of HEV infection
among various mammals, including humans.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Hepatitis E virus (HEV) is a non-enveloped, single-stranded
positive-sense RNA virus that belongs to the family Hepeviridae,
genus Orthohepevirus (Smith et al., 2014). HEV is the causative agent
of acute or fulminant hepatitis E in humans (Emerson and Purcell,
2007). Human HEV consists of only one serotype, but is genetically
divided into at least four major genotypes (Okamoto, 2007). Infec-
tion with HEV genotypes 1 and 2 are restricted to humans and are
often associated with water-borne outbreaks in developing coun-
tries (Meng, 2010; Aggarwal and Jameel, 2011). On the other hand,
HEV genotypes 3 and 4 cause sporadic infections in both develop-
ing and developed countries (Meng, 2010; Aggarwal and Jameel,
2011). HEV genotypes 3 and 4 infection is recognized as zoonosis,

∗ Corresponding author.
E-mail address: kmaeda@yamaguchi-u.ac.jp (K. Maeda).

and the major reservoirs are pigs (Sus scrofa domesticus), wild boars
(Sus scrofa leucomystax) and deer (Cervus spp.) (Ruggeri et al., 2013).
Genotypes 3 and 4 have been detected in many mammalian species,
including pigs, wild boars, deer, rabbits (Oryctolagus cuniculus),
and mongooses (Herpestes auropunctatus) (Cossaboom et al., 2011;
Geng et al., 2011; Meng et al., 1997; Nakamura et al., 2006). Recent
reports have demonstrated that novel HEV or HEV-related viruses
are present in other animals, including wild boars, rats (Rattus spp.),
rabbits, ferrets (Mustela putorius furo), minks (Neovison vison), foxes
(Vulpes vulpes) and bats (Chiroptera spp.) (Bodewes et al., 2013;
Drexler et al., 2012; Johne et al., 2010a, 2010b; Krog et al., 2013;
Lhomme et al., 2013; Raj et al., 2012; Takahashi et al., 2014). How-
ever, their zoonotic potential and prevalence in wild animals has
not been completely understood (Johne et al., 2014).

In order to investigate antibodies prevalence against HEV and
HEV-related viruses in wild animals, enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) using purified virus-like particles (VLPs) and
animal-specific anti-immunoglobulins have been carried out. How-

http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2016.07.030
0166-0934/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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ever, there are problems with ELISA using sera from wild animals;
(1) Sera from wild animals are sometimes hemolytic, causing non-
specific reactions in serological tests; (2) Secondary antibodies
specific for animal species are used for detection of the antibod-
ies in each wild animal, but secondary antibodies for some animals
are not widely available; (3) As HEV does not grow efficiently in cell
culture, preparation of antigens is difficult (Tanaka et al., 2007). In
many laboratories, including our own, VLPs have been used as an
ELISA antigen, but impurities in VLPs affect the results of ELISA.
Therefore, highly purified VLPs are required for ELISA to detect
antibodies specific for HEV.

In this study, we developed an ELISA using extracts from
mammalian cells expressing viral protein as an antigen, and
peroxidase-conjugated protein A/G as a reagent for detection of
antibody. This ELISA was applied to the serosurveillance of HEV
infection in humans, wild boars, ferrets, raccoons (Procyon lotor),
masked palm civets (Paguma larvata), dogs (Canis lupus familiaris)
and cats (Felis sylvestris Catus).

2. Materials and methods

2.1. Serum samples

Serum samples were collected from wild boars, ferrets, rac-
coons, masked palm civets, dogs and cats. A total of 519 sera from
wild boars were collected in Yamaguchi (n = 364), Hyogo (n = 67)
and Wakayama (n = 88) Prefectures of Japan; 47 sera from ferrets
were collected in animal hospitals throughout Japan (n = 47); 208
sera from raccoons were collected in Hyogo Prefecture, Japan; 65
sera from masked palm civets were collected in Hyogo Prefecture,
Japan; 170 sera from dogs were collected in Yamaguchi (n = 135)
and Miyagi (n = 35) Prefectures of Japan; and 17 sera from cats were
collected in Miyagi Prefecture, Japan. Serum samples were also
collected from 24 hunters who hunt wild animals in Yamaguchi
Prefecture, Japan under permission from the Center for Clinical
Research, Yamaguchi University Hospital (Control Number: H26-
116). All collected sera were stored at −20 ◦C until use.

2.2. Construction of plasmids

Viral RNA was extracted from the serum of a patient with
fulminant hepatitis E in Yamaguchi Prefecture, Japan in 2011
(Okita et al., 2012) using a QIAamp viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
First-strand cDNA was transcribed using the RNA LA PCR Kit (AMV)
Ver.1.1 (TAKARA, Shiga, Japan) with random 9-mer primers at 30 ◦C
for 10 min, 42 ◦C for 30 min, 70 ◦C for 15 min and 4 ◦C for 5 min. Full-
length and the N-terminal-truncated fragment of the HEV open
reading frame 2 (ORF2) were amplified using two primer pairs,
Yamagu11 ORF2 1F(ClaI) (5�-GT ATC GAT CAC CAT GCG CTC TCG
GGC T-3�) and Yamagu11 ORF2 660R-His (5�-GT AGA TCT TCA GTG
ATG GTG ATG GTG ATG GTA CTC CCG GGT TTT ACC CA-3�), for the
full-length ORF2, and Yamagu11 ORF2 112F(ClaI) (5�-GT ATC GAT
CAC CAT GGC TGT GGC TCC GGC CCC T-3�) and Yamagu11 ORF2
660R-His for the N-terminal truncated ORF2. Amplified cDNA was
digested with the restriction enzymes ClaI and BglII, and was then
cloned into the ClaI-BglII site of pCAGGS plasmid (Niwa et al., 1991).
The resultant plasmids were designated pCAGGS-HEVcap(1-660)
and pCAGGS-HEVcap(112-660).

2.3. Cells

Human embryonic kidney 293T (HEK-293T) cells were grown
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS;

Thermo Fisher Scientific), 100 U/ml penicillin and 100 �g/ml strep-
tomycin at 37 ◦C in 5% CO2.

2.4. Expression in HEK-293T cells

HEK-293T cells were transfected with plasmids, pCAGGS-
HEVcap(1-660), pCAGGS-HEVcap(112-660) and pCAGGS using
polyethylenimine (PEI; Thermo Fisher Scientific). Briefly, 16 �g
of plasmid were mixed with 40 �l of PEI (2 mg/ml) and were
transfected into HEK-293T cells in a 90-mm cell culture dish (Sum-
itomo Bakelite, Tokyo, Japan), as reported previously (Boussif et al.,
1995). After 3 days post-transfection, cells were washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS) and detached from the dishes with
a cell scraper (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Cells were treated with
0.5 ml of RIPA buffer (1% sodium deoxycholate, 1% Triton X-100,
10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM sodium chloride (NaCl), 0.5 mM
ethylenediaminetetraacetic acid) for 1 h at 4 ◦C. After centrifuga-
tion at 13,000 × g for 30 min at 4 ◦C, supernatant was collected and
stored at −80 ◦C until use.

2.5. Western blot analysis

Extracts of HEK-293T cells transfected with plasmids were
mixed with an equal volume of 2 × concentrated sample buffer
(6.25 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 20%
glycerol, 0.001% bromophenol blue). These samples were boiled
for 3 min, placed on ice for 3 min and centrifuged at 13,000 × g for
3 min at room temperature. Then, cell lysates were electrophoresed
on polyacrylamide gels and transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membrane (Immobilon-P; Millipore, Billerica, MA). After
blocking with Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCl and 150 mM
NaCl, pH 7.5) (TBS) containing 3% gelatin (EIA Grade Reagent
Gelatin; Bio-Rad, Hercules, CA) for 45 min at 37 ◦C, the membrane
was washed three times with TBS containing 0.05% Tween 20 (T-
TBS). A mouse anti-His antibody (Tetra-His antibody; QIAGEN) was
diluted with T-TBS containing 1% gelatin. After incubation with
diluted anti-His antibody for 45 min at 37 ◦C, the membrane was
washed three times with T-TBS. Then, the membrane was reacted
with peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG + A + M (Cappel
Laboratories, Solon, OH) diluted in T-TBS containing 1% gelatin
for 45 min at 37 ◦C. After washing the membrane with T-TBS and
TBS three times each, specific bands were visualized with 3,3�-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB; Wako, Osaka, Japan).

In order to detect the anti-HEV antibodies in animal sera,
the PVDF membrane was prepared using the same method and
blocked with TBS containing 1% Blockace (Dainippon Pharmaceuti-
cal, Osaka, Japan) for 2 h at room temperature. Sera and Peroxidase
Conjugated Purified Recomb® Protein A/G (Thermo Fisher Scien-
tific) were diluted with T-TBS containing 0.4% Blockace.

2.6. ELISA

Extracts from HEK-293T cells transfected with the plasmids,
pCAGGS-HEVcap(112-660) or pCAGGS, were diluted to 5 �g/ml
with adsorption buffer (0.05 M carbonate-bicarbonate buffer,
pH 9.6), and were distributed at 100 �l per well into 96-well
microplates (Maxisorp; Nunc, Roskilde, Denmark). After incubation
at 37 ◦C for 2 h, plates were placed at 4 ◦C overnight. Wells were
washed three times with PBS containing 0.05% Tween 20 (PBS-T),
and were then incubated with 100 �l per well of 1% Blockace in PBS
at 37 ◦C for 30 min. Sera were 100-fold diluted with PBS-T contain-
ing 0.4% Blockace. Wells were washed three times with PBS-T, and
then diluted sera were added to duplicate wells. After incubation
at 37 ◦C for 30 min, wells were washed three times with PBS-T and
incubated with 100 �l per well of Peroxidase Conjugated Purified
Recomb® Protein A/G diluted in PBS-T containing 0.4% Blockace at
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Fig. 1. Expression of HEV ORF2 protein in HEK-293T cells. The plasmids pCAGGS-
HEVcap(1-660), pCAGGS-HEV(112-660) and pCAGGS were transfected into HEK-
293T cells and antigens were extracted from transfected cells. Immunoblotting was
carried out using anti-His-tag antibody. Molecular masses of protein markers are
indicated on the left.

37 ◦C for 30 min. Following three washes with PBS-T, 100 �l of sub-
strate reagent (HRP Substrate Kit; Bio-Rad) was added to each well.
After gentle shaking at room temperature for 30 min, the enzymatic
reaction was stopped by adding 100 �l of 2% oxalic acid to each well.
Absorbance was measured using a spectrophotometer (Bio-Rad) at
a wavelength of 415 nm. Absorbance of wells coated with extract
from empty plasmid-transfected cells were subtracted from those
of antigen-coated wells.

2.7. Statistical analysis

For statistical analysis, chi-squared, McNemar’s and Wilcoxon
signed-rank tests were performed. P values of <0.05 were consid-
ered to be statistically significant. Cohen’s kappa coefficient was
used to calculate agreement between assays.

3. Results

3.1. Expression of HEV capsid protein

Expression of full-length and N-terminal truncated capsid pro-
teins in HEK-293T cells was confirmed by Western blot analysis
(Fig. 1). Specific bands with molecular masses of 74 kiloDaltons
(kDa) and 60 kDa in cells transfected with pCAGGS-HEVcap(1-
660) and pCAGGS-HEVcap(112-660), respectively, were detected
using anti-His antibody, but no bands were detected in pCAGGS-
transfected cells. The bands with molecular masses of less

Table 1
Comparison between this and the previous ELISA using sera from wild boars in
Yamaguchi and Wakayama prefectures.

ELISA using expressed ORF2 ELISA using VLP (Hara
et al., 2014)

Total

(+) (−)

(+) 44 8 52
(−) 1 118 119
Total 45 126 171

than 55 kDa on N-terminal truncated protein likely represented
degraded proteins. The amount of expressed N-terminal truncated
protein was clearly greater than that of complete capsid protein.
Therefore, HEK-293T cells expressing N-terminal truncated HEV
capsid protein were extracted by TritonX-100 and sodium deoxy-
cholate and then used as antigens for ELISA and Western blot
analysis.

3.2. Establishment and evaluation of ELISA for detection of
HEV-specific antibodies in wild animals

Sixty-seven sera from wild boars captured in Wakayama Prefec-
ture, Japan, and 104 wild boars captured in Yamaguchi Prefecture,
Japan, were compared using two ELISA methods; the new method
established in this study and our previous method of VLPs and
swine-specific secondary antibody. In Wakayama Prefecture, Japan,
we did not detect any anti-HEV antibody in wild boars (Hara et al.,
2014). Using this new ELISA, the average and standard deviation
(S.D.) of OD values were 0.007 and 0.042, respectively. On the other
hand, the average and S.D. in our previous method were 0.104
and 0.074, respectively (Fig. 2). Furthermore, samples showing
absorbance of over 3.5 in this ELISA were more numerous than in
our previous ELISA. The cut-off value of 0.437 was calculated by ROC
analysis based on the results of this and the previous ELISA using
sera from wild boars in Yamaguchi and Wakayama Prefectures. The
area under curve of ROC was 0.986. The sensitivity and the speci-
ficity of newly developed ELISA were 0.978 and 0.937, respectively
(Table 1). By this ELISA, additional eight wild boars were classified
as positive, and one previously positive wild boar was classified as
negative The Kappa statistics for agreement between the two meth-
ods was 0.871. A conservative higher cut-off value of 0.500 was
proposed for the other mammals in order to prevent false positives.

3.3. Seroprevalence of HEV infection among wild boars in
Yamaguchi Prefecture

Seroprevalence of HEV among wild boars (n = 364) in Yamaguchi
Prefecture, located in the western part of Japan, was examined by
this ELISA (Table 2). In wild boars, 111 of 364 (30.5%) were seroposi-
tive for anti-HEV antibody. Seroprevalence in wild boars over 20 kg
(35.9%) was significantly higher than that among those less than
20 kg (15%) (P < 0.05) and that in wild boars over 50 kg (44.1%) was
significantly higher than that in wild boars less than 50 kg (23.9%)
(P < 0.05). There were no significant differences in seroprevalence
between males (30.3%) and females (32.1%).

3.4. Detection of antibodies against HEV in humans, wild boars,
ferrets, raccoons, masked palm civets, dogs and cats

Sera from 24 hunters who hunt wild animals in Yamaguchi
Prefecture, Japan, were tested and nine hunters (38%) were
seropositive for anti-HEV antibodies. Sera from wild boars captured
in Hyogo Prefecture (n = 67) and Wakayama Prefecture (n = 88) of
Japan, were tested, and eight from Hyogo Prefecture (13%) and none
from Wakayama Prefecture (0%) were seropositive. Forty-seven
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Fig. 2. Comparison of absorbance in ELISA using HEV ORF2 protein expressed in cells and VLPs as antigens. ELISA was performed using sera from 67 wild boars captured in
Wakayama Prefecture, Japan, and 104 wild boars in Yamaguchi Prefecture, Japan. Black lines show the results for the new ELISA established in this study. Dotted lines show
the results for our previous ELISA (Hara et al., 2014).

Table 2
Seroprevalence of HEV in wild boars in Yamaguchi Prefecture.

Sex Body weight (kg) Total

Male Female Unknown <20 20–50 >50 Unknown

Number of examined animals 142 209 13 66 135 127 36 364
Number of anti-HEV antibody positive animals 43 67 1 10 38 56 7 111
Percentage of anti-HEV antibody positive animals 30.3 32.1 8 15 28.1 44.1 19 30.5

Table 3
Seroprevalence of HEV in mammals.

Species Place Year Percentage of positive animals
(Number of HEV positive
animals/Number of examined animals)

Human Yamaguchi 2015 38 (9/24)
Wild boar Yamaguchi 2010–2015 30.5 (111/364)

Hyogo 2011–2014 13 (9/67)
Wakayama 2007–2013 0 (0/88)

Dog Yamaguchi 2010–2015 0.7 (1/135)
Miyagi 2015 0 (0/35)

Cat Miyagi 2015 12 (2/17)
Ferret Japan 2012–2014 11 (5/47)
Raccoon Hyogo 2008–2014 0 (0/208)
Masked palm civet Hyogo 2011–2014 0 (0/65)

sera from ferrets were collected in animal hospitals throughout
Japan. Five ferrets (11%) were seropositive for anti-HEV antibod-
ies. Raccoons and masked palm civets were captured in Hyogo
Prefecture, Japan, and all raccoons and masked palm civets were
seronegative for anti-HEV antibodies. Sera from dogs were col-
lected in Yamaguchi and Miyagi Prefectures in Japan. The results
showed that one of 135 dogs in Yamaguchi Prefecture (0.7%) and
none of 35 dogs in Miyagi Prefecture (0%) was seropositive for anti-
HEV antibodies. In cats, two of 17 (12%) in Miyagi Prefecture, Japan,
were seropositive for anti-HEV antibodies. (Table 3)

3.5. Confirmation of antibodies against HEV by Western blot
analysis

To confirm the specificity of ELISA, Western blot analysis was
carried out. Selected sera that were positive for anti-HEV antibody

by ELISA were used as the first antibody, and a specific protein with
a molecular mass of 60 kDa was detected (Fig. 3).

4. Discussion

In this study, it was demonstrated that the newly established
ELISA is useful for detection of HEV infection in various mammalian
species, including humans. This ELISA using the new antigen and
HRP-labelled Protein A/G was improved when compared with the
previous ELISA using VLPs and animal-specific secondary antibod-
ies (Hara et al., 2014). This novel ELISA is expected to be applicable
to serological surveys of HEV infection among various wild animals.

In the previous ELISA, VLPs of HEV were expressed in insect cells
infected with recombinant baculovirus expressing a truncated HEV
capsid protein. VLPs were then purified from culture supernatant
by polyethylene glycol precipitation and density-gradient centrifu-
gation (Yamashita et al., 2009, Hara et al., 2014). The preparation
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Fig. 3. Detection of anti-HEV antibodies by Western blotting. Extracts from HEK-293T cells were used as antigens for Western blotting. Sera of 12 wild boars, 2 ferrets, 2 cats
and 2 dogs were used as the 1st antibody. Peroxidase Conjugated Purified Recomb® Protein A/G was used as a reagent for detection of antibody. Representative results are
shown in this figure. Arrow heads show the expressed HEV capsid protein.

of purified VLPs is complex and time-consuming. Our procedure
to prepare ELISA antigen comprises only lysis of cells transfected
with the plasmid. Transfection using PEI is a recently developed
and inexpensive method (Boussif et al., 1995). Furthermore, as
control wells were treated with lysates of cells transfected with
empty vector, the OD value of non-specific reactions could be cor-
rectly subtracted from the OD value in wells using lysates of HEV
capsid-expressing cells. In fact, mean absorbance of wild boars in
Wakayama Prefecture in our newly established ELISA was 0.007,
but that in the previous ELISA was 0.104 (Fig. 2), indicating that
our newly established ELISA can remove the non-specific reaction.
In addition, OD values of HEV-positive individuals by newly estab-
lished ELISA were significantly higher than those by the previous
ELISA (P < 0.05, Fig. 2, Table 1), indicating that it is more sensitive
than our previous ELISA.

In order to apply the novel ELISA to numerous mammalian
species, HRP-conjugated protein A/G was selected to detect HEV-
specific antibodies. Protein A/G has been reported to have a broad
binding ability for immunoglobulins of various mammals, including
wild boars, monkeys, dogs, raccoons and raccoon dogs (Inoshima
et al., 1999; Shimoda et al., 2013, 2014; Suzuki et al., 2015). More-
over, we demonstrated the availability of HRP-conjugated protein
A/G as a reagent for detection of antibody for ELISA (Inoshima et al.,
1999; Shimoda et al., 2013, 2014; Suzuki et al., 2015; Our unpub-
lished data). Therefore, this novel ELISA could be applied to many
animal species and does not require species-specific secondary
antibodies. Importantly, the reactivity between antibody and pro-
tein A/G should be examined before ELISA using sera from new
species.

Previously, we reported a high prevalence of HEV among wild
boars in Yamaguchi Prefecture, Japan (Hara et al., 2014). In this
study, further investigation was performed using the new ELISA
method, indicating that 111 of 364 (30.5%) wild boars in Yamaguchi
Prefecture, Japan, were seropositive for HEV. This positive rate was
significantly higher than that in the other two prefectures of Japan,
Hyogo Prefecture (13%) and Wakayama Prefecture (0%) (P < 0.05).
This confirms that Yamaguchi Prefecture, Japan, is an endemic area
for HEV.

We found that five of 47 (11%) ferrets tested were seropositive
for HEV. Recently, it was reported that ferret HEV was detected in
Japan (Li et al., 2014) and that it serologically cross-reacted with
human HEV (Yang et al., 2013). Therefore, these seropositive fer-
rets might be infected with ferret HEV, but not human HEV. This
suggests that the present ELISA also works well for investigating
the seroprevalence of ferret HEV infection in ferrets.

Sera from raccoons and masked palm civets in Hyogo Prefec-
ture, Japan, where a case of HEV contracted by consumption of
deer meat was first reported in 2003 (Tei et al., 2003), were exam-
ined. Although wild boars in Hyogo Prefecture, Japan, (13%) were
seropositive, all raccoons and masked palm civets were seronega-
tive for HEV. This suggests that raccoons and masked palm civets
are not reservoirs of HEV. In sera from dogs and cats, few samples
were positive for HEV. This suggests that dogs and cats in Japan are
also at risk for HEV infection. Animal sera positive for anti-HEV anti-
body by ELISA were examined by Western blotting. A specific band
with a molecular mass of 60 kDa was visualized using sera from
wild boars, ferrets, dogs and cats (Fig. 3). The results confirmed the
ELISA data.

In conclusion, this simple and sensitive ELISA was able to detect
anti-HEV antibodies in wild boars, ferrets, dogs, cats and humans.
This ELISA may therefore become a powerful tool for investigation
of HEV prevalence among several mammals.
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豚やイノシシ、シカなどの肉を生で食べるこ
とで感染するE型肝炎の患者が近年急増し、今
年はすでに過去最多となっています。妊娠後期
の妊婦では特に重症化しやすく、危険な感染症
といえます。そこで、E型肝炎ウイルスの特徴や
発症した際の症状・治療法を紹介するとともに、
食品等事業者や消費者が実施すべき予防策につ
いて詳しく解説します。

米満　研三
前田　健　

Ｅ
型
肝
炎
患
者
が
急
増
！

ウ
イ
ル
ス
の

を

知
っ
て
感
染
予
防

特集
1
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Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は
ヒ
ト
に
Ｅ
型

肝
炎
を
引
き
起
こ
す
ウ
イ
ル
ス
で
、
感

染
症
法
に
お
い
て
四
類
感
染
症
に
指
定

さ
れ
て
い
ま
す
。
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス

は
初
め
て
発
見
さ
れ
て
か
ら
33
年
、
人

獣
共
通
感
染
症
と
し
て
認
識
さ
れ
て
か

ら
13
年
し
か
経
っ
て
い
な
い
新
興
ウ
イ

１
９
５
５
年
に
イ
ン
ド
で
発
生
し
た

肝
炎
の
集
団
感
染
事
例
を
は
じ
め
と
し

て
、
ア
ジ
ア
、
ア
フ
リ
カ
、
ラ
テ
ン
ア

メ
リ
カ
に
お
い
て
肝
炎
の
集
団
感
染
が

報
告
さ
れ
て
き
ま
し
た
。
当
時
、
原
因

と
な
る
病
原
体
は
明
ら
か
に
さ
れ
て
お

ら
ず
、
経
口
伝
播
型
非
Ａ
非
Ｂ
型
肝
炎

ル
ス
で
す
。

今
回
の
特
集
で
は
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル

ス
に
つ
い
て
、
発
見
の
歴
史
か
ら
、
ウ

イ
ル
ス
の
特
徴
、
感
染
症
と
し
て
の
特

徴
、
食
品
等
事
業
者
や
消
費
者
が
注
意

す
べ
き
点
な
ど
に
つ
い
て
ま
と
め
た
い

と
思
い
ま
す
。

と
呼
ば
れ
て
い
ま
し
た
。
こ
の
病
原
体

こ
そ
が
現
在
、
先
進
国
を
含
め
世
界
中

で
公
衆
衛
生
上
の
問
題
と
な
っ
て
い
る

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
で
し
た
。

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は
１
９
８
３
年

に
ア
フ
ガ
ニ
ス
タ
ン
で
ソ
ビ
エ
ト
軍
兵

士
の
間
に
発
生
し
た
原
因
不
明
の
流
行

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
と
は

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
発
見
の
歴
史

性
肝
炎
の
原
因
ウ
イ
ル
ス
と
し
て
発
見

さ
れ
、
遺
伝
子
は
１
９
９
０
年
に
初
め

て
報
告
さ
れ
ま
し
た
。
そ
の
後
長
ら

く
、
E
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は
衛
生
環
境

の
悪
い
発
展
途
上
国
に
お
い
て
、
ふ
ん

便
中
に
排
出
さ
れ
た
ウ
イ
ル
ス
に
よ
っ

て
汚
染
さ
れ
た
水
を
介
し
て
感
染
す
る

ウ
イ
ル
ス
と
し
て
考
え
ら
れ
て
き
ま
し

た
。
日
本
を
含
む
先
進
国
に
お
い
て

は
、
発
展
途
上
国
で
感
染
す
る
輸
入
感

染
症
（
旅
行
者
感
染
症
）
と
し
て
認
識

さ
れ
て
い
ま
し
た
。
し
か
し
近
年
、
海

外
渡
航
歴
の
な
い
国
内
感
染
の
Ｅ
型
肝

炎
が
報
告
さ
れ
、
そ
れ
ら
が
動
物
由
来

感
染
で
あ
る
こ
と
が
示
唆
さ
れ
ま
し
た
。

初
め
て
動
物
か
ら
E
型
肝
炎
ウ
イ
ル

ス
が
検
出
さ
れ
た
の
は
ア
メ
リ
カ
の
豚

で
の
調
査
で
、
１
９
９
７
年
に
報
告
さ

れ
ま
し
た
。
豚
由
来
ウ
イ
ル
ス
と
ヒ
ト

由
来
ウ
イ
ル
ス
の
遺
伝
的
な
近
縁
性
と

間
接
的
な
証
拠
か
ら
、
E
型
肝
炎
ウ
イ

ル
ス
は
人
獣
共
通
感
染
症
で
あ
る
こ
と

が
予
想
さ
れ
ま
し
た
。
さ
ら
に
日
本
国

内
の
養
豚
に
お
け
る
調
査
で
も
広
く
こ

9 食と健康 2016.12

食と健康1612_008~特集1.indd   9 16.11.14   2:29:54 PM

－ 42 －



の
ウ
イ
ル
ス
が
蔓ま

ん

延え
ん

し
て
い
る
こ
と
が

明
ら
か
に
な
り
ま
し
た
。
国
内
25
か
所

の
養
豚
場
の
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
の
抗

体
保
有
状
況
と
遺
伝
子
保
有
状
況
を
調

べ
た
報
告
で
は
、
す
べ
て
の
農
場
で
抗

体
陽
性
の
豚
が
見
つ
か
っ
て
い
ま
す
。

５
〜
６
か
月
齢
の
豚
の
抗
体
保
有
率
は

90
％
に
も
達
し
、
３
〜
４
か
月
齢
の
豚

か
ら
は
ウ
イ
ル
ス
の
遺
伝
子
も
検
出
さ

れ
ま
し
た
（
図
１
）。

そ
の
後
、
２
０
０
３
年
に
兵
庫
県
で

発
生
し
た
シ
カ
肉
か
ら
の
感
染
事
例
に

よ
り
、
E
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
が
人
獣
共

通
感
染
症
で
あ
る
と
直
接
的
に
証
明
さ

れ
ま
し
た
。
同
じ
年
に
、
北
海
道
の
市

販
豚
生
レ
バ
ー
か
ら
１
・
９
％
の
割
合

で
ウ
イ
ル
ス
が
検
出
さ
れ
た
と
の
報
告

も
あ
り
、
市
販
さ
れ
て
い
る
食
肉
も
感

染
ル
ー
ト
の
一
つ
に
な
る
可
能
性
が
あ

る
こ
と
が
示
さ
れ
て
い
ま
す
。
現
在
、

日
本
に
お
け
る
Ｅ
型
肝
炎
は
多
く
が
国

内
感
染
で
あ
り
、
食
肉
に
由
来
す
る
人

獣
共
通
感
染
症
で
あ
る
と
認
識
さ
れ
て

い
ま
す
（
図
２
）。

豚の月齢

遺伝子検出率

抗体保有率

7%

15%

40%

13%

87%
90% 90%

2か月 3か月 4か月 5か月 6か月

（%）
100

80

60

40

20

0

陽
性
率

感染地域別

国内感染
87.1%

輸入感染
11.1%

不明
1.8%

不明
56.2%

豚
21.3%

イノシシ
12.2%

シカ 6.3%
複数 4.1%

感染源

図1　�豚におけるE型肝炎ウイルス遺伝子検出率と抗体保有率

図2　国内感染例の感染地域、感染源別の比較

Takahashi M, et al . Swine hepatitis E virus strains in Japan form four phylogenetic 
clusters comparable with those of Japanese isolates of human hepatitis E virus. J 
Gen Virol. 2003 Apr;84(Pt 4):851-62.

Kanayama A, et al . Epidemiology of domestically acquired hepatitis E virus infection 
in Japan: assessment of the nationally reported surveillance data, 2007-2013. J 
Med Microbiol. 2015 Jul;64(7):752-8.
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Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は
ヘ
ペ
ウ
イ
ル

ス
科
に
分
類
さ
れ
て
い
る
、
エ
ン
ベ

ロ
ー
プ
（
ウ
イ
ル
ス
を
覆
う
膜
状
の
構

造
の
こ
と
）
を
も
た
な
い
小
型
球
形
の

プ
ラ
ス
一
本
鎖
Ｒ
Ｎ
Ａ
ウ
イ
ル
ス
で

す
。
ヘ
ペ
ウ
イ
ル
ス
科
に
は
ヒ
ト
に
感

染
す
る
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
の
ほ
か

に
、
イ
ノ
シ
シ
、
フ
ェ
レ
ッ
ト
、
ラ
ッ

ト
、
コ
ウ
モ
リ
な
ど
か
ら
発
見
さ
れ
て

い
る
、
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
に
近
縁
な

ウ
イ
ル
ス
が
含
ま
れ
ま
す
。
こ
れ
ら
近

縁
ウ
イ
ル
ス
の
ヒ
ト
へ
の
感
染
性
な
ど

は
ま
だ
明
ら
か
に
な
っ
て
い
ま
せ
ん
。

ヒ
ト
に
感
染
す
る
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル

ス
の
遺
伝
子
型
と
し
て
、
１
型
か
ら
４

型
ま
で
が
知
ら
れ
て
い
ま
す
（
表
１
）。

１
型
と
２
型
は
発
展
途
上
国
に
お
け
る

水
系
感
染
に
よ
る
集
団
感
染
の
原
因
ウ

イ
ル
ス
、
３
型
と
４
型
は
先
進
国
を
含

め
世
界
中
で
食
肉
由
来
感
染
の
原
因
ウ

イ
ル
ス
と
し
て
報
告
さ
れ
て
い
ま
す
。

３
型
と
４
型
の
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス

は
、
ヒ
ト
の
ほ
か
豚
、
イ
ノ
シ
シ
、
シ

カ
、
マ
ン
グ
ー
ス
な
ど
か
ら
検
出
の
報

告
が
あ
り
、
そ
れ
ら
の
動
物
の
肉
や
ふ

ん
便
な
ど
を
介
し
て
ヒ
ト
が
感
染
す
る

も
の
と
考
え
ら
れ
ま
す
。
わ
れ
わ
れ
の

研
究
結
果
か
ら
、
日
本
で
狩
猟
さ
れ
た

イ
ノ
シ
シ
の
18
・
７
％
が
抗
体
を
保
有

し
て
い
る
こ
と
が
わ
か
り
ま
し
た
。
ま

た
、
２
・
４
％
の
イ
ノ
シ
シ
か
ら
は
ウ

イ
ル
ス
の
遺
伝
子
も
検
出
さ
れ
ま
し
た

（
表
２
）。
自
然
界
に
お
い
て
は
イ
ノ
シ

シ
が
ウ
イ
ル
ス
の
保
有
宿
主
と
し
て

重
要
な
働
き
を
し
て
い
る
と
予
想
さ

れ
ま
す
。

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
の
特
徴

表1　E型肝炎ウイルスの遺伝子型による違い

表2　�日本のイノシシおよびシカにおける�
E型肝炎ウイルス感染状況

感　染 分　布 伝　播

遺伝子型１
ヒトのみ 発展

途上国

ふん便に汚染
された水を介
して遺伝子型２

遺伝子型３ ヒト、ブタ、
イノシシ、
シカなど

先進国
を含め
世界中

動物の肉など
を介して遺伝子型４

イノシシ シカ

抗　体
保有率

遺伝子
検出率

抗　体
保有率

遺伝子
検出率

検査頭数 1031 672 826 505

陽性頭数 193 16 1 1

陽性率 18.7% 2.4% 0.1% 0.2%

E型肝炎患者が急増!

ウイルスの を知って感染予防
特集
1
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Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
が
エ
ン
ベ
ロ
ー

プ
を
も
た
な
い
小
型
球
形
ウ
イ
ル
ス
で

あ
る
こ
と
は
前
述
し
ま
し
た
が
、
エ
ン

ベ
ロ
ー
プ
を
も
た
な
い
ウ
イ
ル
ス
は
一

般
的
に
消
毒
薬
や
熱
に
抵
抗
性
が
あ
る

と
さ
れ
ま
す
。
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は

熱
抵
抗
性
が
あ
り
、
多
く
の
ウ
イ
ル
ス

が
不
活
化
さ
れ
る
56
℃
30
分
の
加
熱
で

も
感
染
性
は
完
全
に
な
く
な
ら
な
い
こ

と
が
わ
か
っ
て
い
ま
す
。
Ｅ
型
肝
炎
ウ

イ
ル
ス
の
不
活
化
に
は
70
℃
10
分
以
上

の
加
熱
が
有
効
と
い
う
報
告
が
あ
り
ま

す
。
食
品
衛
生
法
に
基
づ
く
「
食
品
、

添
加
物
等
の
規
格
基
準
（
昭
和
34
年
厚

生
省
告
示
第
３
７
０
号
）」
で
は
、
牛

の
肝
臓
ま
た
は
豚
の
食
肉
で
食
品
を
製

造
、
加
工
ま
た
は
調
理
す
る
場
合
、
工

程
中
に
お
い
て
「
中
心
部
の
温
度
を

63
℃
で
30
分
以
上
加
熱
す
る
か
、
又
は

こ
れ
と
同
等
以
上
の
殺
菌
効
果
を
有

す
る
方
法
で
加
熱
殺
菌
し
な
け
れ
ば

な
ら
な
い
」
と
定
め
て
い
ま
す
。

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
に
感
染
し
て
も

多
く
の
人
は
不
顕
性
感
染
と
な
り
、
症

状
を
示
す
人
は
多
く
あ
り
ま
せ
ん
。
Ｅ

型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
に
感
染
す
る
と
２
〜

８
週
間
（
平
均
６
週
間
）
の
長
い
潜
伏

期
の
後
、
全
身
の
倦
怠
感
、
腹
痛
、
食

欲
不
振
、
肝
腫
大
、
黄お

う

疸だ
ん

と
い
っ
た
急

性
肝
炎
の
症
状
を
呈
し
ま
す
。
発
症
し

て
も
多
く
の
人
は
安
静
に
す
る
こ
と
で

回
復
し
、
ウ
イ
ル
ス
は
体
か
ら
排
除
さ

れ
ま
す
。
し
か
し
、
劇
症
肝
炎
に
発
展

し
死
に
い
た
る
場
合
も
あ
り
ま
す
。
ま

た
妊
娠
後
期
の
妊
婦
で
は
重
症
化
し
や

す
く
、
致
死
率
が
高
い
と
い
う
報
告
も

あ
り
ま
す
。

Ｅ
型
肝
炎
の
診
断
は
、
Ｅ
型
肝
炎
ウ

イ
ル
ス
の
遺
伝
子
を
検
出
す
る
方
法
、

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
に
対
す
る
抗
体
を

検
出
す
る
方
法
が
よ
く
使
わ
れ
て
い
ま

す
。
感
染
症
法
に
基
づ
く
届
出
基
準
と

し
て
も
、
ウ
イ
ル
ス
の
遺
伝
子
検
出
、

Ｉ
ｇ
Ｍ
抗
体
も
し
く
は
Ｉ
ｇ
Ａ
抗
体
の

検
出
と
定
め
ら
れ
て
い
ま
す
。
現
在
の

と
こ
ろ
、
Ｅ
型
肝
炎
の
特
異
的
な
治
療

は
存
在
せ
ず
、
対
症
療
法
に
よ
り
回
復

を
待
ち
ま
す
。
劇
症
化
し
た
場
合
は
症

状
に
応
じ
た
治
療
が
必
要
と
な
り
ま
す
。

Ｅ
型
肝
炎
の
ワ
ク
チ
ン
は
ま
だ
開
発

さ
れ
て
い
ま
せ
ん
。
予
防
の
た
め
に
は

豚
、
イ
ノ
シ
シ
、
シ
カ
の
肉
を
生
で
食

べ
な
い
こ
と
が
大
事
で
す
。
Ｅ
型
肝
炎

ウ
イ
ル
ス
は
加
熱
す
る
こ
と
で
感
染
性

を
失
い
ま
す
の
で
、
し
っ
か
り
火
を
通

し
て
食
べ
ま
し
ょ
う
。
ま
た
、
肉
を

切
っ
た
包
丁
や
ま
な
板
は
洗
わ
ず
に
使

い
ま
わ
し
て
は
い
け
ま
せ
ん
。
Ｅ
型
肝

炎
ウ
イ
ル
ス
の
流
行
し
て
い
る
衛
生
環

境
の
悪
い
地
域
に
行
く
場
合
は
、
生
水

や
加
熱
さ
れ
て
い
な
い
食
材
を
摂
取
し

な
い
よ
う
に
気
を
つ
け
ま
し
ょ
う
。

Ｅ
型
肝
炎
の
症
状
、
診
断
、
治
療
、
予
防
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１
９
９
９
年
以
降
の
Ｅ
型
肝
炎
患

者
の
届
出
数
の
推
移
を
み
ま
す
と
、
近

年
患
者
数
が
急
増
し
て
い
る
こ
と
が

わ
か
り
ま
す
（
図
３
）。
Ｅ
型
肝
炎
患

者
数
の
増
加
は
日
本
だ
け
に
限
っ
た

話
で
は
な
く
、
ド
イ
ツ
や
フ
ラ
ン
ス
な

ど
の
国
に
お
い
て
も
同
様
の
傾
向
が

み
ら
れ
ま
す
。

日
本
で
患
者
数
が
増
加
し
て
い
る
理

由
と
し
て
は
、
Ｅ
型
肝
炎
に
つ
い
て
の

知
識
が
医
師
や
患
者
に
広
が
っ
た
こ

と
、
２
０
１
１
年
に
Ｅ
型
肝
炎
の
抗
体

検
査
が
保
険
適
用
に
な
っ
た
こ
と
で
検

査
数
が
増
加
し
た
こ
と
な
ど
が
考
え
ら

れ
ま
す
。
ま
た
、
２
０
１
２
年
７
月
か

ら
牛
の
レ
バ
ー
を
生
食
用
と
し
て
販

売
・
提
供
す
る
こ
と
が
禁
止
さ
れ
た
た

め
、
豚
の
生
レ
バ
ー
の
消
費
が
増
え
た

こ
と
で
患
者
が
増
え
た
こ
と
も
考
え
ら

れ
ま
す
。
牛
レ
バ
ー
の
生
食
が
禁
止
さ

れ
て
か
ら
３
年
後
の
２
０
１
５
年
６
月

に
豚
肉
・
豚
レ
バ
ー
の
生
食
用
と
し
て

の
販
売
・
提
供
も
禁
止
さ
れ
ま
し
た
。

し
か
し
、
２
０
１
６
年
は
10
月
16
日
ま

で
の
患
者
数
で
す
で
に
２
０
１
５
年
の

患
者
数
を
上
回
っ
て
お
り
、
ど
の
よ
う

な
経
路
で
感
染
し
て
い
る
の
か
を
解
明

し
て
い
く
必
要
が
あ
り
ま
す
。

な
ぜ
Ｅ
型
肝
炎
患
者
が
増
え
て
い
る
の
か
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Ｅ
型
肝
炎
患
者
届
出
数

急性ウイルス性肝炎の
一部として指定

E型肝炎の診断薬が
保険収載

豚肉、豚レバーの生食禁止

牛レバーの生食禁止

E型肝炎として指定

図3　E型肝炎ウイルス患者発生動向
感染症発生動向調査（2016年10月16日まで）

E型肝炎患者が急増!

ウイルスの を知って感染予防
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こ
こ
ま
で
、
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
の

歴
史
や
特
徴
、
感
染
事
例
を
み
て
き
ま

し
た
が
、
生
活
の
な
か
で
私
た
ち
が
注

意
す
べ
き
点
を
最
後
に
ま
と
め
た
い
と

思
い
ま
す
。

食
品
等
事
業
者
が
注
意
す
べ
き
こ
と

は
、
手
袋
の
着
用
を
す
る
こ
と
で
す
。

手
袋
を
着
用
す
る
こ
と
に
よ
り
狩
猟
者

が
E
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
の
感
染
か
ら
予

防
さ
れ
て
い
る
と
い
う
デ
ー
タ
が
海
外

か
ら
報
告
さ
れ
て
い
ま
す
。

消
費
者
と
し
て
気
を
つ
け
な
け
れ
ば

い
け
な
い
こ
と
は
、
ま
ず
、
豚
、
イ
ノ

シ
シ
、
シ
カ
の
肉
、
レ
バ
ー
を
生
で
喫

食
し
な
い
こ
と
で
す
。
い
く
ら
新
鮮
な

肉
で
あ
ろ
う
と
も
、
ウ
イ
ル
ス
に
汚
染

さ
れ
て
い
る
可
能
性
を
考
え
て
調
理
し

ま
し
ょ
う
。
し
っ
か
り
火
を
通
す
こ
と

で
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は
不
活
化
さ
れ

ま
す
。
特
に
ブ
ロ
ッ
ク
肉
な
ど
を
調
理

す
る
場
合
は
、
中
心
部
ま
で
き
ち
ん
と

火
が
通
る
ま
で
加
熱
す
る
必
要
が
あ
り

ま
す
。
ま
た
、
生
肉
に
触
れ
た
調
理
器

具
は
使
い
ま
わ
さ
ず
、
手
指
は
よ
く
洗

い
ま
し
ょ
う
。
一
般
的
な
食
中
毒
予
防

の
意
識
を
も
っ
て
生
活
す
る
こ
と
で
、

Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
感
染
も
予
防
で
き

る
と
考
え
ら
れ
ま
す
。
消
費
者
に
食
肉

を
販
売
・
提
供
す
る
事
業
者
は
、
消
費

者
に
対
し
て
、
加
熱
用
で
あ
る
こ
と
、

十
分
な
加
熱
を
し
な
け
れ
ば
食
中
毒
の

危
険
が
あ
る
こ
と
を
情
報
提
供
す
る
こ

と
が
必
要
で
す
。

食
品
等
事
業
者
や
消
費
者
が
注
意
す
べ
き
点

正
し
い
知
識
で
感
染
予
防

今
回
、
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
に
つ
い

て
今
ま
で
わ
か
っ
て
い
る
こ
と
を
簡
単

に
ま
と
め
ま
し
た
。
日
本
に
お
い
て
Ｅ

型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
は
、
豚
や
イ
ノ
シ
シ

な
ど
が
保
有
し
て
い
る
食
肉
に
由
来
す

る
感
染
症
で
あ
る
こ
と
が
わ
か
っ
て
い

E型肝炎患者が急増!
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た
だ
け
た
か
と
思
い
ま
す
（
図
４
）。

こ
の
ウ
イ
ル
ス
は
発
見
さ
れ
て
間
も
な

い
ウ
イ
ル
ス
で
あ
り
、
ま
だ
解
明
さ
れ

て
い
な
い
こ
と
が
非
常
に
多
い
で
す
。

今
後
の
研
究
に
よ
り
、
ウ
イ
ル
ス
の
新

た
な
感
染
経
路
や
、
自
然
界
の
な
か
で

の
ウ
イ
ル
ス
の
動
態
な
ど
が
明
ら
か
に

な
っ
て
い
く
で
し
ょ
う
。
し
か
し
、
感

染
予
防
と
い
う
点
で
は
、
よ
く
加
熱
す

る
こ
と
、
生
肉
の
取
扱
い
に
気
を
つ
け

る
こ
と
が
大
事
と
い
う
こ
と
は
明
ら
か

で
す
。
Ｅ
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
に
つ
い
て

の
正
し
い
知
識
を
も
っ
て
、
感
染
予
防

に
努
め
ま
し
ょ
う
。

山
口
大
学
共
同
獣
医
学
部

獣
医
学
科
獣
医
微
生
物
学
教
室

教
授　
ま
え
だ　
け
ん

博
士
課
程　
よ
ね
み
つ　
け
ん
ぞ
う

図4　E型肝炎ウイルスの感染環
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