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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 

１.  臨床データの収集と病態解明 

・疫学動向調査：年齢別HAV抗体陽性率を調査した。抗体陽性者の高齢化がみられ、特に若年層における抗体陽性

率は極めて低くなっており、50歳代以下ではほぼ0％であった。感受性者の増加により、HAV感染のアウトブレイ

クが生じる可能性が危惧される。E型肝炎の年間届け出件数は、旭川市の特別養護老人施設における集団感染例(少

なくとも25名)を含む過去最高の347例を記録し、減少傾向を示していない。 

・感染源･感染経路調査：ブタや野生イノシシが感染原因の過半数を占め、イノシシの乾燥胆嚢が感染源と考えられ

る症例もあったが、不明例が34%(10/29)を占めた。 

・重症化因子の解析： A型急性肝不全症例において、基礎疾患を高率に合併しており、高齢者で昏睡型の症例が多

く、多彩な合併症を併発することが、予後不良の要因であることが分かった。糖尿病や肥満をはじめとする代謝異

常症の患者では HAV 増殖が促進され、小胞体ストレスやインターフェロン応答と関連する Glucose-regulated 

protein 78 (GRP78)の発現低下が重症化機序の一つであることが実験的に示された。E 型肝炎重症化の宿主要因と

して、脂肪肝やB型慢性肝疾患などの基礎疾患の存在が重要であることが示された。 

・慢性HEV感染の調査：心移植患者の62名中1名(1.6%)、腎移植患者の2,236名中10名(0.45%)からHEV RNAが検

出され、それぞれ1名と3名で慢性化が確認された。慢性化した4名のうち3名が慢性E型肝炎と診断された。 

・献血者におけるHEV感染実態：北海道において、平成28年の全献血者252,151 名でのHEV RNA陽性率は0.045％

（男性0.054％、女性0.023％）であり、前年より全体で0.008%上昇した。 

・宿主動物調査：平成28年に国内10県で捕獲された野生イノシシの1.7%(5/242)でHEV RNAが陽性であった。 

・HAV、HEV遺伝子解析：新種の1型及び3型HEV株を含む、全241株の全塩基配列を決定した。 

3



２. HEVの増殖機構の解明 

・接着･侵入因子の特定と評価：膜に覆われたHEV粒子の細胞への侵入に関与する受容体候補蛋白質を同定した。そ

して、その蛋白質に対する特異抗体は膜に覆われたHEV粒子の感染を阻止しうることを確認した。 

３. HEV感染動物モデルの検討 

・感染実験系の確立と評価：妊娠ラットに対するrat HEV感染の影響を検討した。産子への垂直感染が認められな

かった。しかし、妊娠後期の感染によりウイルス増殖の増強と長期化がみられ、一過性の肝傷害も認められた。 

・抗ウイルス剤の効果の検討：F344ラットにrat HEVを静脈内接種し、ribavirinを含む3種類の抗ウイルス薬の

投与を感染当日より4週間後の試験終了日まで連日行った。抗ウイルス薬非投与の対照群では、感染4週間後でも

糞便中にrat HEV RNAが全個体で検出された（陰性化率0%）。これに対し、抗ウイルス薬投与群では、すべての被

験薬剤で、感染2～4週間後に糞便中のrat HEV RNAが陰性化する個体が認められ（感染4週間後の陰性化率50-75%）、

in vivoでも抗HEV効果が確認された。 

４. HAV及びHEVの抗ウイルス剤の開発 

・抗HAV剤の検討：上述のように、GRP78とHAV増殖の関連を明らかにし、代謝異常がHAV増殖を亢進することが

分かったことから、GRP78誘導薬剤やエピジエネテイック薬剤の効果を検討中である。 

・抗HEV剤の検討：感染培養系を用い、34種類の既存薬剤から抗HEV効果を示す薬剤をスクリーニングした。用い

た薬剤はHEVに対する抗ウイルス効果が臨床例で認められているリバビリンとIFN-α2b、他のウイルスに対する抗

ウイルス効果が認められている薬剤としてRNAポリメラーゼ阻害薬19種類、IFN-λ1, IFN-λ2、IFN-λ3などの10

種類の薬剤、またHEVの増殖機構を解析する過程で見出され、有効性が期待される3種類の薬剤である。これら薬

剤のうち、21種類の薬剤が抗HEV効果を示すことが明らかになった。また、HEVの感染性cDNAクローンのORF2遺

伝子をGaussia luciferase遺伝子に置換したHEVサブゲノムレプリコンを作製し、分泌型luciferaseの活性を指

標に、網羅的に抗HEV薬をスクリーニングする系を構築した。このHEVレプリコンを用い、化合物ライブラリーの

なかから抗HEV効果を示す薬剤をスクリーニングした。細胞培養系を用いて評価した結果、HEVの陰性化が可能で

有効な抗HEV効果を示す薬剤の存在が明らかになった。2剤の併用がより有効であった。 

５. 不活化HEVワクチンの開発 

・不活化法の検討：感染培養系を用い、感染性HEVを含む培養上清を種々の温度と時間で処理したのち、培養細胞

に接種し増殖能を評価することによって不活化効果を検討した。56℃60分、58℃60分、60℃10分、65℃5分、70℃

1分、75℃1分、80℃1分などの条件で加熱処理した結果、56℃60分では不活化は不十分であり、60℃10分以上、

70℃では1分以上の加熱が必要であることが分かった。 

６.養豚場におけるHEV清浄化の検討 

・新生子豚の早期離乳・隔離飼育：新生子豚を3週齢で離乳・隔離飼育してHEVの清浄化を試みた結果、すべての

新生子豚が離乳直後のHEV感染を免れた。しかし、4か月齢でHEV RNAが陽性となった数頭の新生ブタが感染源と

なり、6か月齢までにほぼ全頭（19頭中18頭）でHEV感染が認められた。清浄化できなかった理由として、最初に

陽性となった新生ブタが離乳直前に微量のウイルスに感染していた可能性と、周辺環境から隔離施設が汚染された

可能性が推測された。 

 

英文 
1. Collection of clinical data and elucidation of pathogenesis 
・Epidemiology and trend survey: The age-specific prevalence of IgG anti-HAV antibody was investigated among 1, 200 healthy 
individuals living in Hiroshima Prefecture. The prevalence of IgG anti-HAV was high (71%) at 70s, while it was almost 0% in 
young age groups ( 50 years). Although additional studies in other areas in Japan are needed, the present study suggests the risk of 
HAV outbreak in Japan. The annual number of reported cases of hepatitis E is increasing and reached the highest number of 347 in 
2016, including 25 cases in an outbreak which occurred in an intensive care home for the elderly at Asahikawa City, Hokkaido.  
・Survey of infectious sources and routes of HEV infection: Consumption of meat and viscera from pigs and wild boars were 
associated with the majority of infectious sources, including a first case of acute autochthonous hepatitis E via consumtion of dried 
gall bladders from wild boars. However, infectious sources were unknown in 10 of 29 autochthonous cases studied.  
・Analysis of factors that influence the severity of hepatitis: According to a nationwide survey for acute liver failure (ALF), 
survival rates of ALF patients with HAV infection seen between 2010 and 2015 became deteriorated due to increase of elderly 
male patients with underlying disease such as diabetes mellitus and hyperlipidemia. Effects of free fatty acids or 
high-concentration glucose on HAV replication and the effects on mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling 
pathway-related genes were examined in human hepatocytes. We observed a novel effect of free fatty acids or high-concenration 

4



glucose on HAV replication in association with a reduction in the expression of glucose-regulated protein 78 (GRP78). Host risk 
factors for the severity of hepatits E were estimated to be underlying diseases such as chronic liver diseases.  
・Survey of chronic HEV infection: In a nationwide survey, HEV RNA was detectable in 1.6% (1/62) of heart transplant recipients 
and 0.45% (10/2,236) of kidney transplant recipients. HEV infection became chronic in 4 of the 11 viremic recipients, 3 of which 
developed chronic hepatitis E. 
・Survey of HEV infection in blood donors: Individual NAT of all donations (n=252,151) in Hokkaido in 2016 revealed that 111 
donations (97 males and 17 females) were positive for HEV RNA, accounting for 0.045% of the total (0.045% in males and 
0.023% in females), with the increase of 0.008% as compared with that in 2015.  
・Survey of HEV infection in reservoir animals: HEV RNA was detectable in 1.7% (5/242) of wild boars captured in 10 
prefectures in Japan in 2016, the prevalence being comparable with that (1.4%) in 2015.  
・Analysis of HAV/HEV genomes: The entire or near entire genomic sequences of 241 HEV strains, including those of novel 
HEV strains that are classifiable into a novel subtype within genotype 1 or genotype 3, were determined.  
2. Elucidation of replication mechanism of HEV 
Identification of factor(s) associated with cell attachment and entry: We identified a candidate receptor protein that is likely to be 
associated with the entry of enveloped HEV particles. An antibody to the candidate protein inhibited the infection of enveloped 
HEV particles.  
3. Animal model for HEV infection 
・Rat HEV infection on pregnant rats: In order to examine the effects of HEV infection on pregnant mothers, rat HEV infection 
experiments on pregnant rats were conducted. In the infected rats, there was no evidence of severe hepatitis accompanied by 
clinical symptoms or macroscopic lesions. In addition, no vertical infection to the offsprings was detected. However, infection 
during late pregnancy tended to increase and prolong the virus proliferation, and an increase in serum enzyme levels was 
observed. 
・Drug treatment experiments using rat HEV infection models: To evaluate drug treatment in an acute HEV infection model, rats 
were intravenously inoculated with rat HEV, followed by the daily administration of 3 types of antiviral drugs including ribavirin 
from the day 0 until 4 weeks after infection. Rat HEV RNA was detected in feces of all control rats without drug treatment after 4 
weeks of infection (negative rate: 0%). In contrast, rats treated with any 3 drugs were negative for rat HEV RNA in feces after 2 to 
4 weeks of infection (negative rate: 50-75%), suggesting the in vivo efficacy of tested drugs.   
4. Development of antiviral agents against HAV and HEV 
Anti-HAV agents: Thapsigargin induced GRP78 expression and inhibited HAV replication. 
Anti-HEV agenst: By using cell culture system for HEV, 34 existing drugs, including ribavirin, IFN- 2b, RNA polymerase 

inhibitors, and those that were suggested to inhibit the replication of HEV during the investigation on replication mechanism of 
HEV, were tested. Among the 34 candidate drugs, 21 were found to have inhibitory effects for HEV and combinations of two 
drugs were more effective. In addition, an HEV subgenomic replicon that was constructed by introducing the Gaussia luciferase 
gene into the ORF2 gene of an HEV infectious cDNA clone (pJE03-1760F/wt), enabled a comprehensive screening of anti-HEV 
drugs from drug libraries.       
5. Development of inactivated HEV vaccine 
 Study on heat inactivation of HEV particles: Culture medium containg infectious HEV was incubated at various temperatures 
and inoculated on cultured cells. Although inactivation by incubation at 56 C for 60 min was incomplete, inactivation at 60 C for 
10 min, 65 C for 5 min, 70 C for 1 min, 75 C for 1 min and 80 C for 1 min was successful.  
6. HEV decontamination on swine farms 
Newborn piglets were weaned and isolated at the age of 3 weeks in attempt to decontaminate HEV infection. Although all 
newborn piglets were prevented from HEV infection immediately after weaning, a few piglets became positive for HEV RNA at 
4 months of age and most (18/19) of the piglets became positive for HEV antibody by 6 months of age. The route of HEV 
infection among the piglets remained unknown.
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