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要旨

中国広東省の健常人血清3864検体、非A非B非C型の原因不明急性肝炎患者の急性期血清51検体、および同じ地域の

養豚場から月齢の異なるブタ糞便材料80検体を採取し、 HEVIgG， IgMおよびHEVRNAを調査した。広東省における健常
人のIgG抗体保有率は5.6犯で、あった。一方、原因不明急性肝炎患者から IgM抗体が17検体(30%)検出され、 E型肝炎ウ

イルスが原因不明急性肝炎の重要な原因ウイノレスであることが明らかになった。患者から分離した田Vと同じ地域のプタ

から分離したHEVの塩基配列は極めて類似していたことから、ブタがHEVの重要な宿主であることが推測された。

Key Words: E型肝炎， Hepatitis E virus， Virus-like particles (VLP) ，ワクチン

緒言

E型肝炎はE型肝炎ウイノレス(HepatitisE virus，田v)の感染によって引き起こされる急性肝炎である。 E型肝炎は糞

口経路によって伝播し、東南アジアでは常時流行を繰り返している九 E型肝炎の一つの特徴は感染妊婦の死亡率が高い

ことで、実に20%に達するという報告もある九現在、田Vはへペウイルス科に分類され、唯一の属であるへベウイノレス

属を形成している九 1991年、 T訓らによって田V遺伝子の全配列が解明されたの。以来、多くの株が解析され、田Vに

は少なくとも4つの遺伝子型 (Genotype)が存在することが明らかになっている。

田Vのゲノムは約7.2Kbのプラス一本鎖RNAで、約7，200塩基である。田Vの遺伝子上には3つのオープンリーディン

グフレーム ωRFl、ORF3およびORF2)が5'末端から一部霊複しながら配列している。 ORFlは非構造蛋白をコードする。

O即2は72ゆaの構造蛋白をコードする領域である。 ORF3はウイルスの複製に必須で、はあるが機能はいまだ不明の蛋白を

コードする。

1997年アメリカで初めて豚からヒト肥Vと似たウイノレスが分離された 5)。その後、アメリカや日本などの先進各国でE

型肝炎流行地域への御ト渡航歴のない急性E肝炎患者が発見された。また、豚から分離したウイノレスはサルにも感染する

ことが明らかになった。特にごく最近、日本では加熱不十分なプタの内臓野生のシカ肉、イノシシの肝臓を喫食し、 E

型肝炎を発症した例が報告されるようになった也九その中には死亡例もあった。上述のことから、 E型肝炎は人獣共通

感染症であることも示唆されている。

中国は田Vの流行地域であり、大きな養豚国でもある。アメリカ、台湾、日本でのブタの感染状況から中国のブタも肥V

に感染されていると推測される。豚の田Vの感染状況を把握することは中国の食品衛生及び国民健康に非常に重要である。

アメリカ、日本では3型および4型遺伝子 (G3および G4)を持つ田Vが分離される。一方、中国はこれらとは異なり、

主に1型 (Gl)田Vによって引き起こされてきたが、これまでの実験結果からは、 Gl田Vはブタに感染しないことが明ら

かになっている。さらに散発例の中にG4肥Vがしばしば報告され、今までの流行と異なり、新たな感染源が存在するこ

とも考えられる。

本研究では中国広東省を拠有、にして健常人抗体保有率、非A非B非C型の原因不明急性肝炎患者およびブタの田Vの感

染状況を調査し、この地域の田V流行状況を把握するとともに、 E型肝炎におけるプタの役割を調査した。

材料と方法

血清および糞便

健常人血清:中国広東省に住む健常人の血清3864検体を用いた。内訳は男性が2170人、女性が1694人である。また、

都会生活者は930人、農討す生活者は2934人、年齢分布は1-65歳である。

急性肝炎患者血清および糞便:非A非B非C型の原因不明急性肝炎患者51人の急性期血清と糞便を広東省の各病院か

。。



ら採取した。 BPSで10%糞便乳剤を作製し、血清とともにー20
0Cに保存してHEV-IgG， IgM および田V一間Aの検査のため

に用いた。

プタ糞便材料:羅湖地域の養豚場から二ヶ月、三ヶ月、四ヶ月、五ヶ月齢のブ、タの糞便をそれぞれ20検体採取した。

10覧糞便乳剤を作製し、 -20
0Cに保存して肥V-RNAの検査に用いた。

ELISA法による抗HEVIgGおよびIgM抗体の検出

組換えパキュロウイノレス発現システムを用いて作製したE型肝炎ウイノレス様中空粒子(田VVLPs) (1μg/ml)を96-well

のマイクロプレートの各ワェノレに加え、4
0Cで一晩コーティングした。使用時に150μlの部スキムミルク入り PBS-Tを

加え、 37
0Cで2時間プロッキングを行ったあと、 PBS-Tで3回洗糠した。その後、血清を国スキムミルク入り PBS-Tで

200倍に希釈し、100μlを各ウェルに加え、37
0Cで一時間反応させた。PBS-Tで3回洗糠して、国スキムミルク入り PBS-T

で希釈した抗ヒトIgGF(ab' )2-HRPあるいは抗ヒトIgM(5Fcu)-HRPを100μl各ワェノレに加え、370Cでl時間反応させた。
同じ出争条件で三回洗浄したあと、 100μ1のOPD発色試薬を各ワェルに加え、室温で遮光して 30分間反応させた。 50

μlの4N硫酸を各ウェノレに加えて反応を停止し、 492nmでOD値を測定した。

判定基準:IgGも IgMも OD値がO.15以上のときを陽性とした。この基準は抗HEV-IgG、 I副抗体陰性である検体の平均

OD値プラス3SDで算出した。

HEV構造蛋白遺伝子の増幅

RNA抽出:RNAzolを用いて血清あるいは糞便からRNAを抽出し、 20μlの滅菌蒸留水に溶かして-200Cに凍結保存した。
cDNAの合成:抽出RNAを5μl加え、さらに9μlの滅菌蒸留水と1μlの プライマーHEV-R2を加え、 990Cで1分間加熱する。
その後、速やか急冷する。 lμlのRNaseinhibitor、2μ1Reverse transcriptase buffer、1μlの25mMdNTPsおよびlμl

のAvianMyeloblasstosis Virus由来逆転写酵素を加えて全量を20μ1とし、 42
0Cで2時間反応後、使用まで一200Cで保存す

る。

PCR : cDNAを鋳型として、センスプライマ一回V-F1: 5' -TAYCG旧AYCAAGGHTI田CG-3'およびアンチセンスプライマ一

回V-R2: 5' -TGYTGGTTRTCRTARTO口G-3' を用いて以下の条件下で1stPCRを行った。 95
0Cで30秒間熱変性、 550Cで30秒分間

アニーリングおよび72
0Cで45秒間、伸長の各反応を35回繰り返した後、 720Cで7分間の伸長即むを行った。 NestedPCRは

1st PCR産物を鋳型にして、センスプラマ一回V-F2: 5' -GGBGT郎CNGAGGAGGAGGC-3'およてj司Ilested陀Rアンチセンスプライ

マ一回V-R1:5'-CGACGAAATYAATTCTGTCG-3'を用いて、同じ条件で即芯した。反応産物を2%アガロースグノレで電気泳動後、

増幅したDNA断片(378bp)を確認した。陽性サンプルのRT-陀R産物を精製して、塩基菌己列を角特斤し、増幅される領域の塩基

配列に基づき遺伝子系統責特斤することによって遺伝子型を同定した。

結果

広東省におけるHEV抗体保有率

健常人3844人の血清を用いて田V抗体検査の結果、 215人がHEV抗体陽性であり、抗体の保有率は5.6犯であった。そ

の中、男性、女性の抗体保有率はそれぞれ5.7犯と 5，舗であり、両者に有意な差はなかった (Pく0.05)。また、都会生活

者と農村生活者の抗体保有率はそれぞれ 6.7札5.舗であり、この場合も有意は差は認、められなかった (pく0，05)。年齢別

の抗体保有率は5歳以下:2.2札 6-10歳: 3.1札口一20歳:3.41見 21-30歳:8.1札 31-40歳:9.5弘 41-50歳:13.2弘

51歳以上:17.舗であり、年齢の増加とともに抗体保有率が上がる傾向が明らかに示された(図1)。

急性肝炎患者における E型肝炎の検出状況

非A非B非C型の原因不明急性肝炎患者51人の急性期血清を用い、 HEVIgGと IgM抗体を検査した。その結果、 17検

体は田VIgGと IgMがともに陽性で、あった。つまり、この17人の患者はE型肝炎であると診断できる。したがって広東

省での非A非B非C型の原因不明急性肝炎におけるE型肝炎の検出率は30怖であった。さらに急性期患者血清あるいは糞

便を用いてRT一陀R法で田VRNAを調べた。その中患者血清6検体、患者糞便3検体から皿V附Aが検出された。遺伝子

型はいずれもG4であった。各株間のホモロジーは82.0-92.端であった。この結果、広東省では田Vが非A非B非C型原

因不明急性肝炎の重要な原因ウイノレスであることが明らかlこなった。

ブタにおける阻V保有状況

広東省羅湖地域の養豚場から集めた80検体のプタ糞便から剛Aを抽出し、 HEV特異的なプライマーを用いてRT-PCR法

でHEV遺伝子の増幅をした。その結果、プタ糞便5検体から田V悶Aを検出した。内訳は3ヶ月齢のブ、タからの3例、 5

ヶ月齢のブタからの 2例で、あった。塩基配列解析の結果、検出した田Vは全て G4であった。各株間のホモロジーは

94.37-99.40犯であった。
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人由来i也Vとプタ由来田Vの比較

急性E型肝炎患者由来田Vとブタ由来HEVについて遺伝子系制執斤法を用いて比較した。図2に示したように急性E型

肝炎患者から分離した9株の田Vは4クラスターに分類された。人由来HEV株China-GZ-227、China-GZ-243、China-GZ-230

はそれぞれ異なるクラスターに、 China-GZ-26、China-GZ-28、China-GZ-29、China-GZ-44、China-GZ-67および

China-GZ-892は同じクラスターに分類された。また、広東省の養豚場のブタから分離した HEV株(China-GZ-308-Swine、

China-GZ-314-Swine、China-GZ-339-Swine、China-GZ-501-Swine、China-GZ-502-Swine)もすべてこのクラスターに分類

された。患者分離株China-GZ-227、 China-GZ-243、China-GZ-230はプタから分離株とのホモロジーは8回以下にとどま

り、この3例の感染源はこの地域のブタ由来ではないことが推測される。一方、プタ分南献のクラスターにおけるウイノレ

ス株間のホモロジーが 93.2-99.舗であり、特にブタ分高猷China-314-Swineと患者分自猷 China-26のホモロジーは高

く、 98.邸にも上った。プタが保有している肥Vはヒトに急性E型肝炎を引き起こすウイルスと極めて似ているが明らか

になった。以上の結果は広東省の患者から分離した田Vが閉じG4に属しているにもかかわらず、遺伝子が多様であるこ

と示し、異なる感染源が存在することが示唆された。さらにプタからヒト由来日EV株ときわめて類似するウイルスが分離

されることから、プタ由来田Vとヒトの急性E型肝炎が密接に関連していることが示された』

考察

i也Vはアジアにおける流行性肝炎の最も重要な病因ウイルスである。伝播は糞口経路によるが、大部分は水系感染であ

る。 1955年ニューデリーで、共通感染源による E型肝炎が流行したが、これは糞便で汚染された飲用上水が原因であっ

た。この流行では黄痘性肝炎と診断された症例だけでも 29，∞o人に及んだ。これに似た水系感染稲子が中国新彊自治区
でも報告されている叱近年中国の偉環境は改善されて、都会では大規模な流行はほとんど報告されたことがなし、ただ

し、散発例の報告がしばしばあり、広東省でも近年 E型肝炎症例が増加する傾向がった。その原因を究明するうえで E

型肝炎感染源明らかにすることが必要である。

我々はHEVの構造蛋白を組換えパキュロウイルスを用いてHEVの中空ウイルス様粒子 (VLP)を作製することを世界に

先駆けて成功した9)。このVLPの構造を解析し、特にその表面構造がネイティブな感期生粒子と同ーの免疫原性を有して

いることを示した。 VLPを用いて高感度の抗体検出ELISA系を確立し、高感度かっ大量に簡便に血中抗体の検査を可能に

した10)。この抗体検査系を用いて広東省に生活する健常人3864人の血中田V-IgG抗体を調べた結果、抗体の保有率は5.6'誌

であり、日;本における抗体保有率はほとんど同じであった。年齢別抗体保有率を見てみると、年齢の増加に伴し抗体保有

率が高くなる傾向が見られた。 20歳以下の健常人の抗体保有率は低く、田Vに感染するリスクが高いと考えられる。

これまで同誌度と特性ともに優れる診断キットがないため、非A非B非C型急性肝炎は原因不明肝炎と診断されたこと

が多い。今回我々開発したELISA法を用い、 51例の非A非B非C型急性肝炎を調べた結果、 17人の急性肝炎患者から特

異的に田VIgGと I酬が同時に検出された。田VIgMの検出は急性E型肝炎の有力な根拠であるため、この方法は急性E

型肝炎の臨床診断に非常に有用である。また、非A非B非C型急性肝炎には急性E型肝炎が30先占めたことから、出Vが

中国で、は急性肝炎の重要な原因ワイノレスであると考えられた。急性E型肝炎に有効な対策として、迅速な且つ正確な診断

が必要であり、 E型肝炎を予防するにはE型肝炎ワクチンの開発も急務である。また、 9人のHEVIgM陽性患者の血清あ

るいは便材料から田VRNAが分離された。遺伝子系制執斤の結果、 9株の遺伝子型はすべてG4で、あった。同じ広東省の

養豚場から分離したブタ田Vと高い相同性を持ち、プタが保有するワイルスは人にも感染することが強く示唆された。つ

まり、今回の研究結果からもE型肝炎が人畜共通感染症であることが示唆された。

これまでに中国で大流行を引き起こした田VはG1であったし、散発例でもG1が多かった。しかし、今回散発例から検

出した肥Vとブタから分離した肥Vは全部G4であった。また、日本で検出された中国からの輸入感例も主にG4であった。

これらの結果は中国における散発例の急性E型肝炎を引き起こすウイルスの遺伝子型がG4に変わってきたとも考えられ

る。 G1とG4田Vの大きな違いとして、宿主の違いが挙げられる。 G1はヒトにしか感染しないのに対して、 G4はヒトに

もブタにも感染する。 G4肥V肝炎の増加はブタ由来国Vと関連する可能性が高い。今後も、さらに多くの臨床検体およ

びプタ糞便を採取して検討する必要がある。
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図2: HEVの系統樹 ORF2の一部塩基配列 (338bp)に基づく系統樹。
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