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 研究要旨 

Nested RT-PCR 法を用いて，熊本県内のイノシシ，シカ及びブタの E 型肝炎

ウイルス（HEV）汚染実態調査を行ったところ，イノシシ 173 頭中 13 頭（7.5％）

及びブタ 1,634 頭中 15 頭（0.9%）から HEV 遺伝子が検出されたが，シカ 63 頭

から HEV 遺伝子は検出されなかった。イノシシから検出された HEV の遺伝子型

は，地域特異的に 3 型（G3）と 4型（G4）に分かれた。ブタの HEV は G3 のみで，

各養豚場に特異的であった。特にブタでは，と畜検査で合格となった肝臓から

も 80 検体中 2 検体（2.5％）から HEV 遺伝子が検出された。平成 24 年 7 月 1

日から生食用牛肝臓の販売が禁止されたことで，ブタ肝臓を生食用に提供して

いるとの報道もあるが，ブタ肝臓から HEV に感染する可能性も高く，生食の危

険性を消費者に繰り返し周知徹底する必要性がある。 

また，ELISA 法により，ブタ血清中の抗 HEV-IgG 抗体を調査したところ，966

頭中 695 頭（71.9％）が陽性であった。Specific Pathogen Free（SPF）ブタと

一般ブタを比較すると，SPF ブタは 101 頭中 12 頭（11.9％），一般ブタは 865

頭中 683 頭（79％）が抗 HEV-IgG 抗体陽性で，抗体保有率に大きな差があった。  

 

A. 研究目的 

Ｅ型肝炎は，Ｅ型肝炎ウイルス（HEV）

に汚染された食品や水の飲食等に起因す

る経口感染症で，従来，輸入感染症とし

て位置づけられてきた。しかし，近年，

イノシシ，シカ及びブタ等の動物からヒ

ト由来 HEV と極めて類似するウイルスが

分離され，HEV は既に日本に土着している

ことが明らかになった。また，これらの

動物の肉や肝臓等の生食あるいは加熱不
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十分な状態での喫食による国内感染事例

が複数報告されていることから，Ｅ型肝

炎は動物由来感染症としても重要視され

ている。 

そこで本研究では，熊本県内で捕獲さ

れたイノシシ，シカ及びと畜されたブタ

の HEV 汚染実態を調査し，情報を提供す

ることにより，これらの食肉等の喫食に

よる健康被害の発生防止に役立てること

を目的とした。 

 

B. 研究方法 

1．材料 

平成 18 年度～平成 24 年度に熊本県で

捕獲されたイノシシ 173 頭（筋肉 130 検

体，肝臓 153 検体，血液 65 検体），シカ

63 頭（筋肉 43 検体，肝臓 55 検体，血液

26 検体），及びブタ 1,634 頭（廃棄肝臓

183検体，合格肝臓80検体及び血液1,371

検体）を検査材料とした。 

2．Nested RT-PCR 法による HEV 遺伝子検

出及び塩基配列解析 

イノシシ，シカ及びブタの肉や肝臓，

各々約 2g をペースト状にした後，PBS(-)

で50%乳剤とし3,000rpmで10分間遠心し

た。その上清をさらに 10,000rpm で 10 分

間遠心し,得られた上清を検体とした。ま

た，血液は 30 分以上室温に放置して血清

を分離後，3,000rpm で 10 分間遠心した上

清を検体とした。 

次に，各々の検体 100μl から AGPC 法

で RNA を抽出（最終的に 50μl の DEPC 処

理水に溶解）し，Random Primer を用いて

cDNA を合成した。 

その後，E 型肝炎検査マニュアル

（ http://www0.nih.go.jp/niid/referen

ce/HE-manual.pdf）に記載されている

ORF2 領域のプライマーセットを用いた

PCR 及び 2%アガロースゲル電気泳動を行

い，HEV の増幅バンドを確認した。増幅バ

ンドが確認された検体については nestnd 

PCR 産物を精製後，ダイレクトシークエン

スにより塩基配列を決定し，遺伝子解析

ソフト MEGA5.0 を用いて，近隣結合法（NJ

法）による分子系統樹解析を行った。 

3．ELISA 法による IgG 抗体測定 

平成 22 年 7 月～平成 23 年 9 月に 966

頭のブタから採取した血清中の抗

HEV-IgG 抗体を，HEV ウイルス様中空粒子

（G1-sHEV-LPs）を抗原とした ELISA 法で

測定した。なお，Cutoff 値は，HEV に感

染していないと推定された養豚場 1 施設

のブタ集団の測定値（n=38，平均：0.133，

SD：0.050）から（平均＋3×SD）計算し，

OD 値 0.283 以上を抗体陽性とした。 

 

(倫理面への配慮) 

本研究では，特定の研究対象者は存在

せず，倫理面への配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

1．Nested RT-PCR 法による HEV 遺伝子検

出及び塩基配列解析 

イノシシは 173 頭中 13 頭（7.5%）から

HEV 遺伝子が検出されたが，シカ 63 頭か

らは全く検出されなかった（表１）。イノ

シシの検体別の内訳は，筋肉 130 検体中 2

検体（1.5%），肝臓 153 検体中 12 検体

（7.8%），及び血液65検体中 4検体（6.2%）

であった（表 1）。また，イノシシから検

出された HEV の遺伝子型は 3 型（G3）及

び 4 型（G4）で，捕獲地域による特異性



が見られた（表 2，図 1）。 

一方，ブタは 1,634 頭中 15 頭（0.9％）

から G3 の HEV 遺伝子が検出された。検体

別の内訳は，と畜検査による合格肝臓 80

検体中 2 検体（2.5%），廃棄肝臓 183 検体

中 11 検体（6.0%），及び血液 1,371 検体

中 2 検体（0.1％）で，調査した 60 ヶ所

以上の養豚場中 5 養豚場から HEV 遺伝子

が検出された。なお，HEV 遺伝子が最も多

く検出された廃棄肝臓11検体中 8検体は

同一養豚場に由来していた（表 3，4）。 

HEV 遺伝子（ORF2 領域 338bp）の塩基配

列を比較したところ，イノシシから検出

された G3 では，人吉・球磨地域の塩基配

列の相同性は 100%，G4 では天草地域の相

同性は 99%以上で，人吉・球磨地域と天草

地域間の相同性は 97.6%，その他の地域間

の相同性は 86%以下で，ブタから検出され

た G3 の相同性は，同一養豚場内では

99.1%～100%，各養豚場間の相同性は 92%

以下であった（図 1）。 

2．ELISA 法による IgG 抗体測定 

ブタ血清中の抗 HEV-IgG 抗体保有率は

平均 71.9%であったが，養豚場間で 0～

100%と大きな開きが見られた（表 5）。 

Specific Pathogen Free（SPF）ブタを

飼育している養豚場 5 施設の抗体保有率

は，1 施設を除き 15%未満と低かった。一

方，SPF ブタ以外の一般養豚場のうち，養

豚場名の明らかな20施設の抗体保有率は，

80%以上が 12 施設(60%)，60%～80%が 4 施

設（20％），及び 60％未満が 4施設（20％）

であり，SPF ブタの養豚場より抗体保有率

が有意に高かった（表 5）。 

 

D. 考察 

本研究により，熊本県内のイノシシ及

びブタからこれまでに検出された HEV 遺

伝子の塩基配列を解析した結果，異なる

地域で捕獲されたイノシシ間での相同性

は 91%以下であったのに対し，同一地域で

捕獲されたものは 99%以上であり非常に

相同性が高かった。ブタでもイノシシと

同様な傾向が見られ，同一養豚場内のブ

タでは相同性が 99%以上であったのに対

し，異なる養豚場間では 91%以下であった。

これらのことから，イノシシでは捕獲地

域毎に，ブタでは養豚場毎に非常に類似

した遺伝子を有する HEV が浸淫している

か，または地域や養豚場毎に HEV 遺伝子

が変化した可能性が考えられた。 

またブタでは，と畜検査で合格となっ

た肝臓の2.5％からHEV遺伝子が検出され

た。平成24年7月1日から生食用牛肝臓の

販売が禁止されたことで，牛肝臓の代わ

りにブタ肝臓を生食用として提供してい

る飲食店があるとの報道もあり，平成24

年10月4日付け食安監発1004第1号で，ブ

タ肝臓の提供に関する注意喚起も行われ

ている。しかし，この通知を受けて行わ

れた平成24年度食品，添加物等の年末一

斉取締りにおける立ち入り調査では，生

食用としてのブタ肝臓等の提供に対する

指導が全国で80件も行われていた。注意

喚起がまだまだ不十分であり，HEVのみな

らず細菌感染も含めてブタ肝臓の生食の

危険性を繰り返し関係事業者及び消費者

に周知徹底することが必要である。 

特に，肝臓から HEV 遺伝子が検出され

たブタのほとんどが少数の同一施設で飼

育されていたこと，及びブタ血清中の抗

HEV-IgG 抗体の保有率が養豚場間で大き



な開きがあったことから，養豚場間の HEV

汚染の差は，飼育形態や飼育環境など複

数の要因が重なり，ブタの HEV 感染の頻

度や感染時期に差が生じるためであろう

と推察された。 

これらの科学的根拠から今後，畜産部

局等とも連携を密にし，養豚場の HEV 清

浄化対策を進めていかなければならない

と考える。 

 

E. 結論 

熊本県内のイノシシ，シカ及びブタの E

型肝炎ウイルス（HEV）汚染実態調査を行

ったところ，シカからは HEV 遺伝子は全

く検出されなかったが，イノシシの 7．5%

から HEV 遺伝子が検出された。 

また，と畜検査合格の肝臓からも 2.5％

から HEV の遺伝子が検出された。厚生労

働省の平成 24 年度の食品，添加物等の年

末一斉取締りにおける立ち入り調査では，

生食用ブタ肝臓等の提供に対する指導が

全国で 80 件も行われていた。ブタ肝臓か

ら HEV に感染する可能性が高く，生食の

危険性を消費者に繰り返し周知徹底する

必要がある。 

さらに，イノシシやブタの肉や肝臓を

喫食する際には十分な加熱調理を行うと

ともに，調理時の二次汚染を防ぐため，

他の食品との調理器具の共用を避けるこ

とも重要である。 

なお，熊本県内で捕獲されたシカから

は HEV 遺伝子は検出されなかったが，国

内では検出事例もあることから，喫食す

る際には，イノシシやブタと同様，感染

防止に留意して調理する必要がある。 
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表１ イノシシ及びシカの HEV 遺伝子検査結果（検体別） 

  

イノシシ シカ 

筋肉 肝臓 血液 頭数 筋肉 肝臓 血液 頭数

検査数 130 153 65 173 43 55 26 63

陽性数 2 12 4 13 0 0 0 0

陽性率(%) 1.5 7.8 6.2 7.5 0.0 0.0 0.0 0.0

 

 

 

 

 

 

 

表２ イノシシにおける HEV 遺伝子陽性検体の詳細 

検体番号 個体番号 捕獲地域 部位 遺伝子型 

１ 1 宇城・八代地域 肝臓 G3 

2 2 天草地域 肝臓 G4 

3 3 天草地域 肝臓 G4 

4 4 天草地域 肝臓 G4 

5 5 天草地域 肝臓 G4 

6 6 天草地域 肝臓 G4 

7 
7 

人吉・球磨地域 肝臓 

血液 

G4 

8 G4 

8 

9  筋肉 G3 

10 人吉・球磨地域 肝臓 G3 

11  血液 G3 

9 

12  筋肉 G3 

13 人吉・球磨地域 肝臓 G3 

14  血液 G3 

10 15 人吉・球磨地域 肝臓 G3 

11 16 人吉・球磨地域 肝臓 G3 

12 17 人吉・球磨地域 血液 G3 

13 18 宇城・八代地域 肝臓 G4 



 

 

 

表 4 ブタの HEV 遺伝子検査結果（養豚場別） 

養豚場 合格肝臓 廃棄肝臓 血液 

Ａ 26 11  

Ｂ 14(1) 15(8)  

Ｃ 12  

Ｄ 11 2  

Ｅ 9 1(1)  

Ｆ 4 2(1) 55 

Ｇ 4(1) 116(1) 

Ｈ 5 0 

Ｉ 30 

Ｊ 10 

Ｋ 35 

Ｌ 188 

Ｍ 65 

Ｎ 45 

Ｏ 5 

Ｐ 55 

Ｒ 30 

Ｓ 10 

Ｔ 2(1) 173(1) 

Ｕ 199 

Ｖ 54 

Ｗ 126 

その他 145 175 

合計 80(2) 183(11) 1371(2) 

括弧内は HEV 遺伝子陽性数を示す。

表 3 ブタの HEV 遺伝子検査結果（検体別） 

  

ブタ 

合格肝臓 廃棄肝臓 血液 頭数 

検査数 80 183 1371 1634 

陽性数 2 11 2 15 

陽性率(%) 2.5 6.0 0.1 0.9 



 2012-Sw L071 kumamoto
 2011Sw L038 kumamoto
 2011Sw L045 kumamoto
 2011Sw L036 kumamoto
 2011Sw L008 kumamoto

 2011Sw L042 kumamoto
 2011Sw L012 kumamoto

 AB434151 JRC-HE8 Jpn Hyogo
 B41L kumamoto G3

 AB434146 JRC-HE3 Jpn Fukuoka
 2012-Sw S164 kumamoto
 2012-Sw L001 kumamoto

 AB222182 w bJSG1 Jpn Saga G3
 2010Sw L040 kumamoto

 2010Sw 1208-F kumamoto
 2010Sw L042 kumamoto

 AB194528 sw JHR1-1 Jpn Hiroshim
 AB222183 w bJTS1 Jpn Tokushima

 AB219129 mnOK1 Jpn Okinaw a
 AB236320 JMNG-Oki02C Jpn Okina

 AB292650 HE-JTB95-1 Jpn Tochig
 AB194496 sw JIW4-1 Jpn Iw ate

 2011Sw L035 kumamoto
 AB175484 HE-JHD1980 Jpn

 AB096756 sw JC1990 Jpn
 B106B kumamoto G3
 B111L kumamoto G3
 B117B kumamoto G3
 B116L kumamoto G3
 B107B kumamoto G3
 B107L kumamoto G3
 B106L kumamoto G3
 B106M kumamoto G3
 B107M kumamoto G3

 AB222184 w bJYG1 Jpn Yamaguchi
 AB189070 JBOAR1-Hyo04 Jpn Hyog
 AB189071 JDEER-Hyo03L Jpn Hyog

 AB246676 HEVN1 G3
 AY115488 Arkell Canada Ontario

 AB089824 HE-JA10 Jpn Tokyo
 AF082843 Meng

 AF455784 Osh Kyrgyzstan G3
 AB248521 sw J8-5 Jpn Hokkaido

 AB248520 HE-JA04-1911 Jpn Mie
 AF051830 TK15/92 Nepal
 AF459438 India YamunaNagar

 X99441
 AF185822 Abb-2B Pakistan

 D11092
 L25595 K52-87

 D11093 Uigh179
 AY230202 Morocco
 AY204877 T3 Chad G1

 M74506 G2
 DQ279091 sw DQ China G4
 AY723745 IND-SW-00-01 India

 AB197674 JYI-ChiSai01C China
 EF077630 Ch-S-1

 2011 23B194
 AB550639 sw IM12-8 China

 AB200239 JSN-Sap-FH02C Jpn Hok
 AB193176 JSF-Tot03C Jpn Tottor
 AB193178 JYN-Nii02L Jpn Niigat

 AB097811 sw J13-1 Jpn Hokkaido
 AB220971 HE-JF3 Jpn Mito G4

 AB220974 HE-JA2 Jpn Hokkaido
 AB220972 HE-JF4 Jpn Hokkaido

 AB220976 HE-JA28 Jpn Hokkaido
 AB108537 CCC220 China Changchu

 AB194897 HEV-Kumamoto-ORF2 Jpn
 B105L kumamoto G4

 B105B kumamoto G4
 B65L kumamoto G4
 B71L kumamoto G4
 B88L kumamoto G4
 B89L kumamoto G4
 B66L kumamoto G4

0.05  

図 1 イノシシ及びブタから検出された HEV の分子系統樹（NJ 法） 
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表 5 ブタの HEV に対する特異的 IgG 抗体保有率 

養豚場 
2010 2011 計 

陰性 陽性 保有率 陰性 陽性 保有率 検査数 保有率

a(SPF) 10  0.0% 28 2 6.7% 40 5.0%

b(SPF)     26 4 13.3% 30 13.3%

c(SPF)     14 1 6.7% 15 6.7%

d(SPF) 11  0.0%    11 0.0%

e(SPF)      5 100.0% 5 100.0%

f 22 93 80.9% 9 50 84.7% 174 82.2%

g 13 66 83.5%  74 100.0% 153 91.5%

h 9 81 90.0% 1 42 97.7% 133 92.5%

i 5 67 93.1% 1 18 94.7% 91 93.4%

j 16 30 65.2% 3 32 91.4% 81 76.5%

k 29 11 27.5% 40 27.5%

l 1 4 80.0% 4 26 86.7% 35 85.7%

m 29  0.0% 4 1 20.0% 34 2.9%

n     2 28 93.3% 30 93.3%

o 2 3 60.0% 1 14 93.3% 20 85.0%

p 1 4 80.0% 2 3 60.0% 10 70.0%

q 3 7 70.0%    10 70.0%

r 5  0.0%    5 0.0%

s 1 4 80.0%    5 80.0%

t 1 4 80.0%     5 80.0%

u   5 100.0% 5 100.0%

v 2 3 60.0%    5 60.0%

w      5 100.0% 5 100.0%

x     5  0.0% 5 0.0%

y  4 100.0%    4 100.0%

不明 1 4 80.0% 10  0.0% 15 26.7%

合計 161 385 70.5% 110 310 73.8% 966 71.9%

 


