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研究成果の概要（和文）：手足口病の病原体のひとつであるエンテロウイルス71型（EV71）は、稀に髄膜炎・脳
炎・脳症を起こす。しかし、治療法は確立されていない。治療法開発への基礎研究として、EV71感染を阻害する
化合物であるNF449に着目し、NF449がどのようにして感染を阻害しているのかを分子レバルで解明した。NF449
はEV71ウイルス粒子の表面と相互作用し、ウイルスと細胞表面受容体との結合を阻害することによって感染性を
低下させることを明らかにした。今後、NF449の分子構造を改変することにより、より強力な感染阻害薬を開発
可能と期待される。

研究成果の概要（英文）：Enterovirus 71 (EV71) is one of the pathogens of hand, foot, and mouth 
disease and various neurological symptoms including fatal encephalitis in young children. There are 
no specific therapies available. In this study, I focused on the anti-EV71 compound, NF449. I 
clarified how NF449 inhibits EV71 replication in vitro. I found that NF449 interacts with the EV71 
capsid and prevents virus attachment to the receptor molecules on the cell surface. This work 
provides information that may facilitate development of improved antiviral compounds that block the 
attachment of EV71 to cellular receptors.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	 手足口病は四肢末端・口腔粘膜の水疱性発
疹を主症状とし、幼児に流行する。主要な病
原体はエンテロウイルス 71（EV71）、コクサッ
キーウイルス A16 型（ともにピコルナウイル
ス科・エンテロウイルス属、エンベロープな
し）である。一般に症状は軽いが、EV71 感染
では髄膜炎・脳炎・脳症を起こし死に至るこ
とがある。EV71 感染による手足口病は近年東
南アジア、中国で大流行を繰り返しており、
年に数百名が死亡することもある。国内でも
EV71の流行・重症例が報告されているが、EV71
の抗ウイルス薬は未だ開発されていない。	
	 EV71 の感染、複製を阻害する化合物はいく
つか報告されている。有田らは化合物ライブ
ラリーを「横紋筋腫 Rhabdomyosarcoma（RD）
細胞への EV71 感染の阻害能」を指標にスクリ
ーニングし、EV71 感染を特異的に阻害する化
合物 NF449 を同定した（Arita	et	al.,	J.	Gen.	
Virol.	2008	 図 1）。NF449 はスラミン誘導体
であり、8 個の硫酸基をもちマイナス電荷に
富む分子である。NF449に耐性をもつ変異ウイ
ルスはキャプシド蛋白質に変異をもつことか
ら、NF449はキャプシドを標的とした感染阻害
剤と予想されたが、その分子認識機構の詳細
は不明であった。	
	 我々が同定した EV71 受容体 P-selectin	
glycoprotein	ligand-1	(PSGL-1)は Jurkat 細
胞などリンパ球系細胞がもつ受容体である
（Nishimura	et	al.,	Nat.	Med.	2009）。PSGL-
1 のアミノ末端領域にあるチロシンの硫酸化
が EV71 との相互作用に必須であることから
（Nishimura	et	al.,	PLoS	Pathog.	2010）、
これらの相互作用にはマイナス電荷とプラス
電荷による電気的な引力が重要と考えられて
いる。一方、Scavenger	 receptor	 class	 B,	
member	2（SCARB2;	Yamayoshi	et	al.,	Nat.	
Med.	2009）、ヘパラン硫酸（Tan	et	al.,	J.	
Virol.	 2013）は RD 細胞の受容体と考えられ
ている。	
 
２．研究の目的 
	 抗ウイルス薬は、（a）細胞外でウイルス粒
子に作用するものと、（b）細胞内でウイルス
複製過程に作用するものに大別される。本研
究では、上記背景と我々の EV71 受容体に関す
る研究成果を踏まえ、（a）のウイルスと受容
体の結合を阻害する化合物、つまり EV71	 と
受容体の結合を阻害する可能性のある化合物
NF449に焦点を絞り、その結合様式を解明する
ことを目的とした。	
 
３．研究の方法 
(1)	 PSGL-1 結合株として、EV71-1095/Shiga
株を用いた。PSGL-1 非結合株として、EV71-
02363 株を用いた。EV71 を RD 細胞に感染さ
せ、細胞内で複製した EV71 をフローサイトメ
トリーで検出した。	
	
(2)	EV71 と細胞、可溶性受容体蛋白質あるい

はヘパリンとの結合性の解析には 35S でラベ
ルしたウイルスを用いた。可溶性 PSGL-1-Fc
蛋白質、可溶性 SCARB2-Fc 蛋白質は R&D	
Systems社より購入した。ヘパリンアガロース
ビーズは Sigma 社より購入し、ネガティブコ
ントロールとしてマンナンアガロースビーズ
を用いた。	
	
(3)	スラミン,	NF449,	 NF110 等は Tocris 社
より購入した。	
	 	
４．研究成果	
(1)	 EV71-1095/Shiga の RD 細胞への感染は、
NF449 で濃度依存的に阻害された。EV71-
1095/Shiga の RD 細胞への結合も NF449 で濃
度依存的に阻害された。NF449はコクサッキー
ウイルス B3 と RD 細胞との結合を阻害しなか
ったことから、NF449 は EV71 に特異的な阻害
剤と考えられた。	
	
(2)	 NF449 と類似した構造をもつ化合物が阻
害効果をもつかどうかを検討した。スラミン,	
NF023,	NF110,	NF157,	NF279,	NF340 等を用
いて、EV71-1095/Shiga と RD 細胞との結合阻
害効果を解析したところ、NF110 のみが NF449
と同等以上の阻害効果を示した。次に NF110
を用いて RD 細胞への感染阻害能を検討した
ところ、予想通り感染性も強力に阻害した。	
	
(3)	 より強力な阻害剤を検索するために、
NF110 をベースとして構造を改変した化合物
15 種類を合成し、阻害効果を検討した。NF110
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の構造をわずかに変えるだけで阻害効果が大
きく変化し、その中でも NM16 と名付けた化合
物は NF110 よりも低濃度で EV71-1095/Shiga
と RD 細胞との結合を阻害した。	
	
(4)	 NF449,	 NF110,	 NM16 を用いて、EV71-
1095/Shiga の Jurkat 細胞への感染性の阻害
を検討した。NF110 が最も低濃度で EV71-
1095/Shiga 感染を阻害した。次に EV71-
1095/Shiga と Jurkat 細胞との結合阻害を検
討した。この場合、NF499,	NF110,	NM16 とも、
同程度の阻害効果を示した。	
	
(4)	 EV71 は PSGL-1 結合性に基づき、PSGL-1
結合株、非結合株に分類される。上記の実験
は PSGL-1 結合株を用いて行ってきた。次に
PSGL-1 非結合株(EV71-02363)を用い、NF449,	
NF110,	 NM16 の阻害効果を検討した。RD 細胞
への感染性の阻害効果、結合性の阻害効果と
も、NF449 が最も高かった。NF110 も NM16 も
阻害効果を示したことから、これらの EV71 阻
害効果は、PSGL-1 非結合株にも有効であると
考えられた。	
	
(5)	 EV71 と可溶性 EV71 受容体との相互作用
を NF449,	 NF110 が阻害するかどうかを検討
した。EV71 と PSGL-1 との相互作用、および、
EV71 とヘパリンとの相互作用は、NF449,	
NF110 によって濃度依存的に阻害された。一
方、EV71 と SCARB2 との相互作用は阻害され
なかった。したがって、NF449,	NF110 は EV71
キャプシド上の PSGL-1 あるいはヘパリンの
結合部位に相互作用し、受容体との結合を阻
害すると考えられた。EV71 上の SCARB2 相互
作用部位は、PSGL-1,ヘパラン硫酸の相互作用
部位と異なると考えられており、これを裏付
ける結果となった。	
	
(6)キャプシドに対するモノクローナル抗体
と EV71 との結合を NF449 が阻害するかどう
かを検討した。EV71 の 5 回転軸近辺に結合す
ることが明らかとなっているモノクローナル
抗体 MA28-7 と EV71 との結合は、NF449 で濃
度依存的に阻害された。しかし、キャプシド
蛋白質 VP2 に対するモノクローナル抗体 10F0
と EV71 との結合は全く阻害されなかった。し
たがって、NF449 は EV71 の 5 回転軸近辺に特
異的に相互作用することが示唆された。	
	
(総括)		
	 NF449 をはじめとするスラミン誘導体化合
物の EV71 感染阻害メカニズムは、EV71 上の
受容体結合領域に特異的に相互作用し、受容
体である PSGL-1,ヘパラン硫酸との相互作用
を阻害することすることと考えられた。	
	 本研究成果をもとに、NF449,	NF110,	NM16
をリード化合物としたより強力な抗 EV71 化
合物のデザイン、開発が可能になると期待さ
れる。	
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