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研究成果の概要（和文）：ヒトにおける受容体特性を反映した新たな動物モデルの開発により、EV-A71感染によ
る神経病原性発現機構の解明が期待できる。カニクイザルモデルではPSGL-1結合性VP1-145Q株は病原性を示さな
かった。複数のヒトEV-A71受容体を発現するノックインマウスを樹立し、各種EV-A71株の増殖・病原性発現を検
討したが、ウイルス増殖および顕著な臨床症状は認められなかった。本研究では、PSGL-1受容体を介するウイル
ス増殖・病原性発現を反映した動物感染モデルを開発することは出来なかったが、ヒト受容体特性を解析するた
めの動物モデルの改良に資する研究成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The development of a novel animal model exhibiting similar receptor 
specificities in humans is critical to elucidate the mechanism of neuropathogenicity due to EV-A71 
infection. In a cynomolgus model, infection with the PSGL-1-binding EV-A71 strain (VP1-145Q) did not
 induce apparent virus replication and pathogenesis. We then established knock-in mice expressing 
several human EV-A71 receptors and investigated viral replication and pathogenicity in the mice 
infected with various EV-A71 strains. However, any viral replication and clinical symptoms were not 
observed. In this study, we failed to develop an animal model for the PSGL-1-dependent replication 
and pathogenicity but gained valuable insights to improving animal models for analyzing human 
receptor specificities against EV-A71.

研究分野： ウイルス学

キーワード： エンテロウイルス　エンテロウイルスA71　病原性　動物モデル　受容体　PSGL-1　手足口病　エンテロ
ウイルス71
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EV-A71感染における重症中枢神経疾患の発症機構は明らかにされておらず、ヒトにおける重篤化を規定するウイ
ルス側・宿主側因子は特定されていない。ヒトにおける受容体特性を反映した動物モデルの開発により、EV-A71
感染による神経病原性発現機構の解明が期待できる。本研究では、PSGL-1受容体を介するウイルス増殖・病原性
発現を反映した動物感染モデルを開発することは出来なかったが、ヒト受容体特性を解析するための動物モデル
の改良に資する研究成果が得られた。ヘパラン硫酸、SCARB2等、PSGL-1以外の受容体の関与も踏まえた今後の検
討が必要とされる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
エンテロウイルス A71(EV-A71)は、コクサッキーウイルス A6(CV-A6)および A16(CV-A16)とと

もに手足口病の主要な原因ウイルスである。1990 年代後半以降、東アジア地域では、大規模な
手足口病流行に伴う小児の致死的 EV-A71 脳炎が多発し、とくに中国本土では大規模な手足口病
流行による多数の EV-A71 脳炎死亡例が報告された(Shimizu, Nakashima, Lancet Infect Dis 
2014)。しかし、EV-A71 感染における重症中枢神経疾患の発症機構は明らかにされておらず、重
篤化を規定するウイルス側・宿主側因子は特定されていない。申請者らは、EV-A71 感染初期過
程および中枢神経疾患発症の分子的基盤を解明するため、宿主細胞表面の EV-A71 結合分子のク
ローニングを行い、白血球上の P-selectin glycoprotein ligand-1（PSGL-1）が EV-A71 特異的
受容体として機能することを明らかにした(Nishimura,et al. Nat Med 2009)。一方、小池らは、
RD細胞からPSGL-1とは異なるEV-A71受容体であるhuman scavenger receptor class B, member 
2（SCARB2）を同定し、複数の宿主受容体を介する EV-A71 感染機構の存在が明らかになった。
我々は、EV-A71 カプシド蛋白質の特定のアミノ酸が PSGL-1 結合性に関与しており、とくに VP1-
145 は PSGL-1 結合性を規定する分子スイッチとして機能することを明らかにした(Nishimura, 
et al. PLOS Pathogens 2013)。さらに、ヒトに近い動物モデルであるカニクイザルモデルを用
いて、EV-A71 感染個体内での VP1-145 アミノ酸変異と中枢神経病原性発現との関連性を示唆す
る結果を報告した(Kataoka, et al. PLOS Pathogens 2015)。 
本研究では、宿主における EV-A71 カプシドアミノ酸変異により生じるウイルス学的多様性獲

得機構について、動物モデルを用いた解析を行う。感染動物の組織や臨床検体から高感度ゲノム
増幅および次世代シークエンス解析を行うことにより、宿主におけるカプシド変異・多様性を網
羅的かつ定量的に解析する。そのため、ヒトと類似した受容体特性が期待できるカニクイザルモ
デルとともに、ヒト PSGL-1 およびヒト SCARB2 受容体共発現マウスの開発を行う。VP1-145 等カ
プシド可変領域の分子進化により多様な表現型を示す EV-A71 バリアントの個体内・個体間適応
戦略の解析により、神経病原性発現機構の解明を進める。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、宿主における EV-A71 カプシドアミノ酸変異により生じるウイルス学的多様性 

(受容体特異性・中和抗原性・組織特異的増殖性、等) と病原性発現機構について詳細な解析を
進める。EV-A71 カプシドアミノ酸 VP1-145 は、EV-A71 分離株間で多様性を有し、PSGL-1 受容体
特異性、マウス感染モデルにおける病原性、中和抗原性エピトープ、ヒト EV-A71 感染重篤化へ
の関与の可能性等、さまざまなウイルス表現型に関与することが知られている。PSGL-1 結合 EV-
A71 株(VP1-145G)および非結合株(VP1-145E)を用いたカニクイザル感染実験において、VP1-145
アミノ酸および in vivo でのアミノ酸変異が神経病原性に関与し、PSGL-1 非結合 VP1-145E 株に
おいて神経病原性が高い傾向が認められた(Kataoka C, PLoS Pathog 2015)。ヒトと類似した受
容体発現特性が期待できるカニクイザルにおける PSGL-1 受容体の役割をより詳細に解析するた
め、感染性クローンに由来する PSGL-1 結合株 VP1-145Q を用いて、VP1-145 のアミノ酸の違いが
PSGL-1 結合性ウイルスの病原性に影響するかどうかを解析する。ヒト PSGL-1 受容体依存性 EV-
A71 増殖を反映した動物モデルとして期待できるカニクイザルモデルとともに、新たなヒト受容
体特異性を反映した小動物モデルとして、PSGL-1 および SCARB2 受容体発現マウスの開発を行
う。カニクイザルモデル、本研究で開発を進める新規 PSGL-1 および SCARB2 受容体共発現マウス
モデル、また将来的にはヒト由来検体等を用いることにより、VP1-145 等 EV-A71 カプシド可変
領域の分子進化・構造特性と病原性の関連についての理解を深める。EV-A71 カプシドアミノ酸
変異により多様な表現型を示す EV-A71 バリアントの個体内・個体間適応戦略の解析を進めるこ
とにより、EV-A71 感染による神経病原性発現機構の解明が期待できる。 
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n (Nuero)virulence determinant in humans?



 
 

３．研究の方法 
 
 申請者らは、EV-A71 特異的宿主受容体分子 PSGL-1 を同定し、VP1-145 等の EV-A71 カプシドア
ミノ酸の変異が受容体特異性等のウイルス表現型に関与することを明らかにしてきた。これま
での研究成果を踏まえ、以下の研究課題について検討を進めた。 
 

① カニクイザル感染モデルにおける PSGL-1 依存性 EV-A71 増殖・病原性発現機構の解析 
 

PSGL-1 結合株(感染性クローン由来 VP1-145Q 株)をカニクイザルに静注し、感染後 10 日
間、中枢神経症状等の臨床症状の発現を観察した。感染後 3〜4 日おきに、咽頭拭い液等の
臨床検体を採取し、リンパ球や血中抗体価等を解析するため麻酔下で採血した。いずれの
接種個体においても、急性脳炎による重度の運動失調・昏睡、重度の弛緩性麻痺等、重篤
な神経症状は認められなかったため、ウイルス感染後 10 日目にウイルス分離および病理学
的解析用のため中枢神経を含む組織材料を採取した。 

 
② ヒト PSGL-1 およびヒト SCARB2 受容体を共発現するノックインマウスの開発と EV-

A71 感染実験 
 
ヒト EV-A71 受容体（ヒト PSGL-1 単独、ヒト SCARB2 単独、ヒト PSGL-1 およびヒト SCARB2

共発現）を発現するノックインマウスを作製するため、EV-A71 受容体遺伝子組換え ES 細
胞をインジェクションした代理母マウスの作製を外注した。当研究所において、代理母マ
ウスから ES 細胞由来の細胞をもつキメラマウスを出産させ、ES 細胞寄与率の高いキメラ
マウスを選択し系統樹立・繁殖に用い、ノックインマウス系統を樹立した。 
接種ウイルスとして、感染性 cDNA クローンをベースにした PSGL-1 結合性を規定するカ

プシドアミノ酸が異なる複数の EV-A71 株(PSGL-1 結合株[VP1-145G、VP1-145Q], PSGL-1 非
結合株[VP1-145E])を調整し感染実験に用いた。対照群として、ヒト EV-A71 受容体発現
を発現していない野生型 C57BL/6 マウスおよび非感染マウスを用いた。麻酔下で、EV-
A71 株を脳内接種し(106CCID50/50µL/mouse)、感染後 14 日目まで、麻痺等の臨床症状の観
察を行った。いずれの接種個体においても、顕著な臨床症状は認められなかったことから、
ウイルス感染後 14 日目に、ウイルス分離および病理学的解析用のための中枢神経を含む組
織材料、および中和抗体価測定用の血清を採取した。 

 
③ EV-A71 感染症重症例の臨床検体を用いた EV-A71 遺伝子解析体制の整備 
 
日本では近年、EV-A71 感染症重症例の報告は稀であることから、EV-A71 感染症重症例・

死亡例が報告されているベトナムにおいて、重症例および対照群に由来する検体の検査体
制を検討した。ポリオウイルスのカプシド全領域を高感度に増幅する ECRA 法を応用したエ
ンテロウイルスカプシド遺伝子増幅、および、次世代シークエンスを用いたカプシド全領
域の網羅的遺伝子解析について予備的検討を行った。 

 
４．研究成果 
 

① カニクイザル感染モデルにおける PSGL-1 依存性 EV-A71 増殖・病原性発現機構の解析 
 
PSGL-1 結合 EV-A71 株(感染性クローン由来 VP1-145Q 株)をカニクイザルに静注したとこ

ろ、いずれの EV-A71 接種個体においても、明らかな臨床症状の発現は認められなかった。
ウイルス感染後 10 日目に採取した中枢神経を含む組織材料からウイルス分離を試みたが、
いずれの検体もウイルス分離陰性であった。これらの結果から、感染性クローン由来 PSGL-
1 結合 VP1-145Q 株は、カニクイザル感染系において効率的な感染増殖および顕著な病原性
を示さないことが明らかとなった。以前実施したカニクイザル感染実験においても、PSGL-
1 非結合 VP1-145E 株の方が、PSGL-1 結合 VP1-145G 株よりも感染個体内で効率良く増殖し
神経病原性が高い傾向が認められたことから、今回の結果も併せ、カニクイザル感染モデル
では、PSGL-1 受容体に依存した EV-A71 増殖および病原性発現は確認できない結果となっ
た。他の研究グルーブの最近の報告では、VP1-145 アミノ酸残基はヘパラン硫酸等 PSGL-1
以外の EV-A71 受容体への結合性を介して in vivo における病原性発現に関与するとの結果
が報告されており、PSGL-1 以外の受容体の関与も踏まえた今後の検討が必要とされる。 
 



 
② ヒトPSGL-1およびヒトSCARB2受容体を発現するノックインマウスの開発とEV-A71感
染実験 
 
EV-A71 受容体遺伝子組換え ES 細胞由来のキメラマウスをスクリーニングし、ヒト EV-

A71 受容体（ヒト PSGL-1 単独、ヒト SCARB2 単独、ヒト PSGL-1 およびヒト SCARB2 共発現）
ノックインマウス系統を樹立した。 
PSGL-1 結合性を規定するカプシドアミノ酸(VP1-145)が異なる EV-A71-1095 株を用いた

予備的感染実験の結果、PSGL-1 結合 EV-A71 株(VP1-145G、VP1-145Q)および PSGL-1 非結合
EV-A71 株(VP1-145E)感染マウスでは、いずれの感染マウスについても明らかな臨床症状は
認められず、また、異なる EV-A71 株間で感染性・
病原性の違いは認められなかった。VP1-145Q ウ
イルス感染後 14 日目の血中中和抗体価による
と、ヒト受容体を発現していない対照群マウス
でも抗体価上昇が認められた個体があることも
考慮のうえ、ヒト EV-A71 受容体ノックインマウ
ス群で抗体価上昇が認められた個体における感
染の可能性についてより詳細に検討する必要が
ある。さらに、EV-A71-1095 株をベースとした感
染性クローン由来 EV-A71 株とは異なる EV-A71
株(Osaka 株)について同様のノックインマウス
感染実験を実施したところ、1095 株同様、明ら
かな感染・発症は認められなかった。 
SCARB2 発現マウスモデルについての他のグル

ーブによる報告の多くでは、ヒト受容体を発現
していない対照群マウスと比較すると、SCARB2
発現マウスでは、多くの EV-A71 株がより効率よく増殖し中枢神経症状を含む病原性発現が
認められている。今回の我々の結果では、ヒト SCARB2 単独およびヒト PSGL-1 およびヒト
SCARB2 共発現ノックインマウスにおける、EV-A71 感染効率・病原性発現の上昇は認められ
なかった。PSGL-1 発現マウスも含め、今回、ヒト受容体ノックインマウスにおいて明らか
な EV-A71 感染・発症が認められなかった原因は今のところ不明であるが、①感染実験に使
用した EV-A71 株の病原性が元々低い傾向にあった、②マウス組織内でヒト受容体が十分に
発現・機能していなかった、③感染に使用したマウスの週齢が適切ではなかった、などの
要因が考えられた。今後、ノックインマウスにおけるヒト受容体組織内発現の有無と程度、
マウス週令、マウス馴化変異導入株の検討等、EV-A71 感染効率に影響する可能性のある要
因についての検討が必要とされる。 
 

③ EV-A71 感染症重症例の臨床検体を用いた EV-A71 遺伝子解析体制の整備 
 
日本では近年、EV-A71 感染症重症例の報告は稀であることから、EV-A71 感染症重症例・

死亡例が報告されているベトナムにおいて重症例および対照群に由来する検体の検査体制
を検討した。北部ベトナムにおける手足口病病原体サーベイランスによると、従来、手足
口病症例から高頻度に検出されていた EV-A71、CV-A16 型、CV-A6 型ではなく、コクサッキ
ーウイルス A10 型および A4 型が高頻度に検出された。近年、ベトナム北部で重症エンテロ
ウイルス感染症の報告が、ほとんど無くなった原因のひとつは、コクサッキーウイルス A10
等のエンテロウイルスが手足口病の主要な原因ウイルスとして定着したためと考えられる。
実際の臨床検体を用いた次世代シークエンスによるウイルス遺伝子解析は標準化されてい
ないことから、様々なポリオウイルスやエンテロウイルスを含む検体を異なる施設で次世
代シークエンス解析を実施する WHO Pilot Study に参加し、解析方法と解析結果について
検討を進めた。 
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