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研究成果の概要（和文）：本研究では実験動物を用いたEV-D68の神経病原性に関する病態病理解析とモデルの確
立を行った。具体的には、新生仔マウスで分離後、H1HeLa細胞で継代したEV-D68を用いて、マウスおよびカニク
イザルにおけるEV-D68の神経病原性を明らかにした。EV-D68継代株の新生仔マウス脳内接種法、成マウス脊髄内
接種法、また、カニクイザルに対する脊髄内接種法によって、いずれの動物に対しても弛緩性麻痺が引き起され
た。病理組織学的解析により、これらの麻痺はウイルス感染による脊髄前角の神経細胞の消失によるものである
ことが判明した。

研究成果の概要（英文）：The neuropathogenicity of EV-D68 in mice and cynomolgus monkeys was examined
 using a strain of H1HeLa cell-passaged EV-D68. Intracerebral inoculation into neonatal mice, 
intraspinal inoculation into adult mice, and intraspinal inoculation into monkeys with EV-D68 
resulted flaccid paralysis in these animals. Histopathological examination revealed that these 
paralyses were due to loss of neurons in the anterior horn of the spinal cord after virus infection.

研究分野： 新興･再興感染症ウイルスの病態･病理学

キーワード： エンテロウイルスD68　動物モデル　弛緩性麻痺　神経病原性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EV-D68感染症と弛緩性麻痺の関連性が強く疑われているが、詳細は不明である。本研究では実験動物を用いて
EV-D68の神経病原性に関する病態病理解析とモデルの確立を行った。これらの動物モデルはEV-D68感染症のため
の新規治療法、予防法の確立のみならず、その発症機序の理解に貢献すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

エンテロウイルス D68（EV-D68）は 1962 年に米国で初めて分離され、呼吸器感染症の比較
的稀な原因ウイルスであったが、近年世界的にその検出数が増加した。本ウイルスは、ピコルナ
ウイルス科の中でも通常のエンテロウイルスよりむしろライノウイルスの性状に類似し、主と
して呼吸器感染症症例の咽頭由来検体から検出される。最近の疫学的調査結果は呼吸器感染症
重症化に関与することを示唆している（Imamura T and Oshitani H. 2015）。一方で、2014 年 8-9 月
をピークとして米国で発生した EV-D68 による急性重症呼吸器感染症の大規模流行では、急性弛
緩性麻痺・脊髄炎や脳神経障害を発症した患者が多数報告され、新たな神経病原性エンテロウイ
ルスの可能性として注目された（Messacar K et al., 2015）。その後、国内でも 2015 年秋の EV-D68
流行時に急性弛緩性麻痺・脊髄炎患者が急増し、感染症に基づく積極的疫学調査の結果、2015 年
8〜12 月に成人を含めて全国から 100 例を超える急性弛緩性脊髄炎症例が報告された。この際、
一部症例の咽頭拭い液等から EV-D68 が検出されたことから（Chong PF et al., 2017）、ウイルス
感染症と神経病変の関連性が強く疑われているが、因果関係の直接的な確定にはいたっていな
い。国内では、2018 年 5 月 1 日から 15 歳未満の急性弛緩性麻痺が全数届出疾患となった。2018
年 8 月頃から小児の弛緩性麻痺患者の報告が増加したとの情報があり、EV-D68 の再流行として
警戒された。これらのことから、EV-D68 の神経病原性とその発症機序の理解と治療法、予防法
の確立は小児感染症学において重要課題の一つとされている。 

 
一方、EV-D68 の宿主レセプターとして現在までにシアル酸と接着分子 intercellular adhesion 

molecule 5 （ICAM5, 別名 telencephalin）が報告された(Liu Y et al., 2015; Wei W et al., 2016)。これ
ら受容体分子の組織分布から前者は気道、後者は神経系における感染に関与していると考えら
れているが、まだ不明な点が多い。特に ICAM5 に関しては、EV-D68 受容体としての報告が最
近であることもあり論文報告数は非常に少なく、とくに in vivo における ICAM5 の関与について
は、まったく明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 

これまでに、感染動物モデルと人体病理の解析結果に基づきポリオウイルスとエンテロウ
イルス A71（EV-A71）の神経病原性を明らかにしてきた。EV-D68 患者の脳 MRI 画像が EV-A71
脳幹脳炎に非常に類似している点、また、唯一の剖検報告の脳炎所見から(Kreuter JD et al., 2011)、
この感染標的細胞と神経向性はポリオウイルスあるいは EV-A71 の病態病理に類似すると推察
される。すでに、EV-D68 患者分離株の一部は新生仔マウス脳内接種後に弛緩性麻痺を引き起こ
し、病理学的にマウス脳幹と頸髄の神経細胞への感染、増殖とそれによる脊髄前角の大型神経細
胞の壊死と消失がマウスにおける麻痺の原因であることが示されている。これらの結果から、次
の疑問が生じた。 
・マウスで認められた中枢神経病変および病態をヒトに外挿できるのか？ 
・経気道感染から中枢神経系への侵入機構は？ 
・最近の流行株は新たに神経病原性を獲得したのか？ 
・治療法、予防法を in vivo で評価することは可能か？ 

そこで、本研究では EV-D68 の神経病原性の解明を最終目標として、（１）実験動物を用い
た神経病原性に関する病態病理解析とモデルの確立、（２）呼吸器・神経系におけるウイルスレ
セプター発現と感染の関連性の検討、（３）治療法、予防法にむけての基礎検討を行った。 
 
３．研究の方法 

（１）実験動物を用いた神経病原性に関する病態病理解析とモデルの確立 
新生仔マウスで分離した後、ヒト由来培養細胞に 7 回継代し馴化に成功した国内分離株の

4 株のうち、新生仔マウスに対する神経病原性を維持した株が一株、得られた。この株は、サル
由来腎細胞 LLCMK2細胞においても強い増殖性を示した。本来の宿主域であるヒトにおける EV-
D68 ウイルスの感染伝播と病原性発現機構を探る上で、よりヒトに近い非ヒト霊長類を利用し
た感受性と病原性の検討は必須と考え、小動物モデルおよび非ヒト霊長類モデルを構築し、それ
ぞれのモデルの利点を利用しながら神経病原性発現機構について病態･病理解析を行った。 

 
（２）呼吸器・神経系におけるウイルスレセプター発現と感染の関連性の検討 
EV-D68 の宿主レセプターとして現在までにシアル酸と ICAM5 が報告されたが、本研究で

は ICAM5 の感染における役割を検討するため非感受性細胞に ICAM-5 を発現させ in vitro 検討
を行った。 

 
（３）治療法、予防法にむけた基礎検討 
EV-D68 に対する免疫獲得の現状を把握するため、国内の免疫グロブリン製剤における抗

EV-D68 中和抗体の含有について検討を行った。 
 



４．研究成果 
（１）実験動物を用いた神経病原性に関する病態病理解析とモデルの確立 
 
（１−１）マウスを用いた神経病原性に関する解析 

臨床分離株を H1HeLa 細胞で 37℃培養条件にて 10 回継代し、より高力価のウイルス液を得
た。また、この細胞継代株を脳内接種後に瀕死となった新生仔マウス脳脊髄を採取し、マウス継
代株を得た。これらのウイルスの塩基配列について次世代シークエンス法による比較解析を行
ったところ、細胞継代株と比較してマウス継代株ではウイルス殻タンパクに 3 カ所のアミノ酸
置換を伴う変異がみられた。そこで、これらの株を用いて新生仔マウスと若齢マウスに対する神
経毒力の比較を行った。さらに、マウス継代株を用いて経気道感染モデルの作出を試みた。 

 
その結果、成マウスの脊髄内に直接ウイルスを接種することで、マウスの脊髄神経細胞に対

する EV-D68 の感染性を直接的に評価することができることがわかった。また、腰髄脊髄内接種
後の個体はいずれも後肢から始まる弛緩性麻痺を発症した。未発症個体においては脊髄前角の
大型の神経細胞にウイルス抗原が検出され、発症個体では髄膜炎、急性灰白髄炎が観察された
（図）。よって、新生仔マウス脳内接種と同様に、成マウス脊髄の成熟神経細胞にも EV-D68 は
感染し、ウイルス増殖とそれによる脊髄前角の大型神経細胞の壊死・消失が弛緩性麻痺の原因で
あることを病理組織学的に明らかにした。 

 
一方、使用した二つの株は、いずれも若齢マウスに対し脊髄内接種後に弛緩性麻痺を引き起

こすことが明らかとなった。ただし、マウス継代株は新生仔マウスに対し比較的強毒であったが
若齢マウス脊髄内接種では比較的弱毒であることが判明した。 

 
また、細胞継代株は脳内接種後の新生仔マウスに弛緩性麻痺を引き起こしたが、BALB/c 4

週齢マウスに対する経鼻接種では、明らかな神経病原性を発揮しなかった。また、マウス継代株
の経鼻接種後においても明らかな臨床症状を示さなかった。 
 
 



（１−２）カニクイザルを用いた神経毒力試験 
前述の H1HeLa 細胞継代株はサル腎細胞由来の LLCMK2 細胞で効率良く増殖した。これを

用いて神経毒力試験を行った。経口生ポリオワクチンの神経毒力試験法と同様にサル腰髄内に
ウイルス液を接種し 10 日間臨床症状を観察した。その結果、3 頭中 2 頭の個体で進行性の弛緩
性麻痺の発症が認められた。よって、非ヒト霊長類であるカニクイザルの脊髄に直接 EV-D68 を
接種すると神経毒力を発揮する事が判明した。 
 
（３）EV-D68 の受容体に関する検討 

EV-D68 の受容体の一つとして Intercellular Adhesion Molecule 5, ICAM-5 が報告されている。
ICAM-5 依存的な感染過程を解析するために、EV-D68 に非感受性である Vero 細胞にヒト ICAM-
5 遺伝子を導入した細胞（Vero-ICAM-5 細胞）を作製した。Vero-ICAM-5 細胞を用いて EV-D68
の感染性を検討したが、顕著な細胞変性効果を伴うウイルス感染の増強は観察されなかった。 
 
（４）国内の免疫グロブリン製剤における抗 EV-D68 中和抗体に関する検討 

日本で使用されている免疫グロブリン製剤中の抗 EV-D68 中和抗体価を、日本で分離された
複数の遺伝子型の EVD68 臨床分離株を用いて解析した。分離株と製剤の組み合わせで程度は異
なるものの、使用したいずれの製剤も EV-D68 中和抗体を含むことが示された。多くの者が早期
に感染、免疫を獲得しているとされる知見に一致した。 
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