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研究成果の概要（和文）：　エンテロウイルス71（EV71）は、時に中枢神経に感染して重症化するが、重症化機
序は未解明である。研究代表者のこれまでの研究から、アタッチメント受容体がEV71の組織指向性に強く影響す
ることが示唆されていた。本研究はEV71のアタッチメント受容体を同定することを目的とする。神経芽細胞腫
SH-SY5Yを用いたゲノムワイドCRISPR-Cas9 KOライブラリーによって、複数の候補遺伝子を見出した。その中か
ら2つの有力な候補に絞り込んだ。これらを細胞に過剰発現させることによりウイルス感受性が増大し、ノック
アウトによって感受性が失われた。今後、組織特異性との関連が明らかになることが期待される。

研究成果の概要（英文）：　Enterovirus 71 (EV71) infects the intestinal tract and sometimes the 
central nervous system, causing severe disease, but the mechanism of severe disease remains unclear.
 Previous studies by the applicant have suggested that attachment receptors strongly influence the 
tissue-directedness of EV71. This study aims to identify the attachment receptors of EV71. A 
genome-wide CRISPR-Cas9 KO library using the neuroblastoma SH-SY5Y revealed several candidate genes.
 From these, we narrowed them down to two leading candidates. Overexpression of these in cells 
increased viral susceptibility, while knockout resulted in loss of susceptibility. It is expected 
that the relationship with tissue specificity will be clarified in the future.

研究分野： ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エンテロウイルス71（EV71）の感染機序の解明は、新たな治療法開発の具体的な指針を示すだけでなく、ウイル
スの組織特異性に対する理解を一段と深める重要な一歩である。特定された受容体は、中枢神経系への感染経路
を明らかにし、EV71感染の重症化を防ぐ手立てを提供する可能性がある。これにより、中枢神経系への感染を阻
止または遅延させる新たな治療法の開発が可能となり、感染症の早期対応策を強化する道が開かれる。さらに、
この研究はウイルスの組織特異性についての新たな知見を提供し、他のウイルス感染症の研究にも応用可能なプ
ラットフォームを提供することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

エンテロウイルス 71（EV71）は比較的軽度な手足口病を引き起こす一方、まれに脊髄

や延髄の神経細胞に感染して、中枢神経合併症を引き起こし重症化することが知られ

ている。特にアジア地域では過去に数度の大流行が発生し多くの死者が出ているため、

重症化機序の解析が世界中で行われているが、解明には到っていない。 

EV71 の受容体として“Scavenger receptor B2（SCARB2）”が同定されている。SCARB2

はリソソームタンパク質であるため、細胞表面の発現量が少なく、ウイルスが細胞に

アタッチメントする過程は別の受容体が必要と考えられる。これまでにいくつかのア

タッチメント受容体が報告されている。最も研究が進んでいるのが、へパラン硫酸

（HS）だ。しかし、HS は培養細胞馴化変異株に対するアタッチメント受容体である

ことが明らかになっている。ヒトに感染する株のアタッチメント受容体は明らかにな

っていない。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、ゲノムワイド CRISPR-Cas9 KO ライブラリーを用いて EV71 の非神経

および神経細胞での感染・増殖に必要な宿主因子を網羅的に探索・比較することで、EV71

の組織特異性・細胞特異性に関連する感染様式の分子基盤を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 

1) 神経細胞、非神経細胞におけるEV71強毒株の増殖性の比較 

ヒト神経芽細胞に由来する神経細胞様の細胞株 SH-SY5Y やヒト横紋筋肉腫細胞由来

の RD-A など数種類の細胞株の EV71 に対する感受性の違いを調べる。ウイルスゲノ

ムのコピー数あたりのウイルスタイター（TCID50/copy）を感受性の指標とする。 

 

2) ゲノムワイドCRISPR-Cas9 KOライブラリーによる宿主因子の探索 

１）の結果から EV71 強毒株が効率よく結合・感染・増殖可能な神経系細胞株および

RD-A 細胞を用いて、KO ライブラリー（GeCKO version 2）によるスクリーニングを

行う。レンチウイルスベクターを用いて各々の細胞にKOライブラリーを導入した後、

EV71 を KO ライブラリー導入細胞に感染させる。通常の細胞はウイルス感染によっ

て死滅するはずなので、生存細胞はウイルス感染に重要な宿主因子が KO されている

と考えられるため、これを増殖させ、ゲノム DNA を回収する。ゲノムにインテグレ

ートされた sgRNA 配列を PCR によって増幅し、illumina 社 MiSeq、NextSeq、HiSeq

などでシーケンス解析を行う。取得した配列データから sgRNA 配列のカウントデー

タを抽出し、RNA seq の発現変動遺伝子の解析に用いられるソフト（edgeR や DESeq2

などの R パッケージ）を用いて、以下の方法で統計的に有意に濃縮された sgRNA を

抽出する。 

① 各細胞株において、ウイルスによる選択を行った細胞と行わなかった細胞の２群

間でsgRNAカウントデータを比較。 

② EV71で選択を行った群において、神経系細胞とRD-A細胞でsgRNAカウントデー

タを比較。 

①の解析から SCARB2 や SETD3 など EV71 の増殖に必須な既知の宿主因子がヒット



していることを確認し、結果の妥当性を検証する。②の解析から神経系細胞特異的に

要求される宿主因子がヒットする。一方で、全ての細胞で要求される SCARB2 や

SETD3 はヒットしないと考えられる。①②の解析で得られた遺伝子リストを元に、

EV71 が標的細胞特異的に利用する宿主因子の候補を推定する。 

 

3) 同定された宿主因子の機能解析 

有望な候補遺伝子に関して、過剰発現細胞や KO 細胞を SH-SY5Y や RD-A 細胞各々で

作製し、EV71 の感受性を評価する。 

 
 
４．研究成果 

1) 複数の細胞株に対して、培養細胞順化株と非順化株の感染効率を測定した。EV71 の培

養に多用されるヒト横紋筋肉腫由来 RD-A 細胞では、培養細胞順化株が非順化株よりも

高い感染効率を示した。一方、ヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y では、非順化株の方が、

順化株よりも高い感染効率を示した。この結果から、SH-SY5Y をスクリーニングに用い

ることが妥当と考えられた。しかし、SH-SY5Y には問題点がある。EV71 に対する感受

性が低いのだ。そこで、SCARB2 を過剰発現させたところ感受性が大きく上昇した。こ

の場合、もう一つ別の懸念が生じる。この細胞で KO スクリーニングを行うと、SCARB2

の gRNA ばかりがヒットして、アタッチメント受容体に対する gRNA が埋もれてしま

う可能性が高い。これを解決するために、SCARB2 cDNA 内の gRNA 認識配列を除去し

た MH4-msg1 を、レトロウイルスベクターで導入した。その結果、SH-SY5Y の EV71

感受性が約 105 倍上昇した。この条件でも非順化株は順化株よりも高い感受性を示して

いた。 

 

図 1 ノックアウトスクリーニングの結果 

 



2) MH4-msg1 を導入した SH-SY5Y 細胞（SY+MH4）と RD 細胞（RD+MH4）に対して、

非順化株を 3 株、順化株を 2 株用いて KO スクリーニングを行った（図１）。いずれの条

件でも SCARB2、SETD3、PI4KB など既知の宿主因子が高いヒットとして認められた。

このことから、スクリーニングが正しく行われたと推測できる。SY+MH4 において非順

化株で強くヒットした遺伝子が 44 個認められた。これらは、SY+MH4 における馴化株

のスクリーニングや、RD+MH4 細胞における非馴化株でのスクリーニングではヒット

しなかった。 

 

3) これらの中から特に選択が強く認められた２個の遺伝子（遺伝子Ａ、遺伝子Ｂ）につい

て、個別の gRNA を作製して SH-SY5Y 細胞に導入し、薬剤選択後 EV71 非順化株を感

染させた。その結果、遺伝子 A と B に対する gRNA を導入した細胞では細胞の生存が

確認されたが、gRNA を導入していないコントロール細胞はウイルス感染により死滅し

た。候補遺伝子が KO されたことにより、ウイルスの感染に抵抗性を獲得したと推測さ

れる。これらの候補遺伝子について詳細に研究することで、EV71 の感染様式や組織指

向性が明らかになると期待できる。 
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