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研究成果の概要（和文）：エンテロウイルス71(EV71)は、手足口病の原因ウイルスであり、致死的脳炎を含む様々な中
枢神経疾患を引き起こす。本研究では、EV71と機能的宿主受容体であるヒトPSGL-1との結合の分子的基盤を解析した。
我々は、PSGL-1のN末端領域におけるチロシン硫酸化がEV71結合に重要であることを明らかにした。EV71カプシドアミ
ノ酸VP1-145は、VP1-244を介して、PSGL-1のN末端硫酸化チロシンへのEV71 の結合をコントロールすることから、EV71
感染におけるPSGL-1依存性ウイルス増殖および病原性へのVP1-145の関与が示唆される。

研究成果の概要（英文）：Enterovirus 71 (EV71) is a major causative agent of hand, foot, and mouth disease,
 and causes various neurological diseases, including fatal encephalitis. In this study, we investigated th
e molecular basis of the interaction between EV71 and PSGL-1, a functional cellular receptor for EV71. We 
demonstrated that tyrosine sulfation at the N-terminal region of PSGL-1 plays a critical role in the PSGL-
1-binding to EV71. An amino acid residue of the capsid protein VP1 of EV71 (VP1-145) controls virus tropis
m by changing the accessibility of VP1-244 to the sulfated N-terminus of PSGL-1, thus suggesting the invol
vement of VP1-145 in a PSGL-1-dependent viral replication and pathogenesis in EV71 infection.
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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、コクサッキ
ーウイルス A6 型(CVA6)および A16 型(CVA16)
とともに手足口病の主要な原因ウイルスで
ある。手足口病は、予後の良い、ありふれた
小児の熱性疾患であるが、EV71 による手足口
病流行時には、死亡例を含む重篤な中枢神経
合併症の頻度が高くなる。1990 年代後半以降、
マレーシア、台湾、中国、ベトナム、カンボ
ジア等の東アジア地域において、大規模な手
足口病流行にともなう小児の致死的 EV71 脳
炎が多発し、公衆衛生上大きな問題となって
いる。	 
	 我々は、ヒト白血球から、EV71 の機能的受
容体分子として P-selectin	 glycoprotein	 
ligand-1(PSGL-1)を同定した(Nishimura	 Y,	 
et	 al.	 Nature	 Medicine	 15:	 794-797,	 2009)。
PSGL-1 は、おもに白血球表面に発現するシア
ロムチンファミリー蛋白質で、セレクチンや
ケモカインとの相互作用を介して、初期炎症
反応で重要な役割を果す。いっぽう、山吉・
小池らは、RD 細胞に由来するゲノム DNA をマ
ウス細胞に導入することにより、PSGL-1 とは
異なる EV71 受容体として、human	 scavenger	 
receptor	 class	 B,	 member	 2（SCARB2）を同
定した(Yamayoshi	 S,	 et	 al.	 Nature	 Medicine	 
15:	 798-801,	 2009)。SCARB2 は、RD 細胞等
非白血球細胞における EV71 感染を規定する
機能的受容体であり、構造的にも機能的にも
まったく異なる 2種類の宿主受容体、PSGL-1
と SCARB2 を介する EV71 感染機構の存在が明
らかになった。培養細胞レベルにおける EV71
感染には、複数の異なる宿主受容体が関与す
ることが明らかとなったが、それぞれの受容
体の EV71 感染伝播における役割や病原性発
現への寄与については未解明であった。 	 
 
２．研究の目的 
 
	 EV71 は、手足口病の主要な原因ウイルスで
あるとともに、重篤な中枢神経合併症の流行
に関与することから、公衆衛生上の大きな問
題となっている。我々は、ヒト白血球から
EV71 特異的受容体 PSGL-1 を同定したが、
EV71-PSGL-1 相互作用の詳細は不明であった。
白血球等 PSGL-1 発現細胞は、炎症局所で発
現するセレクチンやケモカインとの相互作
用、それに続く炎症部位への接着・浸潤によ
り初期炎症反応において重要な機能を果た
すことから、PSGL-1 と各種セレクチンの構造
と機能の関連について多くの知見が得られ
ている。EV71 の PSGL-1 への結合部位や結合
様式が、セレクチンやケモカインと PSGL-1
との結合と類似した機構によるものかを解
析するため、マウス-ヒトキメラ PSGL-1 蛋白
質や変異導入 PSGL-1 分子を用いた解析によ
り、EV71 結合に関与する PSGL-1 アミノ酸の
特定を試みた。また、PSGL-1 翻訳後修飾がリ
ガンド結合に重要な役割を果すことから、

EV71 結合における PSGL-1 翻訳後修飾の役割
について解析した。	 
	 EV71 臨床分離株には、PSGL-1 結合性の明
らかに異なる株が存在することが明らかと
なっており、EV71 カプシド上の特定のアミノ
酸が、PSGL-1 結合性を規定することが示唆さ
れた。PSGL-1 結合性の異なる EV71 株のアミ
ノ酸配列の比較解析により、PSGL-1 結合に関
わる可能性のある EV71 カプシドアミノ酸を
推定し、EV71 に変異を導入することにより、
PSGL-1 結合に関わる EV71 カプシドアミノ酸
の特定を行った。PSGL-1 受容体との結合性を
規定する EV71 カプシド領域は、EV71 分離株
間で多様性を有し、PSGL-1 結合性の主要な決
定基である VP1-145 は、EV71 分子進化におい
て重要なアミノ酸部位として特定されてい
る。これらの知見は、EV71 カプシド可変領域
のアミノ酸変異と EV71 表現型、とくに EV71
による病原性発現との関連性の解明につな
がる重要な研究成果であることから、PSGL-1
結合性を含む様々な EV71 表現型と VP1-145
アミノ酸変異の関連について解析を行った。	 
 
３．研究の方法 
 
(1) EV71 結合に関与するヒト PSGL-1 領域の解析	 
	 

	 マウス-ヒトキメラ PSGL-1 蛋白質や一連の
変異導入 PSGL-1 蛋白質を作製し、EV71 粒子
との結合能を解析した。翻訳後修飾部位への
変異導入 PSGL-1 および翻訳後修飾阻害剤等
を用いて PSGL-1 の N 末端領域における翻訳
後修飾の EV71 結合への影響を解析した。	 
	 
(2) PSGL-1 結合を規定する EV71 カプシドア
ミノ酸の同定	 

	 
	 EV71 臨床分離株を用い、PSGL-1 受容体発
現細胞における PSGL-1 依存性ウイルス増殖
により、PSGL-1 結合株・非結合株を同定した。
PSGL-1 結合・非結合株のアミノ酸相同性解析
により、PSGL-1 結合性を規定するアミノ酸部
位を推定した。特定のアミノ酸変異を有する
一連の感染性クローン由来 EV71 株を作製し
PSGL-1 結合能を規定するカプシドアミノ酸
を同定した。既知の EV71 粒子構造をもとに
した立体構造シミュレーションにより
PSGL-1 結合性を規定するアミノ酸部位近傍
のウイルス粒子構造を詳細に解析し、PSGL-1
結合株への関与が示唆されたアミノ酸部位
に変異を導入した EV71 株を作製し PSGL-1 結
合能を解析した。	 

	 

(3) EV71カプシドアミノ酸変異とウイルス表
現型の解析	 
	 

	 PSGL-1 結合性を規定する EV71 カプシドア
ミノ酸として VP1-145 を同定し、EV71 臨床分
離株における VP1-145 の多様性を解析した。
EV71 型特異的中和活性を有するモノクロー



ナル抗体を用いて、EV71 中和エピトープの解
析を行った。	 
	 
４．研究成果	 
 
(1) EV71 結合に関与するヒト PSGL-1 領域の解析	 
	 

	 マウス-ヒトキメラ PSGL-1 蛋白質と EV71
粒子の結合能の解析により、EV71 はヒト
PSGL-1のN末端領域と結合することが示され
た。PSGL-1 の N 末端領域の O 型糖鎖修飾
(T-57)は、EV71 結合に関与しなかったが、N
末端領域におけるチロシン硫酸化(Y-48 およ
び Y-51)は、効率的な EV71 結合にとって重要
な役割を果していることが明らかとなった
(図 1)。ウイルス受容体のチロシン硫酸化が
ウイルス結合効率を規定する事例は、
HIV-1-CCR5 相互作用について報告されてお
り、本事例が２例目の報告となる。	 

	 
(2) PSGL-1 結合を規定する EV71 カプシドア
ミノ酸の同定	 

	 
	 EV71 臨床分離株を用い、PSGL-1 受容体発
現 Jurkat 細胞におけるウイルス増殖能およ
び抗 PSGL-1 抗体による EV71 増殖阻害の有無
により、PSGL-1 結合株・非結合株を同定した。
EV71 分離株は、分子系統学的遺伝子型
(genogroup/subgenogroup) と 関 係 な く 、
PSGL-1 結合株・非結合株に分類された(図 2)。	 
	 

カプシド領域のアミノ酸配列の相同性比較
により、カプシド VP1 領域の VP1-98 および
VP-145 が、PSGL-1 結合性を規定している可
能性が示唆された。VP1-98 および VP-145 に
変異を有する一連の感染性クローン由来
EV71 変異株を作製し、PSGL-1 結合性および
Jurkat 細胞における PSGL-1 依存性ウイルス
増殖を比較した。その結果、EV71 の PSGL-1
結合性は、カプシドアミノ酸 VP1-145 により
規定されることが明らかとなった。VP1-145
がグリシン(VP1-145G)またはグルタミン
(VP1-145Q)の EV71 株は PSGL-1 に結合したが、
グルタミン酸(VP1-145E)を有する EV71 株は
結合しなかった。EV71 結晶構造では、VP1-145
はウイルス粒子上の VP1-244 リシンと隣接し、
リシン側鎖の方向性に影響することが推測
された(図 3)。VP1-244 変異導入ウイルスの
解析により、VP1-145 のアミノ酸の種類がス
イッチとなり、VP1-244 リシン側鎖の向きを
変え、結果として、PSGL-1 の N 末端に存在す
る硫酸化チロシンと EV71 の結合性を制御す
ることが示唆された(図 3)。	 

	 

(3) EV71カプシドアミノ酸変異とウイルス表
現型の解析	 
	 

	 以上の結果より、PSGL-1 結合性を規定する
EV71カプシドアミノ酸としてVP1-145を同定
した。EV71 臨床分離株における VP1-145 アミ
ノ酸を解析したところ、VP1-145 は高度の多
様性を有する可変部位であり、VP1-145E の頻
度が高く、VP1-145G および VP1-145Q も比較
的多く認められた。PSGL-1 受容体特異性が異
なる臨床分離株の存在が示唆された。
VP1-145 は、EV71 分子進化において重要なア
ミノ酸であり、EV71 病原性発現に関与すると
の報告もある。	 
	 EV71 型特異的中和活性を有するモノクロ
ーナル抗体 MA28-7 は、VP1-145G を有する
EV71 分離株(PSGL-1 結合株)に対して特異的
中和活性を示した。EV71 と MA28-7 抗体の相
互作用を、クライオ電顕により解析したとこ
ろ、MA28-7 の Fab	 fragment は、EV71 粒子の
5 倍対称軸近傍に結合することが明らかとな
った。VP1-145 は、EV71 粒子表面の 5 倍対称
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PSGL-1へのEV71粒子の結合にはVP1-145のアミノ酸の種類が重要。VP1-145がVP1-244リジン塩基性側鎖の
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軸付近に位置し、近傍の positively	 charged
アミノ酸(VP1-98、VP1-242、VP1-244)ととも
に、受容体結合だけでなく、中和エピトープ
としても重要な役割を果たすことが示唆さ
れた。	 

	 

(4) 本研究の成果と今後の研究課題	 
	 
	 PSGL-1 受容体との結合性を規定する EV71
カプシド領域は、EV71 分離株間で多様性を有
し、とくに VP1-145 はウイルス分子進化上、
正の淘汰を受けるアミノ酸部位として報告
されている。本研究および我々の以前の研究
により、VP1-145等EV71カプシド可変領域は、
①PSGL-1 受容体特異性、②マウス感染モデル
における病原性、③中和抗原性エピトープ、
④培養細胞における適応変異・増殖伝播効率
等、様々なウイルス表現型に関与することが
明らかとなった。さらに、VP1-145 は、ヒト
おける病原性を規定する可能性のあるアミ
ノ酸部位としても注目されている。今後、
EV71 カプシドアミノ酸変異と、受容体特異
性・ウイルス抗原性・病原性発現等の関連性
に着目した研究が必要とされる。とくに、
VP1-145 に変異を有する EV71 バリアントの
in	 vivo における分子進化と受容体特異性の
関連、生体内での宿主反応に対応した EV71
適応変異、さらには、EV71 による(神経)病原
性発現機構の解明が期待される。	 
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