
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６０９

基盤研究(C)（一般）

2016～2013

運動神経細胞におけるエンテロウイルス感染複製機構のイメージング解析

Imaging analysis of Enterovirus-infected motoneurons

８０３１３０９７研究者番号：

大岡　静衣（OHKA, Seii）

公益財団法人東京都医学総合研究所・精神行動医学研究分野・主席研究員

研究期間：

２５４６０５８３

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：　エンテロウイルス71（EV71）がin vivoおよびin vitroで運動神経細胞を逆行性輸
送される系が存在することを示した。培養細胞ではEV71感染20分～30分後に脱殻が進行していた。脱殻の時期に
EV71はmannose-6-phosphate receptor（M6PR）およびRab9、lysosome-associated membrane glycoprotein 2
（LAMP2）陽性小胞に存在した。さらに、M6PRがEV71感染初期過程に重要であることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Enterovirus 71 (EV71) was retrogradely transported in axon of motorneuron in
 vivo and in vitro. In cultured cells, EV71 was uncoated from 20 to 30 minutes after the infection. 
The uncoating was observed at vesicles with mannose-6-phosphate receptor (M6PR), Rab9 and 
lysosome-associated membrane glycoprotein 2 (LAMP2). Furthermore, knockdown experiments showed that 
M6PR was important for early stage of EV71 infection.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 ポリオウイルス（PV）は小児まひ、エンテ
ロウイルス 71（EV71）は手足口病の原因ウイ
ルスで、いずれも運動神経細胞（MN）向性で
ある。エンテロウイルスは、エンベロープを
持たず、キャプシドにゲノムが包まれたプラ
ス鎖１本鎖の RNA ウイルスである。経口で侵
入し、血中に入りウイルス血症を引き起こし
た後、血液脳関門を透過して中枢神経系内へ
侵入し、MN 選択的に感染し脱落させ、麻痺を
生じさせるのが主な感染経路と考えられて
いる。ヒトにおいて両ウイルスはよく似た運
動神経症状を示す。より研究が進んでいる PV
では、骨格筋へ投射しているMNを経由して、
骨格筋から直接中枢神経系へウイルスが侵
入する神経経路がヒトで存在することが知
られている。EV71 にも神経経路の存在が予想
される結果が得られたとの報告が Wong KT 教
授らにより、2012 年 8月に行われた国際会議
（ Symposium “ Current Progress in 
Enterovirus 71 Research in The 
Asia-Pacific Region”）であった。 
 PV の受容体はヒト PV 受容体（hPVR/CD155）
である。一般にマウスは PV 非感受性である
けれども、hPVR を発現させた hPVR-トランス
ジェニック（Tg）マウスは PV 感受性を獲得
したことから、PVR が PV の種特異性を決定し
ていることが明らかになっている。この
hPVR-TgマウスにおいてもPVの神経経路が存
在している。この神経経路において、PVがシ
ナプスから hPVR によってエンドサイトーシ
スされ、hPVR 含有小胞に内包されて逆行性軸
索輸送されることを代表者らは明らかにし
た（Ohka S, et al., Virology, 1998; Ohka 
S, et al., J. Virol., 2004）。したがって、
MN では、エンドサイトーシスによりウイルス
粒子が細胞内部へ取り込まれた後、エンドソ
ームとして細胞体へ輸送され、細胞体でウイ
ルス粒子の構造変化が起こり、ウイルスゲノ
ムが粒子から放出され脱殻すると考えられ
る。また、軸索内部で PV は hPVR と共存して
いるため脱殻が進行してもおかしくない状
況下にもかかわらず、感染性を維持したまま
細胞体へ到達していることも示した（Ohka S, 
et al., Virology, 1998）。 
 非極性細胞であるヒト子宮頸がん細胞由
来 HeLa 細胞における PV 脱殻については、細
胞表面に存在する hPVRにPV粒子が結合して
エンドサイトーシスされた後、速やかにウイ
ルス粒子の構造変化が起こり、粒子内部にあ
るウイルスゲノムが細胞質内へ放出され、細
胞質内でウイルス複製が開始されると考え
られている。一方、極性細胞である神経細胞
においては、脱殻に至る過程について代表者
らが明らかにした以上のことは解明されて
いない。 
 このように、先行している PV についてで
すら、最終ターゲットとして重要な MN での
PV 感染過程が、依然として未解明のままであ
る。EV71 については、神経経路の存在や MN

内での挙動が未だ解明されてはおらず、現在
非極性細胞で感染初期過程の解析を行って
いる段階である。代表者は EV71 が EV71 受容
体である Scavenger receptor B2（SCARB2）
発現細胞で効率よくエンドサイトーシスさ
れることを、また、山吉らは SCARB2 が酸性
下で EV71 の構造変化を効率よく引き起こす
ことも発見した。SCARB2 発現 Tg マウスが樹
立され、神経病原性も確認されたことから、
この Tg マウスを用い、MN での EV71 感染伝
播・複製機構を解析できる。MN における両ウ
イルスの取り込みから脱殻・複製に至る過程
を解明することは、両ウイルスの MN 内複製
機構を理解するために非常に重要なだけで
はなく、最終ターゲットでの複製に至るウイ
ルスの伝播機構解明にも繋がる。 
 従来の細胞培養系における感染実験では、
細胞体側とシナプス側を分離培養できなか
ったため、両方にウイルスを感染させるしか
なかった。より in vivo を反映した結果を得
るためには、in vivo で見られるシナプス側
からのみの感染を初代 MN 系で再現すること
が 必 須 で あ る 。 代 表 者 ら は 、
Polydimethylsiloxane（PDMS）デバイスを用
い、初代 MN を細胞体側とシナプス側に分離
して培養する系の確立に既に成功した。代表
者らは、この系において、細胞体側からの PV
感染による細胞変性効果発現効率の方がシ
ナプス側よりも高く、細胞体側とシナプス側
では PV 感受性あるいは感染様式が異なって
いる可能性を示した。したがって、従来の細
胞培養系感染実験では、主に細胞体からの感
染現象を観察してきた可能性が高い。実際の
生体内では、シナプス側からの感染が主であ
ると考えられることから、これまでの観察結
果は実態を反映していない可能性が高く、今
後は分離培養下での感染実験が必須である
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
PV、EV71 の最終ターゲットである運動神経
細胞でのウイルス感染複製機構の解明は、非
常に重要である。PV は、骨格筋へ投射してい
る運動神経シナプスから取り込まれ逆行性
軸索輸送され直接中枢神経系へ侵入するこ
とから、代表者らは運動神経における PV 感
染モデルを確立し in vivo の研究を行ってき
た。また、in vivo での感染伝播時同様に、
運動神経初代細胞シナプス側からのみウイ
ルスを感染させる培養系を、分離培養デバイ
スを利用し確立した。そこで、これらの系を
用い、どのように PV、EV71 が軸索輸送され
脱殻の場へ到達し、脱殻・複製するのか、を
明らかにし、運動神経細胞での PV、EV71 感
染・複製機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
PV 粒子キャプシドとゲノムの蛍光標識方
法を確立・最適化し、PV のキャプシドとゲノ
ムを初代運動神経細胞内でリアルタイム観



察した。分離培養チャンバーを用いた初代運
動神経細胞への軸索末端側からのみ、または
細胞体側からのみの PV・EV71 感染を行い、
逆行性輸送が特異的に行われているかを、ウ
イルス力価測定・免疫細胞染色により検討し
た。EV71 受容体 SCARB2 発現・非発現マウス
の in vivo 坐骨神経経路での EV71 取り込み・
軸索輸送機構を解析した。また、SCARB2 高発
現ヒト胎児横紋筋肉腫（RD）細胞における、
EV71 感染初期過程を、光感受性 EV71 感染、
in situ 免疫細胞染色、免疫細胞染色、透過
電子顕微鏡観察、免疫電子顕微鏡観察により
検討した。また、EV71 感染初期過程に関連が
予想される分子のノックダウン(KD) RD 細胞
での EV71 感染効率を検討した。 
 
４．研究成果 
PV のキャプシドとゲノムを両方標識した
ウイルスの作製に成功し、蛍光顕微鏡下、初
代運動神経細胞の軸索内で逆行性輸送を観
察した。PV のキャプシドとゲノムは両方が同
一小胞内で逆行性輸送されており、ゲノムの
みが輸送されている小胞は観察出来なかっ
たことから、PV の神経経路では粒子として逆
行性輸送されたものが細胞体に到達し複製
に寄与すると考えられる。 
EV71 受容体発現マウスに EV71 を下腿背側
に筋注後、投与後 3日目に半数以上の脊髄内
からウイルスが検出された。さらに、坐骨神
経切断後に EV71 を下腿背側に筋注したとこ
ろ、投与 3日目に脊髄内からウイルスが検出
されるマウスはいなかった。したがって、坐
骨神経経由で脊髄内へウイルスが到達し複
製を開始する経路がある可能性が示された。
分離培養チャンバーで培養した SCARB2 発現
運動神経初代細胞に EV71 を軸索末端側から
感染させたところ、経時的に細胞体で複製し
たウイルスが検出されるようになったのに
対し、細胞体から感染させたところ、軸索末
端側にはウイルスが検出されるようになら
なかったことから、EV71 は軸索内を逆行性輸
送されていることを明らかにした。 
培養細胞において EV71 の脱殻機構を解析
した。光感受性 EV71 の作製系を確立し、作
製した光感受性 EV71 を用いて、感染後いつ
脱殻が行われるかを検討した。その結果、感
染 10 分後には脱殻しておらず、感染 20 分後
には脱殻が進行しており、感染 40 分後には
脱殻完了していた。In situ 免疫細胞染色の
結果からは、感染 10 分後には脱殻しておら
ず、感染20分後からわずかに脱殻が始まり、
感染30分後にはかなり脱殻が進行していた。
脱殻の時期にどの細胞内小器官に局在して
いるかを免疫細胞染色で検討したところ、感
染 20～30 分後には late endosome マーカー
で あ る mannnose-6-phosphate receptor
（M6PR）および Rab9、lysosome-associated 
membrane glycoprotein 2（LAMP2）と共局在
し、感染 40 分後には Rab9、LAMP2 と共局在
していた。以上の結果から、脱殻の時期には

late endosome か、late endosome からオー
トファゴソーム系に入ったamphisomeに存在
することが判明した。透過電子顕微鏡観察で
も、感染 20 分後には late endosome 中に、
感染 30 分後には autophagosome 隔離膜内部
に EV71 様粒子が確認できた。EV71 感染初期
に関与すると考えられるオートファジー経
路の阻害剤 3-メチルアデニン（3-MA）存在下、
EV71 の細胞内局在を検討したところ、感染
40 分後でも LAMP2 とは共局在せず、EV71 は
late endosome に留まることがわかった。 
EV71 感染初期過程に関連が予想される
RAB5 、 RAB7 、 RAB9 、 Cation-dependent 
Mannose-6-phosphate Receptor(M6PR) 、
Insulin-like Growth Factor 2 
Receptor(IGF2R)、Clathrin の siRNA を用い
たノックダウン(KD)細胞における EV71 感染
効率を検討した。その結果、M6PR と IGF2R の
KD 細胞での EV71 感染効率が有意に減少し、
これらの分子が EV71 感染初期過程に重要で
あることが示唆された。M6PR と IGF2R の KD
細胞で EV71感染効率が有意に減少したのは、
M6PR と IGF2R は細胞内で EV71 の脱殻を促進
し abortive infection を抑制するが、M6PR
や IGF2R の存在量が低下すると、EV71 の脱殻
が抑制され abortive infection が促進され
るためである可能性が考えられる。 
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