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研究成果の概要（和文）： 

エンテロウイルス７１(EV71)はコクサッキーウイルス A16 と共に手足口病の主要な原因ウイ

ルスである。EV71 による手足口病は稀に重篤な神経合併症を生ずる。我々はスカベンジャー

レセプターB２(SCARB2)が EV71 の受容体の一つであることを明らかにした。SCARB2 は試

験した全ての EV71 臨床分離株の受容体として機能した。さらに同じく手足口病を引き起こす

CVA16, CVA14 も SCARB2 依存的な感染をする。また我々はウイルス結合や感染成立に必須

の６４アミノ酸からなる SCARB2 の領域を同定した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Enterovirus 71 (EV71) is a major causative agent of hand-foot-mouth disease (HFMD) 

together with Coxsackievirus A16. HFMD caused by EV71 is sometimes involved with 

severe neurological diseases. We have identified Scavenger receptor B2 (SCARB2) as a 

cellular receptor for enterovirus 71. SCARB2 serves as receptor for all clinical isolates of 

EV71 tested. In addition, clinical isolates of CVA16 and CVA14, both of which cause HFMD, 

are also able to infect in a SCARB2-dependent pathway. We also identified that the 64 amino 

acid region in the human SCARB2 is essential for binding to EV71 and establishment of 

infection.  
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１．研究開始当初の背景 

EV71 はピコルナウイルス科エンテロウイル
ス属に属するウイルスでコクサッキ−ウイル
ス A16 などと共に手足口病の主要な原因と
なるウイルスである。EV71 による手足口病
は稀に重篤な脳炎やポリオ様マヒを合併す
ることが知られている。近年アジア諸国で重
篤な神経合併症を伴う EV71 の流行が報告さ
れており、疫学的に重要なウイルスである。
ウイルスとしてはポリオウイルスと近縁で
あるが、なぜ EV71 は強い神経病原性を有す
るのかは明確ではなかった。特に感染細胞の
特異性を決定するウイルス受容体に関する
報告はなく、その解明が必要であった。 

 

２．研究の目的 

EV71 受容体を同定し、EV71 の感染初期過
程を明らかにする。またウイルス受容体の同
定によって EV71 感染細胞の特異性を明らか
にし、EV71 の神経向性の分子基盤を明らか
にする。EV71 を発現するマウスモデルを作
製する基礎とする。 

 

３．研究の方法 

（１）EV71 受容体の同定 

①EV71 感受性形質転換細胞株の樹立 

L929は EV71にほとんど感受性を持たない。
しかし、ウイルス RNA を細胞内にトランス
フェクションすると１サイクル限りのウイ
ルス粒子の産生は起こる。したがってこの細
胞はウイルスの侵入や脱殻などのウイルス
感染の初期過程が起こらないが、その後の複
製過程には問題がないことがわかった。この
細胞にヒト RD-A 細胞の染色体 DNA をトラ
ンスフェクションし、ウイルス感受性となっ
た形質転換細胞株Ltr051とLtr246細胞を樹
立した。 

②形質転換細胞株内に存在するヒト由来
DNA の同定 

Ltr051 細胞、Ltr246 細胞に存在するヒト由
来 DNA を同定するために形質転換細胞
Ltr051 細胞ともとの L929 細胞から RNA を
調整し、Whole Human Genome Microarray kit 
4x44K (Agilent)を用いて Ltr051 細胞に発
現があり、L929 細胞に発現のない遺伝子の
同定を試みた。複数の遺伝子候補が見いだ
されたが、それらの候補遺伝子が実際に
Ltr051細胞DNAに導入されているかPCR法
で調べ、１つの遺伝子が導入されている事
を確認した。 
③SCARB2 が EV71 受容体であることの確
認 

ヒト SCARB2 全長 cDNA をマウス L929 細
胞で発現させ、細胞がウイルス感受性を獲得
するか否か確認した。また EV71 粒子と
SCARB2 が直接結合することをプルダウン
アッセイによって確認した。 

 

（２）SCARB2 の EV71 受容体としての役割
の解析 

①ウイルス受容体の特異性 

L929細胞に恒常的に SCARB2を発現する細
胞 L-SCARB2 を樹立し、EV71 以外の A 群
エンテロウイルスの臨床分離株を用いて、こ
れらのウイルスが SCARB2 を利用して感染
するか否かを検討した。 

②SCARB2 のヒト組織での発現分布 

抗ヒト SCARB2 抗体を用いたウエスタンブ
ロッティングにより、SCARB2 のヒト体内で
の発現分布を検討した。 

（３）SCARB2 の機能ドメインの検索 

①ヒト SCARB2 とマウスの SCARB2 のキメ
ラ分子を作製してマウス L929 細胞で発現さ
せ、ウイルスとの結合やウイルス感染に重要
な役割を果たす機能ドメインを解析した。 

 
４．研究成果 
 
（１）EV71 受容体の同定 

①EV71 感受性形質転換細胞株の樹立 

マウス L929 細胞にヒト RD-A 細胞の染色体
DNA をトランスフェクションし、約 70,000 の
形質転換細胞株のプールに GFP を発現する
EV71 を感染させ、ウイルス感受性を示した細
胞株をスクリーニングした。その結果 2 つの
細胞株 Ltr051 と Ltr246 細胞を樹立した（図
１）。 

 

図１ ウイルス感受性形質転換細胞株の樹
立 

 

 

②形質転換細胞株内に存在するヒト由来
DNA の同定 

当初Ltr051細胞とLtr246細胞は同一の遺伝
子によって形質転換されたと考えていたの
で、両者に共通して存在するヒト由来 DNA

を探したが、共通に存在している遺伝子はな
かったため、両者は別々の遺伝子によってウ
イルス感受性を獲得したと推論した。そこで
ウイルス受容体は膜タンパク質であると予
測されたので、Ltr051 細胞に存在すると予測



 

 

された遺伝子のうち、SOSUI プログラムに
よって膜タンパク質を選別した。上位からそ
の遺伝子特異的な PCR プライマーを設計し
て Ltr051 細胞 DNA に対して PCR を行い、
遺伝子が存在しているか否かを確認した。
Ltr246 細胞についても同様の操作を行った。
その結果Ltr051細胞については SCARB2が、
Ltr246 細胞については CCL2、BCDIN3 が
それぞれ存在していることが明らかになっ
た。 

 

③SCARB2 が EV71 受容体であることの確
認 

ヒト SCARB2、CCL2、BCDIN3 全長 cDNA

をマウス L929 細胞で発現させ、細胞がウイ
ルス感受性を獲得するか否か確認した。その
結果 SCARB2 を発現している細胞は EV71

に関して感受性を示し、RD 細胞と同等のウ
イルス増殖性が観察された（図２）。CCL2、
BCDIN3 発現細胞ではウイルス感受性は確
認されなかった。 

 

図２ SCARB2 発現細胞でのウイルス増殖 
 
さら感染は抗 SCARB2 抗体により阻害された
（図３）。 
 

 
図３ 抗 SCARB2 抗体による EV71 感染の阻害 
 
 

IgG-Fc 部分と SCARB2 の細胞外ドメインを融
合したタンパクと EV71 粒子のプルダウンア
ッセイによって、ウイルスと SCARB2 が直接
結合することが確認された（図４）。 
 

図４ SCARB2-Fc タンパクによるいウイルス
粒子のプルダウン 
 
これらの事により Ltr051 細胞に EV71 感受性
を与えた人由来の DNA は SCARB2 遺伝子であ
ることが判明した。この遺伝子単独で L細胞
にウイルス感受性を付与し、なおかつ SCARB2
は EV71 と直接結合する。 
 Ltr246 細胞を感受性にした遺伝子はいま
だ判明していない。 
  
 L-SCARB2細胞に様々なEV71臨床分離株を感
染させ、ウイルス感染が成立するか否かを検
討した。142 株をテストし全ての株が感染し、
この受容体は EV71 であれば株に依らず感染
を成立させることが明らかになった。 
 
（２）SCARB2 の EV71 受容体としての役割
の解析 

①ウイルス受容体の特異性 

L-SCARB2 に EV71 以外の A 群 エンテロウ
イルスを感染させた(表１) 

ウイルス CPE 陽性数／サンプル数 

CVA2 0/10 

CVA3 0/5 

CVA4 0/11 

CVA5 0/2 

CVA6 0/7 

CVA8 0/3 

CVA10 0/10 

CVA12 0/9 

CVA14 16/17 

CVA16 27/27 

表１ L-SCARB2 細胞の CVA 分離株に対す
る感受性試験 

 

CVA14, CVA16 は SCARB2 を介して感染す
ることができることが判明した。これらのウ
イルスは系統樹上でも EV71 の近くに位置し、
手足口病を引き起こすことが知られている。
したがって SCARB2 は EV71 だけの受容体
ではなく、これらの手足口病を起こすウイル
スの共通の受容体であると考えられる。 



 

 

 

②SCARB2 のヒト組織での発現分布 

 抗ヒト SCARB2 抗体を用いたウエスタン
ブロッティングにより、SCARB2 のヒト体内
での発現分布を検討した結果、SCARB2 はど
の組織においても発現が見られた。このこと
から SCARB2 の発現分布が単独でウイルス
の標的組織を決定しているとは考えられず、
SCARB2 発現はウイルス感染の必要条件と
なっていると考えられる。 

 神経組織での発現を調べると全ての神経
細胞に SCARB2の発現は見られたことから、
神経細胞への感染も SCARB2 を介している
ことが示唆された。 

 

 

（３）SCARB2 の機能ドメインの検索 

①ヒト SCARB2 とマウスの SCARB2 のキメ
ラ分子を作製してマウス L929 細胞で発現さ
せ、ウイルスとの結合やウイルス感染に重要
な役割を果たす機能ドメインを解析した。
SCARB2 遺伝子は１２個のエクソンにコー
ドされているので、エクソン単位でヒトとマ
ウスを入れ替えた多くのキメラを作製した
が、図５に示したようにエクソン４の部分を
ヒトからマウス、あるいはマウスからヒトへ
と置換するとウイルス感受性が変化した。従
ってこの部分のアミノ酸がウイルス感染成
立に重要であることが判明した。 

 

 
図５ ヒトーマウスキメラ SCARB2 のウイル
ス感受性 
 
 
 またこれらのキメラを発現する細胞表面
に結合するウイルスを検出する方法でキメ
ラ受容体がウイルスと結合するか否か検討
したところ、エクソン４部分をヒト配列にし
た受容体はウイルスと結合することが示さ
れた。 
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