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研究成果の概要（和文）：急性弛緩性脊髄炎 (AFM) は、健康な小児に永続的な弛緩性麻痺を来すことが問題と
なっている。AFMの原因の一つとしてエンテロウイルスD68 (EV-D68)が想定されているが、病態は十分にわかっ
ていない。本研究では主に以下の２点の成果が得られた。
１）AFM患者において、脳脊髄液中の炎症性サイトカインであるインターフェロンγ (IFN-γ)とインターロイキ
ン6 (IL-6) が急性期に著明に上昇していることを発見した。２）遠隔期の神経移行術時に、末梢神経の病理学
的解析を行い、神経の萎縮性変化、EV-D68陽性所見を認めた。
また、並行してマウスモデルを用いた解析の準備を進めている。

研究成果の概要（英文）：Acute flaccid myelitis (AFM) is a recent issue that causes permanent flaccid
 paralysis in healthy children. Although enterovirus D68 (EV-D68) is assumed as one of the causes of
 AFM, the pathophysiology is not fully understood. The following two main results were obtained in 
this study.
1) We found that the inflammatory cytokines, interferon-gamma (IFN-γ) and interleukin 6 (IL-6), in 
cerebrospinal fluid were markedly elevated in the acute phase. 2) Pathological analysis of 
peripheral nerves was performed during nerve transfer surgery, and atrophic changes in nerves and 
EV-D68 positive findings were observed, which will be confirmed in several ways.
Also, in parallel, we are preparing for analysis using a mouse model.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトでは脳脊髄液からEV-D68が検出されない。そのため、本病態がウイルスの脊髄への直接感染によるものか、
二次的な免疫反応による神経障害なのかが不明であった。脳脊髄液のIFN-γ上昇を認めたことは、ウイルスによ
る直接感染を示唆する。したがって、急性期において過度な免疫抑制療法はマイナスに働く可能性がある。ま
た、長期にわたって神経にEV-D68が感染することは過去に知られていないため、他の手法も含めて慎重に判断さ
れるべきである。持続感染によって神経回復が妨げられているかどうかは現時点で明らかでないものの、抗ウイ
ルス薬の治療適応は急性期だけではない可能性もあり、開発が望まれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 2015 年に本邦で原因不明の急性弛緩性脊髄炎（AFM）症例が多数報告され、一部の症例の
咽頭からエンテロウイルス D68（EV-D68）が検出された。急性発症の弛緩性麻痺を来し、高
率に麻痺が残存することが大きな問題となっている。しかし、本疾患の病態は十分解明されて
おらず、治療法も確立していない。AFM は多くが髄液細胞増多を伴っており、主に脊髄前角
細胞から運動神経軸索障害を来すと考えられている。EV-D68 が原因の候補として想定され、
動物実験でも EV-D68 感染による麻痺の再現が報告されているものの、ヒトでは脳脊髄液から
EV-D68 の感染が直接証明されず、病理組織学的検討が困難であったことから、詳細な病態が
不明である。 
 共同研究施設の小郡第一総合病院（山口市）では、AFM 罹患後の神経移行術を多数行って
おり、全国の施設から手術の依頼がある。手術の際に障害神経の一部が摘出されるため、これ
を用いた病理学的、ウイルス学的解析を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、脳脊髄液や神経組織を用いた解析により、AFM の病態解明と治療法確立を目
指す。特に AFM とウイルスとの因果関係や、ウイルスによる直接的な脊髄障害なのか免疫反
応による二次的な神経障害なのかを明らかにする。また並行して、in vitro/in vivo 実験を行い、
発症の条件や重症度に関わる因子について解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）AFM 患者由来の急性期血清および脳脊髄液を−80℃で保存し、炎症性サイトカイン解析
を行った。解析は cytometric bead array (CBA) 法を用いて、インターロイキン-6 (IL-6)、IL-10、
IL-2、IL-4、腫瘍壊死因子 (TNF)、インターフェロン-γ (IFN-γ)を測定した。 
 
（２）倫理審査委員会承認後、小郡第一総合病院で手術を行う患者家族から同意を得て、神経
移行術時に摘出される神経を保存し、病理学的、ウイルス学的検討を行った。正常側神経を病
変側へ移行する際に摘除される神経断端の一部を凍結およびホルマリン固定により保存した。
ホルマリン固定組織をパラフィン包埋し、切片を作成した。ヘマトキシリンエオジン染色、ボ
ディアン染色、クリューバーバレラ染色を行った。また、ウイルス抗体（抗 EV-D68 VP1 抗体）
を用いて蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡による免疫組織化学的検討を行った。対照と
して RD-A 細胞を用い、EV-D68（2015 年分離株）感染細胞を陽性コントロール、非感染細胞
を陰性コントロールとした。凍結組織の一部からウイルス PCR 用に RNA を抽出した。 
 
（３）山口大学生命科学実験施設へマウスを用いた in vivo 実験の申請を行い、EV-D68 感染マ
ウスの麻痺発症条件について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）急性期に咽頭から EV-D68 が
検出された 2018 年発症 AFM 患者に
おいて、脳脊髄液中の炎症性サイト
カインを解析した。脳脊髄液の細胞
増多、末梢神経伝導速度で初期に F
波の消失、のちに M波の振幅低下を
認め、MRI では脊髄腫大（図１A）、
脊髄前角の異常信号（図１B）、およ
び馬尾の造影効果（図１C）を認め、
AFM として矛盾しない所見だった。
急性期の血清では炎症性サイトカ
インに大きな変化は認めなかった
が、一方で脳脊髄液では IL-6 と
IFN-γが著明に上昇していること
がわかった（表１）。過去の報告と
同様、EV-D68 は脳脊髄液では検出さ
れていない。IFN-γはウイルス感染
時における宿主防御に重要な役割
を果たしており、中枢神経系への直
接的なウイルス侵襲時に上昇する。           図１ MRI 所見 
AFM は EV-D68 が直接神経へ感染する 
ことで生じることが示唆された。こ 
のことは急性期において、免疫反応を抑制する治療を行うかどうかに関わる重要な所見である。 
 
 
 



表１ 急性期血清および脳脊髄液中の炎症性サイトカイン解析 
 IL-6 

(pg/ml) 
IL-10 
(pg/ml) 

IFN-γ 
(pg/ml) 

TNF 
(pg/ml) 

IL-2 
(pg/ml) 

IL-4 
(pg/ml) 

血清 5.8 10.5 <7.1 <2.8 <2.6 3.4 

(正常値) (<9.5) (<6.8) (<21.1) (<3.9) (<3.9) (<3.8) 

脳脊髄液 1043.0 11.4 165.7 <2.8 3.1 <2.6 

(正常値) (<6.2) (<2.8) (<7.1) (<3.5) (<2.6) (<6.6) 

 
 
（２）遠隔期に神経移行術を行った AFM 患
者について、手術時に得られた末梢神経の
病理学的解析、ウイルス検出を試みた。手
術症例は報告書作成時点で 9例（年齢 1〜7
歳、中央値 4歳、男児 6例、女児 3例）だ
った。神経検体が小さく、保存に十分なサ
イズがない場合は、ホルマリン検体か凍結
検体のどちらかの保存を行った。病変神経
側はホルマリン固定 6 例、凍結検体 5 例、
正常神経側はホルマリン固定 6例、凍結検
体 5 例だった。うち、5 例のホルマリン検
体について一般染色および免疫組織化学
の検討を行った。 
 ①対照 
 EV-D68 感染 RD-A 細胞（陽性コントロー
ル、感染後 2日）および EV-D68 非感染 RD-A
細胞（陰性コントロール）の蛍光顕微鏡を
用いた免疫組織化学の結果を示す（図２）。
陰性コントロールでは核のみ染色され、     図２ 培養細胞の陽性・陰性コントロール 
ウイルスは染色されないが、陽性コントロ
ールではウイルスが検出されることを確
認した。 
 ②神経組織 
 ヘマトキシリンエオジン染色等では、神
経束内での神経の萎縮性変化、軸索の脱落、
脱髄所見が示唆された。蛍光免疫染色では、
病変側神経組織の一部に EV-D68 陽性所見
を認めた。共焦点レーザー顕微鏡所見を示
す（図３）。ウイルスの局在について検討
中である。長期にわたって神経に EV-D68
が感染することは過去に知られていない
ため、他の手法も含めて慎重に判断される
べきである。現在、PCR でも神経組織から    
EV-D68 が検出されるか検討予定である。     図３ 病変側神経組織の免疫染色 
 
（３）マウスモデルを用いた in vivo 実験       
については現時点で公表できる結果が得ら 
れていない。   
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