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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るが、時に中枢神経合併症
を起こすことが知られている。その理由として伝播の過程で強毒変異を起こしていることが考えられる。我々は
臨床分離株とEV71感受性Scavenger receptor B2-トランスジェニックマウスを用いて、病原性の解析を行った。
ウイルスは流行ごとに異なった病原性の程度を示し、変異の導入による病原性の変動が示唆された。強毒株と弱
毒株の組換え体ウイルスを作製して、5’-UTRの変異が病原性の変化に重要な役割を担っていることが判明し
た。

研究成果の概要（英文）：EV71, a causative agent of hand, foot and mouth disease, sometimes causes 
central nervous system complications. The reason for this is that it undergoes a virulent mutation 
during transmission. We analyzed the pathogenicity of the viruses using clinical isolates and 
EV71-susceptible Scavenger receptor B2 transgenic mice. The viruses showed different degrees of 
virulence in different epidemics, suggesting the fluctuation of the virulence by introduced 
mutations. We generated recombinant viruses of both virulent and avirulent strains and found that 
mutations in the 5'-UTR played an important role in determining the virulence.

研究分野：ウイルス学

キーワード： エンテロウイルス７１　病原性　神経病原性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスは生態系の中で塩基置換や相同組換えを繰り返し、重篤な感染症の原因ウイルスとして変化（進化）し
ていくと考えられ、EV71もそのモデルの一つと考えられる。その過程の解明はウイルス学の概念上重要で一般化
して考える意義が十分にある。さらに、その解明は新興・再興感染症出現のメカニズムを解明することにつなが
り、社会にいち早く注意喚起情報を発出することができ、社会的な貢献も大きい。

※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) や コ ク サ ッ キ − ウ イ ル ス
A16(CVA16)などピコルナウイルス科エンテロウイルス属
species A(EV-A)に属する⼀群のウイルスは⼿⾜⼝病の主な
原因ウイルスである。⼿⾜⼝病は予後の良好な疾患であるが、
EV71 感染の場合には、髄膜炎等の中枢神経症状、稀に急性脳
炎、急性弛緩性マヒなどの重篤な中枢神経系合併症が⾒られ
ることがある。EV71 は点塩基置換や近縁の EV-A 間の相同
組換えにより、ダイナミックな変異を繰り返しながら、新た
な genogroup, subgenogroup 或いは clade の出現や消失を繰り返していることが知られている。
従って EV71 変異によって神経病原性の⾼い EV71 の⼀群が出現した場合に重症例を多く伴う
流⾏が起こっている可能性が考えられた（図１）。 
これらの状況を踏まえ、①点塩基置換や EV-A 間の相同組換えによって⽣ずる変異で重症化に関
連する変異があるのか？②これらの変異の出現は重症化が多発する地域や時期と関連がある
か？などを明らかにする必要があった。しかしながら、適切な動物モデルがなかったことから正
確な解析が困難であった。そこで、我々は種特異性を決定しているウイルス受容体、ヒト
Scavenger receptor B2(SCARB2)を同定し(1)、これを発現するトランスジェニック(tg)マウスを
作製した(2)。SCARB2tg マウスによってウイルスの病原性の程度を定量的に評価することがは
じめて可能となった。そこでウイルスの時間的、地理的に伝播していく際の毒⼒の変異の有無、
毒⼒の変化を決定している塩基置換などの同定を⾏う準備が整った。 
 
2. 研究の⽬的 
EV71 の伝播に伴い強毒化或いは弱毒化する時間的、地理的なウイルスの動態を解明すること、
毒⼒を規定するウイルス側遺伝情報の解明を本研究の⽬的とする。これまでに研究分担者等が
⻑年にわたって分離してきたウイルス株等と SCARB2tg マウスを利⽤することによって EV71 
病原性に関わるウイルス側要因の詳細な解明を試みる。 
 
3. 研究の⽅法 
(1) ウイルスサンプル 
⼿⾜⼝病などと診断された患者検体から仙台ウイルスセンター、⼭形県衛⽣研究所で分離され
た EV71 株並びにベトナムハノイ国⽴⼩児病院で分離された EV71 株を⽤いた。国内で分離さ
れた株の患者は⼿⾜⼝病、ヘルパンギーナ、上気道炎などと診断された患者である。ハノイ国⽴
⼩児病院で分離された患者はベトナムの診断基準によって分類され、⼿⾜⼝病（グレード１）の
患者とミオクローヌスなど中枢神経症状が観察された患者（グレード２以上）が存在する。最終



的に国内分離株として subgenogroup B5 並びに C4 に属する株をそれぞれ 11、21 株、ベトナム
株として 19、8 株を実験に⽤いた。 
(2) 塩基配列の解析 
次世代シークエンサーMiSeq によりウイルスゲノム RNA の配列を決定した。配列のデータから
分⼦系統樹を作成するなどして、genogroup, subgenogroup, clade などの群に分類しウイルス株
の時間的あるいは地理的な流⾏の動態を調べた。 
(3) 病原性の解析 
1 ウイルス株について SCARB2 tg マウス 10 頭を⽤い、5x105 TCID50 のウイルスを腹腔内接種
し、2 週間⿇痺などの神経症状と体重変化を観察し、死亡率によってここのウイルスの毒⼒の指
標とした。病原性を決定する実験においては、はじめの実験で毒⼒が⾼いものと低いものを代表
として選抜し、それぞれの株の cDNA を⽤いて組換え体を作製し、その病原性を実測すること
により、毒⼒に変異を与えるゲノム領域の同定などについて解析を⾏った。 

 
4. 研究成果 
(1) 株の選抜⽅法とウイルス調製⽅法の改良 
臨床分離株を RD 細胞で培養するとカプシドタン
パク質 VP１の 145 番の Glu(E)が Gly(G)もしくは
Gln(Q)に変異し弱毒化してしまう。VP1-145G/Q
変異株は attachment receptor であるヘパラン硫酸
（HS）に結合可能なため培養細胞においてはもと
の E 株と⽐較して数百倍感染効率が⾼くなる。とこ
ろが動物の体内では HS に吸着された変異株は感染成⽴することができず体内伝播ができずに
弱毒化する(3, 4)。そこで我々は G, Q への変異が起きない培養⽅法として HS ⽣合成経路の
EXT1 破壊と SCARB2 の強制発現を⾏なった。RD-ΔEXT1+hSCARB2 細胞株は VP1-145E 株
の変異は最⼩限に抑制することができ、病原性を変化させることがなく実験に供することがで
きる。変異株含有率の⾼い株はウイルス遺伝⼦をクローニングし感染性 cDNA 由来の混⼊のほ
とんどないウイルス株を使うことにしてデータの揺らぎを防ぐことができた。 
(2) ベトナム株の解析 
ベトナムハノイにおいて 2015-2016 に流⾏したウイル
ス株を調べた(5)。127 株ののうち 117 株(92.1%)は
subgenogroup B5 に属し、10 株 (7.9%)は subgenogroup 
C4 に属した。このことはこの時期にハノイでは異なっ
た２種類の subgenogroup に属するウイルスが同時に流⾏していたことになる。これらのウイル
スに感染した患者の臨床症状を⽐較すると C４株に感染した患者の重症度が有意に⾼かった（表
１）。subgenogroup B5 の属する 19 株と C4 に属する 8 株を SCARB2 tg マウスを⽤いてこれら
の株の病原性を詳細に解析した。B５群では死亡率は 0-75%であったが、C4 群では 60-100%で



あり、C4 株の病原性は B5 株と⽐較して有意に⾼いと結論された（図 3A）。また C4 に属する
10 株のうち 2 株については 3D 遺伝⼦の部
分が CVA8 との組換え体ウイルスであると
結論された。つまり、この年のハノイの流
⾏株は２種類の subgenogroup に属するも
のが存在し、そのうち C4 株群がヒトにお
いても SCARB2 tg マウスにおいても⾼い
病原性を⽰した。また、C4 株で⾒つかった
CVA8 との相同組換えによる組換え体ウイ
ルスは⼤きな表現系の違いを⽰さなかっ
た。異なった病原性の⾼さを持った 2 つの
ウイルス群が流⾏し、ヒトに対して程度の異なる毒⼒を⽰していたことは、我々の仮説であるウ
イルスの変異と重症例を伴う流⾏との関係を⽀持する結果である。 
(3) 国内株の解析 
国内株は過去 20 年に渡り仙台ウイルスセンター並びに⼭形県衛⽣研究所で分離、保管されてき
た EV71 株を⽤いて⾏なった。この間の主な流⾏株は subgenogroup B5 もしくは C4 に属する
株 32 株を実験に⽤いた。情報量を増やすためには上に述べたベトナム株 27 株のデータと⽐較
検討する⽅が望ましいと考えられたので両者を合わせて解析した。 

NGS で得られた塩基配列を元に分⼦系統樹を
作成すると、これらのウイルス群は１０のクレ
ードに分けられることが判明した（図 4）。EV71
の流⾏はほぼ 4、５年周期であるが、⼀つのク
レードは 1 回の流⾏に対応していた。また、流
⾏年には２つのクレードが同時に検出された。
ウイルスの伝播によって新たなクレードが次々
の出現しているウイルスの動態が明確となった。 

国内の EV71 株が分離された患者の臨床症状で重症例はなかったが、マウスの毒⼒試験では強
毒株から弱毒株までが存在した。興味深いことに同⼀クレードに属する株の間では病原性は同
程度だが、異なったクレード間では違いがあり、クレード毎に固有の病原性があることが判明し
た（図 4）。この実験結果からも、ウイルスの伝播に伴い時間的、地理的に離れた集団において
ウイルスの毒⼒の変動していることを⽰している。 
(4) キメラ解析 
同⼀の subgenogroup に属しているが異なったクレードに属するウイルス株の間のホモロジー
は⾼い（97.5-99.6%、平均 98.7%）のでごく少数の変異によって毒⼒が⼤きく変動する可能が
あると考えられた。両者の間で組換え体ウイルスを逆遺伝学的⼿法で作製し、その毒⼒を⽐較す
ることができれば初期の予定通り毒⼒の決定に関与するウイルスゲノム上の変異を同定するこ



とができる。重要な変異を探すために C4 株の強毒の代表と弱毒の代表を選抜した。N772-
Sendai-06 株はクレード C4-II に属し、死亡率は 90％と強毒性を⽰した。⼀⽅ 100-Yamagata-03
はクレード C4-I に属し、死亡率は０％で弱毒性を⽰した。初めに作製した両者の間のキメラウ
イルスはウイルスゲノムの前半部分と後半部分で組み換えたもので、前半部分が強毒株由来で
あると強毒性であった。さらに前半部分を 5ʼ-
UTR とカプシドタンパク質がコードされている
P1 領域に分けて組換え体を作製したところ、5ʼ-
UTR が強毒株由来である場合に組換え体は強毒
性を⽰し、5ʼ-UTR が最も毒⼒に⼤きな影響を与
え て い る こ と が わ か っ た 。 こ こ は internal 
ribosome entry site (IRES) の領域である。この領
域をさらに３分割し、どの領域にマップされるか
を調べ、ステム・ループ III と IV の領域が重要で
あることがわかった（図５）。 
(5) 考察 
この実験⽅法により過去に流⾏した、或いは現在
流⾏しているウイルス株が強毒性をもつものか否か実験的に調べることができるシステムが確
⽴できた。これによって過去の⼤規模な流⾏時の株を遡って調べることが可能であり、現在の流
⾏株に関する危険情報をより早く伝達することが可能となった。 
今回取り上げた subgenogroup C4 に属する強毒株・弱毒株の⽐較結果からは 5ʼ-UTR に毒⼒に
強い影響を与える変異がマップされた。この結果がどの流⾏でも共通の箇所に強毒性をもたら
す変異であると結論することができるか否かは現段階では不明である。さらなる検討が必要と
される。もし共通の強毒マーカーが存在するのであれば、それを同定し危険情報を予測すること
も可能である。 
IRES の変異であればウイルスタンパクの合成効率の調節により毒⼒はコントロールされている
可能性がある。これはポリオウイルスの毒⼒変化のメカニズムとの共通性が⽰唆される。しかし、
毒⼒を決定する塩基の位置は異なっているため、弱毒化のメカニズムについては更なる解析が
必要である。 
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