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研究成果の概要（和文）：これまでエンテロウイルス７１(EV71)の毒力を評価することは困難だった。我々はEV71受容
体であるScavenger receptor B2を発現するトランスジェニックマウスモデルを作製した。マウスはEV71感受性を獲得
し、神経細胞での増殖やヒトの重症化例と類似の病態を示した。
マウスに種々のウイルス株を接種すると異なった毒力の強さを示したことから、毒力測定に適したモデルであることが
示唆された。そこで我々はVP1 145番がGとEのアミノ酸置換の影響を調べた。EのウイルスはGのウイルスと比較して毒
力が強かったことからこれはEV71の毒力を決定する重要なアミノ酸の一つであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The host range of enterovirus 71 (EV71) is restricted to primates with some 
exceptions. Therefore it was difficult to evalate the neurovirulence level of EV71 strains. We have 
established a transgenic mouse model that expressed a cellular receptor for EV71, human Scavenger 
receptor B2 (SCARB2). The transgenic mice became susceptible to EV71. They showed efficient EV71 
replication in neurons in the CNS and neurological signs similar to those observed in human severe cases 
infected with EV71.
We inoculated several EV71 strains and compared the virulence of these strains. The inoculated virus 
exhibited different virulence levels, suggesting that the tg mice are useful model. We then evaluated the 
effect of a single amino acid substitution Gly to Glu at position 145 of the VP1 capsid protein. The 
virus with Glu at this position significantly increased the virulence compared to that with Gly. The 
result suggested that this amino acid is an important virulence determinant in EV71.

研究分野：ウイルス学
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1.  研究開始当初の背景	
 
エンテロウイルス７１(EV71)はピコルナ
ウイルス科エンテロウイルス属に分類され
る。このウイルスはコクサッキ−ウイルス
A16	
 (CVA16)、CVA10などと共に手足口
病の原因ウイルスであることが知られてい
る。手足口病は口腔粘膜および手や足など
に現れる水疱性の発疹を主症状とし、幼児
を中心に夏季に流行が見られる。手足口病
自体は基本的に予後の良好な疾患であるが、
EV71 感染による場合に限り髄膜炎等の中
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。特に近年アジアを中心とする手足口病
の流行が相次いで報告され、1997年マレー
シア、1998年台湾において急速な経過で死
亡する例がそれぞれ 30例、78例報告され、
その後も流行を繰り返している。2008年、
2009年、2010年はさらに中国本土でも大
規模な EV71による手足口病の大流行があ
り、それぞれ 126、353、537 の死亡例が
報告されている。これはポリオウイルス根
絶後 EV71が次の脅威となるエンテロウイ
ルスであることを示している。 
	
 EV71 の重症化で最も大きなウイルス学
的問題は EV71の毒性を決定する変異が同
定できていないことである。手足口病は世
界中で流行があるにも関わらず特定の地域
で重症例が多数報告されることは、変異に
より強毒化が起こっている可能性が考えら
れる。近縁のポリオウイルスに関してはウ
イルスの毒力に関与する塩基もしくはアミ
ノ酸配列が決定されているので、EV71 に
関しても同様のルールが適用されると予想
されたが、中枢神経症状を示した患者から
の分離株と手足口病患者から分離株の比較
において、ポリオウイルスの代表的な毒力
決定基である internal ribosome entry site
内の stem-loop Vの塩基を調べても病態と
の間に明確な相関性は見られない。また中
枢神経合併症を起こしやすい EV71とほと
んど起こすことがない CVA16 とを比較し
ても病原性の強弱を支配する原理は見いだ
せない。従ってこのウイルスが中枢神経系
に病原性をもたらす機構はポリオウイルス
で得られた分子遺伝学的知見のみでは説明
しきれず、新たな原理を明らかにする必要
がある。 
	
 	
 ウイルスゲノム上の病原性決定基が正
確に同定できない理由は、ヒトにおいて同
じ株に感染しても急性脳炎等の発症に至る
確率は低く、強毒性のウイルス株に感染し
ても必ずしも重症化しないために神経病原
性とウイルス株の塩基配列の因果関係が判
明しにくいことが挙げられる。現在使用可
能な動物実験モデルとして、サックリング
マウスモデルとサルモデルが存在する。サ
ックリングマウスモデルは、すべての
EV71 株が感染する訳でなく、感染したと
してもウイルスの増殖部位は筋肉が主であ

るために、ヒトと類似の病原性を示す訳で
はない。単に手軽であるが故に一部の研究
者によって使用されている。サルを用いた
研究は少数のウイルス株を用いて連携研究
者である清水、永田が行っているが、まだ
十分であるとは言いがたい。大掛りな設備
や経費を必要とするが、遺伝学的に均一で
ないサルを少数使用しても、安定で信頼の
できるデータの収集は困難である。研究代
表者小池はこれまでポリオウイルス受容体
(PVR, CD155)を同定し、PVRを発現する
トランスジェニックマウスがポリオウイル
スの神経毒力を測定しうる動物モデルであ
ることを示してきたが、この方法は EV71
に対しても同様に有効な手段であると考え
られる。 
	
 マウスモデルの作成には宿主域を決定し
ているウイルス受容体の同定が必須である
が、我々は EV71 と CVA16 の共通の受容
体 と し て Scavenger Receptor B2 
(SCARB2)を同定し、さらにもう一つの侵
入に関わる未同定の分子の存在を見いだし
た(Yamayoshi et al 2009 Nat. Med.)。連
携 研 究 者 の 清 水 ら は こ れ と 独 立 に
P-Selectin Glycoporotein Ligand-1 
(PSGL-1)を介する侵入経路が存在するこ
とを発見した(Nishimura et al 2009 Nat. 
Med.)。これらの知見を元に我々はウイル
ス受容体を発現するマウスモデルを作製し、
これを用いて EV71の病原性発現に関わる
ウイルス側、宿主側の因子の同定をまさに
開始することを計画した。 
 
２．研究の目的	
 
	
 近年アジアを中心に流行し大きな問題と
なっているエンテロウイルス７１(EV71)の
神経病原性発現機構の分子基盤を明らかに
する。 EV71 受容体である Scavenger 
receptor B2 (SCARB2)を発現するマウスを
作成して、EV71 の神経毒力を測定する動物
モデルを確立し、そのモデルを用いてウイル
スの病原性の強弱を決定する分子機構を明
らかにする。さらにウイルスの伝播動態を調
べ、脅威となるウイルスの出現機構などにつ
いて明らかにすることを目標とする。 
 
３．研究の方法	
 
(１）SCARB2 マウスの作製と神経毒力検
定系モデルの確立	
 
	
 現在までの結果で EV71 の個体への感染、
特に神経細胞への感染に最も重要な受容体
は SCARB2 であると考えられる。ヒト
SCARB2遺伝子全長を含む BACクローンを
トランスジーンとしたトランスジェニック
マウスの作製を行うことを計画する。マウス
は EV71感受性を示し、神経病変を示すこと
が期待される。ウイルス学的並びに病理学的
な解析を行い、マウスモデルがヒトと同様な
病態を示すか否かを調べる。 
	
 最もよい結果の得られたマウス系統を選



択し、種々のルートからウイルスを接種し、
LD50 値によって毒力の違いが判定できれば
最も望ましい。もし、LD50値による判定が困
難な場合は病理学的検定プロトコールを定
め、そのスコアにより毒力を判定可能にする。 
	
 連携研究者清水、永田がすでにいくつかの
ウイルス株についてサルを用いて実験を行
っているので、サルモデルとマウスモデルの
比較が可能である。 
  
(２）分離株の毒力測定、毒力決定基の
同定	
 
	
 様々な臨床分離株を用いてマウスモデル
を用いてウイルス株間の毒力の違いを判定
する。 
ウイルス株は国内外の株を用いて実験を行
うが、特に重症例由来株と通常の手足口病
のみの患者から得られた株を比較する。 
いくつかの株から得られた情報を総合し、
ウイルスの毒力に変化を与えている塩基置
換などを明らかにする。 
上記実験結果から得られた候補となる塩基
置換を逆遺伝学の手法で導入した変異体ウ
イルスを作成し、実際に関与している変異
を同定する。 
	
 別の観点からの研究として、EV71 は高
頻度で中枢神経合併症を引き起こして重症
化するのに対し、CVA16 では殆どそのよ
うな重症化例が報告されていないことに着
目する。これらのウイルスは塩基配列の上
でも非常に近縁であり、かつ同一の受容体
SCARB2 を利用して感染することが判明
しているので、２つのウイルスの病原性の
違いは異なる受容体を用いるためではなく、
ウイルス側にその原因があると考えられる。
したがってこの２つのウイルスの違いを解
明することにより、EV71 の神経病原性が
解明される可能性がある。 
 
(３）神経毒性発現のメカニズムの解明	
 
	
 上記２の結果で得られる結果によってこ
の項目で行う実験は異なってくるが、これ
まで行った実験では、ウイルス―受容体の
結合、脱殻の効率などに焦点をあててメカ
ニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果	
 
(１）SCARB2 マウスの作製と神経毒力検
定系モデルの確立	
 
 
①hSCARB2	
 Tg マウスの作製	
 
トランスジーンとしてプロモーターなどの
発現調節部位と構造遺伝子などヒト
SCARB2 遺伝子全領域をカバーすると考え
られる約 150-200Kbの長さを持つ Bacterial 
artificial chromosome clone RP11-54D17及
び RP11-628A4を購入した。この BAC clone
を C57Black/6 マウスの受精卵前核にマイク
ロインジェクションを行い、トランスジェニ
ックマウスの作製を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１	
 SCARB2遺伝子と BACクローン. 
hSCARB2遺伝子はヒト第 4番染色体長腕に
位置しており、約 55ｋｂの長さを持っている。 
 
②hSCARB2 遺伝子の tg マウスでの発現	
 
	
 ヒト SCARB2 遺伝子はマウス個体のすべ
ての組織で発現していることを Western 
Blottingで確認した。さらに免疫組織化学に
よって発現を確認したところ、すべての細胞
で均一に発現しているのではなく、特定の細
胞で高いレベルの発現が観察された。中枢神
経系においては神経細胞に高いレベルで発
現し、グリア、血管内皮などでは発現が確認
できなかった（図２）非神経系組織では肝細
胞、肺細胞、尿細管上皮細胞、脾臓胚中心、
小腸上皮細胞で高いレベルの発現が観察さ
れた。ヒトとマウスにおける hSCARB2の発
現部位やその程度は非常によく一致してお
り、BACのヒト SCARB2遺伝子の発現制御
機構はマウスにおいても同様に作動してい
た。 
 
 
 
 
 
 
図２	
 ヒト（左）と SCARB2 tgマウス（右）
の脳幹部における hSCARB2の発現	
  
 
③tg マウスのウイルス感受性	
 
	
 Tg マウスに EV71 を脳内接種、静脈内接
種、腹腔内接種などの経路で感染させると運
動機能障害、弛緩性マヒ等の神経症状が観察
された（図３）。3週令以上の non tgマウス
においては麻痺等の症状は全く観察されな
かった。したがって、ウイルス感受性は導入
されたhSCARB2によって獲得された形質で
ある。サックリングマウスのウイルス感受性
は 2週間を過ぎると概ね観察されなくなるが、
tg マウスのウイ
ルス感受性は 14
週令以上のマウ
スにおいても観
察され、おそら
く終生感受性を
持ち続けると考
えられた。 
 
図３  EV71 の接種後後肢の麻痺を示した
SCARB2 tgマウス 
 



 
ウイルス接種後経時的に組織を採取し、ウイ
ルス力価を測定したところ、ウイルスの増殖
が明確に認められたのは中枢神経系のみで、
その他の組織、或いは発症前の中枢神経系で
はウイルスは認められなかった。さらに免疫
組織化学により麻痺等の症状を発症したマ
ウスでウイルス抗原を検出すると、抗原は脊
髄、延髄、橋、小脳核、視床の神経細胞で見
られた（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４	
 麻痺を示した SCARB2 tgマウスの脊
髄	
 	
 抗 EV71抗体による染色 
 
tg マウスのウイルス感受性はサックリング
マ ウ ス に 対 し て 病 原 性 を 示 さ な い
SK-EV006株や C7株においても観察され、
おそらくすべての EV71株に対して感受性と
持つと考えられ、サックリングマウスモデル
が持つ一部の株しか感染できないという欠
点を克服していた 
	
 これらのことから hSCARB2 tg マウスモ
デルは、週令に依らず感受性を維持し続け、
すべての株に対して感受性を示し、ヒトと類
似の中枢神経病原性を示すモデルである。他
のグループから報告されている PSGL-1 tg
マウスモデルは特にウイルス感受性が獲得
できなかったことと併せて、SCARB2がウイ
ルス感受性を与える最も重要な受容体であ
り、このマウスのみで解析は十分であると考
えられた。マウス Scarb2遺伝子の exon4を
ヒトの配列を入れ替えたマウスも作製した
が、スプライシング異常が起こり、感受性を
獲得しなかった。また exon4以降をスプライ
シング済の配列で置き換えたマウスも作製
したが、解析した tgマウスに対して圧倒的に
優位ではなかったので、以後の解析はこの tg
マウスで行うこととした。 
 
(２）分離株の毒力測定、毒力決定基の同
定	
 
	
 次にこのマウスモデルを用いてウイルス
の毒力が測定できるかどうかを調べた。これ
まで分離されている 13 株を脳内接種し、症
状を観察した。症状は死亡、重度の麻痺、軽
度の運動障害などに分類し、観察期間中のス
コアを積分することにより、重篤度を算出し
た。 
図５に示すように Isehara 株、Nagoya 株は
より毒力が強く、02464 株、209-VN 株等は

毒力が弱い結果を示した。その他の株はこの
中間的な値を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５	
 さまざまな EV71株は異なった毒力を
示す。 
 
さらに CVA16 G-10 株を接種してその毒力
を測定したところ、EV71 株と比較すると比
較的毒力は低い部類に属していた。 
これらの事実から hSCARB2 tg マウスは

EV71 の毒力を測定することのできるモデル
動物として有用である可能性が示された。 
今後は EV71、CVA16ともにより多くの株

について接種を行い、強毒性、弱毒性をもた
らす遺伝的背景について研究を進めていく
ことができると思われる。 

 
(３）神経毒性発現のメカニズムの解明	
 
これまでEV71のカプシドタンパク質VP1

の 145番目のアミノ酸の変異により、サック
リングマウスに対する感染性が大きく変化
することが知られていた。この部分が Gluで
ある場合には、サックリングマウスに感染し、
Gly である場合には感染しない。また、細胞
レベルでもGlyであるとPSGL-1に結合が可
能であり、Gluでは結合しないことが知られ
ていた。この部位はウイルス粒子表面で 5回
対称軸に近い部分に位置することから、ウイ
ルス受容体の結合や脱殻などに関係すると
考えられていた。従ってこれは病原性の決定
に関与しているのか、単にマウスの未知の分
子に対して結合する機能と持つため種間の
アダプテーションを示しているのか不明で
あった。 
	
 Isehara株、Nagoya株の VP1 145はもと
もとGluであり tgマウスでも強毒性を示し、
C7 株、SK-EV006 株はもともと Gly であり
tgマウスで弱毒性をしめしたことから、我々
はこの変異が病原性に直接関与する可能性
を考えた。そこでこれらのウイルスの感染性
cDNA上でGluとGlyのアミノ酸を持つ変異
体を作製した。図６に Isehara 株の VP1 
145Gおよび VP1 145E株を 106TCID50静
脈内接種した場合のマウスの生存率の変化
を示した。145 Gluの株では全頭が死亡し、
145 Glyの株では全頭が生存した。これによ
りこのアミノ酸変異は tg マウスにおいても
毒力を決定していると考えられた。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ VP1 145 変異体接種後のマウスの生存
率 
 
この結果は Nagoya 株、C7 株、EV-SK006
株でも同様であった。現在この病原性の違い
が生じる理由にいて調べている。また、この
毒力の違いがサルにおいても観察できるか
どうかを検討中である。 
さらにこのウイルスの毒力が変化する理由
として、ウイルス受容体との親和性の変化、
脱殻反応の起こり易さの変化、ウイルス粒子
の安定性の変化などを想定し、ウイルス学的、
生化学的な解析を行っている。 
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