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研究成果の概要（和文）：サフォードウイルスは2007年に新規同定されたカルジオウイルスで、殆どのヒトが小児期に
感染し、下痢症や上気道炎を引き起こす。しかしながら、弛緩性麻痺患者や神経疾患患者から検出されることがあり、
神経毒力の可能性が示唆されている。
そこで、SAFVのヒトにおける感染機構と病原性発現機構を明らかにすることを最終目的として、本研究では最初に、 
病理学的診断に必要なウイルス抗原検出あるいはウイルスゲノム検出法を確立した。次に、SAFVに対する実験動物の感
受性について検討し、同時に2つの分離株の病原性を明らかにした。そして、 新生仔マウスを用いたSAFV感染後小脳形
成不全動物モデルの確立を試みた。

研究成果の概要（英文）：Saffold virus (SAFV) has been isolated and/or detected from human cases of diarrhe
a and upper respiratory tract inflammation in worldwide since the first report in 2007 and were considered
 epidemiologically that most people generally infected in early childhood. However, SAFV has been detected
 in the some cases of non-polio acute flaccid paralysis and a few cases of neuronal disorders. Then SAFV p
ossibly be neurovirulent to human. 
To understand the pathogenesis of SAFV, first of all, we established a detection system of virus antigen a
nd virus genome in pathological diagnosis. Next, we evaluated the susceptibility of experimental animals t
o SAFV using two clinical isolates of SAFV. Then we attempted to generate an animal model of cerebellar hy
poplasia after SAFV infection using neonatal mice.
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１．研究開始当初の背景 

2007 年に報告された、ヒト由来の新規の

ピコルナウイルス（1981年から保管されてい

た発熱患児の便から分離された）は Safford 

virus(以下 SAFV)と命名された。このウイル

スはこれまで齧歯類や豚に心筋炎あるいは

脳脊髄炎を引きおこす心筋細胞親和性のピ

コルナウイルス科のカルジオウイルス属の

Theler’s Murine Encephalomyelitis Virusあるい

は encephalomyocarditis virusと同属に分類さ

れることがその塩基配列から明らかとなっ

た。それまでヒトに感染するカルジオウイル

スの報告は無かったが、最初の報告以降、カ

ナダ、中国、ドイツ、ブラジル、パキスタン、

日本などの発熱、呼吸器疾患あるいは下痢発

症患児の鼻腔咽頭拭い液や便からこのウイ

ルスが分離・検出され、現在では 8以上の遺

伝子型に分類されている。しかしながら、い

ずれの報告においても疾患との関連性は明

らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

SAFV のヒトにおける感染機構と病原性

発現機構を明らかにすることを最終目的と

して、本研究では、動物モデルを用いた評価

系を確立することを目標とする。具体的には、

（1）病理学的診断に必要なウイルス抗原検

出あるいはウイルスゲノム検出法を確立す

る。（2）SAFV に対する実験動物の感受性に

ついて検討し、同時に 2つの分離株の病原性

を明らかにする。（3）SAFV 感染後の脳炎、

心筋炎あるいは劇症型糖尿病の病態解析の

ための新しい小動物モデルの確立を試みる。 

 

３．研究の方法 

（1）ウイルス抗原検出あるいはゲノム検出

法の確立 

髄膜炎患者由来の SAFV3 型（JPN08-404

株, 高知県衛生研究所 細見卓司先生より分

与）を生後 1日以内の ddY新生仔マウス脳内

に 104 CCID50 量脳内接種し、接種 3 日目に

3-4 匹を解剖し、採取した脳をホルマリン固

定後、パラフィン包埋標本とした。このパラ

フィン組織切片を用いて、病理組織解析を行

い、抗 SAFVポリクローナル抗体（高知県衛

生研究所 細見卓司先生より分与）を用いた

免疫組織化学法（ポリマー法、ニチレイ）に

よるウイルス抗原陽性細胞の検出を行った。

また、One-step RT Real time PCR法（QIAGEN）

によるウイルスゲノム RNA 量の定量と in 

situ hybridization 法（QuantiGene ViewRNA, 

Affymetrix/Panomics 社）によるウイルスゲノ

ムの検出を試みた。 

 

（2）各種実験動物を用いた患者分離株 2 株

の感染実験 

①マウスを用いた感染実験 

2 つの患者由来分離株（JPN08-404 株, 無

菌 性 髄 膜 炎 患 者 の 髄 液 由 来 お よ び

Gunma/176/2008株, 上気道炎患者の咽頭拭い

液由来. 群馬県衛生研究所 塚越博之先生よ

り分与）をそれぞれ ddY新生仔マウスに対し

て 1 匹あたり 104 CCID50 量を脳内あるいは

腹腔内、また、BALB/c 成マウスに対して同

ウイルス量を脳内、腹腔内、あるいは静脈内

に接種し、21日間体重測定と臨床症状を観察

した。接種後 3, 7, 21日目にそれぞれ 3-4匹を

解剖し、全臓器を採取し、ウイルス分離と病

理組織学的検索を行った。 

②カニクイザルを用いた感染実験 

JPN08-404 株と Gunma/176/2008 株を 106 

CCID50 量それぞれカニクイザルの静脈内に

接種し、10日間臨床症状を観察した。観察期

間終了後に解剖し、全臓器を採取し、ウイル

ス分離と病理組織学的検索を行った。 

 

（3）新生仔マウスを用いた SAFV 小脳継代

株の作出とその神経病原性の解析 

JPN08-404株を 3匹の BALB/c新生仔マ

ウスに脳内接種し、小脳で 5 代継代した後



LLC-MK2細胞で一代継代し、これを小脳継代

株とした。これを低（104 CCID50 量）・高ウ

イルス量（106 CCID50 量）で ddY新生仔マウ

スの脳内に 10 µl接種し、21日間臨床症状を

観察し、病理学的解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 病理学的診断に必要なウイルス抗原

あるいはウイルスゲノム検出法の確立 

JPN08-404株脳内接種 3日目の視床部に非

常に軽微な炎症性細胞浸潤が認められた。こ

の部位に一致して、少数のウイルス抗原陽性

細胞がみられ、小脳髄質にもウイルス抗原が

検出された（図１）。 

 

この新生仔頭部 (検索個体数= 4)のパラフ

ィン包埋切片を用いて、RNAを抽出し、VP1

領域を標的とした RT-PCRを行ったところ、

平均約 100ウイルスゲノムコピー数 1 ng / 総

RNA量が検出された。5’末端〜VP1領域 (91

〜3660番目の塩基)のうち 20カ所を標的とし

て設計したプローブを用いた in situ 

hybridization により、ウイルス抗原が検出さ

れた部位と一致して、ウイルスゲノム陽性細

胞が検出された。 

以上により、病理学的診断法で用いるパラ

フィン包埋切片を対象とした SAFVウイルス

抗原、ゲノム検出系を確立した。 

 

(2) 各種実験動物における患者分離株 2 株の

感染性と病原性の比較 

①マウスを用いた感染実験 

いずれも致死的ではなかった。しかしなが

ら、脳内接種新生仔マウスにおいて、

JPN08-404 株接種 7 日目に一過性の小脳障害

を示唆する異常行動を示し、Gunma/176/2008

株脳内接種群は対照群に比べて発育障害が

あった(21日目体重、p = 0.01)。組織学的には、

JPN08-404 株接種後小脳でウイルス抗原陽性

細胞が観察され（図１）、これは、多重免疫

染色により抗 GLAST 抗体陽性のバーグマン

グリア細胞であることが判明した。一方、

Gunma/176/2008株脳内接種群は脳室周囲、脳

幹及び脊髄の神経細胞の他、歯牙組織、骨格

筋、口腔粘膜上皮にウイルス抗原陽性細胞が

観察され、広範な感染性を示した。また、成

マウスの腹腔内接種群では、両株とも膵臓に

感染・増殖性を示しており、Gunma/176/2008

株 の み 腹 腔 内 接 種 後 に 神 経 侵 入 性

(neuroinvasive) を発揮した。 

②カニクイザルを用いた感染実験 

JPN08-404株接種群では 2頭とも一過性の

下痢を発症し、血清中和抗体価の上昇が認め

られた。一方、Gunma/176/2008株接種群では

2 頭とも一過性の握力低下とリンパ球の減少、

さらに咽頭拭い液、便でウイルスの排泄、血

清中和抗体価の上昇がみられた。いずれの個

体も観察期間中に重症化はしなかった。ウイ

ルスゲノムは JPN08-404株接種群で脾のみで

検出され、Gunma/176/2008 株接種群では膵、

脾、扁桃でウイルスが検出され、かつ、1 頭

のみ中枢神経系でウイルスが検出された。組

織学的には Gunma/176/2008 株接種群のみ軽

微な髄膜炎を示し、その他の臓器に有意な所

見は認められなかった。以上の結果から、カ

ニクイザルにおいて Gunma/176/2008 株は静

脈内接種後に神経侵入性(neuroinvasive)であ

り、神経毒力 (neurovirulence) を発揮するこ

とが判明した。神経向性 (neurotropism) に関

して、今回は確認出来なかった。また、いず



れの株もリンパ系組織に対して親和性を有

することが判明した。本研究で得られた結果

は SAFVの神経病原性を解明する上で重要な

知見である。 

以上のように、マウス、サルは SAFV に

対し感受性を示すことが判明した。また、2

つの分離株は感染性と病原性が異なること

がわかった。 

 

(3) 新生仔マウスを用いたSAFV小脳継代

株の作出とその神経病原性の解析 

親株を接種すると、9-11 日目に一過性の

運動失調症状を呈し、その後回復する。一方、

小脳継代株を接種すると 3-9 日目に明らかな

運動失調症状を示し、21日間の観察期間中に

水頭症を発症した（発症率：低ウイルス量群

29％、高ウイルス量群 100%）。なお、接種 2

週間目以降、高ウイルス量群の体重増加率は

他群と比較して有意に低かった。組織学的に

は、親株接種群は炎症性反応に乏しく、感染

細胞は主に脳室周囲と小脳皮質に限局した。

一方、小脳継代株接種群では、脳に広範な感

染を示し、ウイルス抗原陽性細胞数は親株群

と比較し有意に多かった。さらに、接種 21

日目には高ウイルス量群の小脳皮質の二層 2

層構造は破綻した(図２)。 

 

新生仔マウス小脳を用いた SAFVマウス脳内

継代によって、小脳皮質細胞と脳室周囲細胞

への親和性が増加し、神経病原性が増加した

ことが病理学的に明らかとなった。今後は、

ウイルス遺伝子のどの部位が神経病原性に

関与するかを究明する必要がある。 

以上から、SAFVを用いてウイルス感染に

よる小脳形成不全動物モデルを新しく作出

した。脳発達時のウイルス感染の影響を理解

するために有用と考える。 
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