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研究成果の概要（和文）：本研究プロジェクトでは、エンテロウイルス71(EV71)カプシドアミノ酸変異とウイル
ス表現型・病原性発現の関連について解析した。EV71カプシド５回転軸に位置するVP1-145等特定のアミノ酸
は、PSGL-1結合性・抗原性等、様々なウイルス表現型に関与していた。カニクイザルモデルにより、我々は、
VP1-145Eバリアントが感染個体内で強力に選択され、PSGL-1非依存的にウイルス血症や中枢神経病原性の発現に
関与することを明らかにした。これらの結果は、細胞特異的ウイルス増殖、個体内適応、および病原性に
VP1-145におけるアミノ酸多型が関与することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we investigated the involvement of the capsid 
amino acid mutation of enterovirus 71 (EV 71) in the viral phenotype and pathogenicity. Specific 
capsid amino acid residues including VP1-145 around the 5-fold vertex of the EV71 capsid were 
responsible for various viral phenotypes such as PSGL-1-binding specificity and neutralization 
antigenicity. In a cynomolgus monkey model, we demonstrated potent in vivo selection of EV71 
variants with VP1-145E in host adaptation and the resultant VP1-145E variants were mainly associated
 with the development of viremia and neuropathogenesis presumably in a PSGL-1 independent manner. 
Therefore, the results suggest the in vivo involvement of amino acid polymorphisms at VP1-145 in 
cell-specific viral replication, in vivo fitness, and pathogenesis in EV71-infected individuals. 

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、コクサッ
キーウイルスA16(CVA16)等とともに手足口
病の主要な原因ウイルスである。手足口病は、
予後の良い、ありふれた小児の発疹性疾患で
あるが、EV71 による手足口病流行時には死
亡例を含む重篤な中枢神経合併症の頻度が
高くなる。1990 年代後半以降、マレーシア、
台湾、中国、ベトナム、カンボジア等の東ア
ジア地域において、大規模な手足口病流行に
伴う小児の致死的 EV71 脳炎が多発し、大き
な社会問題となっている。日本では、数年お
きにEV71による手足口病流行が認められる
が、重症例・死亡例の多発をともなう EV71
流行は発生していない。EV71 感染における
重症中枢神経合併症の発症機構は明らかに
されておらず、EV71 感染症の重篤化に関与
するウイルス側および宿主側因子は特定さ
れていない。 
 申請者らは、EV71 感染初期過程および中
枢神経疾患発症の分子的基盤を解明するた
め、宿主細胞表面の EV71 結合分子のクロー
ニングを行い、 P-selectin glycoprotein 
ligand-1（PSGL-1）が EV71 の特異的受容体
として機能することを明らかにした。PSGL-1
は、白血球表面に発現しており、セレクチン
との結合により初期炎症反応で重要な役割
を果す。EV71 は PSGL-1 のアミノ末端領域
に結合し、PSGL-1 アミノ末端のチロシン硫
酸化が EV71 との結合に重要である。EV71
臨床分離株には、PSGL-1 に結合し PSGL-1
依存的にT細胞に感染するPSGL-1結合株と
PSGL-1 と結合しない PSGL-1 非結合株が存
在する。一方、小池らは、RD 細胞に由来す
るゲノムDNAからPSGL-1とは異なるEV71
受容体として、human scavenger receptor 
class B, member 2（SCARB2）を同定した。
SCARB2 は、RD 細胞等における機能的受容
体であり、複数の宿主受容体を介する EV71
感染機構の存在が明らかになった。 
 PSGL-1 受容体との結合性を規定する
EV71 カプシド領域は、EV71 分離株間で多
様性を有し、とくにカプシド蛋白質 VP1 の
145 番目のアミノ酸（VP1-145）はウイルス
分子進化上、正の淘汰を受ける。我々および
他のグループのこれのまでの研究により、
VP1-145 等カプシド可変領域は、①PSGL-1
受容体特異性、②マウス感染モデルにおける
病原性、③中和抗原性エピトープ、④培養細
胞における適応変異・増殖効率等、様々なウ
イルス表現型に関与することが明らかとな
っている。さらに、VP1-145 はヒトおける病
原性を規定する可能性のあるアミノ酸部位
として注目されている。本研究では、EV71
カプシドアミノ酸変異と、受容体特異性・ウ
イルス抗原性・病原性発現等の関連性に着目
した研究を行う。 
 
 

 
２．研究の目的 
 
 EV71 は、手足口病の主要な原因ウイルス
であるとともに、重篤な中枢神経合併症の流
行に関与することから、公衆衛生上の大きな
問題となっている。申請者らは、ヒト白血球
から EV71 特異的受容体 PSGL-1 を同定した
(Nishimura Y, Shimizu H, et al. [Nature 
Medicine, 2009])。その後の一連の研究によ
り、PSGL-1 受容体特異性等、様々なウイル
ス表現型が、EV71 カプシド可変領域の特定
のアミノ酸により規定されることが明らか
となった。本研究では、EV71 カプシド可変
領域におけるアミノ酸変異と、受容体特異
性・ウイルス抗原性・病原性発現等の関連性
に関する研究を行う。カプシド可変領域の変
異により多様な表現型を発現するEV71バリ
アントの個体内および個体間でのウイルス
適応戦略の解析により、EV71 分子進化と受
容体特異性の関連性、生体内での宿主反応に
対応した EV71 適応変異、さらには、EV71
による病原性発現機構の解明が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) PSGL-1 結合を規定する EV71 カプシド
アミノ酸の同定 

 
 EV71 臨床分離株を用い、PSGL-1 受容体
発現細胞への結合性および PSGL-1 依存性ウ
イルス増殖の有無により、PSGL-1 結合株・
非結合株を同定した。PSGL-1 結合・非結合
株のカプシドアミノ酸相同性解析により、
PSGL-1 結合性を規定するアミノ酸部位を推
定した。特定のアミノ酸変異を有する一連の
感染性クローン由来 EV71 株を作製し
PSGL-1 結合能を規定するカプシドアミノ酸
を同定した。既知の EV71 粒子構造をもとに
した立体構造シミュレーションにより
PSGL-1 結合性を規定するアミノ酸部位近傍
のウイルス粒子構造を解析し、PSGL-1 結合
株への関与が示唆されたアミノ酸部位に変
異を導入した EV71 株を作製し PSGL-1 結合
能を解析した。 
 
(2) EV71 カプシドアミノ酸変異とウイルス
表現型の解析 
 

 PSGL-1 結合性を規定する EV71 カプシド
アミノ酸として VP1-145 を同定し、EV71 臨
床分離株における VP1-145 の多様性を解析
した。EV71 型特異的中和活性を有するモノ
クローナル抗体を用いて、EV71 中和エピト
ープの解析を行った。また、EV71-PSGL-1
相互作用を阻害することにより抗EV71活性
を示す低分子化合物 NF449、類縁化合物およ
び NF449 耐性 EV71 株等を用いて、PSGL-1
受容体とEV71カプシド相互作用の解析を行
った。 



(3) カニクイザル感染モデルを用いた EV71
神経病原性発現機構の解析 
 

 EV71 感染および病原性発現における
PSGL-1 受容体の役割を明らかにするため、
ヒトに近い受容体特性が期待できるカニク
イザル感染モデルを用いて、PSGL-1 結合性
の異なるEV71株を用いた感染実験を行なっ
た。感染性クローン由来 PSGL-1 結合 EV71
株 (02363-EG 株 ) 、 あ るいは非結合株
(02363-KE 株)を、それぞれ、静注によりカ
ニクイザルに感染させ、中枢神経症状の発現、
異なる組織におけるウイルス増殖、ウイルス
抗原・病変の局在、免疫炎症反応等を解析し
た。また、感染個体内における EV71 カプシ
ドアミノ酸変異および quasi-species の解析
を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) PSGL-1 結合を規定する EV71 カプシド
アミノ酸の同定 

 
 EV71 臨床分離株を用い、PSGL-1 受容体
発現 Jurkat 細胞におけるウイルス増殖能、お
よび抗 PSGL-1 抗体による EV71 増殖阻害の
有無により、PSGL-1 結合株・非結合株を同
定した。VP1-98 および VP-145 に変異を有
する一連の感染性クローン由来EV71変異株
を作製し、PSGL-1 結合性および Jurkat 細胞
における PSGL-1 依存性ウイルス増殖を比較
した。その結果、EV71 の PSGL-1 結合性は、
カプシドアミノ酸 VP1-145 により規定され
ることが明らかとなった。VP1-145G または
VP1-145Qの EV71株は PSGL-1 に結合した
が、VP1-145E 株は、PSGL-1 に結合しなか
っ た 。 VP1-145 は ウ イ ル ス 粒 子 上 の
VP1-244K と隣接しており、VP1-145 のアミ
ノ酸の種類がスイッチとなり、VP1-244 リシ
ン側鎖の向きを変え、結果として、PSGL-1
のN末端に存在する硫酸化チロシンとEV71
の結合性を制御することが示唆された。 
 
(2) EV71 カプシドアミノ酸変異とウイルス
表現型の解析 
 

 EV71臨床分離株におけるVP1-145アミノ
酸を解析したところ、VP1-145 は高度の多様
性を有する可変部位であり、VP1-145E の頻
度が最も高く、VP1-145G および VP1-145Q
も比較的多く認められた。型特異的中和活性
を有するモノクローナル抗体 MA28-7 は、
VP1-145G を有する PSGL-1 結合株に対して
中和活性を示した。EV71 と MA28-7 の相互
作用を、クライオ電顕により解析したところ、
MA28-7 は、EV71 粒子の５回転軸近傍に結
合することが明らかとなった。VP1-145 は、
近傍の陽性の電荷をもつアミノ酸(VP1-98、
VP1-242、VP1-244)とともに、PSGL-1 結合
だけでなく、中和エピトープとしても機能す

ることが示唆された。抗 EV71 活性を有する
低分子化合物 NF449 は、EV71 と PSGL-1、
あるいは EV71 とヘパラン硫酸の結合を阻
害した。PSGL-1 とヘパラン硫酸の陰性の電
荷をもつ領域と、EV71 カプシドの５回転軸
近傍にある陽性の電荷をもつ領域が、相互作
用すると考えられた(図 1)。また、NF449 類
縁化合物である NF110 と NM16 が、NF449
と同様に EV71 の RD細胞への結合を阻害す
ることを明らかにした。 

  図 1 EV71 と NF449 の結合モデル 
 
(3) カニクイザル感染モデルを用いた EV71
神経病原性発現機構の解析 

 
 カニクイザル感染モデルにおいて、感染性
クローン由来 PSGL-1 非結合 EV71 株
(02363-KE)は、PSGL-1 結合株(02363-EG)
と比較して、感染個体内で効率よく増殖し、
無菌性髄膜炎等の中枢神経症状をより強く
誘導する傾向が認められた。KE 株を接種し
たサルの臨床検体からは感染早期にウイル
スが高頻度に検出されたが、EG 株を接種し
たサル検体からは感染後期に検出された。剖
検採材からのウイルス検出では、KE 株接種
群のリンパ節から高頻度にウイルスが検出
され、EG 株接種群からは中枢神経組織にお
いて高頻度にウイルスが検出された。多くの
組織および臨床検体において、KE 株接種群
から検出されたウイルスは VP1-98K が
VP1-98E に変異していた。EG 接種群では、
検出ウイルスのほとんどが VP1-145G から
VP1-145E に変異し、表現型が PSGL-1 非結
合型に変化していることが示唆された。EG
株感染群 4 頭中、2 頭の末梢血単核細胞にお
いて、VP1-145G が変異していない EV71 が
検出された(図 2)。     

 
図 2 カニクイザルモデルにおける EV71 適応変異 
 



 EV71 感染カニクイザルの血清中の 28 種
類のサイトカイン量を測定したところ、EG
株接種群および KE 株接種群どちらのサルに
おいても、感染3日目からIL-1βが上昇した。
その他のサイトカインは、KE 株接種群にお
いて優位に上昇していたが、EG 株接種群で
は、ほとんど変化がみられなかった。 
 これらの結果より、 PSGL-1 結合株
(02363-EG)では、感染後すみやかに PSGL-1
結合を規定する VP1-145 に変異を生じるこ
とが明らかとなった(図 3)。VP1-145 に強い
選択圧を受け、変異適応した VP1-145E 
(PSGL-1 非結合性) バリアントが効率よく増
殖し、中枢神経組織に移行した。いっぽう、
PSGL-1 結合株接種群のサルの末梢血単核細
胞からVP1-145G (PSGL-1結合性) バリアン
トが検出されたことから、細胞特異的
PSGL-1依存的増殖の可能性が示唆された(図
3)。感染個体内における VP1-145 変異による
多様性獲得が、EV71 の組織特異性、ウイル
ス適応性、および病原性に関与することを明
らかにした。 

図 3 カニクイザルモデルにおける EV71 変異株の検出 
 
 
(4) 本研究の成果と今後の研究課題 
 
 PSGL-1 受容体との結合性を規定する
EV71 カプシド領域は、分離株間で多様性を
有し、とくに VP1-145 はウイルス分子進化
上、正の淘汰を受けるアミノ酸部位とされて
いる。VP1-145 は、ヒトおける病原性を規定
する可能性のあるアミノ酸部位としても注
目されている。我々は、カニクイザル感染実
験により、PSGL-1 結合性を含む多様なウイ
ルス学的性状および神経病原性に関与する
VP1-145等特定のEV71カプシドアミノ酸が
感染個体内で速やかに変異し、quasi-species
を生じることを明らかにした。今後、
VP1-145に変異を有するEV71バリアントの
in vivo における分子進化と受容体特異性の
関連、生体内での宿主反応に対応した EV71

適応変異、さらには、EV71 による(神経)病原
性発現機構の解明が期待される。 
 そのため、我々は、基盤研究(B)継続課題「エ
ンテロウイルス 71 カプシド変異によるウイ
ルス学的多様性と中枢神経疾患発症機構」
(H28 年度～)により、EV71 ゲノム分子進化
の過程で生じるカプシドアミノ酸変異によ
り規定されるウイルス学的多様性と中枢神
経病原性発現の関連性についての検討を継
続している。感染動物組織等から、培養細胞
によるウイルス分離を経ずにEV71カプシド
遺伝子を増幅し、次世代シークエンス解析に
より個体内変異および quasi-species の出現
を網羅的かつ定量的に解析するための条件
を検討した。また、EV71 感染マウスモデル
の改良を図るため、ヒト受容体特異性を反映
した機能の異なる複数のEV71受容体を発現
したノックインマウスの作製を進めている。 
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