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研究成果の概要（和文）：本研究ではEV71受容体であるPSGL-1に結合するPSGL-1 binding型(PB)と非結合型(non-PB)の
EV71を用いて、感染モデル動物であるカニクイザルによる感染実験を行った。その結果、体内でPBはカプシドタンパク
の145番目のGがEに変異したnon-PB変異体となりPSGL-1非依存的に中枢神経系まで到達し、non-PBは効率良く増殖し、
中枢神経系におけるウイルス増殖と病原性発現に関与することが示唆された。カプシドタンパクの145番目のアミノ酸
は非ヒト霊長類モデルにおいてウイルスの複製と病原性に関わる決定因子であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We identified PSGL-1 as an EV71 receptor before.In this study, we investigated 
viral replication, genetic stability, and the pathogenicity of PSGL-1-binding (PB with VP1-145G) and 
PSGL-1-nonbinding (non-PB with VP1-145E) strains of EV71 in a cynomolgus monkey model. Mild neurological 
symptoms, transient lymphocytopenia, and inflammatory cytokine responses were found predominantly in the 
non-PB-inoculated monkeys. After inoculation with EV71, almost all EV71 detected in clinical samples, 
central nervous system (CNS), and non-CNS tissues of both inoculated groups, possessed VP1-145E, 
suggesting a strong in vivo selection of VP1-145E variants and CNS spread presumably in a 
PSGL-1-independent manner. Thus, VP1-145E variants are mainly responsible for the development of viremia 
and neuropathogenesis in a non-human primate model, further suggesting the in vivo involvement of amino 
acid polymorphism at VP1-145 in cell-specific viral replication and pathogenesis in EV71-infected 
individuals.

研究分野： ウイルス学

キーワード：  エンテロウイルス　感染動物モデル　選択圧

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) エンテロウイルス 71 (EV71)は手足口病
の主な原因ウイルスである。EV71 に感染し
ても一般的には不顕性感染もしくは軽度な
症状で治まることが多いが、時として、無菌
性髄膜炎や急性脳炎、神経原性肺水腫など重
篤な中枢神経合併症を引き起こし死に至る
ケースもある。しかしながら EV71 による重
篤な中枢神経疾患発症を規定する要因と発
症機構については、今のところ、ほとんど分
かっておらず、ワクチンや抗ウイルス薬もな
いのが現状である。1990 年代後半以降から
東アジア地域において乳幼児の急性死症例
の流行が報告されているが、その多くは
EV71 脳炎によるものと考えられている。 
 
(2) 我々は EV71 の受容体として PSGL-1 を
同定し（Nishimura Y. et al. Nat Med. 
15(7):794-7 2009）、EV71 には PSGL-1 に結
合する PB 型と結合しない non-PB 型が
genogroupに関係なく存在することが分かっ
ている。ウイルスの PSGL-1 への結合性はカ
プシドタンパク VP1 の 145 番目のアミノ酸
によって規定されていることを明らかにし
ているが、EV71 の感染や細胞内での増幅や
複製にどのようにPSGL-1が関わっているの
かはまだ分かっていない。 

 
２．研究の目的 
現在までに申請者らは in vitro における
PSGL-1 依存的 EV71 感染機構を解析してき
たが、in vivo における EV71 の感染及び病原
性発現におけるPSGL-1受容体の関与は未だ
不明である。ヒトに近い感染動物モデルであ
るカニクイザルを用いた PB と non-PB 型ウ
イルスの感染実験を通して、EV71のPSGL-1
依存的な感染の役割だけでなく、in vivo での
感染・病原性発現におけるEV71の増殖機構、
さらにはEV71が中枢神経合併症を引き起こ
すメカニズムを解明する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
EV71-02363 株感染性クローン（non-PB 型; 
02363-KE）および VP1 アミノ酸（VP1-98
および VP1-145）に変異を導入した感染性ク
ローン（PB 型; 02363-EG）を作製し、ヒト
横紋筋肉腫由来細胞である RD 細胞にてクロ
ーン由来ウイルスストックを調整した。PB
あるいは non-PB ウイルスをそれぞれ 4 頭ず
つ の カ ニ ク イ ザ ル に 静 脈 内 接 種 し
（106.3CCID50/monkey）、中枢神経症状を含
む臨床症状の発現を観察した。感染後 0・3・
7・10 日目には臨床検体（末梢血、直腸拭い
液、咽頭拭い液、髄液）を採取した。重篤な
神経症状は認められず、いずれも感染 10 日
目に解剖し、心臓・肝臓・脾臓などの主要臓
器や脳・脊髄などの中枢神経系組織を採取し
た。採取したサンプル中のウイルス検出には、
RD 細胞を用いたウイルス分離や、エンテロ
ウイルスを高感度に検出する事ができる

consensus-degenerate hybrid 
oligonucleotide primer (CODEHOP) 
RT-PCR や VP1 全領域を増幅する RT-PCR
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 全てのサルにおいて、重篤な神経症状や
手足口病のような症状は観察されなかった。
02363-KE 接種群のみ振戦や握力の低下など
の軽度の神経症状を示したが、一方の
02363-EG 接種群では明らかな神経症状を示
さなかった。 
 
(2) 両感染群の末梢血中の CD3+CD4+細胞、
CD3+CD8+細胞、B 細胞、NK 細胞数を測定
したところ、02363-KE 接種群では感染後 3
日目に全ての細胞数が減少し、その後回復が
みられた。一方、02363-EG 接種群では細胞
数の変動はみられなかった。 

図 1 感染後 3・7・10 日目における末梢血中
のリンパ球数 
 
(3) 両感染群の血清中の中和抗体価を測定
したところ、どちらの群でも EV71 に対する
抗体の中和能が感染後 7日目から増加してお
り、どちらの群も EV71 感染が成立していた
ことが確認された。さらに感染 10 日目の血
清を用いて、02363-KE 接種群サルの血清の
02363-EG ウイルスに対する交叉中和能、及
び 02363-EG 接種群サルの血清の 02363-KE
ウイルスに対する交叉中和能も測定し、どち
らの接種群のサル血清も交叉中和能を持つ
事が明らかになった。 
 
(4) EV71 感染による脳炎や肺水腫など重症
患者で高値であることが報告されているサ
イトカイン（TNFα, IL-6, IFN-γ）と EV71
感染において予後不良の患者で高値である
ことが報告されているサイトカイン（IL-1β, 
G-CSF, IL-1RA）について、両感染群サルの
血清中の濃度の解析したところ、IL-1β は両
群において感染 3日目以降、上昇がみられた。
そ の 他 の サ イ ト カ イ ン に つ い て は 、
02363-KE 接種群の値は感染後 3 日目や 7 日
目には感染前より高い傾向がみられたが、
02363-EG 接種群では感染前と比較してほぼ
変化が見られなかった。 
 



(5) 感染 0、3、7、10 日後に採取した臨床検
体と感染 10 日目の剖検採材中のウイルスの
検 出 をおこ な った。 検 出法と し て は
CODEHOP-PCR で VP1 の一部の領域を増
幅、または RT-PCR にてウイルスの VP1 全
領域を増幅した後、シークエンス解析を行っ
た。その結果、02363-KE 接種群では、感染
初期の臨床検体から高頻度にウイルスが検
出され、そのアミノ酸配列は VP1-98K が E
に 変 異した も のが多 く 検出さ れ た が
VP1-145 は E のまま変異しておらず、そのフ
ェノタイプは non-PB のままであった。一方、
02363-EG 接種群では、感染初期の臨床検体
からはウイルスが検出されなかったが、感染
後期の血清や PBMC ではウイルスが検出さ
れた。検出されたウイルスのほとんどが
VP1-98E のままであったが、VP1-145G から
E に変異しておりフェノタイプも PB から
non-PB に変異していた。しかし、02363-EG
を接種したサル 4 頭のうち 2 頭の感染後 10
日目のPBMCからは変異を有していないPB
型 の ウイル ス が検出 さ れた。 さ ら に
02363-EG 接種群の中枢神経系組織からは
02363-KE 接種群と比較して高頻度にウイル
スが検出・分離されたが、そのアミノ酸配列
は全て VP1-145E を持つ non-PB 型に変異し
ている事が分かった。 
 
(6) 中枢神経組織の病理学的解析では、
02363-KE 接種群全頭と 02363-EG 接種群の
うち中枢神経組織から高頻度にウイルスが
検出されたサルにおいて神経細胞の変性・壊
死と炎症所見が観察された。しかし、その組
織病変の程度に明らかな差は見られなかっ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2 non-PBとPB接種サルの中枢神経組織
における病変の分布 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 non-PBと PBサルの脊髄のH&E染色 
 
(7) 以上の結果より、EV71 感染動物モデル
であるカニクイザルにおいて、non-PB が効
率良く増殖し、中枢神経系におけるウイルス
増殖と病原性発現に関与することが示唆さ
れた。PB は感染後早い段階で 145 番目の G
が E に変異した non-PB 変異体となり
PSGL-1 非依存的に CNS まで到達したと考
えられる。145 番目のアミノ酸の変異／選択
のメカニズムは未解明であるが、非ヒト霊長
類モデルにおいてウイルスの複製と病原性
に関わる決定因子であることが分かった。 
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