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1．はじめに

EV71は 1969年から数年間の間にカリフォルニア州の無
菌性髄膜炎や脳炎を発症した患者から新たなエンテロウイ
ルスとして分離された 1）．同じくピコルナウイルス科エン
テロウイルス属 species Aに属する CVA16や CVA10など
とともに主な手足口病の原因ウイルスであるが，年によっ
てこれらのうちのいずれかのウイルスが主となり入れ替わ
りで流行を繰り返している．手足口病自体は名前の通り手，
足，口などに発疹を生ずる病気で重篤な感染症ではなく予
後はよい．多くの人は成人になるまでに感染しこれらのウ
イルスに対する抗体を保有している．しかし，EV71の大
きな流行があると，まれに乳幼児において無菌性髄膜炎，
脳炎，急性弛緩性マヒ，神経原性肺水腫などで死に至るこ
とがある 2，3）．1970年代には東ヨーロッパで 4，5），1990年
代後半からは東アジアで大規模な流行があり 6-8），流行国で
は年間に数十人規模の死者がでている 9）．特に中国では
2008年，2009年に大流行があり 2009年では 100人以上の

死者がでたと報告されている 10）．
このウイルスはポリオウイルスと同様にヒトを宿主とし

てヒトーヒト間の糞口感染や口腔内分泌物による飛沫感染
や接触感染を起こしていると考えられている．実験動物と
しては旧世界ザルが用いられていて，静脈内接種や視床内
接種により脳炎が見られる 11，12）．霊長類以外では実験的
には乳のみマウスに感染することができるが，感受性は数
日以内に消失し，成体で発症することがない．ポリオウイ
ルスの根絶が近いとされる現在においても近縁のウイルス
で危険なウイルスが出現したことは注目すべきことであり，
ウイルス学的には同じ手足口病を起こすウイルスのうちで
EV71だけが神経病原性が強いのはなぜか？また流行時に
稀に神経症状を示す例があるのは EV71流行株の中に特に
毒性の強い株の出現によるのか？などの疑問がある．エン
テロウイルスの種特異性は主にウイルス受容体のレベルで
決定されていると考えられ，組織や細胞特異性の決定にも
大きな影響と与えている．しかし，エンテロウイルス属
species Aに属するウイルスの受容体に関しては全く不明
であったため，ウイルス受容体の同定を試みた．

2．どのような仮定をして同定の実験を行なうか？

このウイルスの受容体はポリオウイルスやコクサッキ－
ウイルス B群受容体と類似の方法で同定できるのではない
かと推測はされたものの，状況証拠もかなり少ない状態に
あった．
例えばポリオウイルスはヒトとマウスの融合細胞を用い

て実験がされていて，ヒトの染色体 19番の 19q12-q13.2の
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領域をもっているマウス細胞はウイルス感受性を示すこと
が明確であった 13）．ポリオウイルスの感染を阻害する
HeLa細胞表面を認識するモノクローン抗体も作成されて
いて，この抗体は単独でほぼ完全に 3つの血清型のポリオ
ウイルス感染を阻止することができ，なおかつ上記感受性
ハイブリッド細胞と結合することができた 14）．これらのこ
とからポリオウイルス受容体はヒト染色体上に 1種類だけ
存在している可能性が高いと考えられていて，事実
poliovirus receptor（PVR）/CD155が受容体として単離さ
れ，現在でも唯一同定された感染成立を可能にする受容体
である 15，16）． PVRはウイルスと結合すると共にウイル
ス粒子の構造変化を引き起こし脱殻反応を開始することが
できる 17，18）．一方コクサッキ－ウイルス B群は染色体 21
番に存在するとされていた 19）．これは後に Coxsackie-
Adenovirus Receptor（CAR）として同定された 20，21）．
CARは PVRと同様にウイルスの結合と脱殻の開始を行な
うことができる．また別の分子と結合することができる一
部の株が存在することが知られていたが，結合する分子は
Decay-accelerating factor/CD55であることが後に判明す
る 22，23）．DAFはウイルス結合活性を持つがウイルスの脱
殻反応の引き金をひくことはできず CARが共存していな
ければ感染は成立しない 24）．CARは tight junction に存
在しているが，DAFは apical側に多く存在し，ウイルスを
結合することと，DAFによって活性化されるシグナルによ
りウイルスを CARの存在する tight junction へ移動させ

ることなどで重要な役割を果たしていると考えられている 25）．
このような他のエンテロウイルスの受容体の研究の歴史

を考えると，PVRや CARにようなウイルスの結合や脱殻
を単一タンパク質で行なう受容体が存在することが予想さ
れるが，実際にはそのような遺伝子が複数種類あるのか，
CVBのように結合して CARにウイルスの受け渡しをする
DAFのようなウイルス結合タンパクが存在するのかは不明
であった．採用した作戦によって異なった遺伝子がとれて
くる可能性があったので，DAFのようなタイプの分子がと
れてしまうようなアッセイは避け，PVRや CARのような
働きをする分子を優先的に分離するべきであると考えた．
しがって PVR同定時と同様最終的なアッセイはウイルスの
感染成立を直接検知する方法をとり，ウイルスの結合活性
だけをみる方法は採用しなかった．受容体としては RD細
胞と同等の感受性を与えることができる分子を探すことを
目標とした（図 1）．

3．EV71感受性細胞株の樹立

ヒトの rhabdomyosarcoma cell（RD cell）は EV71の分離
等に使用されている細胞で，EV71感受性が高いので十分
な量の EV71受容体を発現していると考えられる．一方マ
ウス L929細胞は通常ウイルスを感染させても CPEは観察
されず，ウイルス抗原の染色やウイルスのタイターを注意
深く調べるとほんのわずかのウイルス感染が認められるが，
事実上感染はないに等しい．この L929細胞に EV71 RNA

図１　実験の流れ
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をトランスフェクションすると感染性をもった EV71粒子
が回収されるので，L929細胞はウイルスの感染初期過程に
は何らかの欠損があるが，ひとたびウイルス RNAが細胞
内に侵入すればゲノム複製，遺伝子発現，粒子形成などの
その後のステップは許容されていることがわかった．そこ
で①ヒト RD細胞の染色体 DNA を L929細胞にトランス
フェクションして形質転換細胞株のプールを作成する．②
その中からウイルス感受性を獲得した細胞株を選別してク
ローニングする．③その細胞に含まれているヒト由来の
DNAを選別して受容体遺伝子を同定する．という方法をと
ることとした．
ウイルスの感染成立をモニターするために EV71の感染

性 cDNAクローンを作成し，GFP遺伝子に EV71プロテア
ーゼ 2Aの認識配列を付加して EV71 cDNAの中に in-
frameになるよう導入し，ウイルスが感染すると GFPが発
現する自立増殖可能な組換えウイルスを作成した．EV71
SK-EV-006株の感染性 cDNAの作成は李継芬が行ない，組
換えウイルスの作成は山下康子が行なった．さらに山下は
RD細胞 DNAと薬剤選択遺伝子 neoをトランスフェクショ
ンして形質転換体を得た．これらの細胞のクローン一つ一
つにはヒトの DNAの一部分が導入されている．もしヒト
由来の 1つの遺伝子の付与だけでウイルス感受性を獲得で
きるならば，ウイルス感受性細胞が出現する頻度は数万ク
ローンに一つの割合であると予想された．もし 2つの遺伝
子が必要であれば 1/108程度の確率でしか感受性細胞は存
在しない計算になる．ポジティブな結果がでるまでは仮説
が正しいかどうかわからない精神的なつらさが付随する実
験である．この形質転換細胞を一つのプールが約 100クロ
ーンの形質転換細胞を含んでいるプールとなるように調製
し，700プール，合計約 7万クローンの細胞株のウイルス
感受性を調べた．ウイルスを感染させると細胞は死滅する
ので，各プールを 2分割したのちに片方を感染実験に用い，
他方は陽性の細胞が存在した場合に次のステップに用いる．
これは実際に行なうと大変な操作であるが，空調のない暗
く狭い部屋で黙々と蛍光顕微鏡で光るウイルスを探し続け
た山下の努力が実を結び，ついに 2つのウイルス感受性細
胞を含むプールを見つけ，限界希釈と感染による選択を続
けて細胞株 Ltr051細胞，Ltr246細胞として純化すること
に成功した．これらの 2つの細胞は Ltr051細胞が感受性が
高く，Ltr246細胞はやや感受性が低かったが，いくつかの
EV71株で感染が成立し，CPEが見られたのでこの 2つの
細胞で以下の解析を行なうこととした．これによりこの実
験計画の最大の山場を越えた．

4.形質転換細胞からのヒト由来 DNAの選別

我々は Ltr051細胞，Ltr246細胞に導入されたヒト DNA
を同定するためにいくつかの方法を試みたが，最終的にマ
イクロアレイ法により Ltr051細胞でもとの L929細胞より

より高いレベルで発現している mRNAを検出しヒト由来
DNAを同定した．この実験は国立行政法人・物質材料機構
の花方信孝，箕輪貴司，竹村太郎との共同研究により行な
われた．
細胞から抽出される RNAのほとんどはマウス由来であ

るが，目的とする遺伝子はヒト由来であることから，ヒト
mRNA配列を対象とするチップ Whole Human Genome
Microarray kit 4x44K（Agilent）を用いて実験を行なっ
た．通常のマイクロアレイと使用目的が異なるので予備的
な検討が必要であったが，主に竹村の努力により克服する
ことができた．もとの細胞よりも形質転換細胞において発
現レベルが上昇する遺伝子は，①本物のヒト受容体遺伝子，
②受容体遺伝子ではないが形質転換細胞に偶然同時に導入
されたヒト遺伝子，③ヒト由来の遺伝子の強力なプロモー
ターやエンハンサー配列が偶然近傍に挿入されたために発
現レベルが上昇したマウス由来の遺伝子，④導入されたヒ
ト遺伝子がなんらかのシグナルを伝達するような遺伝子で
あった場合誘導されるマウス由来の遺伝子，⑤まったくの
アーティファクトなどの場合が予想された．当初我々は
Ltr051細胞と Ltr246細胞には同一のヒト遺伝子が導入さ
れた為に L929細胞は EV71感受性を獲得したのではないか
と考えていたので，Ltr051＞ L929かつ Ltr246＞ L929と
なる遺伝子を選抜すれば①のみを選別できるのではないか
と考えていた．ところがこのような条件を満たす遺伝子は
一つも存在しなかったので，Ltr051細胞と Ltr246細胞で
はそれぞれが別の遺伝子によって感受性を獲得した可能性
が高くなった．したがって②から⑤のノイズの存在を覚悟
した上で遺伝子を同定しなければならなくなった．苦戦が
予想されたが，ちょうどその時期に山吉誠也が我々の研究
室に加入し，個人技によって驚くほど速やかにほとんどの
ことを解決してしまった．

5．Scavenger receptor B2（SCARB2）は

EV71受容体である 26）

形質転換細胞にはヒト遺伝子が導入されているはずなの
で，候補となる遺伝子の配列をもつプライマーを設計し，
RD細胞と形質転換細胞 genomic DNAをテンプレートと
した場合で PCRの増幅が成立し，L929細胞 DNAでは成
立しない遺伝子を探索した．まずマイクロアレイ解析でも
との細胞よりもより強いシグナルが検出された遺伝子をシ
グナルの強度比が高い順番で，なおかつ受容体は膜タンパ
ク質であると予想されるので SOSUIプログラム 27）で推測
される膜タンパク質と予想されるものを優先的に狙った．
Ltr051細胞では SCARB2が唯一導入されたことが確認さ
れ，Ltr246細胞においても 2つのヒト遺伝子が導入されて
いることが確認された．
これらの遺伝子の cDNAを発現プラスミドにクローニン
グし，単独で発現させて EV71感染が成立するか否かを検



192 〔ウイルス　第 59巻　第 2号，

証した．SCARB2を発現させると感染は成立し，Ltr051細
胞はこの分子によって感受性を獲得していたことが判明し
た（図 2B）．Ltr246細胞に導入されていた 2つの遺伝子を
単独もしくは 2つ同時に発現させても L929細胞は感受性
を獲得しなかった．したがって EV71感染の経路は単一で
はなく 2つ以上あると考えられ，我々はそのうち一つを同
定することができたことになる．

SCARB2は 2回膜を貫通するタイプⅢ膜タンパク質であ
り，CD36，SCARB1らと CD36遺伝子ファミリーを形成
している（図 2A）．主にエンドソームやリソソームに存在
し て い て ， Lysosomal integral membrane protein II
（LIMP-2）とも称されているが，細胞表面にも発現が見ら
れる．初期エンドソームから後期エンドソームまたは形質
膜への小胞輸送の調節に関わることが報告されている 28-30）．
また同一ファミリーの SCARB1は HCVの侵入に関与して
いることが知られている 31）．しかし，ヒト CD36，SCARB1
を発現しても EV71は感染しない．
次に SCARB2が確かに EV71の受容体であることを確認

するための実験を行なった．EV71受容体であればスクリ
ーニングに用いた株だけでなく，あらゆる EV71株の感染
が成立すると考えられる．これを検証するために分子系統
樹の上で異なった分類に属する BrCr/USA/70（genogroup
A），Nagoya/Japan/73，C7/Japan/97，Hungary/78，258/
Bulgaria/75（ genogroup B）， 1095/Japan/97， Isehara/
Japan/99（genogroup C）を L-SCARB2細胞に感染し，感染
が成立することを確認した．さらにこの受容体が
enterovirus species Aに共通の受容体であるか，EV71特
異的な受容体であるかを調べるため species Aに属する
CVA2，CVA3，CVA4，CVA5，CVA6，CVA7，CVA8，
CVA10，CVA12，CVA14，CVA16の感染が成立するか否
かを検討した．これらのウイルスのうち CVA7，CVA10，
CVA14は L929細胞でも感染するので，SCARB2を介して
感染するか否か判定できなかった．その他のウイルスに関
しては CVA16だけが L-SCARB2細胞で感染が成立した．
すなわち SCARB2は EV71だけでなく，同じ手足口病を引
き起こす CVA16の受容体としても機能している．
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図 2 SCARB2 は EV71 受容体の一つである．

(A)SCARB2の構造　2回膜貫通型タンパクで CD36 family に属する．

(B) L細胞に SCARB2を発現させた L-SCARB2細胞では RD細胞と同等の EV71感受性を示す．

(C) SCARB2の細胞外ドメインと IgG Fcを融合させたタンパクは EV71と直接結合する．SCARB2/Fcでプルダウンして抗

EV71抗体でウイルスの VP1を検出した．

(D) RD細胞に抗 SCARB2抗体存在下で EV71-GFPを感染させ，GFP陽性の感染細胞数を計測すると抗体によって感染が阻害

される．
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EV71と SCARB2の直接結合していることは SCARB2-
IgG fusionタンパクによって EV71がプルダウンできるこ
とにより確認した（図 2C）他，L-SCARB2細胞にウイル
スが結合できることも確認した．PVRや CARのように
SCARB2がウイルス粒子の構造変化を引き起こし脱殻を開
始させる能力があるかはまだ判明していない．

RD細胞に対して抗 SCARB2抗体によって感染が阻害さ
れるかどうか検討した（図 2D）．EV71-GFPを RD細胞に
抗体の存在下，非存在下で感染させて感染細胞数を計測す
るアッセイにおいて，感染細胞数の顕著な減少がみられた．
このことは遺伝子単離のソースとした RD細胞においても
SCARB2は主要な受容体であることを示している．しかし，
抗体量を増やしても完全に阻害することはできなかったこ
とから，別の感染経路が存在することが推測され，Ltr246
細胞に発現している受容体がその候補であると考えている．

6．終わりに

このように我々は EV71の感染を成立させる分子として
SCARB2を同定した．この分子は実験に用いたすべての
EV71株の受容体として機能し，さらに CVA16の受容体と
しても機能している．実験開始時に我々が想定した通りの
受容体が同定できた．しかし，この経路は唯一の感染経路
ではないらしく複雑な様相を呈してきている 32）．Ltr246細
胞の受容体はいまだに同定できていない．また，Nishimura
らはこれらとは別にリンパ球で発現している PSGL-1が
EV71の特定の株を感染させる能力があることを示した 33）．
さらに Yangらは sialylated glycanが小腸に由来する
DLD-1細胞において EV71感染に重要であることを示して
いる 34）．SCARB2はこれらの中で最も感染効率のよい受容
体のように見受けられ，単層培養の細胞株では主たる受容
体といってよい．しかし，今のところこれらの受容体とさ
れる分子の個体における病原性への関与は不明である．ま
ずは今後いくつの感染経路が存在するのかを明らかにし，
それぞれの分子の発現の分布などを検討して，手足口病や
脳炎などの病態とどのように結びついているのかを検討す
る必要がある．ヒトやサルなどの標本を用いた病理学的検
討の他に，ヒト SCARB2を発現するトランスジェニックマ
ウスの作成などのアプローチが可能であると考えられる．
また EV71と CVA16は同一の受容体を使用しているの

で，EV71が CVA16と比較してより神経病原性が高いこと
は宿主側の受容体の要因よりもウイルス自体の要因である
可能性を示唆している．受容体の同定によってこのような
今後の研究の方向性も示された．受容体が同定されてこの
ウイルスの病原性発現機構が解明されていくことが期待さ
れる．
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Identification of a enterovirus 71 receptor; SCARB2
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Enterovirus 71 (EV71) and coxsackievirus A16 (CVA16), belonging to family Picornaviridae,
genus Enterovirus, species A, are causative agents of hand-foot-mouth disease (HFMD).  Infections
involving EV71, but not CVA16, can progress to severe neurological disease, including aseptic
meningitis, encephalitis, acute flaccid paralysis and neurogenic pulmonary edema. EV71 is thus
considered to be a neuropathogenic virus and EV71 outbreak has become a major public health
concern. Human RD cells are highly susceptible to EV71, while mouse L929 cell are not. We
established mouse cell lines that acquired EV71-susceptibility by transfecting human genomic DNA. We
succeeded in identifying a human gene, scavenger receptor B2 (SCARB2), integrated in one of the
transformant cells by microarray analysis and showed that SCARB2 can serve as a EV71 receptor.  I will
summarize this result, background and the methodology of the study. 


