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EV71は，コクサッキーウイルス A16（CVA16）ととも
に手足口病の主要な病原ウイルスであり，ピコルナウイル
ス科エンテロウイルス属，A群ヒトエンテロウイルスに分
類される 1）．手足口病の症状は一般に軽く，通常数日で回
復する．しかし，EV71は時として無菌性髄膜炎，急性弛
緩性麻痺，脳幹脳炎，神経原性肺水腫などの様々な中枢神
経疾患を引き起こすことが知られている．1997年のマレー
シア，1998年の台湾での流行以降，小児の急性死症例をと
もなう EV71による手足口病の大規模な流行が，アジア太
平洋地域で多発しており，大きな公衆衛生上の問題となっ
ている 2-7）．2008年には，安徽省を中心とした中国各地で
大規模な手足口病流行が発生し，120名以上の死亡例が報

告されている．我が国では，手足口病重症例の大規模な流
行は認められていないが，死亡例を含む手足口病重症例が
散発的に報告されている 8）．
特異的ウイルス受容体の同定は，感受性細胞・組織への

ウイルス結合侵入の初期過程のみならず，ウイルス感染に
よる病原性発現機構の分子的基盤の解明や予防治療法の開
発研究にとって重要な役割を果してきた．EV71と同様，エ
ンテロウイルス属に分類され，重篤な中枢神経疾患を引き
起こすポリオウイルスについては，特異的受容体であるヒトポ
リオウイルスレセプター（hPVR, CD155）が同定され 9,10），そ
の後の hPVR発現トランスジェニックマウスモデルの樹立
は 11），神経病原性発現機序やワクチン株の病原性解析等の
研究に大きく貢献した．しかし，手足口病の原因となる
EV71や CVA16を含む A群ヒトエンテロウイルスの受容体
は同定されておらず，ウイルス感染・病原性発現を規定す
る宿主因子の分子的基盤の研究は進んでいない．また，
EV71の自然宿主はヒトだけであり，サル以外の感染モデ
ルが限られていることから，ヒトにおける病原性を反映し
た小動物モデルの樹立が望まれている．

Jurkat T細胞における EV71結合分子の同定

EV71受容体の同定には，レトロウイルスライブラリー
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P-selectin glycoprotein ligand-1の同定
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エンテロウイルス 71（EV71）は，一般的な小児の発熱性疾患である手足口病の主要な原因ウイル
スである．手足口病の症状は一般に軽く予後も良好であるが，EV71は時として重篤な中枢神経疾患
の大規模な流行を引き起こす．我々は，ヒト T細胞 cDNAライブラリーを用いて EV71結合分子の発
現クローニングを行い，EV71が P-selectin glycoprotein ligand-1（PSGL-1; CD162）に結合すること
を見いだした．PSGL-1は，おもに白血球表面に発現するシアロムチンファミリー蛋白質で，セレク
チンやケモカインとの結合により初期炎症反応で重要な機能を果す．EV71はヒト PSGL-1のアミノ末
端領域に結合し，ヒト PSGL-1発現マウス細胞が EV71感受性を獲得したことから，EV71の機能的受
容体であることが示された．EV71分離株には PSGL-1結合株・非結合株が存在し，非白血球系細胞で
は EV71は PSGL-1非依存的に感染増殖することが明らかとなった．PSGL-1依存的 EV71感染機構の
解析は，手足口病や中枢神経疾患等，EV71感染症の病原性発現の分子的基盤の解明に役立つことが
期待される．
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と浮遊系マウス細胞とを組み合わせた発現クローニング法
を用いた 12）．これまでに，このパンニング法により，ネコ
免疫不全ウイルス 13），ネコカリシウイルス 14），エボラウ
イルス 15）の受容体が同定されており，特異性が高く強力
なクローニング方法である．図 1にパンニング法の概略を
示す．EV71感受性 Jurkat T細胞よりレトロウイルス
cDNAライブラリーを作製し，浮遊系細胞であるマウスミ
エローマ細胞に感染させた．感染細胞を回収し，EV71 1095
株（EV71-1095）粒子を固相化したプレートに添加した．90分
後，結合していない細胞を洗浄除去し，付着細胞を 37℃で
さらに培養した．1週間後，プレート上には 4つの独立し
た細胞コロニーが形成された．これらの細胞ゲノムには，
いずれにもヒト PSGL-1遺伝子が組み込まれていた．PSGL-
1は主に骨髄系・リンパ球系細胞および血小板に発現して
いるシアロムチンファミリー膜蛋白質である 16-18）（図 2A）．
細胞外に位置する PSGL-1のアミノ末端領域は，リガンド
であるセレクチンやケモカインと相互作用する．感染炎症
等により血管内皮細胞表面への発現が誘導されるセレクチ
ンと，白血球表面に恒常的に発現する PSGL-1との相互作
用が，炎症初期過程における局所への白血球の遊走・接
着・浸潤に重要であることが，PSGL-1-リガンド相互作用
の立体構造解析も含め詳細に研究されている 16-18）．

EV71は PSGL-1のアミノ末端領域に特異的に結合する

細胞表面での PSGL-1発現が EV71結合に関与すること

を確認するために，PSGL-1と EV71-1095の結合をフロー
サイトメトリーで解析した（図 2B）．PSGL-1をほとんど
発現していないヒト 293T細胞表面に，ヒト PSGL-1を一
過性に発現させたところ，細胞表面に EV71-1095粒子が結
合した．これに対し，シアロムチン蛋白質であるヒトCD34，
ヒト CD43，あるいはマウス PSGL-1を発現させた場合に
は，EV71-1095の結合は検出できなかった 19）．また，EV71-
1095と PSGL-1との結合は，PSGL-1のアミノ末端領域を
認識する抗 PSGL-1抗体（KPL1，図 2A）により濃度依存
的に阻害された（図 2C）．さらに，ヒト PSGL-1のアミノ
末端領域をマウス PSGL-1のアミノ末端領域と組み換えた
キメラ PSGL-1を発現させた場合にも，EV71は結合した
19）．したがって，EV71-1095は，ヒト PSGL-1の アミノ
末端領域に特異的に結合することが示された．また，マウ
ス PSGL-1は，ヒト PSGL-1とのアミノ末端構造の違いに
より EV71受容体として機能しないことが示唆された．

ヒト PSGL-1発現マウス L929細胞における EV71増殖

次に，PSGL-1発現により，EV71結合後の細胞侵入・ウ
イルス増殖過程が誘導されるかを検討するため，EV71非
感受性マウス L929細胞にヒト PSGL-1を発現し，EV71感
受性の変化を検討した．我々は，まず，ブラストシジン存
在下でヒト PSGL-1 を安定的に発現する L929 細胞（L-
PSGL-1.1細胞）を樹立した（図 3A）．EV71-1095を感染さ
せた L-PSGL-1.1 細胞は，感染後 4 日目で細胞変性効果

図 1 パンニング法を用いた，EV71 受容体の発現クローニング

EV71結合プレート作製には，EV71-1095株を使用した
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（CPE）を示し，細胞内にEV71抗原が検出された（図 3A）．
EV71-1095感染による CPEと EV71抗原の発現は，細胞を
抗 PSGL-1抗体（KPL1）で前処理することにより阻害され
た（図 3A）．陰性対照である L-bsd細胞では，EV71感染
によるCPEおよびEV71抗原は検出されなかった（図 3A）．
PSGL-1依存的 EV71増殖は，L-PSGL-1.1細胞におけるウ
イルス増殖試験でも確認された（図 3B）．また，EV71を
可溶性 PSGL-1-Fcキメラ蛋白質で処理すると，EV71増殖
が阻害された（図 3B）．以上のように，PSGL-1は EV71と
の結合だけではなく，EV71の侵入増殖にもかかわる機能
的受容体であることが示された．

種々の細胞株における PSGL-1発現と EV71増殖

次に，各種細胞株における PSGL-1発現と EV71増殖と
の関連を解析した．細胞表面における PSGL-1発現をフロ
ーサイトメトリーで解析したところ，ヒト白血球由来細胞
である Jurkat T細胞，U937細胞，MOLT-4細胞で高い発
現がみられた（図 4A）．PSGL-1依存的増殖を解析するた
め，抗 PSGL-1抗体と細胞を反応させた後，EV71-1095を
感染させた．PSGL-1発現量の高い Jurkat T細胞，U937
細胞では，抗 PSGL-1抗体処理により EV71増殖が効果的
に阻害された（図 4B）．MOLT-4細胞では顕著なウイルス
増殖は認められなかったが，抗 PSGL-1抗体処理により，

図 2 EV71 はヒト PSGL-1 に特異的に結合する

A PSGL-1の模式図．抗 PSGL-1モノクローナル抗体の認識部位を示す．

B 293T細胞に一過性にヒト PSGL-1を発現させ，PSGL-1発現および EV71-1095との結合を，フローサイトメトリーで検出

した．

C PSGL-1発現 293T細胞と EV71-1095との結合は，抗 PSGL-1抗体（KPL1）により，特異的に阻害される．一過性にヒト

PSGL-1を発現させた 293T細胞（293T/PSGL-1）と抗 PSGL-1抗体とを，氷上で 30分反応させた．その後の EV71-1095の

結合を，フローサイトメトリーで検出した．

（文献 19を改変）
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感染細胞から回収されるウイルス力価が有意に低下した
（図 4B）．一方，臨床検体からの EV71分離に頻用される

RD細胞（多くの EV71株が効率よく増殖し顕著な CPEを
おこす）を含む非白血球系細胞表面には，PSGL-1はほと
んど発現していなかった（図 4A）．非白血球系細胞におけ
る EV71増殖は，抗 PSGL-1抗体によって阻害されなかっ
たことから（図 4B），EV71は，非白血球系細胞では PSGL-
1非依存的に増殖することが明らかとなった．

PSGL-1結合 EV71株と非結合 EV71株の存在

EV71の伝播様態を解析するため，また，強い神経病原
性を有する特定の遺伝子型の EV71が伝播している可能性
を検討するため，EV71分離株の分子系統学的解析が進め
られてきた 7,20-23）．カプシド VP1領域の塩基配列をもとに
した分子系統解析により，プロトタイプである BrCr株
（genogroup A）を除く，すべての分離株が，2種類の遺伝

子型である genogroup Bおよび genogroup Cに大きく分
かれ，さらに B1～ B5および C1～ C5に細分類される（図
5A）．1095株を含む代表的な 8株を用いて，PSGL-1結合
および PSGL-1依存的ウイルス増殖を比較した．可溶性
PSGL-1-Fcキメラ蛋白質を用いた免疫沈降により PSGL-1
結合性を解析したところ，1095株を含む 5株は PSGL-1-Fc
と共沈したが，02363株，BrCr株，Nagoya株は共沈しな
かった（図 5B）．EV71分離株には，PSGL-1結合株（EV71-
PB）および PSGL-1非結合株（EV71-non-PB）が存在する
ことが明らかとなった．次に，Jurkat T細胞における
PSGL-1依存的ウイルス増殖を，抗 PSGL-1抗体存在下・非
存在下におけるウイルス増殖により比較した．PSGL-1結
合株 5株は Jurkat T細胞で PSGL-1依存的に増殖した
（図 5C）．PSGL-1非結合株のうち 2株，02363株と Nagoya
株は，Jurkat T細胞における増殖が認められたが，その増
殖は抗 PSGL-1抗体で阻害されなかった（図 5C）．つまり，

図 3 EV71 非感受性マウス L929 細胞にヒト PSGL-1 を発現させると，EV71 感受性を獲得する

A L929細胞にヒト PSGL-1発現プラスミドを導入し，ブラストシジンで選択後，ヒト PSGL-1発現量の高いクローン L-PSGL-

1.1細胞を樹立した．また，陰性コントロールとして L-bsd細胞を作製した．L-PSGL-1.1細胞に EV71-1095株を感染させ

たところ，4日後に CPEおよび EV71抗原を呈した．

B L-PSGL-1.1細胞での PSGL-1依存的 EV71複製．感染直後および 2，4，6日後のウイルス力価を測定した．L-PSGL-1.1細

胞を抗 PSGL-1抗体（KPL1）で処理すると，EV71増殖が阻害された．また，可溶性 PSGL-1-Fcと EV71を反応後，L-

PSGL-1.1細胞に感染させると，ウイルス複製が低下した．

（文献 19を改変）



図 5 PSGL-1 結合性による EV71 分離株の分類

A EV71の遺伝子型．EV71は A，B，Cの 3つの genogroupに分けられる．genogroup Aに分類される株は，BrCr株１株

のみである．genogroup Bおよび Cは，さらに subgenogroup（B1~5，C1~5）に細分される．赤： EV71-PB，青：

EV71-non-PB．

B EV71株と PSGL-1の結合．EV71と PSGL-1-Fcとの共沈を，抗 EV71 VP1抗体を用いたウエスタンブロッティングで検出し

た．可溶性蛋白質の陰性コントロールとして，CTLA-4-Fcを用いた．

C EV71分離株の Jurkat T細胞での増殖．PSGL-1依存的増殖の解析のため，Jurkat T 細胞を抗 PSGL-1抗体で処理後，各

EV71分離株を感染させた．EV71-PBである EV71-1095の増殖は，抗 PSGL-1抗体（KPL1）で阻害された（赤矢頭）．し

かし，EV71-non-PBである EV71-02363の増殖は，抗 PSGL-1抗体で阻害されなかった．EV71-BrCrは Jurkat T細胞で増

殖しなかった．

（文献 19を改変）
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図 4 各種細胞株における PSGL-1 発現と EV71 増殖

A 細胞表面の PSGL-1発現をフローサイトメトリーで検出した．

B EV71-1095株の複製．PSGL-1依存的増殖の解析のため，細胞を抗 PSGL-1抗体（KPL1）で処理後，EV71-1095を感染させた．

（文献 19を改変）
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PSGL-1非依存的に Jurkat T細胞に感染した．PSGL-1非
結合 BrCr株は，Jurkat T細胞において顕著な増殖が認め
られなかった（図 5B）．同じ subgenogroup C1に属する
PSGL-1結合株・非結合株（KED005株と 02363株）のカ
プシドアミノ酸配列 862残基を比較したところ，4アミノ
酸残基のみが異なっていた 19）．in vitroあるいは in vivo
での感染伝播過程における EV71の適応変異により，PSGL-
1結合性が比較的容易に変化する可能性が示唆される．

CVA16における PSGL-1依存性・非依存性増殖

EV71と遺伝学的に近縁で手足口病の原因ウイルスであ
る CVA16について PSGL-1依存的感染の有無を検討した．
CVA16プロトタイプ G10株により誘導される L-PSGL-1.1
細胞における CPEは，抗 PSGL-1抗体により部分的に阻害
されたが， Jurkat T細胞における CVA16増殖は，抗
PSGL-1抗体で阻害されなかった 19）．CVA16の L-PSGL-1.1

細胞への感染においては PSGL-1依存的感染が認められた
が，Jurkat T細胞へは PSGL-1非依存的に感染することが
示唆された．

まとめ

以上の結果より，我々は，Jurkat T細胞等 PSGL-1発現
白血球細胞では，PSGL-1が PSGL-1結合 EV71株の主要な
宿主受容体として機能することを明らかにした．同時に，
RD細胞等の非白血球系細胞では，EV71は PSGL-1非依存
的に増殖することから，他の感染機構が存在する可能性を
示した．山吉らは，RD細胞に由来するゲノム DNAをマウ
ス L929細胞に発現させることにより，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 24）．SCARB2は，RD
細胞等非白血球細胞における EV71感染を規定する機能的
受容体であると考えられ，構造的にも機能的にもまったく

図 6 複数の受容体を介した EV71 感染機構

A EV71-PBは，PSGL-1を受容体として Jurkat T細胞に感染する．

B EV71-non-PB（BrCr株以外）は，PSGL-1以外の受容体により Jurkat T細胞に感染する．BrCr株は Jurkat T細胞で増殖

しない．

C すべての EV71株は，SCARB2を受容体として PSGL-1をほとんど発現していない非白血球系細胞に感染する．

（文献 19を改変）
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異なる 2種類の宿主受容体，PSGL-1と SCARB2を介する
EV71感染機構の存在が明らかになった．SCARB2は，白
血球等に限局して発現する PSGL-1と異なり，ユビキタス
に多くの細胞・組織で発現することが報告されているが，
Jurkat T細胞表面には顕著な発現は認められなかった（未
発表データ）．すなわち，Jurkat T細胞等，ある種の細
胞・組織では，PSGL-1依存性増殖が PSGL-1結合性 EV71
株の主要な感染経路であると考えられる．PSGL-1非結合
EV71株や CVA16については，PSGL-1および SCARB2以
外の受容体を介した感染経路の存在も否定できない 25）．

今後の展望

EV71と CVA16は，同じ A群エンテロウイルスに属する
手足口病の主要な原因ウイルスであるが，EV71による手
足口病流行時に中枢神経疾患発症の頻度が高くなる 8,26）．
事実，近年のアジア太平洋地域での手足口病流行時におい
て，急性脳炎等の重症例から高頻度に EV71が検出されて
いる 27）．PSGL-1 および SCARB2は，EV71のみならず
CVA16の受容体としても機能したことから，中枢神経疾患
と宿主受容体との関連はいまのところ明らかではない．
PSGL-1は中枢神経細胞に発現していないが 16），EV71脳炎
患者の中枢神経組織には CD68陽性マクロファージ／ミク
ログリアを中心とした炎症性細胞の浸潤が認められる 28,29）．
EV71感染による中枢神経疾患発症に，PSGL-1発現炎症細
胞さらには PSGL-1依存性 EV71感染が関与する可能性に
ついては，今後の検討が必要である 25）．
多くのウイルスにおいて，異なる複数の宿主受容体の機
能と局在，それに伴う異なる受容体を認識するウイルス
variantの変異・適応が，ウイルス感染増殖，病原性発現に
おいて重要な役割を果たすことが明らかにされている．
EV71と同じエンテロウイルス属である B群コクサッキー
ウイルス（CVB）では decay-accelerating factor（DAF）30,31）

および coxsackievirus and adenovirus receptor（CAR）32）

の 2種類の宿主受容体が同定されている．極性を有する
Caco-2 細胞への感染において，CVB はまず，細胞表面
apical側の DAFに結合するが，ウイルス粒子構造は変化せ
ず，細胞表面に DAF- CVB複合体が形成される 33）．DAF-
CVB相互作用により誘導される Ablキナーゼシグナルを介
したアクチン再編成により DAF- CVB複合体はタイトジ
ャンクションへ移動し，タイトジャンクションに局在する
CARとのウイルス粒子構造変化を伴う相互作用によりゲノ
ム RNAが細胞内に侵入する 33）．PSGL-1を介したシグナ
ルは，インテグリンの局在等白血球機能に関与することが
報告されている 34）．PSGL-1と EV71との相互作用は，白
血球細胞機能に影響を及ぼすのか？　PSGL-1-リガンド相
互作用にとって重要な PSGL-1のアミノ末端領域の翻訳後
修飾は EV71との結合にも必要なのか？　PSGL-1発現細胞
への EV71結合およびそれに続くウイルス感染は，PSGL-

1-リガンド結合を介した炎症細胞間相互作用にどのような
影響を与えるのか？　PSGL-1依存性 EV71感染は，重症
EV71脳炎患者で認められるリンパ球減少やサイトカイン
異常 35,36）においてなんらかの役割を果しているのか？
PSGL-1結合株・非結合株の存在は，EV71の分子進化およ
び病原性発現にとってどのような意味を持つのか？　等々，
EV71受容体として PSGL-1が同定されたことにより，あら
たな視点に基づいた EV71感染の分子機構に関する研究の
進展が期待できる．もちろん，SCARB2を介した EV71感
染経路を含め，EV71が複数の受容体を使用することの生
物学的意義の解明が今後きわめて重要となる．
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Enterovirus 71 (EV71) is a major causative agent of hand, foot and mouth disease (HFMD), a
common febrile disease in young children. Although clinical manifestations of HFMD are usually mild and
self-limiting, EV71 can cause large outbreaks of HFMD including severe neurological complications. We
identified human P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1; CD162) as a functional receptor for EV71 using
an expression cloning method with a human T cell cDNA library by panning. PSGL-1 is a sialomucin
membrane protein, expressed on leukocytes, that has a major role in early stages of inflammation by
interacting with selections and chemokines. EV71 specifically binds to the N terminal region of PSGL-1
and the expression of human PSGL-1 allowed EV71 replication in nonsusceptible mouse cells,
suggesting that PSGL-1 is a functional EV71 receptor. We found the presence of strain-specific EV71
replication in leukocytes. In addition, EV71 replicates in nonleukocyte cell lines in a PSGL-1-
independent manner. Thus, further elucidation of the PSGL-1-dependent EV71 replication may
provide valuable insights into the molecular basis of EV71 infection including HFMD and various
neurological diseases.   
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