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　エンテロウイルス 71（EV71）は，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 17)．ウイルスゲノムは一本鎖 RNAで，エンベロープ
はなく，20面体の小型ウイルスである 19, 29)．EV71は，同
じく HEV-Aに分類される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る．
手足口病は乳幼児を中心に流行し，主に手・足・口に発疹
を呈する感染症である．症状は一般に軽く，通常数日で回
復する．しかし，EV71感染では稀に無菌性髄膜炎・急性
脳炎・神経原性肺水腫などの神経疾患を呈することが知ら
れている．EV71による手足口病の大流行は，1990年代後
半よりアジア太平洋地域で多発しており，小児の急性死症
例をともなうことから大きな問題となっている 1, 2, 5, 12, 28, 

30, 36, 38)．
　EV71感染病態には未だ不明な点が多い．たとえば，な
ぜ EV71感染では重症化する場合があるのか未解明であ
る．EV71や CVA16を含む A群ヒトエンテロウイルス全
体においても，感染・病原性発現を規定する宿主因子の研
究は遅れていた．しかし，2009年に EV71受容体として
P-selectin glycoprotein ligand-1（PSGL-1）15)と scavenger 

receptor class B, member 2（SCARB2）34)が相次いで同定
され，大きく前進したと思われる（図 1）14, 18, 32, 33)．私は，
PSGL-1との結合性により EV71分離株が 2種類に分けら
れることも明らかにし，PSGL-1-binding（EV71-PB）株お
よび PSGL-1-non-binding（EV71-non-PB）株と名付けた
15)．EV71受容体としての PSGL-1の同定・機能解析につ
いては，最近本誌に総説を掲載させていただいた 40)．本
稿は EV71-PB株が中心であり，最初に PSGL-1同定方法
および機能解析を簡単にまとめる．次に，PSGL-1同定に
いたるまで，私がいかに「幸運」であったかを執筆させて
いただく．

1. PSGL-1の同定と機能解析

1-1. EV71受容体の発現クローニング
　パンニング法による発現クローニング 7, 11, 23-26)を EV71
受容体の同定に応用した 15)．EV71受容体を発現しておら
ず，EV71固相化プレートに結合しない浮遊系マウスミエ
ローマ細胞（P3U1細胞）を用いた．P3U1細胞に Jurkat
細胞（ヒト Tリンパ球細胞株）cDNAライブラリーを導
入し，EV71固相化プレートに載せ，プレートに結合する
ようになった細胞を選択した（パンニング）．EV71固相
化プレートに結合するようになった P3U1細胞には，
Jurkat細胞の EV71受容体 cDNAが導入され発現してい
るものと考えられる．およそ 1000万個の細胞を EV71固
相化プレートでパンニングし，非結合細胞を洗い流し，一
週間培養したところ，プレート上にわずか 4つのコロニー
が形成された．これらの細胞を増やし，ゲノムを抽出し，
cDNAライブラリー由来遺伝子を PCRで増幅した．シー
クエンスしたところ，いずれのコロニーからの増幅産物も，
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ヒト PSGL-1をコードしていた．

1-2. PSGL-1の機能
　PSGL-1は 412アミノ酸からなるシアロムチンファミ
リー膜蛋白質で，ホモダイマーを形成し，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（図 2）8, 21, 27)．
PSGL-1の N末端領域は細胞外に位置し，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．PSGL-1とセレ
クチンの相互作用は，初期炎症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．PSGL-1は白血球表
面に恒常的に発現しているのに対し，セレクチンは炎症等
により血管内皮細胞表面への発現が誘導される．PSGL-1
とセレクチンの相互作用は，立体構造解析も含め詳細に研
究されている 8, 21, 27)．

1-3. PSGL-1の N末端領域に EV71が結合
　PSGL-1と EV71との細胞表面での結合を，フローサイ
トメトリーで解析した（図 3）．PSGL-1をほとんど発現し
ていない 293T細胞表面に（図 3，上段），PSGL-1を一過
性に発現させたところ，細胞表面に EV71が結合するよう
になった（図 3，下段）．また，EV71と PSGL-1との結合は，
PSGL-1の N末端領域を認識する抗 PSGL-1モノクローナ

ル抗体により濃度依存的に阻害された 15)．さらに，ヒト
PSGL-1の N末領域以外をマウス PSGL-1に置き換えたキ
メラ PSGL-1を発現させた場合にも，EV71は結合した 15)．
つまり，EV71はヒト PSGL-1の N末端領域に特異的に結
合した．

1-4.  PSGL-1の N末端領域のチロシン硫酸化が EV71結合
に必須

　EV71と PSGL-1との相互作用における，PSGL-1翻訳
後修飾の役割を詳細に解析した（図 4，5）16)．PSGL-1と
Pセレクチンの相互作用には，PSGL-1のチロシン（Y46，
Y48，Y51）の硫酸化に加え，トレオニン（T57）へのO
型糖鎖付加が重要である（図 6）10, 20, 22, 27, 31)．Eセレクチ
ンとの結合にチロシンの硫酸化は不要であるが 27)，ケモ
カイン CCL27との相互作用にはチロシンの硫酸化のみが
必須である（図 6）4)．
　まず，O 型糖鎖付加について検討した（図 4）．293T細
胞に一過性に PSGL-1を発現させ，可溶性 Pセレクチン
-Fcあるいは EV71との結合をフローサイトメトリーで解
析した．T57をアラニンに置換し，O 型糖鎖付加を阻害し
た変異体（T57A）を発現させた場合，Pセレクチン -Fc
は結合しなかったが，EV71は結合した（図 4，下段）．ま

図 1 EV71受容体
PSGL-1は Jurkat細胞（ヒト Tリンパ球細胞株）における受容体である．SCARB2は RD細胞（ヒト横紋筋腫細胞株）にお
ける受容体である．SCARB2は N末および C末領域に細胞膜貫通領域があり，逆 U字型である．

図 2 PSGL-1の性状
PSGL-1は二量体をなし，N末端を外側として細胞表面に発現している．
（文献 15を改変）
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た，PSGL-1発現 293T細胞をシアリダーゼで処理した場合，
Pセレクチン -Fc結合は低下したが，EV71結合は不変で
あった 16)．したがって，PSGL-1の T57のO 型糖鎖付加は，
EV71結合に不要と考えられた．
　次に PSGL-1のチロシン硫酸化（図 5A）と EV71結合
について解析した．硫酸化阻害剤である sodium chlorate
存在下で培養した PSGL-1発現 293T細胞は，細胞表面の
硫酸化チロシン発現が低下し，EV71結合も低下した 16)．
次に，PSGL-1のチロシン（Y46，Y48，Y51）を全てフェ
ニルアラニンに置換し，チロシン硫酸化を阻害した変異体
（FFF変異体 ; 図 5B）を 293T細胞に発現させ，EV71と
の結合を検討した（図 5C）．FFF変異体ではチロシンの
硫酸化が阻害されるとともに，EV71結合も低下した．し
たがって，チロシンの硫酸化が EV71結合に必要であるこ
とが示唆された（図 6）．

1-5. PSGL-1依存性／非依存性 EV71増殖
　Jurkat細胞と RD細胞（ヒト横紋筋腫細胞株）における，
PSGL-1発現（図 7A）と EV71増殖（図 7B）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，Jurkat細胞には高い発現がみられた（図
7A）．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，細胞変性効果が
顕著）の表面には，ほとんど発現していなかった．次に，
PSGL-1依存的 EV71増殖を解析した（図 7B）．細胞を抗
PSGL-1抗体で前処理し，EV71を感染させた．Jurkat細
胞では，抗 PSGL-1抗体処理により EV71増殖が阻害され
た．一方，RD細胞における EV71増殖は，抗 PSGL-1抗
体処理の影響を受けなかった．つまり，RD細胞において
EV71は PSGL-1非依存的に，SCARB2などを受容体とし
て増殖することが明らかとなった．

1-6. まとめ
　EV71と受容体の「結合性」を指標としたクローニング
法により，PSGL-1を同定することができた．PSGL-1，
SCARB2以外にも EV71受容体が存在することも考えられ
9, 35, 37)，EV71受容体全容の解明が望まれる．

図 3 EV71は PSGL-1に結合する
フローサイトメトリーで解析した．293T細胞は PSGL-1を発現しておらず，EV71は結合しない（上段）．293T細胞表面に
PSGL-1を発現させると，EV71が結合するようになった（下段）．
（文献 15を改変）

図 4 PSGL-1 T57へのO 型糖鎖付加は，EV71結合に不要
PSGL-1（上段）あるいは T57をアラニンに置換した変異体 T57A（下段）を発現させた 293T細胞を用いた．可溶性 Pセレク
チン -Fcあるいは EV71との結合を，フローサイトメトリーで解析した．T57A変異により，Pセレクチン -Fcとの結合は低
下したが，EV71との結合は不変だった．
（文献 16を改変）
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2. 幸運（serendipity）に恵まれた PSGL-1同定

2-1. EV71-PB株の使用
　私は，当研究室にある数々の EV71分離株から，運良く
EV71-PB株である 1095株を用いて，EV71固相化プレー
トを作製していた．1095株を選んだ理由は，以前当室に
在籍した田野良夫博士が，1095株を免疫原として抗 EV71
モノクローナル抗体を作製したからであった．もし田野良
夫博士が，EV71-non-PB株を使って抗体を作製していた
場合，私は EV71-non-PB株を使って EV71固相化プレー
トを作製したであろう．この場合，PSGL-1を同定するこ
とはできなかったと思われる．
　PSGL-1同定後，EV71-non-PB株を固相化して何度かパ
ンニングを行ったが，EV71受容体候補分子は何も獲れな
かった．

2-2. Jurkat細胞への着目
　臨床検体からの EV71分離には，RD細胞や Vero細胞が
頻用される（図 1）．リンパ球である Jurkat細胞を使うこ
とは，まずない．Jurkat細胞で EV71が増殖するという報
告があったが 3)，正直なところ私は重要視しておらず，
RD細胞や Vero細胞からの受容体同定を試みていた．
　Jurkat細胞に着目するには，以下の経緯があった．下島
昌幸先生（当時・東京大学 医科学研究所，現・山口大学 
共同獣医学部）より，「パンニングに使う細胞は，P3U1
細胞よりも，Jurkat細胞の方がいい．なぜなら，PCRで
cDNA由来遺伝子を増幅する時に，非特異増幅がないか
ら．」というアドバイスを頂いた．私は是非 Jurkat細胞を
パンニングに使いたいと思い，まず，Jurkat細胞が EV71
固相化プレートに結合しないことを確認する実験を行っ
た．ところが期待は裏切られ，Jurkat細胞は EV71固相化
プレートに結合した．つまり，Jurkat細胞は EV71受容体

図 5 EV71との結合には，PSGL-1の N末端領域のチロシン硫酸化が必須
A. PSGL-1の N末端領域のチロシン．これら三つのチロシンが硫酸化を受ける．
B. FFF変異体．チロシンの硫酸化を阻害するため，フェニルアラニンに置換した変異体を作製した．
C. FFF変異体は EV71と結合しない．293T細胞に，コントロールベクター，PSGL-1あるいは FFF変異体発現ベクターをト
ランスフェクションした．24時間後，細胞表面の硫酸化チロシン発現（上段）と，EV71結合（下段）を，フローサイトメト
リーで解析した．
FFF変異体を発現させた場合，細胞表面の硫酸化チロシンが検出されず，EV71が結合しなかった．
（文献 16を改変）
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を発現しているため，EV71受容体同定のために P3U1細
胞の代わりに使うことはできないことがわかったのだ．残
念に思いながらも，ここで私は運良く「Jurkat細胞も
EV71受容体を発現しているようなので，RD細胞の
cDNAライブラリーを作製するついでに，Jurkat細胞のラ
イブラリーも作ってみよう」と思いつき，ごく軽い気持ち
で（あまり期待せずに）実験を進めた．当時，私は Jurkat
細胞にも RD細胞と同じ受容体が発現しているものと考え
ていた（私を含めおそらく世界中の EV71研究者は，
EV71受容体は１種類と考えていたのではないだろうか）．
　また，EV71固相化プレートに Jurkat細胞を載せた場合，
ほとんどの細胞はプレートに結合しなかったが，ごくわず
かの細胞が結合し，一週間培養するとコロニーを形成した．
当時，私は，Jurkat細胞のごくわずかの集団が EV71受容
体を発現しているものと考え，プレート上のコロニーを回

収して増やし，cDNAライブラリーを作製した．PSGL-1
同定後にわかったことであるが，Jurkat細胞のほぼ 100%
が PSGL-1を発現している（図 7A）．PSGL-1のチロシン
硫酸化と EV71結合に関する研究成果から（図 5）16)，
EV71固相化プレートに結合した Jurkat細胞は，PSGL-1
発現に加え，PSGL-1の N末端領域のチロシン硫酸化が十
分におこっていた細胞と考えられた．
　RD細胞の PSGL-1発現はごくわずかである（図 7A）．
Jurkat細胞 cDNAライブラリーと並行して，RD細胞
cDNAライブラリーを用いて，EV71固相化プレートでパ
ンニングを行っていたが，PSGL-1，SCARB2を含め，
EV71受容体候補分子は獲れなかった．
　下島昌幸先生が Jurkat細胞でのパンニングを試されて
いなければ，私が Jurkat細胞に着目することはなかった
であろう．

図 6 リガンドとの結合に重要な，PSGL-1の N末端領域の翻訳後修飾
EV71との結合には，PSGL-1のチロシン硫酸化が必要であり，T57へのO 型糖鎖付加は不要であった．

図 7 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．PSGL-1は Jurkat細胞に高発現していた．
B. EV71（1095株）の複製．細胞を抗 PSGL-1抗体で処理後，EV71を感染させた．抗 PSGL-1抗体処理により，Jurkat細胞
での EV71増殖は阻害された（青矢印）．RD細胞での EV71増殖は阻害されなかった．
（文献 15を改変）
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なり含まれていたものと思われる．このため，1095株を
ヒト PSGL-1発現マウス L929細胞に感染させたところ，
細胞変性効果を伴うウイルス増殖が顕著にみられたものと
考えている 13, 15)．

2-5. まとめ
　PSGL-1の同定は，serendipityともいえる様々な「幸運」
に恵まれた．割愛したが，学術集会時の懇親会（いわゆる
飲み会）などで偶然小耳に挟んだ話がきっかけとなり，劇
的に研究が進展したこともあった．私は「塞翁が馬」とい
う言葉を好んでおり，何が研究や人生を左右するかわから
ないところを面白く思う．今，本研究を振り返ると，私は
「EV71受容体としての PSGL-1の同定」という細く長い綱
渡りを，見えない「幸運」に支えられながら，知らないう
ちに運良く渡りきっていたように思う．もう一度渡れと言
われても，非常に困難であろう．

3. おわりに

　EV71の感染機構には，複数の受容体が関与することが
明らかとなった．受容体の発見は大きな一歩であるが，解
明すべき疑問は山積である．
　なぜ，EV71は複数の受容体を使うのか？
　受容体特異性と病原性に関連はあるのか？
　・・・私は微力ながら，研究により一つでも多くの答え
を知りたい．研究成果が何かの役に立てば，この上なく嬉
しく思う．
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二部 脇田隆字部長，宮村達男前部長・前所長には心より深
謝しております．また，清水博之室長，脇田隆字部長には
日本ウイルス学会杉浦奨励賞に私をご推薦くださったこと
を，日本ウイルス学会には本研究を評価してくださったこ
とを，深謝しております．
　本研究には，山口大学 共同獣医学部 獣医微生物学教室 
下島昌幸准教授，ウイルス第二部の同僚をはじめとする，
私が今までに出会った恩師・研究仲間からのご指導，ご助
言が不可欠でした．深く感謝申し上げます．最大の「幸運」
は，妻・希（のぞみ）との出会いであり，感謝しています．

2-3.  チロシン硫酸化を十分におこす浮遊系マウス細胞の使
用

　EV71と PSGL-1の結合には，PSGL-1のチロシン硫酸
化が必須である（図 5）．パンニングに使う浮遊系マウス
細胞にヒト PSGL-1遺伝子が導入されたとしても，チロシ
ン硫酸化が十分に起きなければ，細胞は EV71固相化プ
レートに結合しない（上記 2-2.のとおり，Jurkat細胞で
すら，EV71固相化プレートにほとんど結合しないのであ
る）．私がパンニングに用いた P3U1細胞（東京大学 獣医
微生物学教室　明石博臣先生より分与．ネコ免疫不全ウイ
ルス 24)，ネコカリシウイルス 11)等の受容体同定に使われ
た細胞と同じ．）は，運良くチロシン硫酸化能力の高い細
胞であったため，PSGL-1を同定できた．

2-4. 「結合性」を指標としたパンニング法の使用
　受容体同定には，私は運良く，EV71と受容体の「結合性」
を指標としたパンニング法を用いていた．私は幸運にも，
このパンニング法を開発された下島昌幸先生と同じ研究室
（東京大学 獣医微生物学教室）に在籍したことがあり，10
年以上にわたり懇意にしていただいている．私が国立感染
症研究所に着任した 2003年頃，下島昌幸先生はパンニン
グ法でネコ免疫不全ウイルスの受容体を同定された 24)．
この成果を聞き，私もパンニング法を EV71受容体同定に
応用しようと考えた．なお，下島昌幸先生は平成 18年度
日本ウイルス学会杉浦奨励賞を受賞されている 39)．
　パンニング法は非常に単純で簡単な方法である．しかし
私の場合，特に cDNAライブラリーの作製が上手くいか
なかった．他のトラブルもあり，一度はパンニング法をあ
きらめ，他の同定法もいろいろ試したが EV71受容体は獲
れなかった．
　以下述べるように，山吉誠也先生らが SCARB2を同定
された方法（EV71が感染しないマウス L929細胞に，
EV71受容体を発現させると，EV71が感染するようにな
るという，「感染性」を指標としたクローニング法）34)では，
PSGL-1を同定することは困難であると推測される．ヒト
PSGL-1を発現させたマウス L929細胞において，EV71が
効率よく感染・増殖するためには，EV71キャプシドアミ
ノ酸 VP2-149へのアダプト変異が重要である 13)．山吉誠
也先生らによる「感染性」を指標とした受容体同定方法で
は，EGFPをコードした cDNA由来 EV71（EV71-GFP）
を用いる 34)．山吉誠也先生らが使用された SK-EV006株
をはじめ，ほとんどの EV71分離株は，VP2-149にアダプ
ト型アミノ酸をもっていない 6)．したがって，EV71-GFPは，
ヒト PSGL-1を発現させたマウス L929細胞ではほとんど
増殖しないものと考えられる．また，運良く，私がメイン
に使っていた EV71分離株，1095株には，VP2-149にアダ
プト型アミノ酸をもつウイルスが quasispeciesとしてか
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 Identification of a specific viral receptor is important for understanding the virus infection 
mechanism. I identified P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) as one of the functional receptors 
for enterovirus 71 (EV71), a pathogen that causes hand, foot, and mouth disease. PSGL-1, which 
belongs to the sialomucin family, is a transmembrane protein mainly expressed on leukocytes. 
Tyrosine sulfation in the N-terminal region of PSGL-1 is critical for PSGL-1's capacity to bind EV71. 
The identification of EV71 receptors provides important mechanistic information about viral entry 
into cells and helps us understand viral pathogenesis and develop new anti-viral strategies.


