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［はじめに］

エンテロウイルスはピコルナウイルス科エンテロウイルス屈に属する 1本鎖RNAウイルスで、

5'非翻訳領域(5'UTR)、3'非翻訳領域(3'UTR)及び Pl(VP4,VP2,VP3,VP1), P2 (2A,2B,2C), P3 

(3A,3B,3C,3D)の3つのコード領域より構成されている。 A-D種がヒトに感染し、多彩な臨床像

を呈する。手足口病は小児の代表的なエンテロウイルス感染症で、口腔粘膜および四肢末端に現

れる水疱を主症状とし、日本では夏から初秋に流行する。手足口病の主な原因ウイルスはA種の

エンテロウイルス 71型とコクサッキーウイルス Al6で、同じ A種のコクサッキーウイルス A6

(CV-A6)は口腔粘膜に水疱性発疹が出現するヘルバンギーナの起因ウイルスとして知られている。

しかし.2008年にフィンランドで初めてCV・A6による手足口病が流行し、その後2010年に台湾、

2011年にスペイン、 2012年にタイ、 2013年に中国等でCV-A6による手足口病が相次いで報告さ

れた。 CV-A6による手足口病は、従来の手足口病より皮陪症状が重篤で、回復後に爪甲脱落が認

められることがある。兵庫県では、 2011年に CV・A6による手足口病が大流行し、熱性けいれん

等他の症状を呈する患者からも CV-A6が検出された。本研究では、 CV-A6感染による臨床症状と

ウイルスゲノムとの閃連性について解明するため、兵血県で 1999-2013年に検出された CV・A6

の全ゲノム解析を行った。

［材料と方法］

兵庫県の感染症発生動向調査において、 1999-2013年に、発熱、発疹、上気道炎、下痢等によ

りエンテロウイルス感染が疑われる小児5,612名から採取された咽頭ぬぐい液、便、髄液等6,915

検体が供試された。検体から抽出したウイルス RNAについて、エンテロウイルスのVP4領域を

PCR法で増幅し塩基配列から CV-A6を同定した。 CV・A6阻性検体のうち、ヘルバンギーナ、手

足口病、発疹症、熱性けいれんの患者から異なる年に採取された検体を選びCV・A6の全塩基配列

の解析を行った。 GenBankに登録されている台湾株と静岡株の塩基配列から自作した8組のプラ

イマーセットを用いて、サンガーシークエンスにより CV-A6の全ゲノム配列を決定した。次に、

ソフトウェアMEGA6を用いて、最尤法でVPl、3D、 5'UTR領域及び全ゲノムの系統樹解析と

アミノ酸置換の検索を行い、SimP!ot解析とBootscan解析により兵庫株の組換えの有無を調べた。

［結果］

5,612名中 127名（平均年齢2.4土2.3歳）から CV-A6が検出された。兵庫県では CV-A6は1999

年から 2009年まで隔年で夏季に検出されていたが、 2010年 10月と 12月にも検出され、 2011

年は CV-A6による手足口病の大流行により CV-A6が全エンテロウイルスの 46.4%を占めるに至

った。 1999-2009年に CV-A6が検出された20名のうち 70%がヘルパンギーナ、 20%が発疹症、

10%が手足口病であったが、 2010-2013年になると 107名中、 51%が手足口病、 16%がヘルバン

ギーナ、 33%が発疹症や熱性けいれん等の症状を呈した。



1999年、 2003年、 2007年、 2009年、 2011年のヘルパンギーナ患者9名、 2009年、 2010年、

2011年、 2013年の手足口病患者8名、 2013年の熱性けいれん患者3名、 2009年の発疹症患者2

名から検出された 22株の CV・A6について全ゲノム解析を行った。 VPl領域での系統樹解析の結

果、 1999-2009年の株（クラスターI)と2009-2013年の株（クラスターII)に大別された。

2009年に検出された4株中、発疹症患者から検出された株(Hyogo4604/2009/EXT)はクラスターI、

他の3株(Hyogo4658/2009/EXT,Hyogo4672/2009/HPN, Hyogo4667 /2009/HFMD)はクラスターII

に属していた。 5'UTR領域では 2007年と 2009年の 3株 (Hyogo3818/2007/HPN, 

Hyogo3895/2007/HPN, Hyogo4604/2009/EXT)は他の株と異なるグループに、 3D領域では

1999-2003年、 2007-2009年、 2009-2013年の 3グループに分類された。クラスターIIに属

する株は3D領域でもすべて同じグループに属し、 3D領域の分類は全ゲノムによる分類とほぽー

致していた。クラスターIの株の多くはヘルパンギーナ患者から検出されており、 2011-2013年

に検出されたクラスターIIの株は手足口病のアウトプレイクに関連する株であった。

1999 年と 2007年に検出されたクラスター Iの 2 株 (Hyogo1283/1999/HPN,

Hyogo3895/2007 /HPN)と 2009年と 2013年のクラスターIIの 2株(Hyogo4658/2009/EXT,

Hyogo9205/2013/CV)を用いて行ったSimplot及びBootscan解析では、2C領域の一部分と 3A、

3B領域でクラスター間の塩基配列が大きく異なっていたが、組換えは確認できなかった。クラス

ター問のアミノ酸の相同性は 97.7土0.28%で、 PlとP2領域と比較して P3領域の相同性 (96.4士

0.57%)が低かった。 22株のCV-A6のアミノ酸配列を比較すると、 2,201残基中132か所で変異が

見られた。そのうちクラスターIとIIで明確に異なるアミノ酸は17残基あり、 P3領域での変異が

半数以上を占めた。ウイルス RNA合成に関与する RNA依存性RNAボリメラーゼである 3Dタ

ンバクでは6か所のアミノ酸屈換が確認された。

［考察］

本研究は、兵庫県における 1999-2013年のCV-A6の流行を解析し、 CV-A6感染患者の症状と

塩基配列の関連を把握する目的で行った。その結果、 2009年以降CV-A6による手足口病が増加し

ており、塩基配列が変化していることが明らかになった。 2015年にGauntらは3D領域に基づく

分類によって手足口病との関連が強く示唆される特定のクラスターを報告している。 3D領域に基

づく解析では、兵庫県で検出されたクラスターIIに属する株はすべて、そのグループに属してい

た。兵庫株のクラスターIとIIを比較すると、 P3領域、特に 3D領域において、多くの変異が検

出されており、この領域の変異と臨床症状との関連性が示唆された。

CV-A6による手足口病の皮岡症状は重篤であるが、中枢神経症状は稀であると報告されている。

兵庫県のサーベイランスにおいても、2012年までは熱性けいれん患者から CV-A6は検出されてい

ないが、 2013年に6名の熱性けいれん患者から CV-A6が検出された。今回そのうちの3名につい

て全ゲノム配列の解析を行ったが、共通した変異は見られなかった。エンテロウイルスは型内や

型間で組換えを起こすことが知られており、上海で検出されたCV-A6は2C領域でCV-A4との組

換えが起こっており、組換えCV-A6では皮隣症状が広範囲に広がっていることが報告されている。

本研究では特定のアミノ酸四換や組換えは同定されておらず、重症化に関与する因子は依然とし

て不明である。 CV-A6の進化とその症状を監視するため、さらに病理学的なサーベイランスが必

要である。

近年、日本では CV-A6による手足口病のアウトプレイクが頻繁に起きている。過去14年間に

CV-A6は30領域で多くの変異を伴っており、その変異の蓄積が臨床症状の変化を起こしている

と考えられる。

［結語］

1999-2013年に兵庫県において検出された CV-A6の全ゲノム配列を解析した。臨床像は2009

年にヘルパンギーナから手足口病や熱性けいれんなどへ変化が見られた。 2009年前後でクラスタ

ーが変化し、 30領域において多くのアミノ酸変異が検出され、これらの変異が臨床症状に関連し

た可能性が示唆された。
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【背景と目的】エンテロウイルスはヒ°コルナウイルス科エンテロウイルス属に属する 1本

鎖 RNA ウイルスで、 5'非翻訳領域(5'UTR)、3'非翻訳領域(3'UTR)及び Pl

(VP4,VP2,VP3,VP1), P2 (2A,2B,2C), P3 (3A,3B,3C,3D)の3つのコード領域より構成され

ている。 A-D種がヒトに感染し、多彩な臨床像を呈する。手足口病は小児の代表的な工

ンテロウイルス感染症で、口腔粘膜および四肢末端に現れる水疱を主症状とし、日本では

夏から初秋に流行する。手足口病の主な原因ウイルスはA種のエンテロウイルス 71型と

コクサッキーウイルスA16で、同じA種のコクサッキーウイルスA6(CV・A6)は口腔粘膜

に水疱性発疹が出現するヘルパンギーナの起因ウイルスとして知られている。しかし；

2008年にフィンランドで初めて CV・A6による手足口病が流行し、その後2010年に台湾、

2011年にスペイン、 2012年にタイ、 2013年に中国等でCV・A6による手足口病が相次い

で報告された。 CV・A6による手足口病は、従来の手足口病より皮問症状が重篤で、回復後

に爪甲脱落が認められることがある。兵庫県では、 2011年に CV・A6による手足口病が大

流行し、熱性けいれん等他の症状を呈する患者からも CV・A6が検出された。本研究では、

CV・A6感染による臨床症状とウイルスゲノムとの関連性について解明するため、兵庫県で

1999-2013年に検出されたCV・A6の全ゲノム解析を行った。

【方法】兵庫県の感染症発生動向調査において、 1999-2013年に、発熱、発疹、上気道

炎、下痢等によりエンテロウイルス感染が疑われる小児 5,612名から採取された咽頭ぬぐ

い液、便、髄液等 6,915検体が供試された。検体から抽出したウイルス RNAについて、

エンテロウイルスのVP4領域をPCR法で増幅し塩基配列から CV・A6を同定した。CV・A6

陽性検体のうち、ヘルパンギーナ、手足口病、発疹症、熱性けいれんの患者から異なる年

に採取された検体を選びCV・A6の全塩基配列の解析を行った。 GenBankに登録されてい

る台湾株と静岡株の塩基配列から自作した 8組のプライマーセットを用いて、サンガーシ

ークエンスにより CV・A6の全ゲノム配列を決定した。次に、ソフトウェア MEGA6を用

いて、最尤法でVPl、3D、 5'UTR領域及び全ゲノムの系統樹解析とアミノ酸置換の検索

を行い、 SimPlot解析と Bootscan解析により兵庫株の組換えの有無を調べた。

【結果】

5,612名中 127名（平均年齢2.4士2.3歳）から CV・A6が検出された。兵庫県ではCV・A6

は1999年から 2009年まで隔年で夏季に検出されていたが、 2010年 10月と 12月にも検

出され、2011年はCV・A6による手足口病の大流行により CV・A6が全エンテロウイルスの

46.4%を占めるに至った。 1999-2009年に CV・A6が検出された 20名のうち 70%がヘル

パンギーナ、 20%が発疹症、 10%が手足口病であったが、 2010-2013年になると 107名

中、 51%が手足口病、 16%がヘルパンギーナ、 33%が発疹症や熱性けいれん等の症状を呈

した。



1999年、 2003年、 2007年、 2009年、 2011年のヘルパンギーナ患者9名、 2009年、

2010年、 2011年、 2013年の手足口病患者8名、 2013年の熱性けいれん患者3名、 2009

年の発疹症患者2名から検出された 22株の CV・A6について全ゲノム解析を行った。 VPl

領域での系統樹解析の結果、 1999----2009年の株（クラスターI)と2009----2013年の株（ク

ラスターII)に大別された。 2009年に検出された 4株中、発疹症患者から検出された株

(Hyogo4604/2009/EXT)はクラスター I、他の 3 株 (Hyogo4658/2009/EXT,

Hyogo4672/2009/HPN, Hyogo4667/2009/HFMD)はクラスターIIに属していた。5'UTR領

域では 2007年と 2009年の 3株 (Hyogo3818/2007/HPN, Hyogo3895/2007 /HPN, 

Hyogo4604/2009/EXT)は他の株と異なるグループに、3D領域では 1999----2003年、2007

----2009年、 2009----2013年の 3グループに分類された。クラスターIIに属する株は 3D領

域でもすべて同じグループに属し、3D領域の分類は全ゲノムによる分類とほぼ一致してい

た。クラスターIの株の多くはヘルパンギーナ患者から検出されており、 2011----2013年に

検出されたクラスターIIの株は手足口病のアウトプレイクに関連する株であった。

1999年と 2007年に検出されたクラスターIの 2株(Hyogo1283/1999/HPN, 

Hyogo3895/2007 /HPN) と 2009 年と 2013 年のクラスター II の 2 株

(Hyogo4658/2009/EXT, Hyogo9205/2013/CV)を用いて行った Simplot及びBootscan解

析では、 2C領域の一部分と 3A、3B領域でクラスター間の塩基配列が大きく異なっていた

が、組換えは確認できなかった。クラスター間のアミノ酸の相同性は 97.7:!:0.28%で、 Pl

とP2領域と比較して P3領域の相同性 (96.4士0.57%)が低かった。 22株の CV・A6のアミ

ノ酸配列を比較すると、 2,201残基中 132か所で変異が見られた。そのうちクラスターI

とIIで明確に異なるアミノ酸は 17残基あり、 P3領域での変異が半数以上を占めた。ウイ

ルス RNA合成に関与する RNA依存性RNAポリメラーゼである 3Dタンパクでは6か所

のアミノ酸置換が確認された。

［結綸】 1999----2013年に兵庫県において検出された CV・A6の全ゲノム配列を解析した。

臨床像は 2009年にヘルパンギーナから手足口病や熱性けいれんなどへ変化が見られた。

2009年前後でクラスターが変化し、 3D領域において多くのアミノ酸変異が検出され、こ

れらの変異が臨床症状に関連した可能性が示唆された。

本研究は兵庫県において検出された CV・A6ウイルスのゲノム配列と臨床像の関連につい

て重要な知見を得たものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士

（医学）の学位を得る資格があると認める。


