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1 はじめに 

エンテロウイルス感染症は小児を中心に毎年夏季に流行し、その血清型は年ごとに変動する。疾患名は臨

床症状により手足口病、ヘルパンギーナ、無菌性髄膜炎等と多岐にわたる。中枢神経症状を呈し、重症化す

る頻度の高い血清型もあることから、エンテロウイルスの検査において流行初期に血清型を把握することは、

その後の流行への注意喚起のためにも重要である。 

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属に属するエンベロープのない 1 本鎖 RNA ウ

イルスである。ウイルス粒子は、一本鎖ゲノム RNA を中心として 4 種類のカプシド蛋白質 （VP1～ VP4） が

規則正しく配置された正二十面体構造をとり、弱酸性条件下、有機溶媒存在下、凍結融解等、さまざまな物

理的条件において比較的安定である。カプシド蛋白質のうち VP1、VP2、および VP3 はウイルス粒子上に位置

しており、ウイルス抗原性および受容体との結合に関与している 1)。 

エンテロウイルスの血清型の同定には遺伝子検査が広く使われており、VP4-VP2 領域や VP1 領域を増幅す

る RT-PCR 法が多用されている。当センターでは VP4-VP2 領域を標的とした RT-PCR を行ってきたが、中和抗

原性に関与する VP1 領域の塩基配列を用いた解析は実施していなかった。 

エンテロウイルスの VP1 領域を高感度に増幅する方法として Consensus-degenerate hybrid 

oligonucleotide primer VP1 RT-snPCR 法（CODEHOP法）2)がある。この方法は、多様性が高く血清型との関

連性の高い VP1 領域を効率的に増幅するため塩基配列からの血清型類推が容易であること、semi-nested RT-

PCR であるため検出感度が高いこと、などという長所がある。 

この度、当センターにおいて、CODEHOP 法を新たに立ち上げ、過去に VP4-VP2 領域の解析でエンテロウイル

スが検出されたサンプルについて解析を行った。また、得られた VP1 領域の配列から分子疫学解析を行った

ので報告する。 

 

2 材料と方法 

2.1 材料 

2016年度～2019年度に栃木県感染症発生動向調査事業で搬入された 143検体(診断名「手足口病」91検体、

「ヘルパンギーナ」52 検体) のうち、VP4-VP2 領域の解析によりエンテロウイルスが検出された 94 検体(診

断名「手足口病」72 検体、「ヘルパンギーナ」22 検体)を対象とした。その血清型の内訳は表 1 の「検体数」

に示したとおりである。 

2.2 CODEHOP 法による VP1遺伝子の増幅とダイレクトシークエンス法による血清型の類推 

 咽頭ぬぐい液などの検体から RNA を抽出し、手足口病病原体検査マニュアル（令和 5 年 1 月）3)に従って

CODEHOP 法の原法を実施した。また、同法において 2nd PCR が陽性となった検体をダイレクトシークエンス

法により塩基配列を解読した。得られた塩基配列は、 Enterovirus Genotyping Tool Version 1.0 

(https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/enterovirus/)を用いて血清型を類推した。 

2.2 分子疫学解析 

 検出されたウイルス株間の関係を解析するため、コクサッキーウイルス（CV）-A6、エンテロウイルス（EV）

- A 7 1 、 C V - A 1 6 に つ い て 、 解 読 し た 塩 基 配 列 を も と に M o l e c u l a r  E v o l u t i o n a r y 

 Genetics Analysis version 7(MEGA7)を用いて最尤法（Maximum likelihood method; ML 法）の系統樹を作

成した。 
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3 結果 

3.1 CODEHOP 法の原法 

 CODEHOP 法の原法における 1st PCR、2nd PCR の結果を表 1 に示した。1st PCR の陽性率は 5.3％、2nd PCR

の陽性率は 95.7％であった。ダイレクトシークエンス法において血清型を類推できた検体は 94 検体中 81 検

体であった。表 1 には示していないが、血清型が類推できた検体の血清型はすべて VP4-VP2 領域における結

果と一致した。CV-A2、CV-A5、CV-A6、CV-A10、CV-A16 は、ほぼ全ての検体で血清型の類推が可能であったの

に対し、CV-A4 および EV-A71 は 50％であった。 

 

表 1 CODEHOP 法の原法の PCR 陽性率とダイレクトシークエンス法による血清型類推結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 分子疫学解析 

CV-A6、CV-A16、EV-A71 の系統樹を図 1 に示した。CV-A6 では 2016、2017、2019 年度に検出された株は年

度ごとに異なるクラスターを形成し、また、同じ検出年度内でもそれぞれ 2 つのパターンを示した。CV-A16

では、2016 年度、2018 年度は異なった場所にクラスターを形成し、CV-A6 と同様に、同一検出年度内におい

ても異なる 2 パターンを示した。EV-A71 では、2017 年、2018 年度の検出株は異なったクラスターに位置し

た。 

 

4 考察 

CODEHOP 法の原法の RT-PCRとダイレクトシークエンス法による血清型類推の結果、CV-A4 および EV-A71 で

は血清型が類推できた検体が 50％であり、今後、PCR 試薬や反応条件、プライマー設計について検討する必

要がある。令和 5 年 6 月に手足口病病原体検出マニュアルが更新された（以下「新マニュアル」という。）4)。

新マニュアルによると、EV-A71（Nagoya）株を使用した CODEHOP 法の原法では感度が 2.2 x 105 copies で

あったのに対し、CODEHOP法の変法では、2.2×102 copies となり、感度が上がった。また、CODEHOP 法の原

法であっても EV-A71(SK-EV006)株の場合、感度が 1×102 copies であり、EV-A71（Nagoya）株よりも感度が

良かった。これらの結果から、EV-A71 の場合、株や試薬の違いにより感度が異なるため、CODEHOP 法の原法

で陰性となっても、プライマーの変更や、試薬の変更で陽性となる可能性がある。 

系統樹解析の結果、同じ血清型でも検出年度により異なった場所にクラスターを形成する場合があり、エ

ンテロウイルスに感染してもその後、同じ血清型のウイルスに再度感染する可能性があることが示された。 

 今回、解析数の約半数を占めた CV-A6 は、48 検体中、47 検体が手足口病患者から検出されている。CV-A6

はヘルパンギーナ患者から主に検出されるウイルスであったが、2008 年以降、東南アジアで手足口病の患者

から検出されるようになった 5)。日本では 2009 年以降に検出され、2011 年に全国的大規模流行を引き起こし

た 6)。そしてその後、2 年おきに発生した手足口病の大流行において主要な原因ウイルスとなった。CV-A6の

臨床的特徴は高熱、広範な発疹、爪甲脱落症等であり、一般的な手足口病とは異なっている 7)。また、神奈川

県における CV-A6 の系統樹解析では、2009 年以前のヘルパンギーナからの検出株と 2009 年～2017 年の手足

 検体数 1st PCR 陽性(%) 2nd PCR 陽性(%) 血清型類推(%) 

CV-A2 2 0 (0) 2(100) 2(100) 

CV-A4 8 4(50) 8(100) 4(50) 

CV-A5 1 0 (0) 1(100) 1(100) 

CV-A6 48 0 (0) 48(100) 46(95.8) 

CV-A9 1 0 (0) 1(100) 0 (0) 

CV-A10 13 1(7.7) 13(100) 13(100) 

CV-A16 9 0 (0) 9(100) 9(100) 

EV-A71 12 0 (0) 8(66.7) 6(50) 

計 94 5(5.3) 90(95.7) 81(86.2) 
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口病からの検出株は異なるクラスターを形成することが報告されている 8)。このように、エンテロウイルス

は同じ血清型であっても異なる症状を示すことがあるため、エンテロウイルスの検査には、血清型の類推だ

けでなく、系統樹解析も行うことが重要である。 

 手足口病は、新型コロナウイルス感染症の流行がはじまった 2020 年以降は報告数が減っていたものの、

2022 年は報告数が増加した。また、ヘルパンギーナの流行は、2020 年～2022 年では小規模な流行であった

が、2023 年第 19 週以降増加が続いており、過去 5 年間の同時期報告数と比較してかなり多くなっている 9)。

しかし、2020 年度以降、新型コロナウイルス流行等の影響により、当センターには手足口病とヘルパンギー

ナの検体が搬入されておらず、流行しているエンテロウイルスの血清型を把握できていない。今後は、サー

ベランスの重要性を周知し、県内から広く検体を収集して、分子疫学解析により県内のエンテロウイルスの

動向を詳細に監視する必要がある。 
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（1）CV-A6 

    VP1 gene (301nt:2587nt-2887nt) 
      Maximum Likelihood method 
         Kimura 2-parameter model  + Invariant sites 

            Bootstrap test （1000 replicates） 
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図 1. CV-A6、CV-A16、EV-A71の ML 法による系統樹解析（太文字の検体が今回の解析検体）  

                   

                      

                     

                   
                     

                     

                     

                     

                     

      

                 

      

      

      

                   

                     

                      

                      

                      

                

                 

                 

      

      

      

      

                      

                      

                      

                      

                      

                     

                     

                     

                  

                     

                   

                     

      

                     

                     

                     

                  

                    

                    
                      

                   
                             

  

  

  

  

  

  

  

  

   

    

    

    

                            

                     

                     

                     

                         

                        

                         

                        

           

                        

                        

                        

                   

                   

      

      

      

      

      

                   

      

                   

                   

                      

                        

                        

                        

           

           

           

           

        

          

          

  

  

  

   

  

  

    

                        

    

    

（3）EV-A71 

    VP1 gene (249nt:2597nt-2845nt) 
      Maximum Likelihood method 
         Kimura 2-parameter model  + Invariant sites 

            Bootstrap test （1000 replicates） 

（2）CV-A16 

    VP1 gene (272nt:2605nt-2876nt) 
      Maximum Likelihood method 
         Kimura 2-parameter model  + Invariant sites 

            Bootstrap test （1000 replicates） 


