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大阪府におけるエンテロウイルス感染症の流行状況と分子疫学的解析 

（2015年度） 

 

中田恵子*1 左近直美*1 弓指孝博*1 加瀬哲男*2 

 

2015 年度に感染症発生動向調査事業に基づいて搬入された無菌性髄膜炎、手足口病およびヘルパンギーナと診

断された患者から採取された検体を対象に実施したエンテロウイルスに関する検査結果を総括する（ライノウイ

ルスおよびムンプスウイルスの検査結果を含む）。163 症例（211 検体）のうち、108 症例（119 検体）（66.3%）か

らウイルスが検出された。手足口病から検出されたエンテロウイルスは、Coxsackievirus A6 (CVA6、57％：42/74；

重複検出含む) および Coxsackievirus A 16 (CVA16、27%：20/74)、ヘルパンギーナでは、Coxsackievirus A10 (CVA10、

39％：9/23) および CVA6（26%：6/23) が主要な血清型であった。分離株の viral protein 1 領域に対する系統樹解析

では、CVA6 は、2011 年シーズンの分離株よりも 2013 年にマレーシア、中国、兵庫県および大阪府で検出された

株と近縁であったことから、経年で遺伝子変化が生じていると思われた。一方で、分離された CVA16 は、2005 年

富山県、2008 年中国、2014 年タイでそれぞれ検出された株と近縁であったことから経年変化が比較的少ないと考

えられた。 
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エンテロウイルス感染症は夏季（流行シーズンは春

から秋：4 月から 11 月）に小児で流行するが、流行

株の血清型は年ごとに変動する。臨床病型は多様性に

富み、中でも無菌性髄膜炎、手足口病およびヘルパン

ギーナは「感染症の予防及び感染症の患者に対する医

療に関する法律」（以下、感染症法）の 5 類感染症定

点把握疾患に指定されている（ただし、無菌性髄膜炎

については原因としてエンテロウイルスの他に、ムン

プスウイルス、その他のウイルスや病原体によって引

き起こされる場合がある）。疾患ごとに患者から検出

されるウイルス血清型に特徴があり、血清型の違いに

よって症状や重症度が異なる 1)。2011 年シーズンに

CVA6 による手足口病がサーベイランス開始以来最大

の流行となった 2）。CVA6 による手足口病では、手足

の水疱と口内炎といった典型的な症状ではなく、体幹 
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にまでおよぶ水痘様の激しい皮膚症状や手指の爪の脱

落が報告された 3)。一方、EV71 が原因となる手足口

病が流行するシーズンでは中枢神経系症状が合併する

頻度が高くなると報告されている 4)。 

従って、エンテロウイルス感染症において、ウイルス

血清型を継続的にモニタリングすることは、流行予測

および重症化に対する注意喚起のために重要である。

本稿では、2015 年 4 月 1 日から 2016 年 3 月 31 日の間

に感染症発生動向調査事業に基づいて当所に搬入され

た無菌性髄膜炎、手足口病およびヘルパンギーナと診

断された患者検体からの病原体検出情報を集約し、

2015 年シーズンに流行したエンテロウイルス血清型

（無菌性髄膜炎患者からのムンプスウイルスの検出情

報を情報を含む）および分離ウイルスの分子疫学的解

析を実施したので報告する。 

 

調 査 方 法 

 

1.検体および情報収集 

2015 年 4 月 1 日から 2016 年 3 月 31 日の期間、大阪
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府内の定点医療機関から当所に搬入された無菌性髄膜

炎、手足口病あるいはヘルパンギーナと診断された163

名から採取された 211 検体を対象とした（ただし、大

阪市、東大阪市および堺市を除く）。検体種別の内訳は、

髄液が 36 検体、呼吸器由来検体（咽頭拭い液、うがい

液、鼻汁、唾液）が 143 検体、消化器由来検体（糞便、

腸内容物）が 29 検体、皮膚病巣由来検体が 2 検体、尿

検体が 1 検体であった。検体情報（患者の年齢、性別、

診断名、体温、発症日）は、感染症法に基づく感染症

発生動向調査事業によって得られた調査票より収集し

た。 

 

2.検体処理およびウイルス遺伝子検出 

咽頭拭い液は、綿棒で咽頭等の病巣を擦過後、1 ml

の検体輸送用培地に浸漬したもの、うがい液、唾液、

鼻汁、髄液は無処理のもの、それぞれから 200 μl を採

取し RNA 抽出用検体とした。糞便は、緩衝液で 10%懸

濁液を作製し、15,000 rpm で 5 分間遠心分離した後、

上清の 200 μl を RNA 抽出用検体とした。また、上清

を 10 倍希釈したのち、0.45 μm ミニザルトシリンジフ

ィルター（sartorius 社）でろ過したものを培養細胞によ

るウイルス分離用検体（糞便溶液）とした。RNA 抽出

は、Magtration®-MagaZorb® RNA Common Kit（PSS 社）

を用いて、全自動核酸抽出装置 Magtration® System 6GC

および 12GC（PSS 社）で行った。抽出した RNA を用

い、エンテロウイルス VP4-2 領域に対する seminested 

RT-PCR5)を実施し、増幅産物のダイレクトシークエン

スを行ない、BLAST 相同性検索にて血清型を同定した。

ムンプスウイルスについては SH 遺伝子に対する

nested RT-PCR6)を実施し、エンテロウイルスと同様の

方法で同定を行った。 

 

3.培養細胞および哺乳マウスによるウイルス分離 

培養細胞によるウイルス分離には 48 ウェルプレー

トに播種した RDA、VeroE6、FL、Caco-2 細胞を用いた。

これらの細胞に上記のように処理した検体をそれぞれ

100 μl 接種し、37℃の CO2 インキュベーターで 1 週間

培養し、CPE (cytopathic effect)を観察した。CPE が出現

した場合は培養上清を回収した。なお、３代盲継代を

繰り返し、CPE が出現しなかった場合は陰性と判定し

た。 

検体から抽出した RNA に対して実施したエンテロ

ウイルス VP4-2 領域に対する seminested RT-PCR で

CVA6 が陽性だったもののうち、培養細胞でのウイル

ス分離が陰性でかつ、哺乳マウスによる検査のために

十分な検体量が残っていたものについては、哺乳マウ

スによるウイルス分離を実施した。生後 72 時間までの

哺乳マウスの頸部皮下に糞便溶液またはそれ以外の検

体を 0.05 ml 接種した。1 週間観察し、弛緩麻痺を呈し

た哺乳マウスは同定するまで-80℃で保存した。 

 

4.遺伝子解析による培養上清およびマウスからのウイ

ルス同定 

CPE が認められた培養細胞の培養上清からは、検体

からの RNA 抽出と同法にて RNA を抽出した。弛緩麻

痺が認められた哺乳マウスについては、頭部、内臓、

皮膚、四肢を取り除いた部分に緩衝液を加えて、多検

体細胞破砕装置（シェイクマスターVer1.2 システム、

バイオメディカルサイエンス社）で約 1 分間振とうし

た。その後、15,000 rpm で 5 分間遠心し、上清から同

上の方法で RNA を抽出した。 

培養上清および哺乳マウスから抽出した RNA を用

いてエンテロウイルスの VP1 領域に対する RT-PCR7)

を実施し、得られた増幅産物に対してダイレクトシー

クエンスを行なった。また、CVA6、CVA10 および

CVA16 に対して、ClustalW を用いた系統樹解析を実施

した。 

結   果 

 

1.患者情報およびウイルスの検出状況 

検体が採取された患者のうち、無菌性髄膜炎と診断

されたのは 36 名で、年齢の中央値は 5 カ月（範囲：15

日-15 歳 3 ヶ月齢）、性別は男性 20 名（56%）、女性 16

名（44%）であった。手足口病と診断された患者は 81

名で、年齢の中央値は 1 歳 6 カ月（15 日-8 歳 1 ヶ月

齢）、性別は男性 53 名（65％）、女性 28 名（35％）で

あった。ヘルパンギーナと診断された患者は 46 名で、

年齢の中央値は 3 歳 7 ヶ月（6 ヶ月-47 歳）、性別は男

性 19 名（42％）、女性 27 名（59％）であった。 

無菌性髄膜炎、手足口病およびヘルパンギーナと診

断された患者 163 名中、108 名（66％）からウイルスが

検出された。検出方法別では seminested RT-PCR での検

出割合が高く、211 検体中 129 検体(61%)が陽性であっ

た（表 1,2,3）。細胞培養で陰性だったが、seminested RT-
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PCR で CVA6 が陽性であった 30 検体について哺乳マ

ウスによるウイルス分離を試みたところ、21 検体から

ウイルスが分離された。ウイルス分離ができた 21 検体

の検体種別の内訳は呼吸器由来検体が 19/28（67.9%）、

消化器由来検体が 1/1（100％）、髄液が 1/1（100％）で

あった。 

 

2.疾患別ウイルス検出割合および検出ウイルスタイプ 

無菌性髄膜炎患者の 30％（11/36 名）からウイルスが

検出されたが、エンテロウイルスは Echo16、Echo18 お

よび CVB5 が各 1 症例ずつであった。一方でムンプス

ウイルスが 36.5%（4/11 名）と高い割合で検出された

（図 1）。検出検体別にみると、髄液からウイルス遺伝

子が検出されたのは 33 検体中 3 検体（0.09％）のみで、

うち 2 検体はムンプスウイルス（mumpus）、残りの 1

検体は Echo18 と同定された。呼吸器由来検体では 17

検体中 10 検体（58.8％）でウイルスが検出され、呼吸

器由来検体においてもムンプスウイルスの検出が高い

割合であった（3/17 検体）（表 1）。 

手足口病では 91％（74/81 名）の患者からウイルス

が検出され、そのうち CVA6 が 57％（重複検出含む）、

次いで CVA16 が 27％（重複検出含む）を占めた（図

2）。なお、手足口病では皮膚病巣（その他）検体から

のウイルス遺伝子検出が 100％（2/2 検体）、次いで呼

吸器由来検体で 92.4％（73/79 検体）と検出割合が高か

った（表 2）。一方、ヘルパンギーナでは 50％（23/46

名）の患者検体からウイルスが検出され、そのうち

CVA10 が 39％、CVA6 が 26％を占めた（図 3）。ヘルパ

ンギーナ患者由来の検体は全て呼吸器由来検体で、ウ

イルス遺伝子検出割合は 52.2％であった（表 3）。 

 

図 1.ウイルスが検出された無菌性髄膜炎患者 

(n=11)におけるウイルス血清型割合 

 

 

 

図 2.ウイルスが検出された手足口病患者 (n=74)に

おけるウイルス血清型割合 

 

  

 

図 3.ウイルスが検出されたヘルパンギーナ患者

(n=23)におけるウイルス血清型割合 

 

 

3.疾患別月別の検出エンテロウイルス血清型 

無菌性髄膜炎患者ではエンテロウイルスの検出は７

月および 8 月であったが、ムンプスウイルスは 10 月に

も検出された（図 4）。手足口病患者で最も検出割合が

高かった CVA6 は 6 から 9 月に集中して検出され、次

いで検出割合が高かった CVA16 は 4 から 7 月に多く

検出された（図 5）。ヘルパンギーナ患者で最も多く検

出された CV10 は 5 から 9 月にかけて検出された（図

6）。次いで検出割合が高かった CVA6 は、手足口病の
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患者から CVA6 が検出された時期と同時期（6 から 8

月）に検出された（図 5, 6）。 

 

4.CVA6、CVA10および CVA16の系統樹解析 

 患者検体から分離された株のうちウイルス抗原決定

領域である viral protein 1 (VP1) 領域の遺伝子解析が実

施可能であった CVA6、11 株、CVA10、7 株および CVA16、

10 株についてそれぞれ増幅長の領域が 686bp、656bp お

よび 663bp の系統樹解析を実施した。その結果、今シ

ーズン検出された CVA6 のクラスター内に、2013 年に

マレーシア、中国、兵庫県で検出された株が含まれて

おり、2010 年に台湾で検出された株や大阪府の株とも

近縁であった。しかし、CVA6 による手足口病が大流行

した 2011 年シーズンの株とは異なるクラスターを形

成した（図 7）。CVA10 では、2013 年に大阪府で検出さ

れた株とは異なるクラスターを形成した一方で、今シ

ーズン検出された一部のウイルスが 2013 年にロシア

や中国で検出された株と同じクラスターを形成した

（図 8）。CVA16 では今シーズン検出された株と同じク

ラスターに 2005 年に富山県や山形県で検出された株

や 2008 年の中国株、2014 年のタイ株が含まれていた

（図 9）。 

考   察 

 

無菌性髄膜炎、手足口病およびヘルパンギーナを比

較した場合、手足口病と診断された患者からのウイル

ス検出割合が最も高く、無菌性髄膜炎と診断された患

者からのウイルスの検出割合が最も低かった。例年同

様の傾向が認められており 8),9),10),11)、これは、無菌性髄

膜炎は症候群として診断されるため、エンテロウイル

ス以外のウイルスやその他の原因でも引き起こされる

ためである。 

無菌性髄膜炎は流行規模が小さく 12)、エンテロウイ

ルスの検出も 3 症例からのみと非常に少なかった。一

方で、ムンプスウイルスが検出された事例においては、

流行性耳下腺炎の流行時期とも重なったため、流行性

耳下腺炎 12）の合併症として無菌性髄膜炎を発症したと

考えられる。 

手足口病に関しては、2014 年シーズンは通常の流行

期とは異なる冬期にも CVA16 が検出されていた 11）。

したがって、2015 年シーズンの 7 月頃までの CVA16 の

検出は前シーズンから継続していたと考えられる。夏

期は CVA62)11)が最も多く検出された。したがって、2015

年シーズンの手足口病の流行規模は、サーベイランス

開始以来 2 番目に大きかったが 12)、CVA16 と CVA6 の

2 種類のウイルスが流行に関与したためであると考え

られる。2011 年シーズンには、これまでヘルパンギー

ナの主な原因ウイルスとして知られていた CVA6 によ

る手足口病の大流行が記録された。以降、CVA6 は手足

口病の主要な原因ウイルスとなった。その後、2013 年

シーズン、2015 年シーズンに手足口病の大きな流行を

記録したが、その全てに CVA6 が寄与していた 14)。系

統樹解析の結果、2015 年シーズンに流行した CVA6 は、

2011 年シーズンに大阪府で検出された株よりも 2013

年に大阪府で検出された株に近縁であった。さらに、

同年にマレーシアや中国で検出された株とも同じクラ

スターを形成したことから、経年的にウイルス遺伝子

が変化し、アジア諸国でウイルスが循環していること

が示唆された。一方、CVA16 では 2015 年シーズンに

検出された株と同じクラスターに 2005 年に富山県や

山形県で検出された株や 2008 年の中国株、2014 年の

タイ株が含まれていた。このことにより、CVA16 は、

経年によるウイルス遺伝子の変化が大きくないと考え

られた。 

2015年シーズンにおいてヘルパンギーナで主な検出

ウイルスであった CVA10 は、2013 年に大阪府で検出

された株とは異なるクラスターを形成した。このこと

により、CVA6 と同様、経年的にウイルス遺伝子が変化

し、世界的にウイルスが循環している可能性が示され

た。 

無菌性髄膜炎、手足口病およびヘルパンギーナの全

ての患者からライノウイルスが検出されているが、ラ

イノウイルスは不顕性感染が多いウイルスとして知ら

れている 15)。本報告で用いたウイルス遺伝子検出法で

はエンテロウイルスと共通遺伝子領域を増幅させる系

を用いている。そのため、検出事例として挙げている

が、疾患との因果関係は明確であるとは言えない。し

かし、無菌性髄膜炎およびヘルパンギーナ患者で高い

割合でライノウイルスが検出されていることから、何

等かの症状を起こす可能性は否定できない。 

エンテロウイルスは血清型が多数存在し年毎に流行

する血清型が入れ替わる。また、流行の規模も毎年変

化する。近年、エンテロウイルスによる無菌性髄膜炎
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表 1.無菌性髄膜炎患者由来検体における検体種別検出法別ウイルス検出結果 

 

 

表 2. 手足口病患者由来検体における検体種別検出法別ウイルス検出結果 

 

 

表 3. ヘルパンギーナ患者由来検体における検体種別検出法別ウイルス検出結果 

呼吸器由来検体：咽頭ぬぐい液、鼻汁、うがい液、唾液 

消化器由来検体：糞便、直腸ぬぐい液 

その他：皮膚病巣（水疱内容物）、尿 

 

 

遺伝子検出 分離培養 遺伝子検出 分離培養 遺伝子検出 分離培養 遺伝子検出 分離培養
Echo16 1 0 1 0 0 0 0 0
Echo18 2 0 1 0 1 0 0 0
CVB5 1 1 1 0 0 0 1 0
Rhinovirus 3 0 3 0 0 0 0 0
mumpus 3 1 1 0 2 0 0 0
合計(%) 10(58.8) 2(11.8) 7(36.8) 0(0) 3(0.9) 0(0) 1(100) 0(0)

呼吸器由来検体 消化器由来検体 髄液 その他
n=17 n=19 n=33 n=1

遺伝子検出 分離培養 遺伝子検出 分離培養 遺伝子検出 分離培養 遺伝子検出 分離培養
CVA6 48 13 4 0 1 0 2 1
CVA9 0 1 0 0 0 0 0 0
CVA10 1 0 0 0 0 0 0 0
CVA16 20 16 2 1 0 0 0 0
Echo18 2 2 1 0 0 0 0 0
Echo25 3 0 1 0 0 0 0 0
Rhinovirus 7 0 0 0 0 0 0 0
合計(%) 73(92.4) 32(40.5) 8(72.7) 1(9.0) 1(33.3) 0(0) 2(100) 1(50)

重複検出含む

髄液
n=3

その他
n=2

呼吸器由来検体
n=79

消化器由来検体
n=11

遺伝子検出 分離培養
CVA6 6 2
CVA10 9 7
CVA16 1 0
Echo18 1 0
Rhinovirus 7 0
合計(%) 24(52.2) 9(19.6)

重複検出含む

呼吸器由来検体
n=46
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図 4. 無菌性髄膜炎患者から検出された月別検出ウイルス遺伝子型 

 

 

図 5. 手足口病患者から検出された月別検出ウイルス遺伝子型 
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図 6. ヘルパンギーナ患者から検出された月別検出ウイルス遺伝子型 

 

 

図 7. CVA6 系統樹（VP1 領域,686bp） 

太字は 2011 年 2013 年、斜体は 2015 年シーズン大阪分離株 

 

 

 

図 8. CVA10 系統樹（VP1 領域,656bp） 

太字は 2013 年、斜体は 2015 年シーズン大阪分離株 

図 9.CVA16 系統樹（VP1 領域, 663bp） 

太字は 2011 年、斜体は 2015 年シーズン大阪分離株 
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の流行は報告されていないが、過去には Echo13、30 に

よる大規模な流行が報告された 16)。手足口病において

は主な原因ウイルスとして知られていた EV71 や

CVA16 に加えて CVA6 が流行するようになった。した

がって、中枢神経系の合併症の頻度が高いとされてい

るEV714)だけではなく、皮膚症状が重症化するCVA617)

の今後の流行状況にも注目する必要がある。 
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