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研究成果の概要： 
 ウイルスの吸着・侵入過程で中心的な役割を担う宿主ウイルス受容体（糖鎖）分子の生体内
分布、生合成機構、ウイルス－糖鎖間相互作用を包括的に解明し、受容体糖鎖機能の発現制御
およびウイルス感染に対する宿主感受性、ウイルス指向性の分子機構を明らかにした。以上、
ウイルス感染における宿主側因子である糖鎖の機能発現制御機構の解明に貢献するとともに、
従来とは異なる作用機序を有する抗ウイルス薬を創出するための新たな基盤技術を構築した。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,100,000 0 1,100,000 

2007 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2008 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 720,000 4,220,000 

 
 
研究分野：糖鎖生物学、ウイルス学 
科研費の分科・細目：（分科）生物科学 （細目）機能生物化学 （細目番号）5802 
キーワード：ウイルス、感染症、糖鎖、受容体、糖鎖合成酵素、生体分子 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年，国際的にエイズ、重症急性呼吸器症
候群（SARS）、高病原性鳥インフルエンザや
西ナイル熱、デング熱などのウイルス病，炭
疽や MRSA などが引き起こす細菌感染症，更
には BSE など危険度の高い新興・再興感染症
に対する社会不安が増大してきており、これ
らの感染症を制御・制圧するための対策が急
務となっている。インフルエンザについては
ウイルス感染制御を目的としたワクチンが
開発されているが、度重なる抗原変異のため
にその有効性は限られたものである。一方、

デングウイルスについてはワクチンや有効
な治療剤は現在においても皆無である。 
 本研究の開始当初における、ウイルス研究
の主流はウイルス側因子、すなわちウイルス
タンパク質立体構造やウイルスゲノムの解
析が主体であり、それらの情報を基にウイル
ス感染機構を理解しようとするであった。一
方、宿主側の因子との相互作用、すなわち感
染初期の宿主との相互作用に関する分子レ
ベルの知見は極めて限られていた。 
 ヒトに対する脅威が増大しているインフ
ルエンザ、およびデング熱ウイルスに対する
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宿主由来の糖鎖受容体分子は、実際の宿主か
ら単離された報告がなく、その実体は不明の
ままであった。研究代表者は、両ウイルスに
対して高い特異性、結合性を有する受容体糖
鎖分子を宿主より単離し、そのユニークな特
性を解明した。本研究はこれらのユニークな
糖鎖構造情報を基に、初期感染に関わるこれ
ら糖鎖分子の生体内での分布、局在、生合成、
合成酵素遺伝子発現様式、ウイルス－糖鎖間
相互作用を包括的に解明することで、ウイル
スに対する宿主側因子としての糖鎖の機能
発現およびその制御機構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，ウイルス受容体糖鎖同定・解
析技術を駆使し、ウイルス受容体糖鎖分子の
糖鎖構造情報を解読、この情報に基づき得ら
れた知見を融合し、ウイルスの吸着侵入過程
において宿主側の中心となる受容体糖鎖分
子の機能発現機構を明らかにすることで、未
だ不明であるウイルス初期感染に関与する
宿主側因子発現の分子機構の解明を目指す。
さらにその知見を基に阻害剤となるリード
化合物の探索および的確かつ迅速なウイル
ス診断・予防法を確立することを目的とする。 
 本研究は、新興・再興感染症であるインフ
ルエンザウイルスおよびデングウイルスに
ついて、それぞれ以下の研究を行う。 
（1）受容体糖鎖分子に対する特異的抗糖鎖
単クローン抗体を作製、受容体糖鎖分子の組
織・細胞での分布、局在性を明らかにする。 
（2）受容体糖鎖分子構造情報から糖鎖分子
の生合成に関わる糖転移酵素を同定、遺伝子
を取得、これをプローブとして感染標的組
織・細胞での受容体糖鎖合成様式を解明する。 
（3）脂質二重膜に受容体糖鎖分子を取り込
ませた人工再構成生体膜を作製、表面プラズ
モン共鳴法により、ウイルスタンパク質と受
容体糖鎖分子との相互作用をリアルタイム
で測定し、相互作用の親和性を明らかにする。 
（4）分子モデリングソフトウェアを利用し
たウイルスタンパク質と受容体糖鎖分子と
の相互作用の可視化を行う。 
（5）組換え体糖転移酵素を利用した糖転移
酵素阻害剤スクリーニングを利用して低分
子糖鎖合成阻害剤となりうるリード化合物
を検索し、そのウイルス感染阻害能を細胞お
よび動物レベルで評価する。 
（6）表面プラズモン共鳴法を利用して、ウ
イルスの異なる受容体糖鎖への結合性の変
化、すなわち宿主適応性の変化を高感度、微
量で測定する方法を確立する。 
（7）高親和性糖鎖構造を担持する糖鎖クラ
スター化合物を合成し、そのウイルス感染阻
害能を細胞および動物レベルで評価する。 
 
３．研究の方法 

（1）特異的抗受容体糖鎖単クローン抗体に
よる受容体分子の組織分布・局在性の解明： 
 トリ、ヒトから単離された強力なインフル
エンザウイルス受容体活性を有する糖鎖分
子に対する単クローン抗体を作製する。一方、
ヒト、蚊よりデングウイルス受容体活性を有
し、さらに感染阻害作用を示すヒト由来糖鎖
分子に対する単クローン抗体を作製する。こ
れら３種類の抗体を用いて、インフルエンザ、
デングウイルス受容体糖鎖分子の組織分布、
細胞内局在性の解析を行う。 
（2）インフルエンザ受容体糖鎖分子生合成
酵素の同定および遺伝子クローニング： 
 インフルエンザウイルス受容体糖鎖の末
端シアル酸結合は非常に特徴的なものであ
り、それらの生合成経路はこれまでに報告が
ない。そこで宿主細胞中に存在する糖鎖合成
酵素活性を指標に、これまでに遺伝子クロー
ニングされているシアル酸転移酵素ファミ
リーの中から本糖鎖構造を生合成する責任
酵素を同定する。また、シアル酸転移酵素遺
伝子のクローニングを行う。これらの遺伝子
は組織における遺伝子発現様式の解析、およ
び可溶性組換え体酵素発現・精製に用いる。 
（3）デングウイルス受容体糖鎖分子生合成
酵素の同定および遺伝子クローニング： 
 ウイルス受容体糖鎖分子に共通した糖鎖
を合成するヒト由来酵素遺伝子をから哺乳
動物細胞発現ベクターにクローニングする。
これらのプラスミド DNA を用いて、遺伝子
発現によるウイルス感染性の解析、および可
溶性組換え体酵素発現・精製を行う。 
（4）受容体糖鎖－ウイルス間親和性解析： 
表面プラズモン共鳴法により、ウイルスおよ
びウイルスタンパク質と受容体糖鎖分子と
の相互作用をリアルタイムで測定し、親和性
を明らかにする。ウイルスの異なる受容体糖
鎖への結合性の変化、すなわち宿主適応性の
変化を高感度、微量測定する方法を確立する。 
（5）可溶性組換え体糖転移酵素発現系構築： 
 組換え体転移酵素の大量発現系を大腸菌
で構築する。遺伝子断片を可溶性型酵素とし
てマルトース結合タンパク質（MBP）との融
合タンパク質となるようにクローン化する。
得られたクローンを特定のシャペロン強発
現大腸菌株に導入し、酵素発現大腸菌クロー
ンを確立し、発現酵素を精製する。 
（6）糖転移酵素阻害剤スクリーニング法確
立とウイルス結合阻害剤候補化合物の探索： 
糖鎖受容体分子の生合成に関与する糖転移
酵素を組換え体酵素として利用し、抗ウイル
ス感染症薬候補となるリード化合物を迅速
かつ効率的に探索するためのシステムを構
築する。このシステムを用いて、低分子糖転
移酵素阻害剤をスクリーニングする。 
（7）糖転移酵素阻害剤およびウイルス結合
阻害剤を用いた糖鎖発現制御およびウイル



 

 

ス感染阻害作用の検討： 
 転移酵素阻害剤を用いて細胞レベルでの
糖鎖発現に及ぼす効果を、糖鎖特異的抗体を
用いて調べる。転移酵素阻害剤およびウイル
ス結合阻害活性を有する人工糖鎖化合物を
用いて、MDCK 細胞（インフルエンザウイ
ルス）、BHK-21 細胞（デングウイルス）に
対する感染阻害作用を検討する（図５）。さ
らに感染モデル動物を用いて、その阻害作用、
ならびに毒性を検討する。 
 
４．研究成果 
（1）抗糖鎖単クローン抗体による受容体糖
鎖分子の組織分布・細胞内局在性の解明： 
ヒトおよびトリインフルエンザウイルス受
容体糖鎖分子に対する単クローン抗体の作
製にそれぞれ成功した。また、研究代表者が
見出したデングウイルス受容体活性を有す
る糖鎖分子に対する単クローン抗体も作製
した。トリインフルエンザウイルス受容体糖
鎖分子に対する抗体は、糖鎖分子に対する抗
体としては稀な IgG 抗体であった。本抗体は
糖脂質のみならず、特定の分子量の糖タンパ
ク質に反応した。 
（2）インフルエンザ受容体糖鎖分子生合成
酵素の同定および遺伝子クローニング： 
 気管上皮細胞、および MDCK 細胞中のイ
ンフルエンザウイルス受容体糖鎖を合成す
る酵素活性を指標に、これまでに遺伝子クロ
ーニングされている合成酵素遺伝子ファミ
リーの中からインフルエンザウイルス受容
体糖鎖構造を生合成するシアル酸転移酵素
を同定、その遺伝子を組換え体タンパク質と
して大腸菌にて発現可能なベクターにクロ
ーン化した。 
（3）分子モデリング法によるウイルス結合
阻害剤候補化合物の探索およびその合成： 
 インフルエンザヘマグルチニン、デングウ
イルス EGP は既に立体構造が明らかとされ
ている。これらの立体構造および宿主受容体
糖鎖構造情報をもとにグルタミン酸ポリマ
ーを担体とした新規糖鎖クラスター化合物
（グライコポリマー）をデザイン、合成した。
グライコポリマーは極低濃度で培養細胞へ
のインフルエンザウイルス感染を阻害した。 
（4）デングウイルス受容体糖鎖分子生合成
酵素の同定および遺伝子クローニング： 
デングウイルス受容体として単離されたヒ
ト糖鎖分子構造を合成する酵素（糖転移酵
素）遺伝子を取得し、この遺伝子を受容体糖
鎖が発現していないウイルス非感受性細胞
に導入、安定発現細胞を確立した。この遺伝
子産物である受容体糖鎖の細胞表面発現を
Flow cytometer を用いて解析した。本安定発
現細胞を用いることで、細胞表面でのウイル
ス‐受容体糖鎖の相互作用および感染初期
段階の細胞内侵入のメカニズムを解明する

ことが可能となった。 
（5）受容体糖鎖－ウイルスとの親和性解析： 
表面プラズモン共鳴法により、インフルエン
ザウイルス粒子と受容体糖鎖分子との親和
性を解析した。さらに受容体糖鎖分子を模倣
した一群の水溶性人工糖化合物を合成し、そ
れらのウイルスに対する結合性の変化を高
感度、微量で測定する方法を確立した。本化
合物を検出プローブとして用いることで微
量、迅速かつ安全に病原性ウイルスの宿主適
応性の変化を解析することが可能となった。 
（6）可溶性組換え体糖転移酵素発現系の構
築とタンパク質精製： 
組換え体転移酵素の大量発現系を大腸菌で
構築した。糖転移酵素遺伝子断片を可溶性型
酵素としてマルトース結合タンパク質
（MBP）および His タグとの融合タンパク質
となるようにクローン化し、大腸菌株に導入、
酵素発現大腸菌クローンを取得した。発現酵
素を効率よく精製する方法を確立した。 
（7）糖転移酵素阻害剤スクリーニング法確
立とウイルス結合阻害剤候補化合物の探索： 
 糖鎖受容体分子の生合成に関与する糖転
移酵素を組換え体酵素として発現・利用し、
抗ウイルス薬候補化合物を探索するための
システムを構築した。このシステムを用いて、
食品成分等に由来する化合物ライブラリー
をスクリーニングした結果、特定構造を有す
るポリフェノール化合物を見出した。さらに
阻害活性の最適化を試み、強力な合成化合物
を創出した。 
（8）糖転移酵素遺伝子プローブを用いた組
織における遺伝子発現様式の解析： 
 異なる宿主におけるインフルエンザウイ
ルス感染に対して感受性を有する組織・細胞、
特に鼻粘膜、口腔、上気道における糖鎖受容
体合成酵素および細胞表面受容体糖鎖分子
の発現様式を解析した。糖鎖受容体分子発現
と感染感受性との相関関係を明らかにした。 
（9）糖転移酵素阻害剤・ウイルス結合阻害
剤を用いた糖鎖発現制御およびウイルス感
染阻害作用の検討： 
 ウイルス結合阻害活性を有する糖鎖誘導
体を用いて、宿主細胞に対する感染阻害作用
を検討し、強力な阻害活性を示す糖鎖誘導体
を得た。それらを用いてウイルス初期に関わ
る宿主受容体の性状を解明した。 
 以上、ウイルス初期感染に関わる宿主側機
能制御因子としての糖鎖分子の生体内での
分布、局在、生合成、合成酵素遺伝子発現様
式、ウイルス－糖鎖間相互作用を包括的に解
明することにより、受容体糖鎖機能の発現制
御およびウイルス感染に対する宿主感受性、
ウイルス指向性に関わる重要な知見を得た。 
これらの成果は、ウイルスに対する宿主側因
子としての糖鎖の機能発現およびその制御
機構の解明に貢献するものである。さらに従



 

 

来とは異なる作用機序を有する抗ウイルス
薬を創出するための新たな基盤技術となる
ものと期待される。 
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