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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスを含む一部のウイルスが、レセプターである

シアル酸を含有していない硫酸化糖脂質スルファチドへ特異的に結合することを報告している。

本研究は、スルファチドがウイルス感染の受容体として機能しないこと、さらにインフルエン

ザウイルスの宿主や亜型に依存せず、感染細胞からの子孫ウイルス粒子の産生を強力に促進さ

せることを明らかにした。今後、シアリダーゼ阻害剤とは異なる新規抗ウイルス薬のターゲッ

トとして期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that sulfatide enhanced influenza A virus (IAV) 
replication through efficient translocation of the newly synthesized IAV nucleoprotein 
(NP) from the nucleus to the cytoplasm. Our findings suggest new therapeutic strategies.  
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスは、宿主細胞膜表

面に存在しているシアル酸を受容体として
結合することにより感染を開始する。一方、
研究代表者の所属研究室では、インフルエン
ザウイルスが、シアル酸を含まない硫酸化糖

脂質スルファチドへも結合することを世界
で初めて報告した（Suzuki T, et al. Biochem. 
J. 318, 389-393, 1996）。また、研究代表者
はインフルエンザウイルスの表面糖タンパ
ク質ノイラミニダーゼとスルファチドの関
連性についても報告している（Suzuki T, et 
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al. FEBS Lett. 553, 355-359, 2003）。しか
し、スルファチドがインフルエンザウイルス
感染にどのように関わっているのかは不明
であった。 
 

 

２．研究の目的 
本研究は、インフルエンザウイルス感染に

おけるスルファチドの役割を解明すること
を目的とする。また、インフルエンザウイル
ス以外のウイルスのスルファチド結合性や
機能を調査する。 
 

 

３．研究の方法 
 

(1)スルファチド発現制御によるインフルエ
ンザ A型ウイルスの感染増殖性比較 
スルファチドは転移酵素セラミドガラ

クトシルトランスフェラーゼ(CGT)とセレ
ブロシドスルフォトランスフェラーゼ
(CST)により、セラミドからガラクトシル
セラミドを経て合成される。また、アリー
ルスルファターゼ A (ASA)により、スルフ
ァチドの硫酸基が特異的に分解されてガ
ラクトシルセラミドへ代謝される（図 1）。
これらの遺伝子を利用して、スルファチド
発現を遺伝子レベルで制御した細胞を作
製し、ウイルスの感染増殖性を比較した。
スルファチド発現制御は以下の①～③を
実施した。 

 

①スルファチド高発現細胞の作製 
CGT 欠損のためスルファチドが合成でき

ないサル腎由来 COS7 細胞へ、スルファチ
ド合成に必要な CGT と CST の両酵素遺伝子
を導入した。スルファチド高発現細胞をス
クリーニングした。 

 
②スルファチド分解促進細胞の作製 

高いウイルス増殖性を持つイヌ腎由来
MDCK 細胞のスルファチド発現を抑制する
ために、スルファチド分解酵素 ASA 遺伝子
を導入した。細胞表面のスルファチド発現
の減少が見られる細胞を作製した。 

 
③スルファチド発現抑制細胞の作製 

CST の mRNA に対する RNA 干渉（RNAi）法
を実施し、細胞表面のスルファチド発現の
減少が見られる細胞をスクリーニングし
た。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 スルファチドの代謝経路 
  スルファチドの構造式を示す。スルファ
チド（赤字）はガラクトシルセラミドのガ
ラクトース残基 3位が硫酸化（構造式の赤
色の官能基）された糖脂質である。CGT、
CST、ASA（青字）は、本研究で使用した遺
伝子である。CGT、CST はスルファチド合成
に関与する転移酵素であり、ASA はスルフ
ァチドの硫酸基を特異的に分解する酵素
である。 

 
 
(2)インフルエンザ A型ウイルス感染におけ
る抗スルファチド抗体の効果 
ウイルス感染増殖における抗スルファ

チド単クローン抗体の効果を細胞レベル、
動物感染モデルで検討した。 

 
(3)スルファチド発現制御下における細胞内
ウイルスタンパク質の局在性の調査 
スルファチド発現を制御したウイルス

感染細胞のウイルスタンパク質の挙動を
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

 
(4)スルファチドと結合するウイルスタンパ
ク質の特定 
スルファチドが結合するウイルスタン

パク質を同定するため、バキュロウイルス
-タンパク質発現システムによりヘマグル
チニン（HA）糖タンパク質を大量に発現精
製した。この HA の性質や抗原性およびス
ルファチド結合性の検討を行った。 

 
(5)パラインフルエンザウイルスのスルファ
チド結合性の検討 
インフルエンザウイルス以外の他のウ

イルス（呼吸器系病原体パラインフルエン
ザウイルス）のスルファチド結合性を検討
した。また、スルファチド高発現細胞およ
び親細胞に対するパラインフルエンザウ
イルスの感染増殖性を比較した。 

 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
 
(1)スルファチドはインフルエンザ A 型ウイ
ルスの増殖を促進する 
宿主細胞のスルファチドは、インフルエ

ンザウイルスの増殖性を大きく促進した。
また、スルファチドはウイルス感染初期の
受容体ではないことが判明した。このスル
ファチドのウイルス増殖促進機能は、イン
フルエンザ A型ウイルスの宿主（トリ、ヒ
ト）や亜型（H1N1、H3N2、H5N3）などのウ
イルス株間の違いに関係なく見られた。 

 
①スルファチド高発現細胞は高いインフル
エンザ A 型ウイルス増殖性を示す 
スルファチドが合成できない COS7 細胞

へ、CGT 遺伝子および CST 遺伝子を導入し
てスルファチドを高発現させた細胞にお
けるウイルス増殖性は、親細胞におけるそ
れと比較して 500～3000 倍に増加した(図
2)。また、スルファチド高発現細胞におけ
るウイルス初期感染性は、親株におけるそ
れと比較して約 28%低下した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 スルファチド高発現細胞でインフルエ

ンザウイルスの増殖性は亢進する 
スルファチド高発現細胞 2株とその親株に、

インフルエンザウイルス A/WSN/33 (H1N1)を
増殖させた。感染細胞が青く染色されている。 
 
 
②スルファチド分解促進細胞は低いインフ
ルエンザ A型ウイルス増殖性を示す 
MDCK細胞へASA遺伝子を導入してスルフ

ァチド発現を減少させた細胞におけるウ
イルス増殖性は、親細胞株におけるそれと
比較して約 60 倍の減少が見られた。 

 
③スルファチド発現抑制細胞は低いインフ
ルエンザ A型ウイルス増殖性を示す 
MDCK 細胞の内在性 CST mRNA に RNAi 法を

適用した細胞においてもスルファチド発
現は減少し、ウイルス増殖性も低下した。 

 
(2)抗スルファチド抗体はインフルエンザ A
型ウイルスの増殖を細胞および動物の両
レベルで抑制する 
ウイルス感染細胞に抗スルファチド単

クローン抗体を添加すると、ウイルス増殖
性は抑制された。さらに、マウスに 100%
致死量のウイルスを感染させた動物モデ
ルにおいて、感染 1日前から感染 5 日後ま
で抗スルファチド単クローン抗体を毎日 1
回経鼻投与した。抗スルファチド単クロー
ン抗体は、感染マウスを 50%の生存率にま
で回復させた。 

 
(3)スルファチドはウイルスの核タンパク質
の核外輸送を促進する 
ウイルスが感染したスルファチド高発

現細胞と親細胞内で新たに合成されるウ
イルス膜糖タンパク質 HA やノイラミニダ
ーゼ（NA）の細胞膜表面移行性に大きな差
は見られなかった。しかし、親細胞の核に
ウイルス核タンパク質（NP）が留まってい
る一方で、スルファチド高発現細胞では新
生 NP の核から細胞質への移行が活発に見
られた。さらに、CST mRNA に対する RNAi
法を適用することによってスルファチド
発現を抑制した MDCK 細胞では、新生 NP が
核のみに局在していた。スルファチド発現
が抑制されていない細胞の新生 NP の大部
分は細胞質で見られた。抗スルファチド単
クローン抗体を添加したウイルス感染細
胞においても、新生 NP が核に留まってい
た。また、スルファチドとウイルスの結合
を阻害する抗 HA 単クローン抗体を添加し
たウイルス感染細胞においても、新生 NP
が核に留まっていた。おそらく細胞表面へ
移行した HAがスルファチドと結合すると、
新生 NP の核外輸送が促進されるものと示
唆される。 

 
(4)インフルエンザ A型ウイルスは HA を介し
てスルファチドと結合する 
A/duck/HK/313/4/78 (H5N3)株の H5 型 HA

の C末端に His タグ配列を付加した融合タ
ンパク質を組換えバキュロウイルスによ
り昆虫細胞上へ発現させた。His タグアフ
ィニティーカラムにより精製した HA は高
い赤血球凝集活性を示し、特異的単クロー
ン抗体が反応する抗原性を有していた。ま
た、特異的単クローン抗体を反応させた HA
の赤血凝集活性は阻害された。この HA は
シアロ糖鎖とスルファチドの両方に対し
て糖脂質量依存的な結合性を示した。イン
フルエンザ A型ウイルスは、HA を介してス
ルファチドと結合することが判明した（図
3）。 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 スルファチドはインフルエンザ A 型ウ

イルスの HA に結合する 
A、バキュロウイルス-タンパク質発現シス

テムで作製した HA の構造。SS、シグナル配
列；TM、膜貫通領域；CT、細胞質領域；HT、
ヒスチジンタグ。B、硫酸化糖脂質スルファ
チド固相化 ELISA 法による HA 結合アッセイ。
C、シアロ糖鎖α2,3 シアリルパラグロボシド
固相化 ELISA 法による HA 結合アッセイ（陽
性コントロール）。昆虫細胞に発現させた H5
型 HA は、界面活性剤で抽出後、ヒスタグア
フィニティー精製を行った。この HA は、ス
ルファチドに対する強い結合性が見られた。 
 
(5)パラインフルエンザウイルスはスルファ
チドへ結合する 
パラインフルエンザウイルスのヒトパ

ラインフルエンザウイルス 1型および 3型、
センダイウイルス、ニューキャッスル病ウ
イルスにおいて、スルファチドに対する結
合性が確認された。さらに、ヒトパライン
フルエンザ 3型ウイルスを感染させたスル
ファチド高発現細胞は、ウイルス感染親細
胞と比較して、ウイルス感染性の低下およ
び多核巨細胞形成の抑制が見られた。スル
ファチドはパラインフルエンザウイルス
の初期感染における受容体ではないが、細
胞融合活性に関与することが示唆された。 

 
(6)本研究成果の国内外における位置づけと
インパクト 

  本研究成果は、インフルエンザ A型ウイ
ルスのスルファチド結合性の世界初の発
見から、世界的に本テーマの独創性・優先
性を維持しつつ得られたものである。具体
的に、科学文献検索サイト「PubMed」にお
いて、キーワード「sulfatide」および
「influenza virus」で検索すると、5報の
論文がヒットする。そのうち 4報が、研究
代表者所属研究室から報告されたもので
ある（研究代表者は 3報に主として関わっ
ている）。ウイルスとスルファチドの研究
は、1990 年代前半までエイズウイルスで報
告されてきた。しかし、糖鎖科学研究の困
難さや、ウイルス学との融合分野であるこ

とから成果が得られ難く、エイズウイルス
感染におけるスルファチドの機能の統一
的な結論はまだ明確にされていない。本研
究成果は、他のウイルス感染におけるスル
ファチドの機能解明に対しても大きく貢
献するものと期待される。 

 
(7)今後の展望 

本研究テーマにより、①スルファチドが
インフルエンザ A型ウイルスの増殖を促進
すること、②スルファチドはインフルエン
ザ A型ウイルスの初期感染過程における受
容体ではないこと、③HA がスルファチドへ
結合すること、④スルファチドはウイルス
新生 NP の核外輸送を促進すること、⑤お
そらく細胞膜表面のスルファチド（と HA
の結合）が子孫ウイルス粒子の形成を促進
することが判明した。これらをまとめると、
ウイルス感染細胞で新たに合成された HA
が細胞膜表面へ移行すると、そこに存在す
るスルファチドと結合して細胞内へシグ
ナルが開始され、ウイルスの新生 NP（ウイ
ルスゲノム）の核外輸送を促進する。その
ため、子孫ウイルス粒子の形成が促され、
ウイルスの増殖性が高まるものと考えら
れる（図 4）。今後、インフルエンザウイル
ス以外のウイルス感染におけるスルファ
チドの機能解明を目指す。スルファチドと
ウイルスの結合阻害剤は、画期的な抗ウイ
ルス剤として使用できる。その理由として、
①HA に直接結合する阻害剤は、内在性スル
ファチドの発現・結合に直接作用する薬剤
に比較して副作用の軽減が期待できるこ
と、②タミフルなどのウイルスシアリダー
ゼ阻害剤は子孫ウイルス粒子の形成は阻
害されずに粒子の遊離だけが阻害される
が、スルファチド-ウイルス結合阻害剤は
子孫ウイルス形成そのものを阻害できる
ことから強い抗ウイルス効果が期待でき
ること、③この阻害剤はアマンタジンやシ
アリダーゼ阻害剤に耐性のあるウイルス
株に対しても利用できること、④ウイルス
株に依存しないため、新型ウイルスのパン
デミックに対しても対応できることが挙
げられる。本テーマでバキュロウイルス-
タンパク質発現システムにより作製した
HA は、スルファチド-HA 阻害剤のスクリー
ニングツールとして使用することができ
る。将来、本研究成果が、スルファチドを
介した新しいウイルス感染経路を標的と
する画期的抗ウイルス剤の開発基盤にな
ることが期待される。 
 

 
 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 スルファチドを介したインフルエンザ

A 型ウイルスの増殖促進機構 
  スルファチドと、インフルエンザウイル
スの受容体であるシアル酸の構造を示し
た。感染細胞で新たに合成された HA は細
胞膜表面へ移行し、そこでスルファチドと
結合する。これにより、シグナルが細胞内
へ伝達されて新生 NP の核外輸送が促され
る（赤矢印）。これは、子孫ウイルス粒子
の形成および増殖性の促進につながる。 
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