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研究成果の概要（和文）： 
 インフルエンザウイルスの感染および接着に関与する特定のシアロ糖鎖構造を合成可能な
糖転移酵素発現技術を、カイコ幼虫を利用したバクミドシステムにより達成した。これにより、
トリ型およびヒト型インフルエンザウイルスヘマグルチニンが感染の際に認識する構造複雑な
糖鎖構造の実践的かつ定量的な合成が可能となった。さらに、これら糖鎖を種々の骨格基盤（天
然ポリペプチド・多糖ポリマー・金属キレート分子など‥）に導入することで糖鎖クラスター
効果に基づくインフルエンザウイルスブロッカーを構築した。これら各種インフルエンザウイ
ルスブロッカーを用いたインフルエンザウイルス感染阻害試験および赤血球凝集阻害試験の結
果より、トリ型およびヒト型インフルエンザウイルスの糖鎖認識特異性は末端シアル酸残基の
結合様式において異なるだけでなく、内部糖鎖構造もその活性に大きく関与していることを示
した。さらには、インフルエンザウイルスを標的とした糖鎖クラスター材料の創製および設計
における骨格基盤やクラスター数・スペーサー構造などの重要性も実証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Artificial glycoclusters with various backbones (γ-polyglutamic acid, glycopolymer, 

and EGTA etc…) and multivalent sialyloligosaccharide units have been chemoenzymatically 
synthesized as potential polymeric inhibitors of infection by influenza virus. 
Furthermore, in order to synthesize an artificial sialoglycoclusters, we developed a 
large-scale production of rat α2,3- or α2,6-sialyltransferases (α2,3- or α2,6-SiaTs). 
The α2,3- or α2,6-SiaTs were expressed in fifth instar silkworm larval hemolymph using 
recombinant both cysteine protease- and chitinase-deficient Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus (BmNPV-CP--Chi-) bacmid. The expressed α2,3-SiaT and α2,6-SiaT 
were used for sialylation of asialoglycoclusters.  
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１．研究開始当初の背景 
ムチンは生体内に多量に見出される糖タ

ンパク質であり、近年様々な生化学的現象に
関与していることが明らかに成りつつある
が、その分子量の大きさや糖鎖付加に伴う複
雑さから生体高分子材料として研究対象に
しにくい状況にあった。また、これまでムチ
ンのような生体高分子を模倣した人工糖鎖
高分子合成は、主に単純な単糖や二糖を有機
合成的手法により、高分子（ポリアクリルア
ミド等）に組み込むことで機能化の研究がな
されてきた。しかし、より高次の生体膜表面
バイオミメティック糖鎖を作製するために
は、天然糖鎖に類似した貴重な糖鎖を組み込
んだ人工複合糖質を構築するための結合技
術が必須となる。申請者は、国内外で独自に
構築してきたバイオプロセスを主流とした
人工糖鎖高分子構築技術を基盤としており、
他の追随を許さない先駆的成果を収め、その
成果は先導的役割を果たしてきている。 
 ここでは、現在大きな社会問題となってい
るインフルエンザウイルスが認識する特定
の糖鎖構造に着目し、天然のムチンを模倣し
た人工糖鎖高分子（インフルエンザウイルス
ブロッカー）を創り出すための革新的技術開
発とその方法論を展開する（図 1）。さらに申
請者は、実践的な感染阻止剤合成を目指し、
インフルエンザウイルスが認識する糖鎖構
造を単純な直鎖状の炭素鎖でミミックする
グライコミメティクスへの応用を推進する。
本研究課題は、トリおよびヒトインフルエン
ザウイルスそれぞれの感染初期における糖
鎖認識特異性をターゲットとするもので、学
術的にも注目を集めている研究課題である
（図 2）。また、実用面においても極めて重要
性かつ緊急性の高い感染予防やウイルス診
断システムに資するテーマであると位置づ
けることが出来る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに、インフルエンザウイ

ルスヘマグルチニンと宿主受容体糖鎖間で
は一分子一分子間の相互作用は微弱である
がクラスタリングすることで強い相互作用

になり優れた認識能を発現することを明ら
かにしてきた。この概念をもとに強力かつ実
践的合成を視野に入れた、モジュール化結合
法や効率的二糖配糖化法への改良、カイコ幼
虫を用いたヒト型インフルエンザウイルス
受容体合成酵素の大量発現系構築を行って
きた。そこで、申請者はこれら独自の合成技
術を組み合わせることで、グライコモジュー
ル化法をさらに発展・拡張した、トリ型およ
びヒト型それぞれに対応したインフルエン
ザウイルスブロッカーとしてのグライコ・ナ
ノマテリアルを選抜そして創製する（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)トリ型インフルエンザウイルスブロッ

カー合成の鍵酵素であるα2,3-シアリルトラ
ンスフェラーゼの大量発現系構築を試みた。
その方法は、ラット肝臓 cDNA ライブラリー
を鋳型とした PCR により、膜貫通領域を除去
したラット由来 α2,3-シアリルトランスフ
ェラーゼ遺伝子を増幅し、カイコ由来
bombixin 分泌シグナル配列、FLAG タグ配列
を含む融合遺伝子を構築した。続いて、本融
合遺伝子を挿入した組み換え BmNPVバクミド
を作製し、カイコ幼虫に注射後約 1週間飼育
し体液を採取した。得られた体液を活性測定
に供した結果、酵素活性を確認した。 
(2)トリ型およびヒト型インフルエンザウ

イルスヘマグルチニンの糖結合特異性に基
づ い た 糖 鎖 リ ガ ン ド [3 ～ 7 糖 構 造 ；



Neu5Acα2,3/6(Galβ1,4GlcNAc/Glc)n (n = 1
～3)]の大量合成を、本プロジェクトにおい
て発現系を確立した α2,3-シアリルトラン
スフェラーゼおよび申請者らがこれまでに
発現系を確立したα2,6-シアリルトランスフ
ェラーゼ等を用いることで実現した。これに
より、インフルエンザウイルスブロッカー合
成およびインフルエンザウイルスに対する
相互作用解析を実施可能な研究体制を整え
た。 
 (3) 本プロジェクトにおいて実践的合成
法を確立したトリ型およびヒト型インフル
エンザウイルスヘマグルチニンに結合親和
性を有する合成糖鎖リガンドを、物性や分子
サイズ・クラスター数などが異なる各種骨格
基盤[γ-ポリグルタミン酸・1,6-ヘキサンジ
オール・グリコールエーテルジアミン四酢酸
(金属架橋剤)・多糖ポリマーなど]に組み込
むことで、それぞれ機能の異なる各種多価性
インフルエンザウイルスブロッカーを合成
した。 
 (4)合成した各種インフルエンザウイルス
ブロッカーは、トリ型またはヒト型インフル
エンザウイルスに対する各種相互作用解析
（赤血球凝集阻害試験・ELISA 法および MDCK
細胞を用いた感染阻害活性試験法）によって
評価した。 
 
４．研究成果 
 (1) α2,3-シアリルトランスフェラーゼの
発現は、まず初めに、作成バクミド（bx-FLAG 
tagged α2,3SiaT/bacmid）が濃度 250 ng/μL
となるように PBS で希釈し、そこへ 10%量の
DMRIE-C を添加し、カイコ注射用バクミド溶
液を調整した。次に、5 齢フヨウツクバネ
（Bombyx mori）の一群を 6匹として、1匹あ
たり 30 μL を注射した。注射後、24 時間ご
とに体液を採取した。その結果、4 日目から
6.5日目にかけてα2,3SiaT活性を確認した。
酵素活性は感染後 6.5 日目で最大に達し、そ
のカイコ幼虫体液内における酵素活性濃度
は 410 mU/mL に達した（図 4）。また、コント
ロールとして用いた bacmid（-）の系では、
本酵素活性は確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (2) 本組換え酵素（α2,3-シアリルトラン
スフェラーゼ）を利用することで、非常に高
収率（85％以上）にトリ型インフルエンザウ
イルスのヘマグルチニンが認識する糖鎖ユ
ニット（Neu5Acα2,3LacNAc- or Lac- R）を
合成する事に成功した。さらに、以前発現系
を構築したカイコ幼虫発現α2,6-シアリルト
ランスフェラーゼも利用する事により、種々
の骨格構造［金属キレート分子（EGTA）・多
糖ポリマー（分岐グルカン）・ポリペプチド］
にトリ型インフルエンザウイルス認識糖鎖
（シアロ 3糖）やヒト型インフルエンザウイ
ルス認識糖鎖（シアロ 5および 7糖）を多価
に配位したインフルエンザウイルスブロッ
カーを創製した。 
 (3) 作製した各種インフルエンザウイル
スブロッカーのうちγ-ポリグルタミン酸を
骨格に有する感染阻害剤（人工糖鎖ポリペプ
チド）に対して赤血球凝集阻害試験および感
染阻害試験を行った結果、シアル酸結合特異
性の異なるトリ型およびヒト型インフルエ
ンザウイルスに対し、シアル酸をもたない化
合物は阻害効果を示さなかったが、α2,3 結合
のシアル酸を有する化合物はトリ型に、α2,6
結合のシアル酸を有する化合物はヒト型に
それぞれ阻害活性が確認された。また、トリ
型およびヒト型インフルエンザウイルスの
糖鎖認識特異性は末端シアル酸の結合様式
だけではなく、そのコアとなる内部糖鎖構造
も活性に大きく関与していた。特に、ヒト型
インフルエンザウイルスにおいては内部糖
鎖構造の延長は著しい感染阻害活性の増大
をもたらし、MDCK 細胞を用いた感染阻害試験
においてはpMレベルの活性を示した（図5）。
さらに、このようなヒト型インフルエンザウ
イルス感染阻害活性の飛躍的な増大に関与
する内部糖鎖構造部分は構造単純なアルキ
ルスペーサーで変更可能であることも明ら
かにした。このようなインフルエンザウイル
スブロッカーに関する最終的な成果は、イン
フルエンザウイルス感染阻害剤の量産化お
よび機能設計に大きく貢献すると考えられ
る。 
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