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研究成果の概要（和文）：　デング、日本脳炎ウイルスの細胞内増殖およびその病態形成には宿主側因子が必須である
。両ウイルス感染に関わる機能糖鎖を探索・分子最適化して用いることで、ウイルスの感染細胞内におけるウイルス増
殖機構および病態形成機構を解明およびウイルス感染症制御に有用な物質的基盤を構築することを目的として研究を実
施した。
　本課題研究を通して、ウイルス粒子の成熟や細胞内取込に関与する糖鎖分子の同定、抗デングウイルス活性を示す食
用キノコの同定、新規抗ウイルス剤の創出・最適化、遺伝子改変マウスを用いたウイルス組織指向性・病態形成機構の
解明などの成果を挙げるとともに、抗デングウイルス剤リードとなる化合物を創出した。

研究成果の概要（英文）： Host factors are essential for virus maturation in cells and pathogenesis caused 
by dengue (DEN) and Japanese encephalitis (JE) virus infection. We executed the current research subject, 
the elucidation of molecular mechanisms on virus proliferation and pathogenic progression by structural 
optimization of functional glycans involved in these virus infection.
 In summary, we characterized carbohydrate substrates which contribute to virus invasion and maturation 
inside host cells, found the anti-viral activity in an edible mushroom extract, generated a novel 
anti-viral agent, and identified putative a carbohydrate factor for virus tropism and pathogenic 
progression.

研究分野： 糖鎖生物学、ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
近年、インフルエンザウイルスをはじめと

してウイルスと受容体分子との相互作用、特
に感染初期における糖鎖受容体との結合は
糖鎖－リガンド分子間相互作用そのもので
あり、初期感染から病態形成に至る分子機構
である。一方、ウイルスタンパク質の一部は
宿主が有する糖鎖修飾機構により糖鎖が付
加されて宿主認識、さらには病態形成に影響
を及ぼすことが注目されている。しかしなが
らそのような機能糖鎖構造に関する知見は
十分に得られていない。細胞内小器官に分布
し、マイクロドメインを形成するスフィンゴ
糖脂質をはじめとする糖鎖分子はウイルス
タンパク質を含めた細胞内輸送に関わると
予想されているが、その分子実体については
ほとんど解明されていなかった。 
申請者はこれまでにウイルス－宿主間相

互作用に関わる糖鎖分子の構造を解明し、そ
の構造をもとに以下の糖鎖機能制御ならび
に特異的検出プローブを創出してきた。 
研究代表者は本研究開始時において既に

予試験により、特定の宿主糖鎖合成酵素阻害
剤が細胞内でのウイルス増殖を強力に抑制
すること、さらにウイルスタンパク質の特定
部位の N-結合型糖鎖修飾、とりわけ末端シア
ル酸残基の有無が感染症の病態形成、特に重
症化に関与する可能性を見出していた。 
そこで、これらのプローブを宿主細胞にお

ける糖鎖機能改変に適用するとともに、特定
糖鎖を欠失した糖鎖機能改変モデル動物（マ
ウス）を用いて、ウイルス増殖過程に関わる
宿主側因子としての糖鎖修飾の分子実体を
明らかにし、ウイルス感染症の病態形成機構
を解明すること、さらに糖鎖機能制御プロー
ブの分子最適化により、従来の概念にはない
宿主糖鎖改変による革新的なウイルス感染
症の制御・制圧のための物質基盤を構築する
ことを目指して研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 デング（DENV）・日本脳炎（JEV）ウイル
スの細胞内増殖およびその病態形成には宿
主側因子が必須である。しかしその分子実体
は十分に解明されていない。宿主糖鎖分子は
細胞内の様々な部位に局在しており、感染時、
ウイルスタンパク質と特異的な相互作用を
していると予想される。 
本研究では，宿主糖鎖合成酵素を標的とす

る阻害剤を含む複数の糖鎖機能改変プロー
ブを化学合成あるいは天然資源から探索・分
子最適化して用いることで、ウイルス感染に
おける糖鎖分子の機能および糖鎖修飾の病
理学的意義を明らかにする。さらに両ウイル
ス病態発現の分子機構の解明および感染症
制御に有用な物質的基盤を構築することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、細胞内糖鎖修飾プロセスに着

目し、ウイルス感染に直接・間接的に関わる
機能糖鎖を、糖鎖機能制御プローブを適用す
ることにより包括的に解明し、デング
（DENV）・日本脳炎（JEV）両ウイルスの感
染細胞内におけるウイルス増殖機構および
病態形成機構を解明する。 
 長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学分野
の森田公一教授を主たる共同研究者として
熱帯医学研究所の有するウイルス資源を有
効に活用する。糖合成化学分野、コンピュー
タサイエンス分野の研究者、ならびに DENV
と JEV の流行地域であるマレーシア・マラヤ
大学との連携を新たに構築し、同大学付属キ
ノコ研究所が有する世界有数の天然キノコ
資源を活用して新規糖鎖改変プローブの探
索を行う。連携・協力研究者が有するウイル
ス学研究技術をはじめとする異分野技術・知
識と研究代表者が構築してきた糖鎖生物学
技術・知見に、遺伝子工学、抗体工学的手法
を融合させることによる連携研究体制を構
築することで研究を推進する。 
世界的規模で流行する DENV と JEV につ

いて、具体的には 3 カ年を通じて、以下の項
目から構成される。本研究で取り上げる２種
類のウイルスは特徴的な組織指向性および
病態を示す。これらのウイルス感染症の病態
形成の分子機構の解明、および従来にはない
ウイルス増殖阻害化合物を創出する。 
（１）シアル酸を含む糖鎖修飾を特異的に検
出する単クローン抗体（クローン HYB4）を
用いて、感染モデルマウスにおけるウイルス
NS1タンパク質糖鎖修飾の構造変化とウイル
ス増殖性（重症度）との関連を in vivo で解析
する。 
（２）糖鎖機能制御プローブとして特定の糖
鎖合成酵素阻害剤を用いて、宿主糖鎖分子の
細胞での発現を制御し、DENV と JEV 増殖過
程に関わる糖鎖分子の機能を解析する。 
（３）糖鎖機能制御プローブを新たに天然資
源より探索する。これまでに同定したプロー
ブ分子と標的タンパク質との相互作用を、分
子モデリング・シュミレーション法により分
子最適化を進め多様な糖鎖機能制御プロー
ブを創出する。 
（４）受容体候補分子であるコンドロイチン
硫酸 E 欠失マウスを用いて、該当分子の in 
vivo での病態形成に関わる機能を解析する。
異なる病原性を示すウイルス株による感染
実験を行い、DENV と JEV 感染症の発症、重
症化へのプロセスの分子機構を解明する。 
 
４．研究成果 
 本課題研究では、デングウイルスおよび日
本脳炎ウイルス感染に直接、間接的に関わる
糖鎖機能を改変するプローブを化学合成あ
るいは天然資源から探索・分子最適化して用
いることで、感染細胞におけるウイルス増殖
機構・病態形成機構を解明するとともに、両
ウイルス感染症制御に有用な物質的基盤を
構築することを目的として研究を実施した。 



本課題の研究成果は以下に示す。 
１．細胞内糖脂質のデングウイルスおよび日
本脳炎ウイルス感染過程に関わる機能 
糖脂質生合成阻害剤および糖脂質欠損マ

ウス胎児由来繊維芽細胞を用いて検討した。
その結果、細胞内糖脂質の低下あるいは欠損
によりウイルス侵入効率に違いは認められ
ない一方で、細胞外へのウイルス粒子の放出
に著しい低下を認めた。以上のことから、細
胞内糖脂質がデングウイルスならびに日本
脳炎ウイルスの増殖に必須であることが示
されるとともに、ウイルス粒子の成熟、細胞
外放出に重要な役割を担っていることが示
された。従来、細胞内糖脂質がウイルス粒子
の成熟・細胞外放出に直接かかわる知見はな
く、今回得られた成果は、新たなウイルス感
染機構を示唆するものである。 
２．糖鎖機能改変プローブの探索・性状解析 
オオヒラタケ熱水抽出物中にきわめて高

い抗デングウイルス活性を検出した（IC50＝
約 0.01 mg/ml）。感染阻害効果はウイルス感染
後の細胞を処理することによって認められ
たことから、ウイルスの複製過程を阻害して
いることが示唆された。熱水処理により容易
に抽出できることから、熱安定性があること、
ウイルス感染後期過程に作用することから、
本抽出液中に含まれる成分は、新たな抗デン
グウイルス剤リードとなる可能性がある。 
３．ウイルス NS1 タンパク質修飾糖鎖の構
造と機能解析 
感染個体において糖鎖修飾を受けたウイ

ルス NS1 タンパク質の血中濃度と重症度（デ
ング出血熱）が相関することが知られている。
NS1 タンパク質について、130 番の N-結合型
糖鎖は特徴的にシアル酸を含むこと、および
NS1 の Heparin に対する結合に対して抑制的
に機能することを明らかにした。NS1 の肝細
胞への取込は、デング出血熱への重篤化にか
かわる可能性が報告されており、NS1 に付加
されたシアル酸含有糖鎖依存的に取込む新
たな分子の存在が示唆された。 
４．糖鎖機能改変プローブの分子最適化 
 デングウイルスEタンパク質との結合およ
びウイルス増殖阻害作用が明らかにされて
いるオクチルグルコシドをリードとして糖
鎖機能制御プローブ誘導体ライブラリーを
構築し、デングウイルス感染阻害活性を指標
に 探 索 を 行 っ た 結 果 、 Octyl-2-O-sulfo 
β-D-glucuronic acid を同定した（IC50 値＝約
0.1 mM）。さらに X-線結晶構造解析データ
（PDB: 1OKE）を利用して、デングウイルス
E タンパク質上の疎水性ポケットとこの化合
物との相互作用を、コンピュータモデリング
手法を用いて解析することで、阻害メカニズ
ムを分子レベルで明らかにするとともに、本
化合物が膜融合を標的とする新規抗デング
ウイルス剤リードとなる可能性を示した。 
５．受容体糖鎖改変マウスを用いたウイルス
感染機構の解明 
 コンドロイチン硫酸 E（CSE）は哺乳動物

の生体内に広く分布しており、脳内では神経
細胞に特徴的に発現している。CSE 合成酵素
遺伝子欠損（CSE-KO）マウスに対する日本
脳炎ウイルス感染を行った。その結果、
CSE-KO マウスでは有意差は得られなかった
ものの野生型マウスに比べて生存率の延長
傾向が認められた。CSE は脳神経系へのウイ
ルス感染に対して促進的な因子として機能
していることが示唆された。 
６．計算科学的アプローチにより糖鎖機能制
御プローブの更なる構造最適化 
デングウイルスの細胞表面への結合・侵入
を阻害する化合物（プローブ分子）である
methyl-3-O-sulfo α-D-glucuronic acid および
Octyl-2-O-sulfo β-D-glucuronic acidによるウイ
ルス E タンパク質の構造変化について、熱力
学的シュミレーションなどの計算科学的ア
プローチによる解析を行い、E タンパク質の
安定性を変化させる可能性を示した。さらに、
JEV神経弱毒性株と強毒性株のCSEに対する
結合性の違いについて検討を行い、ウイルス
E タンパク質上の 123 番のアミノ酸が、Ser
（Mie-41 株）→Arg（Beijing-1 株）への 1 ア
ミノ酸置換することにより脳神経系に存在
する CSE との結合性が上昇し、神経細胞への
感染効率が上昇する可能性を示した。 
本課題研究を通して、（１）細胞内糖脂質

がウイルス粒子の成熟に関与する新たなウ
イルス感染機構、（２）高い抗デングウイル
ス活性を示す食用キノコ同定、（３）NS1 タ
ンパク質糖鎖末端シアル酸構造の同定とシ
アル酸依存的細胞内ウイルス粒子取込機構、
（４）糖合成化学およびコンピュータ科学連
携による新規 DENV 細胞内侵入阻害剤創出、
（５）遺伝子改変マウスを用いたウイルス感
染に関わる CSE 機能解明、（６）計算科学的
アプローチによる侵入阻害剤構造最適化、
（７）JEV の神経組織指向性・病原性への CSE
の関与などについて成果を挙げた。 
本研究では、糖合成化学およびコンピュー

タ科学の技術･知見を連携させることにより、
未だ十分に解明されていないデングウイル
ス感染初期過程におけるウイルス－宿主因
子間相互作用、特にウイルス膜―宿主細胞膜
間融合機構、ならびに病態形成機構分子レベ
ルでの解明に貢献した。創出された化合物は
現在臨床で有効な薬剤がない両ウイルス感
染症に対する抗ウイルス剤リード化合物と
なることが期待される。さらに CSE 欠失マウ
スにおける日本脳炎ウイルスの脳内感染に
おける糖鎖分子機能の in vivo 解析から、生体
内糖鎖分子のウイルス感染における機能を
動物レベルで理解することに貢献した。 
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