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研究成果の概要（和文）：　ロタウイルス感染症は、世界中で乳幼児を中心に年間1億人が発症する疾患であり、発展
途上国を中心に年間60万人以上の死者を出している。ロタウイルスは、ウイルス表面に糖鎖認識分子を発現しており、
感染時に宿主細胞上の糖鎖に結合することが示唆されている。しかし、これまでウイルス粒子が結合する糖鎖の解析例
は報告されておらず、ウイルスエントリーに関わる重要な糖鎖構造は未だ明らかにされていない。我々は、これまで開
発した糖鎖分析技術及び糖鎖アレイ法1を用いて生ロタウイルスが認識する糖鎖構造を明らかにした。また、ウイルス
標的糖鎖構造が宿主細胞上の糖脂質に大量に発現していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Rotavirus is the major etiology of severe gastroenteritis in infants especially in
 developing countries. It is indicated that human rotavirus (hRV) recognizes glycans expressed on host cel
ls as the initial step of virus-cell entry. In this study, glycan structures recognized by hRV were studie
d by the glycan array method, which we previously established. We found that hRV (MO strain) strongly reco
gnizes NeuGc residues and sulfated glycans. These results indicated that NeuGc and sulfated glycans show a
n important role in human rotavirus infection.
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１．研究開始当初の背景 
 乳幼児や幼児が罹る代表的な疾患として、
ロタウイルス感染症が挙げられ、発症者数は
年間 1億人以上にもなる。ロタウイルス感染
症は発熱と共に重篤な下痢を引き起こし、発
展途上国を中心に 60 万人の死者を出してい
る。我が国でも年間 78,000 人の入院患者を
出しており、その医療費負担は 100 億円と見
積もられている。 
 ロタウイルスは、宿主細胞上の糖鎖に結合
することで感染を成立させることが示唆さ
れているが、認識糖鎖の構造及びレセプター
分子の特定はなされておらず、詳細な感染メ
カニズムは未だ明らかにされていない。その
ため、この感染症に対する根本的な治療法は
なく、対処療法のみで対応せざるを得ない状
況である。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、申請者が開発した糖
鎖解析技術を用いて、ロタウイルスの感染機
構の一旦を解明し、治療法開発に関する有益
な情報を取得することである。研究期間前半
では、ヒトロタウイルスが認識する糖鎖構造
を特定する。研究機関後半ではウイルス認識
糖鎖のキャリア分子を同定し、ウイルスレセ
プターとなりうる分子を特定する。さらに感
染実験により、糖鎖がウイルスの感染性に与
える影響を評価することで、糖鎖構造を指標
とした抗ウイルス薬の創薬の可能性を検証
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、まずロタウイルスに高い感
受性を示すMA104細胞表面に発現する糖鎖を
網羅的に解析し、ウイルス高感受性細胞の特
徴的な糖鎖プロファイルを明らかにした。糖
鎖解析手法はこれまでに申請者が確立した
手法に従って実施した(Yamada K et al. J 
Proteome Res. 2009 8(2):521-37, J Pharm 
Biomed Anal. 2011 55(4):702-27)。 
(2) (1)の結果を基に、高感受性細胞の糖鎖プ
ロファイルを反映させた糖鎖アレイを作製
し、作製したアレイを用いてヒトロタウイル
ス(MO 株)認識糖鎖をスクリーニングした。糖
鎖アレイ解析法は申請者が確立した手法に
従って実施した(Yamada K et al. Anal Chem. 
2013 85(6):3325-33)。またウイルス認識糖
鎖の発現量を定量的に評価することで、キャ
リア分子になりうる分子を特定した。 
(3)特定したウイルス認識糖鎖によるウイル
ス感染阻害実験を実施した。感染阻害効果は、
MA104 細胞に対するロタウイルスの感染率を
求めることで評価した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒトロタウイルス高感受性細胞(MA104 細
胞)に発現する糖タンパク質糖鎖、糖脂質糖
鎖を網羅的に解析した。糖タンパク質糖鎖の
アスパラギン残基結合(N-結合)型糖鎖は、高

分岐型糖鎖やポリラクトサミン型糖鎖等の
高分子糖鎖が大量に観察された。さらに、ガ
ラクトースの6位が硫酸化された糖鎖やマン
ノースの6位がリン酸化された糖鎖も観察さ
れ、複雑な糖鎖プロファイルを示した。 一
方、セリンスレオニン残基結合(O-結合)型糖
鎖は、コア構造に Core 1 および Core 2 構造
を持つ糖鎖が主に観察された。さらに、N-結
合型糖鎖と同様にポリラクトサミン構造を
有するものが観察された。さらに、O-結合型、
N-結合型糖鎖共に非還元末端に、N-グリコリ
ルノイラミン酸(NeuGc)を有するものが大量
に観察された。また、高感受性細胞が発現す
るグリコサミノグリカン類についても、解析
を進めた。2 糖分析により部分構造を解析し
た結果、ウイルス高感受性細胞が発現するグ
リコサミノグリカン類の主要な成分は、コン
ドロイチン4硫酸であることが明らかになっ
た。 
 糖脂質糖鎖解析した結果、分子量 2000 以
上の高度に伸長されたガングリオシド型糖
鎖が観察された。また、非還元末端が N-アセ
チルガラクトサミン(GalNAc)で停止した糖
鎖が大量に観察された。また、糖タンパク質
糖鎖と同様に、硫酸化糖鎖及び NeuGc を有す
る糖鎖が観察された。 

 
(2) (1)の解析結果を基に高感受性細胞の糖
鎖プロファイルを反映させた、糖鎖アレイを

Figure 1. Interaction between glycans and 

human Rotavirus (MO strain) 
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作製し、ヒトロタウイルス(MO 株)の生ウイル
スの認識糖鎖をスクリーニングした。MO株ウ
イルスは、複数の糖鎖と相互作用を示したが、
NeuGc とガラクトースの 6 位が硫酸化された
糖鎖に強い親和性を示すことが明らかにな
った。ガラクトース 6硫酸化糖鎖は、ロタウ
イルス感染部位となる小腸上にも発現しう
るため、ヒトロタウイルスの標的糖鎖となる
可能性が非常に高い。一方ヒトは体内で
NeuGc を合成することができないためヒト組
織中ではNeuGcは発現しないと言われている。
しかし、最近、ヒトは食事等によって外部か
ら NeuGc を取り込み、糖鎖の生合成に利用す
ることが明らかになっている(J Exp Med. 
2010 207(8):1637-46)。従って、NeuGc がヒ
トロタウイルスの標的になる可能性も非常
に高いと考えられる。 
 さらに、糖タンパク質と糖脂質上に発現す
るNeuGc及び硫酸化糖鎖の発現量を比較する
と、糖脂質上のNeuGc及び硫酸化糖鎖の量が、
糖タンパク質上に存在するものに比べて約 3
倍も高い値を示した。また、Guo らは、細胞
表面の糖脂質糖鎖を切除するとウイルスに
対する細胞の感受性が低下することを報告
している。(J Biochem. 126(4):683-8 (1999)) 
この結果から、ヒトロタウイルスと相互作用
する糖鎖の主要なキャリア分子は糖脂質(ス
フィンゴ糖脂質)であることが示唆された。 
(3)糖鎖を指標とした抗ウイルス薬創薬の可
能性を検証するため、NeuGc によるヒトロタ
ウイルス感染阻害効果を評価した。感染阻害
効果、MA104 細胞に対するロタウイルスの感
染率を求め評価した。解析の結果、NeuGc は
弱いながらもロタウイルスの感染阻害作用
を示した。現在、ウイルスとより強い相互作
用を示した硫酸化糖鎖を用いた感染阻害実
験を実施中である。 
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