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研究成果の概要（和文）：蛍光顔料色素である 2-benzothiazol-2-yl-phenol (BTP) を aglycone とする 
glycosidase 基質の開発過程で、特にシアリダーゼを標的とする基質開発を中心に実施した。
開発したシアリダーゼ基質は、従来型ヒト型インフルエンザウイルスは勿論、トリ型インフルエンザや新型イン
フルエンザ、薬剤耐性ウイルスの検出が可能であることを明らかとした。また、抗インフルエンザ薬に耐性を持
つウイルスの簡便な識別法を開発し、未知の変異による薬剤耐性ウイルスの検出も可能であることを実証した。
この化合物は、和光純薬の協力で市販することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel artificial sialidase substrate with 
2-benzothiazol-2-yl-phenol skeltone, which is the fluorescent pigment dye.
It was revealed that the influenza infected cells had been histochemically stained with the 
developed sialidase substrate, and the substrate could detect the infection of not only the human 
influrenza virus but also the avian influenza virus, non-traditonal type (H1N1) or drug-resistant 
viruses. And it was easily possible to detecte the drug-resistant virusese by additon of the novel 
sialidase substrate and anti-influenza-neuraminidase drug in a few minute. The drug resistance 
property was indicated by a fluorescent focus formed by an activity of the neuraminidase, so the 
unknown mutation resulting the new drug resistant viruse would be detected.
The developed novel substrate is now commercially available under the support of WAKO JUNYAKU KOGYO.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： シアリダーゼ　蛍光イメージング　シアル酸　組織染色　インフルエンザ

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 生体内における分子プロセスの可視化を

可能とする分子イメージングは、創薬研究や

病理追求に新たな方法論を提供することが

できる。特に、蛍光タンパク質（例えばＧＦ

Ｐ）を用いた光学分子イメージング手法は、

迅速性・簡便性の点からポジトロン断層法

（ＰＥＴ）、単一光子放射断層法（ＳＰＥＣ

Ｔ）や核磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）よりも優

れているため、組織・細胞レベルの分子イメ

ージングに汎用されている。中でも人工基質

を用いた光学分子イメージングは、構造が明

確な低分子を用いることができるため、臨床

法要への展開も容易であるなどメリットが

多い。 
 従って、グルコシダーゼやガラクトシダー

ゼ以外の糖分解酵素活性の可視化や、ライブ

イメージングによる病原性ウイルスの検

出・捕獲・培養を可能とする方法論の開発が

重要である。 
 
２．研究の目的 
 従来の蛍光酵素基質は、水溶性色素（溶液

状態で発光する色素）を用いているため、酵

素活性の測定には適しているが、遊離した色

素は細胞外や培養液中に拡散するため、活性

部位の特定には不向きである。従って組織染

色には、二次抗体を蛍光標識するなどして用

いる免疫染色法が主流である。しかし免疫染

色法は、生体への適用に制限が多く、また標

的タンパク質の変異によっては目標を見失

うことが懸念される。このため、標的酵素活

性そのものを監視しつつ、同時に酵素部位を

特定するためには、不溶性で且つ蛍光発光可

能な色素を用いる必要がある。 
 本研究では、糖分解酵素の基質として適用

可能な固体発光性色素の探索、導入基質の合

成、及び開発基質を用いたインフルエンザウ

イルス感染細胞の検出を実証する。 
 
３．研究の方法 
 固体蛍光性色素は、これまでに有機ＥＬ材

料分野で詳しく研究されており骨格の多様

性や発色の多彩さの点では申し分ない。一方

で、本研究目的に沿った蛍光のオンオフ機能

や色素のコンパクトさの点は、材料として不

適切な側面でもあり、既知の色素では配慮さ

れていないことが多い。そうした中で候補色

素 と し て  2-benzothiazol-2-yl-phenol 
(BTP) を選んだ。BTP は、蛍光メカニズ

ムが一般の色素とは異なる過程（ＥＳＩＰ

Ｔプロセス）を辿るために、励起波長と蛍

光波長の差（ストークスシフト）が大きい

（一般色素が１０～５０ｎｍ程度であるの

に対して BTP は１５０～２００ｎｍ程

度）のが特徴のひとつであり、光学イメー

ジングに於いては大きな長所となりうる。 
 糖と BTP 類縁体を結合させ、対応する

糖の加水分解酵素と反応するか確認した後、

ウイルスの蛍光検出や、生体における酵素

分布調査に応用可能か検討する。 
 

４．研究成果 

（１）BTP 及びその類縁体を合成し、糖（ガ

ラクトース、グルコース、シアル酸）と結合

させた化合物を合成した。酸化銀や有機アミ

ン塩基などを用いる典型的な合成条件を検

討したものの、一般的な蛍光色素を導入する

条件では目的物が得られなかったため、水素

化ナトリウムを用いる古典的なエーテル合

成条件を適用して目的物を得た。 

 

（２）グルコース誘導体とグルコシダーゼと

の反応を行ったところ、BTP 部分の種類によ

って反応性に大きな差があることが分かっ

た。特に一部の化合物は、植物由来のグルコ

シダーゼとカビ由来のグルコシダーゼを明

確に区別することが可能であり、カビの検出

に応用可能である可能性が示唆された。 

 

（３） 

①シアル酸と BTP 誘導体とのカップリング

反応とそれに続く脱保護の代表例を次のス

キームに示す。 
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フェノール環上に様々な置換基を持つ BTP 

類 1111----6666 等は、置換基の種類と位置によって

異なる蛍光色を示した (次頁スペクトル参

照)。例えばメトキシ基がフェノール酸素の

オルト位 (7777)、メタ位 (1111)、パラ位 (3333) に

置換する誘導体の蛍光色は、それぞれ黄色、

青緑色、橙色であった。 

 

 

 これらの多様な BTP 類を aglycone とす

る誘導体も同様の経路で合成し、市販シアリ

ダーゼとの反応を行ったところ、何れも良好

な基質であることが分かった (次頁グラフ

参照)。 
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 輝度と定着性のバランスから合成スキー

ムに示す BTP3-Neu5Ac を中心にバクテリア

由来シアリダーゼの容量と反応性との相関

を調べたところ、酵素量と増加する蛍光強度

との間に線形性が確認できたことから、

BTP3-Neu5Ac は固体蛍光性色素を用いて標

識しているにもかかわらず、酵素活性の検出

のみならず酵素量の定量も可能であること

が明らかとなった。 

②明らかとなった容量蛍光相関を利用して

病原性ウイルスが感染した細胞のライブイ

メージング（組織固定することなく細胞やウ

イルスを生かしたままで感染細胞をイメー

ジング）を試みた。その結果、シアリダーゼ

を持つ各種病原性ウイルス（ヒトパラインフ

ルエンザウイルス、ムンプスウイルス、セン

ダイウイルス、ニューカッスル病ウイルス）

感染細胞の蛍光染色に成功した。ヒトパライ

ンフルエンザウイルスは、感染した細胞に対

する殺細胞性が低く、一般的なプラークアッ

セイではウイルス定量が困難であったが、フ

ォーカスフォーミングアッセイ (FFA) によ

り従来７～１０日を要した感染確認を３日

程度にまで短縮することに成功した。さらに、

インフルエンザウイルス感染細胞を用いて 

FFA を試みたところ、ウイルス感染数時間で

感染細胞を確認することに成功した。蛍光観

察によって確認されるフォーカスは、インフ

ルエンザウイルス選択的抗ノイラミニダー

ゼ薬であるザナミビル共存下で完全に消失

した（下図参照）ことから、観察されたフォ

ーカスはインフルエンザノイラミニダーゼ

活性によるものであることを明らかとした。 

 

③さらに、型や亜型の異なるインフルエンザ

ウイルス（Ｂ型ウイルス、ヒトＡ型ウイルス

［１９１８年スペイン風邪 NA、H3N2 型、H1N1

型 (新型ウイルス)］、トリＡ型ウイルス

［H7N9 型、H5N3 型、H5N1 型（高病原性）］）

を感染させた細胞を同様に FFA により調べ

たところ、いずれも効率よく感染細胞の検出

が可能であった（下図参照）。 

 

 

蛍光で確認された感染細胞（フォーカス）を

ピペットチップで刺してウイルスを捕獲し

たのち、改めて培養細胞に感染させたところ、

フォーカス（ウイルスの増殖）を確認するこ

とができた。即ち、BTP3-Neu5Ac を用いたラ

イブイメージングによって、目的の特性を持

つウイルスを選別して生きたまま確保した

後、改めて培養して特性や遺伝子変異を調べ

ることが可能であることを実証した。 

④成果の③および④を組み合わせて、オセル

タミビルやザナミビル耐性型のインフルエ

ンザウイルスを選別可能あることを確認し

た。 

 

 

特に、オセルタミビル耐性型インフルエンザ

ウイルスとオセルタミビル感受性インフル

エンザウイルスを混合したものを培養細胞

に 感 染 さ せ た 後 、 タ ミ フ ル 共 存 下 で

BTP3-Neu5Ac を用いて FFA を行い、蛍光性

のフォーカスからウイルスを取り出して遺

伝子検査を行った。その結果、全ての蛍光性

フォーカスからタミフル耐性遺伝子を検出

した。 

BTP3-Neu5Ac と抗ノイラミニダーゼ薬を組

み合わせる本手法は、薬剤耐性ウイルスの検

出に有効であることが示唆された。また本手

法は、純粋に酵素活性に依存しているため、

未知の遺伝子変異による薬剤耐性獲得株の

検知にも有効であると考えられる。 

 



 

 

⑤インフルエンザ感染細胞のライブイメー

ジング画像を調べたところ、蛍光染色された

細胞に隣接する細胞も染色されていること

が分かった。この周辺細胞の染色は、時間の

経過に伴った蛍光色素の拡散によるもので

あることが示唆された。従って、色素の定着

性を改善した誘導体の合成（下のスキーム参

照）を行い、色素の拡散を抑制した誘導体の

中で炭素数９個前後のものが総合的に最も

優れていることを明らかとして、特許を出願

した。 
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