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研究成果の概要（和文）：　インフルエンザA・B型ウイルスや一部のパラインフルエンザウイルスやこれらの感染細胞
の表面には「シアリダーゼ」と呼ばれる酵素が発現している。この酵素活性を蛍光イメージングするプローブを開発す
ることで，簡便迅速に感染細胞を蛍光化することに成功した。また、蛍光化された細胞は固定化されていないので、そ
の感染細胞集団からウイルス株を単離することにも成功した。さらに本蛍光イメージングプローブ「BTP3-Neu5Ac」は
製品化に成功し、今後の研究や衛生検査の効率化に広く貢献するものと期待される。

研究成果の概要（英文）： Influenza A and B virus and some parainfluenza viruses and their infected cells 
express an enzyme “sialidase” on their surface membrane. We established easy and rapid method for 
fluorescent visualization of infected cells by development of fluorescent imaging probe of sialidase 
activity. Virus strain was directly isolated from a population of fluorescent infected cells with no need 
of fixation.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ベンゾチアゾリルフェノール誘導体（BTP）
は、結晶固体状態で安定な不溶性の蛍光物質
であり、酸性条件下でも強く発光する。紫外
線照射により官能基の種類や位置の違いで
様々な波長の蛍光を示す。150 nm 以上の大き
なストークスシフトから、励起光・細胞組織
由来の蛍光の影響を抑制できる。代表者らは
BTP の蛍光特性を決定し、これにガラクトー
ス（Gal）を付加した BTP-Gal が-ガラクトシ
ダーゼの反応量に依存して蛍光量が増大す
ることを確認した（Otsubo T, Minami A, Fujii 
H, Taguchi R, Takahashi T, et al. Bioorg. Med. 
Chem. Lett. 23, 2245-2249, 2013）。これにより
BTP の糖付加体は、その糖を特異的に分解す
る酵素と反応して不溶性 BTP を生成し、それ
が局所的に沈着することで、糖分解酵素の活
性位置を蛍光イメージング可能にするもの
と予想された。代表者は現在までインフルエ
ンザウイルスやパラインフルエンザウイル
スのシアル酸分解酵素「シアリダーゼ」を主
に研究してきた。そこで BTP の局所染色性を
利用して、ウイルスのシアリダーゼ活性を局
所的に検出可能な新規蛍光イメージングプ
ローブを開発することにより、特異的な抗ウ
イルス抗体を必要とせず、ウイルス感染細胞
の蛍光化や感染細胞内のウイルスシアリダ
ーゼ活性の局在情報を簡便・迅速に獲得でき
る画期的技術につながるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 インフルエンザウイルスや一部のパライ
ンフルエンザウイルス、これらの感染細胞の
表面にはシアリダーゼが発現している。本研
究は、ウイルス感染部位または感染細胞内の
シアリダーゼ活性を、組織の固定化や抗ウイ
ルス抗体を必要とせず、BTP-Neu5Ac を添加
するのみの極めて簡便な方法で、短時間で高
感度に蛍光イメージングを可能にする画期
的技術を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ウイルスおよびウイルス感染細胞の蛍
光イメージング：インフルエンザ A 型、B 型
ウイルス、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（特に臨床で
小児肺炎を起こす血清 1 型と 3 型）、おたふ
くかぜウイルス、げっ歯類ウイルスであるセ
ンダイウイルス、鳥類ウイルスであるニュー
キャッスル病ウイルスの蛍光イメージング
条件（BTP-Neu5Ac の種類と濃度、温度、反
応時間、反応 pH および緩衝液）を検討する。
これらのウイルスシアリダーゼに高感度で
あり、蛍光特性から蛍光観察が容易な
BTP-Neu5Ac を選択する。 
 
（２）ウイルス感染マウスの肺組織を用いた
感染部位の蛍光イメージング：マウスに感染
することが知られているインフルエンザ A
型ウイルスやセンダイウイルスを、マウスに

経鼻感染させ、数日後の肺組織を摘出する。
感 染 マ ウ ス の 肺 ス ラ イ ス や 肺 切 片 を
BTP-Neu5Ac により蛍光イメージングする。
同時に、肺切片のウイルス抗原部位を抗ウイ
ルス抗体で染色する。免疫化学的に検出され
る感染部位が BTP-Neu5Ac により蛍光イメー
ジングされることを確認する。 
 
（３）ウイルス株の分離向上技術への応用：
ウイルス株の分離は、感染細胞へアガロース
ゲル培地を重層するプラーク形成法によっ
て行われることが一般的である。一つのウイ
ルスが一つの細胞へ感染すると、周囲の細胞
へと感染が拡大し、一つのウイルス株に由来
する感染細胞の集団がアポトーシスにより
プラーク状に脱落する。このプラークをピペ
ットチップなどでつついてウイルスを付着
させ、そのチップを新しい細胞へ添加するこ
とで、一つのウイルスに由来するウイルス株
として増やすことができる（ウイルス株の分
離）。このプラーク数は、感染価の指標とし
ても頻繁に使用されている。しかし、インフ
ルエンザウイルスの臨床株やヒトから分離
されたパラインフルエンザウイルスの多く
は、細胞死の誘導が起こりにくい（起こらな
い）ことからプラークが形成されない。そこ
で、感染細胞に重層したアガロースゲル培地
へ BTP-Neu5Ac を浸透させて、ウイルス感染
細胞集団を蛍光イメージングする。蛍光部位
からウイルス株の分離ができることを確認
する。 
 
４．研究成果 
（１）インフルエンザウイルスの蛍光イメー
ジング：シアリダーゼの蛍光イメージング剤
には、最大励起波長 372 nm の紫外線で最大
蛍光波長 526 nm の緑色の BTP 誘導体である
BTP3 を持つ「BTP3-Neu5Ac」を選択した（図
１）。蛍光が一般的な緑色蛍光フィルターで
観察可能である。Polyvinylidene difluoride
（PVDF）膜上に、トリインフルエンザ A 型
ウ イ ル ス A/duck/Hong Kong/313/4/1978
（H5N3）を濃度依存的にバンド状に吸着させ
て BTP3-Neu5Ac を表示濃度で 37℃、10 分間
又は 1 時間反応させた。ウイルス濃度に依存
したバンド状の蛍光が確認された。この蛍光
化が、インフルエンザウイルスのシアリダー
ゼに特異的であるかを確認するため、インフ
ルエンザウイルス特異的シアリダーゼ阻害
剤ザナミビルの存在下で BTP3-Neu5Ac を反
応させた。1 µM ザナミビルにより蛍光化は
阻害され、BTP3-Neu5Ac による蛍光発色がイ
ンフルエンザウイルスのシアリダーゼ活性
によるものであることが確認できた（図 2）。 
 
 
 
 
 
図 1. シアリダーゼ蛍光イメージング剤



「BTP3-Neu5Ac」 
 水溶性の非蛍光物質 BTP3-Neu5Ac はシア
リダーゼによりシアル酸が外され、水に不溶
の蛍光物質 BTP3 となり、酵素活性の存在部
位を蛍光イメージングする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. PVDF 膜に吸着させたインフルエンザ A
型ウイルスの蛍光イメージング 
 表記の赤血球凝集活性（HAU）でウイルス
を吸着させ、10 又は 100 µM BTP3-Neu5Ac を
添加して 37℃、10 分間（a）又は 1 時間反応
させた。紫外線照射下で蛍光像を撮影した。 
 
（２）インフルエンザウイルス感染細胞の蛍
光イメージング：研究成果（１）のインフル
エンザ A 型ウイルス株を濃度を変えてイヌ
腎由来 MDCK 細胞に感染させた。37℃、12
時 間 後 に 培 養 上 清 を 除 い て 10 µM 
BTP3-Neu5Ac 含有培地に置換した。37℃で
10 分間反応後、ウイルス感染量に依存して細
胞の蛍光化が見られた（図 3）。この感染細胞
の蛍光化はザナミビルで阻害された。細胞の
蛍光化は、ウイルス表面タンパク質のノイラ
ミニダーゼ（NA）の抗体染色像とほぼ一致し
た。NA はシアリダーゼ活性を示す酵素タン
パク質である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. インフルエンザ A 型ウイルス感染細胞
の蛍光イメージング 
 表記のウイルス感染量（Multiplicity of 
infection、MOI）で感染させた MDCK 細胞を
37℃、12 時間培養した。培養上清を除去し、
10 µM BTP3-Neu5Ac 含有培地に置換した。
37℃で 10 分間反応後、紫外線照射下で蛍光
顕微鏡により観察した。スケールバーは 200 
µm を示す。 
 

（３）亜型や宿主の異なるインフルエンザウ
イルス感染細胞又は NA 発現細胞の蛍光イメ
ージング：ヒトインフルエンザ A 型ウイルス
A/PR/8/1934 （ H1N1 ）、 A/Memphis/1/1971
（ H3N2 ） 、 パ ン デ ミ ッ ク 株
A/Shizuoka/833/2009（H1N1pdm）、とインフ
ルエンザ B 型ウイルス B/Lee/1940 の感染 12
時間後の MDCK 細胞を、10 µM BTP3-Neu5Ac
により 37℃、10 分間反応させた。すべての
細胞で蛍光化が見られた（図 4）。また、パン
デミック株 A/Brevig Mission/1/1918（H1N1）、
高病原性トリインフルエンザ A 型ウイルス
A/chicken/Shimane/1/2010（H5N1）、2013 年に
中国でヒトに感染したトリインフルエンザ A
型ウイルス A/Anhui/1/2013（H7N9）の NA 発
現 COS7 細胞（トランスフェクション後 24
時間）においても、BTP3-Neu5Ac の同様な反
応により蛍光化が見られた（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 亜型の異なるヒトインフルエンザウイ
ルス感染細胞の蛍光イメージング 
感染後 12 時間の MDCK 細胞を、10 µM 

BTP3-Neu5Acにより37℃、10分間反応させ、
紫外線照射下で蛍光顕微鏡により観察した。
スケールバーは 200 µm を示す。 

 
 
 
 
 
 
図 5. インフルエンザ A 型ウイルスの NA 発
現細胞の蛍光イメージング 
 哺乳動物細胞発現プラスミドに挿入した
各 NA 遺伝子を COS7 細胞にトランスフェク
ション後、37℃、24 時間培養した。10 µM 
BTP3-Neu5Acにより37℃、10分間反応させ、
紫外線照射下で蛍光顕微鏡により観察した。
スケールバーは 200 µm を示す。 
 
（４）インフルエンザウイルス感染細胞内の
蛍光イメージング：トリインフルエンザ A 型
ウ イ ル ス A/duck/Hong Kong/313/4/1978
（H5N3）を MDCK 細胞に感染させ、37℃、8
時間培養した。4%パラホルムアルデヒドで室
温、30 分間固定化し、0.05% TritonX-100 を室
温、30 分間で膜透過処理をした。10 µM 
BTP3-Neu5Ac で 37℃、30 分間反応後、細胞
を洗浄し、抗 NA モノクローナル抗体で蛍光
染色した。BTP3-Neu5Ac 染色と NA 抗体染色
ともにゴルジ装置と思われる領域で強く、染



色像もほぼ一致した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
図 6. インフルエンザ A 型ウイルス感染細胞
内の蛍光イメージング 
 感染 8 時間後の MDCK 細胞をパラホルム
アルデヒド固定し、TritonX-100 で膜透過処理
をした。BTP3-Neu5Ac（緑）、抗 NA 抗体（赤）
で染色した。スケールバーは 10 µm を示す。 
 
（５）インフルエンザ A 型ウイルス感染動物
の組織感染部位の蛍光イメージング：6～8 週
齢雌性 BALB/c マウスにインフルエンザ A 型
ウイルス A/PR/8/1934（H1N1）を 25 µl [1 ×107 
プラーク形成ユニット（ffu）/ml]で経鼻感染
させた。感染 1 日後のマウス肺を 4%パラホ
ルムアルデヒドで室温、10 分間固定した。10 
µm 凍結切片を作成し、4%パラホルムアルデ
ヒドで室温、15 分間固定した。肺切片を洗浄
後、20 µM BTP3-Neu5Ac（1 mM CaCl2含有 10 
mM 酢酸緩衝液 pH6.0）で 37℃、20 分間反応
させた。蛍光顕微鏡下、細気管支と思われる
内腔縁領域の蛍光化が見られた。1 µM ザナ
ミ ビ ル に よ り 蛍 光 化 は 阻 害 さ れ 、
BTP3-Neu5Ac による蛍光発色がインフルエ
ンザウイルスのシアリダーゼ活性によるも
のであることが確認した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. インフルエンザ A 型ウイルス感染マウ
ス肺組織の感染部位の蛍光イメージング 
 感染 1 日後のマウス肺切片を 20 µM 
BTP3-Neu5Ac で 37℃、20 分間反応させた。
感染部位が緑色蛍光化された（中図）。1 µM
ザナミビル存在下で BTP3-Neu5Ac を反応さ
せた（下図）。Mock はウイルス懸濁液の代わ
りに等張リン酸緩衝液を経鼻的に投与した
（上図）。スケールバーは 200 µm。 
 
（６）ウイルス感染細胞集団（フォーカス）
の蛍光イメージングと蛍光化フォーカスか
らのウイルス単離：実験株 A/WSN/1933
（H1N1）又は臨床株 A/Shizuoka/833/2009
（H1N1pdm）を感染させた MDCK 細胞に

0.8%アガロース及び 2 µg/ml アセチルトリプ
シン含有無血清培地を重層して、2～3 日間培
養した。アガロース含有培地上に 200 µM 
BTP3-Neu5Ac を 100 µl 滴下し、37℃で 15 分
間反応させた。354 nm のトランスイルミネー
ター上で、蛍光化されたウイルス感染細胞集
団（フォーカス）を撮影した（図 8）。この蛍
光化フォーカスをピックアップすることで、
ウイルスを単離することに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. インフルエンザ A 型ウイルスのフォー
カスの蛍光イメージング 

A/WSN/1933 （ H1N1 ） (a) 又 は
A/Shizuoka/833/2009（H1N1pdm）（b）を感染
させた MDCK 細胞にアガロース含有無血清
培地を重層して、37℃で 2 日間（a）又は 3
日間（b）培養した。アガロース含有培地上
に BTP3-Neu5Ac を 200 µM BTP3-Neu5Ac を
100 µl 滴下し、37℃で 15 分間反応させた。蛍
光化フォーカスからウイルス単離も成功し
た。 
 
（７）インフルエンザウイルス以外のウイル
ス感染細胞の蛍光イメージング：げっ歯類病
原ウイルスのセンダイウイルス（図 9、図 10）、
鳥類病原ウイルスのニューキャッスル病ウ
イルス（図 11）、小児呼吸器ウイルスのヒト
パラインフルエンザウイルス（図 12）、おた
ふく風邪のムンプスウイルス（図 13）の感染
細胞の蛍光イメージングに成功した。ウイル
スフォーカスの蛍光化やウイルス単離にも
成功した。 
 
 
 
 
 
 
図 9. センダイウイルス感染細胞の蛍光イメ
ージング 
 示された感染価（ffu）で、アカゲザル腎由
来 LLC-MK2 細胞に感染させ、24 時間培養し
た。10 µM BTP3-Neu5Ac（pH 4.5 無血清培地）
で 37℃、5 分間反応させた。スケールバーは
100 µm. 
 
 



 
 
 
 
 
 
図 10. センダイウイルス感染マウスの肺切片
の蛍光イメージング 
 BR は 細 気 管 支 と 思 わ れ る 領 域 。
BTP3-Neu5Ac 染色（左図）、抗 SV 抗体染色
（右図）。スケールバーは 100 µm. 
 
 
 
 
 
図 11. ニューキャッスル病ウイルス（D26 株）
感染細胞の蛍光イメージング 
 示された感染価（FFU）で、LLC-MK2 細胞
に感染させ、 24 時間培養した。 10 µM 
BTP3-Neu5Ac（等張リン酸緩衝液）で室温、
5 分間反応させた。スケールバーは 100 µm. 
 
 
 
 
 
図 12. ヒトパラインフルエンザウイルス（血
清 1 型）感染細胞の蛍光イメージング 
 示された感染価（ffu）で、LLC-MK2 細胞
に感染させ、 24 時間培養した。 25 µM 
BTP3-Neu5Ac（pH 4.5 無血清培地）で 37℃、
5 分間反応させた。スケールバーは 100 µm. 
 
 
 
 
 
 
図 13. ムンプスウイルスのフォーカスの蛍光
イメージング 
 示された感染価（ffu）で、アフリカミドリ
ザル腎由来 Vero 細胞に感染させ、0.5%アガ
ロース含有培地を重層して 96 時間培養した。
ア ガ ロ ー ス 含 有 培 地 上 に 800 µM 
BTP3-Neu5Ac を 1 ml 滴下し、37℃、6 時間反
応させた。 
 
（８）まとめ：シアリダーゼの蛍光イメージ
ング剤「BTP3-Neu5Ac」を開発した。この試
薬は、宿主や亜型（抗原性）に依存せず、イ
ンフルエンザ A 型・B 型ウイルス、センダイ
ルイウス、ニューキャッスル病ウイルス、ヒ
トパラインフルエンザウイルス、ムンプスウ
イルス及びそれらの感染細胞を簡便迅速に
蛍光イメージングできた。さらに、蛍光化細
胞から簡便にウイルス単離も可能である。本
試薬は製品化に至り、平成 28 年 1 月から販
売が開始されている。今後、本誌試薬は学術
研究や衛生検査の効率化に大きく貢献して
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