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研究成果の概要（和文）：新型インフルエンザウイルスの産生場所として重要なブタに生まれな

がらにインフルエンザウイルス感染抵抗性を付与すること目的に、インフルエンザウイルスの

細胞への吸着とウイルスの放出を阻害することが期待される可溶型シアル酸結合蛋白を培養細

胞に発現させることで細胞にインフルエンザウイルス感染抵抗性を付与することに成功したが、

可溶型シアル酸結合蛋白を発現するよう作製したマウスでは感染抵抗性を付与することができ

なかった。 
 
研究成果の概要（英文）：To confer the antiviral potential against influenza virus to pigs 
as a mixing vessel for creating a “new” influenza virus, we investigated the ability 
of Siglecs to inhibit influenza virus infection in vitro and in vivo by using Madin-Derby 
canine kidney (MDCK) cells and transgenic mice expressing a soluble form of human Siglec 
molecules. The transformed MDCK cells showed a significant resistance, but not the 
transgenic mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに出現した新型インフルエンザ
ウイルスは、カモの腸内ウイルスが家禽を経
て、あるいは、さらにブタの呼吸器でヒトの
ウイルスの遺伝子を獲得した遺伝子再集合
体であると考えられている。現実に、東南ア
ジアでは、ブタとアヒルを同じ場所で飼育す

る農家が多く、インフルエンザウイルスの遺
伝子再集合体を生じやすい環境にある。この
ように開発途上国等の地域においては、家禽
が屋外飼育されており外部環境からのウイ
ルスの侵入を防御できないこと、さらに家禽、
ブタとヒトが密接に接触しながら生活して
いることなどがあり、新型インフルエンザ対
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策を困難にしていると考えられる。現在も猛
威を奮っている H1N1 亜型の豚インフルエン
ザは、正にインフルエンザウイルスの mixing 
vesselとして重要なブタで産生され、メキシ
コから急速に世界中に拡散した。新型インフ
ルエンザウイルス対策の重要性が叫ばれて
久しいが、野生のカモがすべての HAと NA 亜
型のインフルエンザウイルスを保有し、常に
家禽へ導入される環境がある限り、カモ→ア
ヒル（家禽）→ブタ→ヒトの新型ウイルスの
導入経路を断つことは不可能である。 
 このような背景のもと、近代的な施設で衛
生的に家禽やブタを飼育管理することが困
難な地域においては、生まれながらに抵抗性
を付与されたブタの導入が最も有効である
という着想に至った。インフルエンザウイル
スのブタにおけるレセプターはガラクトー
スにα2-3 あるいはα2-6 結合するシアル酸
であり、この両方に結合するシアル酸結合レ
クチンに着目した。即ち、可溶型シアル酸結
合レクチンを動物に発現させることで、イン
フルエンザウイルスの HA による細胞への吸
着と NA によるウイルスの放出を阻害するこ
とで動物に抵抗性を付与できるという仮説
を立てた。これを証明するために、本研究を
開始した。 
 
２．研究の目的 
  新型インフルエンザウイルス対策は、人類
にとって最重要課題である。しかし、カモ→
アヒル（家禽）→ブタ→ヒトの新型ウイルス
の導入経路を断つことは不可能である。この
導入経路を遮断するには、インフルエンザウ
イルスの mixing vesselとして重要なブタに
生まれながらに抵抗性を付与することが最
も有効であるという着想に至った。本研究の
最終目的は、インフルエンザ抵抗性ブタの開
発であるが、今回の計画では、その基礎的研
究として、抵抗性遺伝子（可溶型シアル酸結
合レクチン遺伝子）を導入することで、トラ
ンスジェニックマウスにインフルエンザウ
イルス感染抵抗性を付与することを目的と
する。  
 
３．研究の方法 
（１）可溶型 Siglec 発現細胞のインフルエ
ンザウイルスに対する感染抵抗性の解析 
①可溶型 Siglec遺伝子 
 インフルエンザウイルスのレセプターで
あるα2-3 およびα2-6 でガラクトースに結
合するシアル酸の両方に結合するシアル酸
結合レクチンのヒト Siglec5及び Siglec9の
細胞外ドメインとヒト IgG の Fc 領域のそれ
ぞれの cDNA 断片を結合させ、可溶型シアル
酸結合レクチン cDNA を構築した。プロモー
ターにはニワトリのβ-アクチンプロモータ
ー(CAG)を使用し、ネオマイシン耐性遺伝子

を選択マーカーとする可溶型シアル酸結合
レクチン発現プラスミドを構築した。 
②可溶型 Siglec発現細胞 
 可溶型 Siglec5 を発現するプラスミドを
MDCK 細胞に導入し、G418 で遺伝子が導入さ
れた細胞株を選択樹立した。各細胞株につい
て可溶型 Siglec5の発現をウエスタンブロッ
トで確認し、発現量の多い細胞株をウイルス
抵抗性試験に使用した。可溶型 Siglec9につ
いても、同様に樹立した可溶型 Siglec9発現
細胞株を使用した。 
③可溶型 Siglec 発現細胞の感染抵抗性の検
討 
 樹立した細胞株に高病原性の H5N1型ウイ
ルスを含む抗原亜型の異なる複数のウイル
ス株を感染させ、各抗原亜型に対する細胞の
抵抗性について検討した。 
 
（２）可溶型 Siglec 発現トランスジェニッ
クマウスの作製と系統化 
 可溶型 Siglec 発現細胞の樹立に使用した
プラスミドから transgene として用いる DNA
断片を精製し、C57BL/6 マウス受精卵前核に
マイクロインジェクション法で注入し、トラ
ンスジェニックマウスを作製した。導入遺伝
子の確認は、マウス尾から抽出した DNAを用
いて PCR で確認した。また、遺伝子発現はマ
ウス血清を用いて、ウエスタンブロット解析
で確認した。野生型マウスと交配し、導入遺
伝子が子孫マウスに伝達されることを確認
して、可溶型 Siglec5 及び可溶型 Siglec 9
発現トランスジェニックマウスを系統化し
た。 
 
（３）可溶型 Siglec 発現トランスジェニッ
クマウスの感染抵抗性の検討 
 高病原性 H5N1型ウイルスおよびマウスが
感受性を示す H1N1 型ウイルスを使用し、こ
れらウイルスを鼻腔内接種した。マウスの生
死によって、感染抵抗性について検討した。 
 
（４）トランスジェニックマウスの表現型解
析 
 一般状態の観察、解剖学的、組織学的並び
に病理学的解析を行った。可溶型 Siglec 発現
の組織特異性は、免疫組織染色で行った。ま
た、免疫学的機能解析で、マクロファージの
鈍職能、脾臓細胞の増殖、T リンパ球サブセ
ットマーカー発現について解析した。 
 
（５）可溶型Siglec9発現トランスジェニック
マウスの腫瘍細胞増殖抵抗性 
 上皮性癌患者の生体内でムチンは、未熟樹
状細胞に発現する Siglec9と結合し、IL-12 
の産性能を抑制することで、癌細胞の腫瘍免
疫からの回避に機能することが報告されてい
る。可溶型Siglec9が腫瘍細胞のムチンに結合



 

 

することにより、ムチンの腫瘍免疫回避機能
を抑制する可能性を検討するため、MM46-MUC1
腫瘍細胞を可溶型Siglec9発現トランスジェ
ニックマウスに移植し、マウスの生死によっ
て、腫瘍細胞増殖抵抗性について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）可溶型 Siglec 発現細胞のインフルエ
ンザウイルスに対する感染抵抗性の解析 
 インフルエンザウイルスのレセプターで
あるα2-3 およびα2-6 でガラクトースに結
合するシアル酸の両方に結合するシアル酸
結合レクチンのヒト Siglec 5 及び Siglec 9
の細胞外ドメインとヒト IgG の Fc 領域のそ
れぞれの cDNA断片を結合させた Siglec 5 及
び Siglec 9 の可溶型分子発現細胞（可溶型
Siglec 発現細胞）を用いて、H1N1、H3N2 お
よび H5N3 の抗原亜型の異なるインフルエン
ザウイルスに対する抵抗性について検討し、
抗原亜型に関係なく広く A型インフルエンザ
ウイルス感染に抵抗することを明らかにし
た（図１）。 

 

図１. 可溶型 Siglec 発現細胞の異なる亜型
ウイルスに対する感染抵抗性  
 
 また、可溶型 Siglec5 及び Siglec 9 発現
細胞は、国内で分離した高病原性トリインフ
ルエンザウイルス（H5N1 型）を感染させた場
合にも抵抗性を示した（図２）。 

 

図２.高病原性 H5N1型ウイルス対する可溶型
Siglec発現細胞の感染抵抗性 
 
（２）可溶型 Siglec 発現トランスジェニッ
クマウスの作製と系統化 
 可溶型 Siglec 発現細胞の樹立に使用した
プラスミドから transgene として用いる DNA
断片を精製し、C57BL/6 マウス受精卵前核に
マイクロインジェクション法で注入し、トラ
ンスジェニックマウスを作製した。可溶型

Siglec5 遺伝子導入マウスは、9 系統作出さ
れ、そのうち 8系統で明らかに可溶型 Siglec5
の発現がウエスタンブロット解析で確認さ
れた。また、可溶型 Siglec９遺伝子導入マウ
スは、5 系統作出され、そのうち 3 系統で発
現が確認された。最終的に、可溶型 Siglec5
発現トランスジェニックマウスについては、
5 系統、可溶型 Siglec９発現トランスジェニ
ックマウスについても、3 系統の系統化に成
功した。 
 
（３）可溶型 Siglec 発現トランスジェニッ
クマウスの感染抵抗性 
 可溶型Siglec９発現トランスジェニックマ
ウスで血液中への発現量が高い2系統につい
て、高病原性トリインフルエンザウイルスで
あるA/mountain hawk-eagle/Kumamoto/1/07 
(H5N1)株（16および1.6pfu/匹）および
A/Duck/Vietnam/G12/08 (H5N1)株（75pfu/匹
）を用いて感染実験を実施したが、何れの株
に対しても感染抵抗性は示されなかった。 
 可溶型 Siglec5発現トランスジェニックマ
ウス 3で、血液中への発現量が高い 2系統に
ついて、同様に高病原性トリインフルエンザ
ウイルスを用いて感染実験を実施したが、
A/mountain hawk-eagle/Kumamoto/1/07株（16
お よ び 1.6pfu/ 匹 ） お よ び
A/Duck/Vietnam/G12/08 株（75pfu/匹）に対
しても感染抵抗性は示されなかった。 
 また、マウス順応株でマウスを死亡させる
A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1)に対しても感
染抵抗性は示されなかった。代表的な結果を
図３に示す。 

 

A/mountain hawk-eagle/Kumamoto/1/07 株
（1.6pfu/匹）感染可溶型 Siglec９発現トラ
ンスジェニックマウス 



 

 

 

A/mountain hawk-eagle/Kumamoto/1/07 株
（1.6pfu/匹）感染可溶型 Siglec5 発現トラ
ンスジェニックマウス 

 

A/Puerto Rico/8/19347株（2,000pfu/匹）感
染可溶型 Siglec9発現トランスジェニックマ
ウス 

 
A/Puerto Rico/8/19347株（2,000pfu/匹）感
染可溶型 Siglec5発現トランスジェニックマ
ウス 
 
図３. 可溶型 Siglec 発現トランスジェニッ
クマウスの感染抵抗性 
 
（４）トランスジェニックマウスの表現型解
析 

 系統化に成功した可溶型Siglec5発現トラ

ンスジェニックマウス5系統および可溶型

Siglec９発現トランスジェニックマウス3系

統のうち、血液中への発現量の高い各々の1

系統について、各種の臓器を摘出して組織標

本を作製し、抗ヒトIgG抗体を用いて酵素抗体

法あるいは蛍光抗体法によって可溶型Siglec

の発現を調べた。調べたすべての臓器におい

て、各々の可溶型Siglecが発現していること

が確認されたが、インフルエンザウイルスの

標的臓器の一つである肺での発現は他の臓器

に比べて弱かった。上部気道における可溶型

Siglecの発現については、気管の気管上皮、

肺の細気管支の上皮や肺胞上皮でシグナルが

認められたが、これらはそれほど強いもので

はなく、インフルエンザウイルスの主要感染

部位である気道上皮細胞での発現が弱いとい

う結果となった。 

 また、免疫学的機能解析で、マクロファー

ジの鈍職能、脾臓細胞の増殖、Tリンパ球サブ

セットマーカー発現について解析したが、野

生型マウスとの間に大きな差異は認められな

かった。 

 

（５）可溶型Siglec9発現トランスジェニック
マウスの腫瘍細胞増殖抵抗性 

 ムチン産生MM46-MUC1腫瘍細胞を可溶型

Siglec9発現トランスジェニックマウスに移

植し、マウスの生死によって、腫瘍細胞増殖

抵抗性について検討した。Sig9Ig48系統にお

いて、生存日数の延長が認められた（図４）

。 

 
図５.腫瘍細胞移植可溶型Siglec9発現トラン

スジェニックマウスの生存曲線 

 

（８）今後の展望 

 本研究では、可溶型 Siglecの in vitroで
の抗インフルエンザ作用は、残念ながらトラ
ンスジェニックマウスでは再現できなかっ
た。代替方法として、抗原亜型に関係なく広
く A型インフルエンザウイルスに有効と考え
られる PB２に対する抗体や H5N1 型高病原性
インフルエンザウイルスに対する中和抗体
を産生するトランスジェニックマウスの作
製を継続している。これら抗体を複数種類発
現する動物は、インフルエンザウイルスに対
する感染抵抗性を獲得する可能性が期待さ



 

 

れる。 
 一方、可溶型 Siglec9発現トランスジェニ
ックマウスにおいて、ムチン産生腫瘍細胞の
増殖が抑制され、生存期間が延長されること
が判明した。このことは、新たな癌の治療法
の開発に繋がる可能性を示した。 
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