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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスは糖と密接に関連した病原体である。本研究では、インフル
エンザウイルスと糖質の直接的な相互作用に加えて、感染に対する宿主免疫応答としての糖質の発現変動を解析
することで、その宿主域と病原性を規定する因子の同定を試みた。インフルエンザウイルスのHAの当結合特異性
およびNAの基質特異性を解析する手法を確立した。またインフルエンザウイルス感染細胞では様々な糖鎖変化が
認められることをレクチンマイクロアレイで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Influenza A virus is a glycan-associated pathogen. In the present study, we 
analyzed direct interactions of glycan and influenza viruses via HA and NA, as well as host glycome 
changes after virus infections. The methods for the evaluation of glycan binding the HA and 
substrate specificity of the NA were established in the present study. Also, the present study 
demonstrated various changes in host glycome after the influenza virus infection using lectin 
microarray technique.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
細胞の膜には糖タンパク質や糖脂質、プロ
テオグリカンなどが存在し、これらの炭水化
物部分、すなわち糖鎖が表面を覆っている。
この厚い糖質の層は「グリコカリックス」と
呼ばれ、外的刺激から細胞を保護するととも
に細胞間の相互作用の機能を担っている。グ
リコカリックスを形成する糖質において、シ
アル酸は構造の末端に位置することから、
種々の病原微生物が宿主細胞に接着する際
のレセプターとしてシアル酸を含む糖質(シ
アロ糖)を利用している(Varki et al., Lab 
Invest, 2007)。インフルエンザウイルスも
表面タンパク質であるヘマグルチニン(HA)
が、シアロ糖をレセプターとして認識すると
ともに、別の表面タンパク質ノイラミニダー
ゼ(NA)がシアロ糖の加水分解活性を有し、宿
主細胞から出芽する際に糖鎖末端のシアル
酸を切断することで、ウイルス粒子の放出を
助けている。 
 
インフルエンザはヒトを含む哺乳動物と鳥
に分布する人獣共通感染症である。インフル
エンザウイルスがヒトの間で世界的大流行
(パンデミック)を起こすかどうかは、その受
容体特異性に大きく依存しており、α2,6 シ
アロ糖を受容体とするウイルスのみがこれ
までヒトでパンデミックを起こしている
(Matrosovich et al., J Virol, 2000)。一
方、インフルエンザウイルスの自然宿主であ
る野生のカモから分離されるウイルスはα
2,3 シアロ糖を認識して感染する。動物イン
フルエンザウイルスでも中国の家禽で蔓延
する H7N9 および H9N2 亜型の鳥インフルエン
ザウイルスや、ブタインフルエンザウイルス
はα2,6 シアロ糖を認識する。これらのウイ
ルスは偶発的にヒトに感染した例が報告さ
れているが、効率的にヒト間を感染伝播する
ことはない(Neumann et al, Virology, 2015)。
一方で、これらα2,6 シアロ糖を認識するウ
イルスのうち、ヒト間の効率的な伝播に与る
分子メカニズムに関しては不明である。 
 
また、宿主組織に分布する糖質もダイナミ
ックに変化することが分かっている。例えば、
炎症時には TNFαの刺激によってその局所に
おけるシアル酸の量が変動するが(Delmotte 
et al., J Biol Chem, 2002)、HA および NA
というシアル酸関連分子を有するインフル
エンザウイルスの感染に伴い、実際にシアロ
糖の発現がどのように変動するのか、またそ
れが感染において正・負どちらに働くかとい
うことについてはよくわかっていない。 
 
インフルエンザウイルスと糖質の相互作用
は、単にレセプター・リガンド関係ではなく、
その病態発現に重要な役割を果たしている
可能性がある。すなわち、HA と NA を介した
インフルエンザウイルスと糖質の直接的相
互作用に加えて、感染に対する宿主免疫応答

としての糖質の発現変動を解析することで、
インフルエンザウイルスの宿主域と病原性
を規定する因子に関する全く新たな要因を
同定できると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、インフルエンザウイルスと宿
主糖質の関係を①ウイルスと糖の直接的な
相互作用の解析、および②ウイルス感染に伴
う宿主応答としての糖質の発現変動の解析
を通して、糖質がインフルエンザの病態やウ
イルスの宿主域とどのように関わっている
かを明らかにする。 
 
当初計画ではヒトで流行するウイルスとそ
の他のウイルスを用いてこれらを解析し、そ
の差異を明らかにする予定であった。しかし
平成 29 年 4 月に研究代表者の異動によって
所属機関が変更となったため、使用するウイ
ルス株や実験方法を変更する必要があった。
特に②については、主としてインフルエンザ
ウイルスの実験室株が感染培養細胞の糖鎖
に与える影響を評価した。 
 
 
３．研究の方法 
①ウイルスと糖の直接的な相互作用の解析 
HA の糖結合特異性を解析するために分泌型
の三量体組換え体を作製した。具体的には HA
遺伝子からシグナルペプチドと膜貫通領域、
細胞内ドメインをコードする領域を削り、N
末端側に CD5 のシグナルペプチド配列、C 末
端側に三量体形成ロイシンジッパーモチー
フおよびタグ配列がコードされるよう配列
を付加して、プラスミドベクターに挿入した。
これを HEK293S GnT (-/-)細胞に導入して組
換え HA を回収、精製した。これを材料に
Biacore X100装置を用いて表面プラズモン共
鳴法で糖結合特異性を解析するための条件
を検討した。 
 
NA の糖基質特異性を解析するために、市販
の糖鎖合成基質と Thermo Fisher Scientific
社の Amplex Red 試薬を用いた方法を確立し
た。具体的にはガラクトースオキシダーゼと
ペルオキシダーゼの存在下で NA がシアル酸
を遊離すると、露出した非還元末端のガラク
トースを基質としてガラクトースオキシダ
ーゼが過酸化水素を産生、これにより Amplex 
Red がレゾルフィンへと変換され呈色する。
これにより生じる蛍光をリアルタイムPCR装
置により温度制御下でモニタリングした。 
 
②ウイルス感染に伴う宿主応答としての糖
質の発現変動の解析 
インフルエンザウイルスに感染したマウス
における糖鎖の変化を解析するために、
Balb/c マウスに A/Aichi/2/1968 (H3N2)株を
鼻腔内接種し、感染 3および 7日後に肺を採



取した。採取した肺から RNA を抽出し、定量
的 PCR によって ST3Gal-1、-2、-3、-4、-5、
-6、および ST6Gal-1 の mRNA を定量した。 
  
 A 型インフルエンザウイルスに感染した細
胞における糖鎖の変化を網羅的に検索する
ために犬腎臓由来細胞 (MDCK 細胞 )に
A/Aichi/2/1968 (H3N2)株を接種し、感染細
胞ライセートを調製した。これをレクチンマ
イクロアレイ解析に供し、各レクチンとの反
応性を感染細胞とMock接種細胞で比較した。 
 
 
４．研究成果 
①ウイルスと糖の直接的な相互作用の解析 
 
HA の糖結合特異性を解析するために、H1 か
ら 16 までのすべての亜型について、三量体
分泌タンパク質として HA を発現するための
プラスミドベクターに導入した。これらのう
ち、哺乳動物細胞での発現が良かった
A/duck/Mongolia/54/2001 (H5M2)株の HA に
ついて、Biacore X100(GE 社)を用いた表面プ
ラズモン共鳴法で糖結合特異性を解析する
ための条件を検討した。その結果、単量体糖
鎖をセンサーに固相化し、アナライトとして
三量体の HA を用いても解析可能な安定的な
シグナルが得ることはできなかった。ポリア
クリルアミドで多量体化した糖鎖をセンサ
ーに固相化し、さらにアナライトの三量体の
HA は付加したタグに対する抗体、さらに抗
IgG 抗体を用いてクラスターを形成させるこ
とにより高いシグナルを得ることに成功し
た。一方で、この系では糖と HA の結合が多
対多の関係になるため既存の反応モデルに
うまく回帰することができず、適切な反応速
度パラメーターを得ることができなかった。
より単純な反応系での評価が可能な高感度
の分析機を用いるか、複雑な系をうまく回帰
できる新規モデルを構築することが必要と
考えられる。 
 
NA の 基 質 特 異 性 を 解 析 す る た め に
Onsirisakul ら(World J Virol, 2014)の報告
に従い、市販の合成糖鎖基質と Amplex Red
試薬(Thermo Fisher Scientific 社)用いた実
験系の確立を試みた。Helder ら(J Virol, 
2015)の報告では、インフルエンザウイルス
の NA はルイス型フコースを有するシアロ糖
を基質としにくいとされている。そこで
A/duck/Mongolia/54/2001 (H5M2)株を用いて、
3’シアリルラクトサミンとシアリルルイス
X に対する NA 活性を比較した。NA 活性によ
る糖分解産物の精製を Amplex Red の蛍光を
指標として経時的にモニタリングしたとこ
ろ、シアリルルイス Xを基質とした場合の蛍
光強度は 3’シアリルラクトサミンを基質と
した場合と比較して低いことが確認できた。
反応時間の進行に伴ってバックグラウンド
シグナル上昇してしまうという問題が認め

られたが、特別な修飾を施していない市販の
糖鎖プローブを基質とし、比較的少量のウイ
ルスを用いて NA の基質特異性を評価する系
が樹立できたと考えている。 

 
②ウイルス感染に伴う宿主応答としての糖
質の発現変動の解析 
 
A/Aichi/2/1968 (H3N2)株を接種したマウス
から肺を採取し、RNA を抽出、シアル酸転移
酵素遺伝子の発現を定量的 PCR で調べた。そ
の結果、ST6Gal1 において発現の亢進が認め
られた。再現性の確認やウイルス株間の比較
を予定していたが、期間中に研究代表者の異
動があり、異動後の機関で動物感染実験の系
を再構築することができなかった。そのため、
現段階でこれ以上の検討ができていない。 
 

 
そこで、A型インフルエンザウイルスを接種
した培養細胞における糖鎖の変化を網羅的
に検索することとした。ウイルス感染細胞の
ライセートをレクチンマイクロアレイ解析
に供したところ、多数のレクチンで反応性の
変化が認められた。当初から予想されていた
とおり、感染細胞では非感染細胞と比較して
シアル酸認識レクチンの反応性が低く、反対
にアシアロ糖認識レクチンの反応性が高か
った。これは増殖に伴ってウイルス NA がシ
アル酸を糖鎖から遊離したためであると考
えられる。今後、その他の変化について更に
解析を進めるとともに、ウイルス株間の比較
が必要であると考える。 
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