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研究成果の概要（和文）：　これまでウイルス感染の迅速診断は、感染患者の臨床検体中に含まれるウイルス由
来の蛋白質を金ナノコロイド修飾抗体により捕獲し、メンブレン上にバンドとして検出するイムノクロマト法が
用いられてきた。一方、申請者らはウイルス粒子に含まれる遺伝子をオリゴヌクレオチドにより配列選択的に捕
獲する独自技術を開発することに成功している。
　本研究では、インフルエンザウイルスの薬剤耐性に関わる遺伝子の一塩基変異を厳密に識別するための核酸に
対する化学修飾技術を開発することに成功した。さらに、この化学修飾核酸分子を用いてメンブレン上にてイン
フルエンザウイルスの薬剤耐性と薬剤感受性を目視で識別することに成功した。

研究成果の概要（英文）： Current virus detection from clinical sample relies on immunochromatography
 that captures and detects its target viral protein by gold nanoparticle-conjugate antibody. On the 
other hand, we have established a method to capture the target viral gene within the viral particle 
by short oligonucleotide and visualized the gene using gold nanoparticles.
 In this study, we succeeded to distinguish a drug-resistance of influenza virus by improving the 
sequence specificity of short oligonucleotide with a simple chemical modification.　We further 
visually distinguished  drug-resistant and drug-sensitive influenza virus on a membrane by our 
chemically-modified nucleic acid.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 遺伝子　核酸　一塩基多型　薬剤耐性
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１．研究開始当初の背景 
現在、臨床現場でウイルスの存在を迅速に

診断する手法としては、ウイルス蛋白質を抗
体にて検出するイムノクロマトグラフィー
が用いられている。例えば、インフルエンザ
ウイルスの場合は、同ウイルス蛋白質がイム
ノクロマトグラフィーにより検出されると、
医師はウイルス増幅に関与するノイラミニ
ダーゼ（酵素）の阻害剤を処方するのが一般
的である。 

 
ところが昨今、インフルエンザウイルスの

ノイラミニダーゼ遺伝子に変異が生じ、ノイ
ラミニダーゼ阻害剤が効かない“耐性獲得
株”が伝播している為、必ずしもインフルエ
ンザウイルス感染にノイラミニダーゼ阻害
剤が有効でないことが問題となっている。 
このような背景の中、インフルエンザウイ

ルスの検出に加え、その薬剤耐性についても
迅速、且つ簡便に評価できる手法の開発が望
まれている。 
  
２．研究の目的 
これまで我々は、インフルエンザウイルス

の遺伝子（ゲノム）配列に対して 2 本の相補
配列を持つペプチド核酸(PNA)を利用して、
ウイルスゲノムを強固に捕獲後、同ウイルス
ゲノムに随伴する蛋白質を金コロイド修飾
抗体により標識することで（図 1A）、ラテラ
ルフローストリップ上でウイルスゲノムを
可視化することに成功した（図 1B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１．A)ウイルスゲノムに相補鎖を 2 本有

するペプチド核酸を用いてウイルスゲノム
を捕獲、同ゲノムに随伴する核蛋白質を金コ
ロイド修飾抗体により標識するシステム。B)
ラテラルフローのテストライン上にてイン
フルエンザウイルスの“ゲノム-蛋白質-金コ
ロイド修飾抗体”の複合体を目視検出。 

 
 また、PNA のアミノ末端領域にトラン誘導
体(tolane)を修飾すると、その標的配列に対
する会合能が高められるとともに、トラン誘
導体の最近傍にある核酸塩基から 4塩基以内
にあるミスマッチ塩基対をより選択的に識
別することを見出している（データ省略）。 
 
本研究では、PNA の標的ゲノム識別能を高

める独自の分子設計戦略に基づき、インフル
エンザウイルスのノイラミニダーゼ酵素の
薬剤耐性に関わる遺伝子一塩基変異を高感
度に検出診断することを目指した。 
 
３．研究の方法 
インフルエンザウイルスのノイラミニダ

ーゼ阻害剤耐性は、ノイラミニダーゼの触媒
活性部位に存在する274番目のヒスチジンが
チロシンに変異することでノイラミニダー
ゼ阻害剤が結合できなくなることによるも
のである（H274Y）。 
 
このアミノ酸置換は、主にノイラミニダー

ゼ 遺 伝 子 が 薬 剤 感 受 性 の
5’-cucauaaugaaa-3’ か ら 薬 剤 耐 性 の
5’-cucauaauaaaa-3’（配列一部省略）へ 1
塩基変異に由来することがわかった。そこで、
この1塩異変異部分を認識するペプチド核酸
(PNA)を合成するとともに、PNA のアミノ末端
にその標的核酸配列に対する識別能を高め
るトラン誘導体（tolane）を導入した。そし
て、各 PNA の遺伝子 1塩基変異に対する識別
能を PNA/RNA 間の二本鎖が 50%融解する温度
(Tm)により評価した。 
  
また、各 PNA によりインフルエンザウイル

スのゲノム RNA を捕獲して、図 1 A, B に示
すように、ラテラルフローストリップ上で可
視化することを試みた。 

 
４．研究成果 
インフルエンザウイルスのノイラミニダー
ゼ阻害剤耐性ウイルスのゲノムに相補的な
PNA1(X-spacer- GTGTATTATTTT, C  N 
term)を調整した。 
 
またPNA 1のアミノ末端にTolane誘導体（図

2 ） を 修 飾 し た PNA 2 (X-spacer- 
GTGTATTATTTT-tolane C  N-term)を合成し
た。 
 
各 PNA の C-term)にはラテラルフロースト
リップ上の官能基と反応する置換基 X を導
入し、置換基 X と PNA 配列との間には、ラ
テラルフローストリップと PNA の間に適度
な距離を保つ為のスペーサー分子を導入し
た。 
 
次に、各 PNA の薬剤耐性ウイルスのゲノム
配列(Res-RNA)、又は薬剤感受性ウイルスゲ



ノム配列(Sens-RNA)を含むオリゴ RNA に対
する会合能を、PNA/RNA の二本鎖が 50%解
離する温度(Tm)を解析することにより求め
た。 
 

 
図１．PNA のアミノ末端に導入したトラン
誘導体(Tolane) 
 
その結果、PNA 1 に対して、PNA 2 は

Res-RNA への会合能が 3.6℃向上するととも
に、Sens-RNA への会合能が 8.7 ℃低下し、1
塩基識別能が 12.3 ℃向上（ΔTm =23.8 ℃）
することが明らかになった（表）。 
 

  
Tm [°C] w/ 

Res-RNA 

Tm [°C] w/ 

Sens-RNA 
ΔTm  

PNA 1 51.7 40.2 11.5 

PNA 2 55.3 31.5 23.8 

 
表 . PNA 1, PNA 2 の Res-RNA 、及び

Sens-RNA に対する会合特性を融解温度(Tm)
により評価。 
 
次に、PNA 1, PNA 2 を薬剤耐性ウイルス

(Res-virus)と薬剤感受性ウイルス（Sens-virus）
の溶解液と反応させ、ラテラルフローストリ
ップ上にてゲノム配列選択的に捕獲できる
かを目視にて評価した。 
 
その結果、PNA 1 はテストライン上に

Res-virus だけでなく、Sens-virus も捕獲し、
その存在を赤色バンドとして示すことが明
らかとなった（図 3A） 
 
一方、PNA 2 は本来標的とする薬剤耐性ウイ
ルスのゲノムのみをゲノム配列選択的に捕
獲することが赤色バンドの強度比から示さ
れた（図 3B）。 
 
これらの結果は、前表に纏めた PNA 1, 2 と
ウイルスゲノム相同配列を持つ Res-RNA, 
Sens-RNA との会合特性の尺度となる融解温
度（Tm）の解析結果と相関を示した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．PNA-tolane（上図）、又は PNA（下図）
を 用 い た ウ イ ル ス の 薬 剤 耐 性 識 別 。
PNA-tolane(PNA 2)は薬剤耐性ウイルスを選
択的に検出したが、未修飾の PNA (PNA 1)は
薬剤耐性だけでなく、薬剤感受性のウイルス
を非特異的に検出した。 
 
本研究により、インフルエンザウイルスの
ゲノムに相補鎖を持つ PNA-tolane を用いれ
ば、ゲノムの一塩基変異による薬剤耐性/感受
性を遺伝子増幅操作に頼らず見極められる
ことが明らかとなった。 
 
現在、同ウイルスが 104 ffu/ml 以下であって
も高感度に検出できる技術、さらにはウイル
スが高濃度(107 ffu/ml 以上)であっても偽陽性
を抑制する技術の開発を進めている。 
 
本技術は、あらゆる感染症の薬剤耐性診断、
及び治療薬の選定に有用な指針を与える診
断技術になりうると期待される。 
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