
静岡県立大学・薬学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３８０３

挑戦的萌芽研究

2017～2016

インフルエンザウイルスNAの薬剤耐性化機構の網羅的解析

Exhaustive identification of mutations conferring drug resistance in influenza 
virus NA

２０４０５１４５研究者番号：

高橋　忠伸（TAKAHASHI, Tadanobu）

研究期間：

１６Ｋ１５１５１

平成 年 月 日現在３０   ４   ２

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：　インフルエンザA型ウイルス、インフルエンザB型ウイルスや感染細胞に発現する酵
素「シアリダーゼ」の活性を蛍光イメージングする「BTP3-Neu5Ac」を開発し、製品化してきた。BTP3-Neu5Acを
利用して、抗インフルエンザ薬（シアリダーゼ阻害剤）に耐性化したウイルスを感染細胞レベルで蛍光検出し、
高い効率で分離する技術を確立した。シアリダーゼの酵母発現系を構築し、BTP3-Neu5Acを使用した蛍光検出に
より、薬剤耐性変異の網羅的な同定を試みた。酵母発現系の構築が困難であったことから、別の方法として、
BTP3-Neu5Acを利用した薬剤耐性ウイルスの簡易迅速検出法を開発した。

研究成果の概要（英文）： Influenza A and B viruses and their infected cells express an enzyme “
sialidase”. We developed and commercialized a probe “BTP3-Neu5Ac” for fluorescence imaging of 
sialidase activity. We developed a novel technique for selective fluorescence cell imaging of 
drug-resistant virus-infected cells and for high-efficiency isolation of drug-resistant viruses, as 
application of BTP3-Neu5Ac. For the purpose of exhaustive identification of sialidase mutations 
conferring drug resistance, we tried viral sialidase expression in yeast but did not succeed. As an 
alternative way, we developed an easy and speedy method for detecting drug-resistant virus by use of
 BTP3-Neu5Ac. This method is expected to enable efficient detection of drug-resistant viruses and to
 contribute to progress of research on drug resistance mechanism.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： インフルエンザウイルス　抗インフルエンザ薬　薬剤耐性　シアリダーゼ　ノイラミニダーゼ　イメー
ジング　感染細胞　分離
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 シアリダーゼ（ノイラミニダーゼ、NA）は、
糖鎖末端の糖の一種であるシアル酸を切断
する酵素で、インフルエンザ A 型ウイルス
（IAV）やインフルエンザ B型ウイルス（IBV）
の表面や感染細胞の表面に発現する。インフ
ルエンザウイルスは、感染受容体として糖鎖
末端のシアル酸に結合する。シアリダーゼは
シアル酸を切断することで、感染細胞の膜表
面に出芽した子孫ウイルスがシアル酸と結
合することを防ぎ、細胞外への子孫ウイルス
の遊離を助ける。現在使用されている抗イン
フルエンザ薬のシアリダーゼ阻害剤はウイ
ルスのシアリダーゼ活性を阻害することで、
感染細胞表面から子孫ウイルスが遊離する
のを抑制し、ウイルス増殖を阻害する。 
 薬剤耐性インフルエンザウイルスは、抗イ
ンフルエンザ薬のシアリダーゼ阻害剤に耐
性化したウイルスである。経口剤の抗インフ
ルエンザ薬オセルタミビルに耐性化した
H1N1型 IAVで 2007年に出現した IAVは、2008
～2009 年シーズンには世界中で検出される
ようになった。また、2009 年にパンデミック
を起こした新型 H1N1（H1N1pdm）型 IAV の系
統にも、オセルタミビルに耐性化したウイル
ス株が出現している。2011 年度以降の国内死
亡原因第 3位は肺炎である。高齢化社会が進
む日本で薬剤耐性 IAV の流行は、集団単位で
肺炎をもたらす危険性が高い病原体として
極めて脅威となりつつある。このような背景
から、薬剤耐性ウイルスの監視の重要性は高
まっている。現在の薬剤耐性ウイルスの検査
は、N1型シアリダーゼの H275Y（ヒト IAVの
N1 型シアリダーゼのアミノ酸番号が基準）の
遺伝子変異を検出する方法が主流となって
いる。しかし遺伝子検出法は、検査対象の遺
伝子配列に制限され、異なる亜型や未知の薬
剤耐性変異を含む検査対象外の遺伝子や変
異には対応できない。将来発生する可能性の
ある薬剤耐性変異を網羅的に解析すること
で、それらの変異を遺伝子検出に利用できる
と共に、各変異に対して事前に有効薬剤を知
ることができる。 
 

２．研究の目的 

 代表者はウイルスのシアリダーゼ研究の
過程（引用文献①、②）で、新しい解析手法
の必要性を感じていた。代表者らは、シアリ
ダーゼ活性を局所的に蛍光イメージングす
るプローブ「BTP3-Neu5Ac」を開発してき
た。代表者はこのプローブを利用して、細胞
の固定化や抗ウイルス抗体を必要とせずに、
IAV、IBV（引用文献③）や一部のパラミク
ソウイルス（引用文献④～⑧）のシアリダー
ゼ活性を5～15分で局所的に蛍光化する新技
術を確立した。薬剤耐性ウイルスやその感染
細胞に発現するシアリダーゼの酵素活性は、
抗インフルエンザ薬のシアリダーゼ阻害剤
存在下でも維持される。代表者は、適切な濃
度 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 薬 存 在 下 で

BTP3-Neu5Ac を使用して、薬剤耐性ウイル
スやその感染細胞を選択的に蛍光イメージ
ングできるものと考えた（引用文献⑨）。さ
らに、インフルエンザウイルスのシアリダー
ゼ遺伝子を発現させた酵母コロニーに、抗イ
ンフルエンザ薬と BTP3-Neu5Acを反応させ
ることで、薬剤耐性変異を有するシアリダー
ゼ発現コロニーを選択的に蛍光イメージン
グできるのでは？と考えた。 

本研究の目的は、シアリダーゼ蛍光イメー
ジングを利用して、薬剤耐性化したシアリダ
ーゼを選択的に検出する技術を確立する。さ
らに、ランダム変異シアリダーゼ遺伝子を導
入した酵母コロニーの中から、蛍光化したコ
ロニーのシアリダーゼ遺伝子を抽出して遺
伝子配列を解析することで、効率的で網羅的
に薬剤耐性変異を同定する。 

 

３．研究の方法 

(1)薬剤耐性 IAV の選択的蛍光イメージング
法の確立 

抗インフルエンザ薬のオセルタミビル耐
性 IAVとその感染細胞は、オセルタミビル（実
験には活性体のカルボキシ体を使用）の存在
下でもシアリダーゼ活性を維持することか
ら、BTP3-Neu5Ac との反応により選択的に蛍
光イメージングされるものと予想された。そ
こで、2008～2009年の IAV流行株でオセルタ
ミビル耐性 A/Shizuoka/738/2008 H1N1 株
（ A738 と 省 略 ） ま た は 薬 剤 感 受 性
A/Shizuoka/838/2009 H1N1pdm株（A838と省
略）を、インフルエンザウイルスの一般的な
実験や増殖に使用されるイヌ腎由来 MDCK 細
胞に感染させた。無血清培地で 12 時間培養
後に 20 µM BTP3-Neu5Ac と抗インフルエンザ
薬の 100 nM オセルタミビルまたは 100 nM ザ
ナミビルを同時に 37℃で 10分間反応させた。
紫外線照射下で細胞の蛍光像を観察した。 
 薬剤感受性 A/USSR/92/1977 H1N1 株の野生
型シアリダーゼ遺伝子に、オセルタミビル耐
性化 H275Yアミノ酸置換またはザナミビル耐
性化 Q136K アミノ酸置換（ヒト IAV の N1 型
シアリダーゼのアミノ酸番号が基準）を導入
した。各シアリダーゼ遺伝子をトランスフェ
クションしたアフリカミドリザル腎臓由来
COS7 細胞に、100 nM オセルタミビルまたは
100 nMザナミビルと 20 µM BTP3-Neu5Ac を含
む無血清培地中で 37 ℃、5 分間反応させた。
紫外線照射下で細胞の蛍光像を観察した。 
 ウイルス感染細胞をアガロースゲル培地
で重層して培養すると、一つのウイルス株に
由来する感染細胞集団（フォーカス）が形成
される。固定化しない状態でフォーカスをピ
ックアップできれば、ウイルス株を分離する
ことができる。本研究では、オセルタミビル
耐性ウイルスのフォーカスを選択的に蛍光
イメージングし、薬剤耐性株のみを選択的に
分離する方法を確立する。薬剤感受性 A838
株とオセルタミビル耐性 A738株を MDCK細胞
に混合感染させて 2 µg/mlアセチル化トリプ



シン含有無血清アガロースゲル培地を重層
した。 48 時間培養後、培地上に 2 mM 
BTP3-Neu5Ac 液のみ、あるいは 1 µM オセルタ
ミビルと 2 mM BTP3-Neu5Ac混合液を滴下し、
紫外線照射下でフォーカスの蛍光像を観察
した。オセルタミビル存在下で蛍光化したフ
ォーカスをピックアップし、RT-PCRとアガロ
ースゲル電気泳動によりタミフル耐性化
H275Y 置換の遺伝子変異の有無を検出した。 
 
(2)酵母による IAV のシアリダーゼ発現系の

構築 
出芽酵母にシアリダーゼを発現させるた

め、酵母用タンパク質発現プラスミドベクタ
ー（Surevector）に A738 や A838のシアリダ
ーゼ遺伝子を挿入した。これらのプラスミド
ベクターをエレクトロポレーションにより
出芽酵母に導入した。A738 のオセルタミビル
耐性シアリダーゼ発現を誘導するガラクト
ース（Gal）濃度を 2%と 4%とし、ピックアッ
プした 3個のコロニーのシアリダーゼ活性を
ザナミビルとオセルタミビルの存在下で測
定した。 

酵母におけるシアリダーゼのタンパク質
発現系が成功していることを確認するため、
GFP 遺伝子発現ベクターを酵母に導入した。
青色光を照射し、GFPの緑色蛍光を観察した。 
 
(3)BTP3-Neu5Acをベースとする薬剤耐性 IAV

の簡易迅速検出法の開発 
ウイルス検出感度の向上と検出時間の短

縮を目的に、簡易迅速なウイルス濃縮法を検
討した。さらに、シアリダーゼ反応条件を詳
細に検討した。最終的に、ウイルス遠心濃縮
を 2,000×g で 1 分間、100 µM BTP3-Neu5Ac
によるシアリダーゼ反応を 15分間の計 16分
間で、携帯型紫外線ライトの照射により遠心
フィルター膜上のウイルスを蛍光検出した。
この方法で、10 µM 抗インフルエンザ薬の存
在下で BTP3-Neu5Ac を反応させ、オセルタミ
ビル耐性 A/Shizuoka/30/2014 H1N1pdm 株
（A30 と省略）の薬剤耐性検出を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)オセルタミビル耐性 IAV 感染細胞の選択

的蛍光イメージング 
オセルタミビル耐性 A738 または薬剤感受

性 A838 の感染細胞を、オセルタミビル存在
下またはザナミビル存在下で BTP3-Neu5Acに
より蛍光イメージングした。オセルタミビル
存在下、A738 感染細胞は蛍光化され、A838
感染細胞は蛍光化されなかった。A738のオセ
ルタミビル耐性を感染細胞レベルで選択的
に蛍光検出できた。A738 はザナミビルに対し
て感受性を示すため、ザナミビル存在下では
A738 と A838 の両感染細胞とも蛍光化されな
かった。抗インフルエンザ薬を添加しない感
染細胞では、BTP3-Neu5Acにより A738と A838
の両感染細胞が蛍光化された（図 1）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 オセルタミビル耐性ウイルス感染細胞

の選択的蛍光イメージング 
 
(2)薬剤耐性変異を導入したシアリダーゼの

薬剤選択的な蛍光イメージング 
 薬剤感受性 IAVの野生型シアリダーゼ遺伝
子に、オセルタミビル耐性化 H275Y 置換、ま
たはザナミビル耐性化 Q136K置換を導入した。
各シアリダーゼ遺伝子を発現させた細胞を、
オセルタミビルあるいはザナミビル存在下
で BTP3-Neu5Ac と反応させた。H275Y 置換体
はオセルタミビル存在下で蛍光化され、ザナ
ミビル存在下で蛍光化されなかった。反対に
Q136K 置換体はザナミビル存在下で蛍光化さ
れ、オセルタミビル存在下で蛍光化されなか
った。野生型シアリダーゼは両薬剤で蛍光化
が阻害された。抗インフルエンザ薬を添加し
ないシアリダーゼ発現細胞は BTP3-Neu5Acに
より、野生型、H275Y 置換体、Q136K 置換体
のすべてで蛍光化された。各抗インフルエン
ザ薬に対して薬剤選択的に細胞レベルで蛍
光検出できた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 薬剤耐性変異を導入したシアリダーゼ

の薬剤選択的蛍光イメージング 
 
(3)薬剤耐性 IAV フォーカスの選択的蛍光イ

メージングと薬剤耐性株の高効率分離 
 オセルタミビル耐性 A738 と薬剤感受性
A838 を混合感染させた細胞をアガロース培
地で培養後、形成されたフォーカスの蛍光イ
メージングと、オセルタミビル存在下で薬剤
耐性フォーカスに選択的な蛍光イメージン
グを行った。A738：A838＝100：0、20：80、
4：96 の感染価の割合で混合感染させた時、
BTP3-Neu5Ac のみにより蛍光化されたフォー
カス数に顕著な違いは見られなかった。一方、
オセルタミビル存在下で BTP3-Neu5Acにより
蛍光化されたフォーカス数はオセルタミビ
ル耐性 A738の感染価に比例していた（図 3）。 
 A738：A838＝50：50等量混合の感染細胞の



フォーカスをオセルタミビル存在下で蛍光
化した。蛍光化フォーカスをピックアップし、
分離されたウイルス株の薬剤感受性 275H と
オセルタミビル耐性 275Yを RT-PCRにより遺
伝子検出した。分離した 24 株のすべてがオ
セルタミビル耐性 275Yを有していた。2株の
みであるが、薬剤感受性 275H が混在してい
た（図 4）。これにより、薬剤耐性ウイルスの
高効率な分離法を確立できた。ウイルス感染
量を減らすことで、薬剤感受性株のフォーカ
スが重なる確率は低くなり、さらに高い効率
で薬剤耐性株を分離できるものと期待され
る（引用文献⑨）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 薬剤耐性株と薬剤感受性株を混合感染

させた時のフォーカスの薬剤耐性選
択的な蛍光イメージング 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 薬剤耐性フォーカスに選択的な蛍光イ

メージングによる薬剤耐性株の高効
率分離（図中の Mは遺伝子マーカー） 

 
(4)出芽酵母による IAV のシアリダーゼ発現

系の構築 
出芽酵母に IAVのシアリダーゼを発現させ

るため、GAL プロモーターを有する酵母用タ
ンパク質発現プラスミドベクターに A738 や

A838のシアリダーゼ遺伝子を挿入し、エレク
トロポレーションにより出芽酵母に導入し
た。A738のシアリダーゼ発現を誘導するガラ
クトース（Gal）濃度を 2%と 4%に設定し、ピ
ックアップした 3 コロニー（#1～3）のシア
リダーゼ活性を、オセルタミビルとザナミビ
ルの存在下で市販の 4メチルウンベリフェリ
ル-シアル酸（4MU-Neu5Ac）により測定した。
4% Gal 発現誘導のコロニー#1 で、ザナミビ
ルだけでなく、耐性のはずのオセルタミビル
までも阻害効果が見られた（図 5）。このコロ
ニー#1 をさらに 28℃で振とう培養し、オセ
ルタミビルとザナミビル存在下で酵母菌体
のシアリダーゼ活性を測定した。抗インフル
エンザ薬に阻害効果が見られなかったこと、
シアリダーゼ遺伝子を導入していない酵母
のみでもシアリダーゼ活性が高かったこと
から（図 5）、遺伝子発現系が成功していない
ものと考えた。タンパク質発現を確認するた
め、GFP 遺伝子発現ベクターを酵母に導入し
た。青色光照射下、GFP の緑色蛍光コロニー
がいくつか確認された（図 6 の矢印）。図 6
の右下に、緑色蛍光コロニーの拡大像を示し
た。タンパク質発現系は確立できていること
を確認した。BTP3-Neu5Ac によるシアリダー
ゼ蛍光イメージングは、このような緑色蛍光
コロニーが観察されるものと期待される。た
だし、出芽酵母自身が発現すると考えられる
シアリダーゼ活性により、バックグラウンド
は比較的高かった。また、シアリダーゼは哺
乳動物細胞の膜表面上に移行するが、実際に
酵母細胞の表面に移行するのかは確認でき
ていない。また、エレクトロポレーションに
よる酵母の形質転換効率が低下し、コロニー
数が極めて少なくなっており、原因を究明中
である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 シアリダーゼ遺伝子を導入した出芽酵

母のシアリダーゼ活性と抗インフル
エンザ薬の阻害効果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 GFP発現酵母コロニー 



(5)BTP3-Neu5Ac をベースとする薬剤耐性イ
ンフルエンザウイルスの簡易迅速検出法
の開発 

 酵母によるシアリダーゼ発現系の構築が
遅れていたことから、薬剤耐性化機構の効率
的な解析を目的とする別の方法を開発する
ことにした。未知の薬剤耐性変異であっても
薬剤耐性を簡易、迅速に検出できるシステム
を開発することで、自然界で発生する薬剤耐
性変異や人工的に薬剤耐性を獲得させる実
験で生じた薬剤耐性変異を、効率的で網羅的
に捕えることが可能となる。そこで、遺伝子
検出に依存しない、BTP3-Neu5Ac ベースの薬
剤耐性検出システムの開発を試みた。ウイル
ス検出感度の向上と検出時間の短縮のため、
簡易なウイルス濃縮を実施した。タンパク質
遠心濃縮膜フィルターを使用して、1 分間、
2,000×g の遠心によりフィルター膜上にウ
イルスを濃縮した。IAV の H1N1 型株、H3N2
型株と IBV株のシアリダーゼ反応条件として
カルシウムイオン、温度、pH の最適化を行っ
た。最終的に、ウイルス遠心濃縮に 1 分間、
100 µM BTP3-Neu5Ac を添加したシアリダーゼ
反応に 15分間の計 16 分間で、遺伝子検出器
などの特殊な機器を使用せず携帯型紫外線
ライト照射により、遠心フィルター膜上のウ
イルスを容易に蛍光検出できた。この検出シ
ステムにより、各抗インフルエンザ薬（オセ
ルタミビル、ペラミビル、ザナミビル、ラニ
ナミビル）と BTP3-Neu5Ac を同時に反応させ
ることで、2014年に分離されたオセルタミビ
ル耐性 A30のオセルタミビル耐性と共に、ペ
ラミビル耐性も新たに蛍光検出された（図 7、
図 7 中の赤枠内が薬剤耐性検出）。本検出シ
ステムは抗体を使用せず、抗原性の変化に影
響しないことから、新型 IAV 発生時にも問題
なく使用できるものと期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 BTP3-Neu5Ac をベースとする薬剤耐性

IAV の簡易迅速検出法（オセルタミビ
ルとペラミビルに対する耐性検出） 

 
(6)まとめ 
 代表者らが開発したシアリダーゼ蛍光イ
メージング剤を利用して、薬剤耐性インフル
エンザウイルスを感染細胞レベルで蛍光検
出し、薬剤耐性株を選択的に分離する技術を
確立した。この技術の論文はオープンアクセ
ス誌に刊行され、インターネットから誰でも
閲覧することができる。シアリダーゼ蛍光イ
メージング剤 BTP3-Neu5Acはすでに製品化さ
れている。多くの研究機関や衛生検査機関で、
本技術を利用した薬剤耐性の検出や薬剤耐

性化機構の解析を実際に行うことができる。 
 BTP3-Neu5Ac をシアリダーゼの薬剤耐性化
機構の効率的、網羅的解析に応用するため、
酵母による IAVのシアリダーゼ発現系構築を
試みた。酵母自身が発現すると思われるシア
リダーゼ活性や、エレクトロポレーションに
よる形質転換効率の低下から発現系構築は
遅れていた。そこで別の方法として、
BTP3-Neu5Ac をベースとする薬剤耐性インフ
ルエンザウイルスの簡易迅速検出法を開発
した。この検出システムは、薬剤耐性株の効
率的な検出と薬剤耐性化機構の効率的な解
析に利用できる。現在、ザナミビル耐性株が
自然界でほとんど発生していないことから、
ザナミビルによる蛍光阻害によりインフル
エンザ特異性を担保できる。将来、ザナミビ
ル耐性株の流行が発生すると、別の手法でイ
ンフルエンザ特異性を判定する必要がある
と考えられる。本検出システムは今後、多く
のウイルス株の検出確認や、検出感度の評価
を行っていく。 
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