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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、インフルエンザウイルスの鳥やヒトへの結合性を司るタンパク質と
特異性を有するシアロ糖鎖を利用した半導体バイオセンサデバイスを作製し、同センサが鳥およびヒトインフル
エンザウイルスの検出に有用であることを検証した。また、構造や長さの異なる糖鎖を組み合わせて固定化する
ことで、ウイルス表面に存在するヘマグルチニンと糖鎖の結合量が増加し、インフルエンザウイルス粒子の捕捉
能が向上することが期待された。

研究成果の概要（英文）：In the project, a glycan-immobilized field effect transistor (FET) based 
biosensor toward the detection of mutated influenza viruses has been developed. The 
glycan-immobilized FET biosensors, which were modified with Siaα2,6’Gal and Siaα2,3’Gal, 
successfully detected human and avian influenza viral particles, respectively, suggesting that 
mutant influenza viruses, which has their recognition ability both to Siaα2,6’Gal and Siaα2,3’
Gal, could be rapidly identified by the biosensors.

研究分野： ナノバイオサイエンス
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザの脅威は、インフルエンザ

ウイルス（IFV）が宿主依存性の不連続変異
を起こすことに起因している。同ウイルスは
その殻表面に二つのタンパク質、ヘマグルチ
ニン（hemagglutinin: HA）とノイラミニダ
ーゼ（neuraminidase: NA）を有しており、
特に HA を介してシアル酸を末端に持つ糖鎖
をレセプタとして認識し、宿主細胞に結合す
る。一般的に、ヒトと鳥のインフルエンザウ
イルスの HA では、宿主細胞の糖鎖への認識
が異なる。ヒトインフルエンザウイルス（例
えば H1N1）の HA はα2,6 結合型シアロ糖鎖
（ヒト型受容体）を主に認識する一方、鳥イ
ンフルエンザウイルス（例えば H5N1）の HA
はα2,3 結合型シアロ糖鎖（鳥型受容体）を
認識する。過去に世界的流行となったウイル
ス株は鳥インフルエンザウイルスが起源で
あり、ヒト－ヒト間での流行を引き起こすよ
うに変異したパンデミック株は、鳥型受容体
結合性からヒト型受容体結合性を新たに獲
得することが報告されている。今後流行する
パンデミック株をいち早く察知することは
被害を最小限に止めることに繋がり、そのた
めには鳥型インフルエンザウイルスのヒト
型受容体への結合性獲得変異を見分けるこ
とが重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、インフルエンザウイルスのヒ

トへの結合性を司るタンパク質と特異性を
有するシアロ糖鎖を利用した半導体バイオ
センサデバイスを作製し、同センサがパンデ
ミックウイルスの結合性変異を検知する手
段として有用であることを示す。また、同ウ
イルス粒子の捕捉能を向上させるために、
様々な構造を有する糖鎖をセンサ界面に三
次元的に密集させて固定化し、固定化された
糖鎖とウイルス表面の結合サイトとが多点
的に結合するナノバイオ界面を創製する。 
 
３．研究の方法 
 種々の糖鎖を複合的に用いることでウイ
ルス高捕捉能ナノバイオ界面を創製し、その
界面を具備したFETバイオセンサがパンデミ
ックウイルスの結合性変異の追跡デバイス
として有用であることを示す。研究代表者が
提案したアミノオキシ基末端有機単分子膜
を利用した高密度・高配向な単一糖鎖固定化
界面はリコンビナント HA の特異的捕捉が可
能であり、HAが約 500 個表面に存在するイン
フルエンザウイルスの捕捉へも適用可能で
あることが期待される。まずヒト型受容体で
あるα2,6 結合型シアロ糖鎖および鳥型受容
体であるα2,3 結合型シアロ糖鎖を固定化し
たセンサ界面がヒトインフルエンザウイル
ス（H1N1 等）、鳥インフルエンザウイルス
（H5N1 等）に対する捕捉能を有していること
を、原子間力顕微鏡（AFM）や水晶振動子マ
イクロバランス（QCM）等の測定法を活用し

評価する。その上で、ウイルス粒子の捕捉に
適した高捕捉能糖鎖複合固定化界面の設計
として、測定対象であるウイルスのスケール
（直径約 100 ナノメートル）や分子認識部位
を考慮して、固定化する糖鎖の種類や密度、
配向性を制御することで、ウイルス捕捉の向
上を目指す。さらに、FET バイオセンサが無
標識でのインフルエンザウイルス検出に適
用可能であることを示し、同センサを用いた
パンデミックウイルスの結合性変異の追跡
可能性を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) インフルエンザウイルス高捕捉能糖鎖

固定化界面の創製とそのデバイスへの
応用 

 ヒト型受容体であるα2,6 結合型シアロ糖
鎖および鳥型受容体であるα2,3 結合型シア
ロ糖鎖を固定化したセンサ界面が、ヒトイン
フルエンザウイルス（H1N1）及び鳥インフル
エンザウイルス（H5N1）に対する捕捉能を有
することを評価した。まず、α2,6 結合型シ
アロ糖鎖であるα2,6 シアリルラクトースを
固定化した界面、およびα2,3 結合型シアロ
糖鎖であるα2,3 シアリルラクトースを固定
化した界面に対する、H1N1 ヒト IFV 粒子及び
H5N1 鳥 IFV 粒子の吸着を原子間力顕微鏡
（AFM）を用いて観察したところ、α2,6 結合
型シアロ糖鎖固定化界面には H1N1 ウイルス
粒子、α2,3 結合型シアロ糖鎖固定化界面に
は H5N1 ウイルス粒子と考えられる 100 nm 程
度の粒子の特異的吸着が確認された。また、
糖鎖固定化界面に対するIFV粒子の吸着を水
晶振動子マイクロバランス （QCM）を用いて
評価したところ、HA と糖鎖間の結合に伴うウ
イルス粒子の吸着に起因した共振周波数の
変化が観測された。また、鳥インフルエンザ
ウイルスを捕捉可能な糖鎖固定化界面の作
製に向けて、シアリルルイス X ラクトース
（SLeX Lac）の固定化条件（反応溶液濃度や
反応時間）を探索した。SLeX Lac 固定化 FET
バイオセンサを用いて H5N1 鳥 IFV 検出を行
ったところ、IFV の負電荷に由来する応答が
観測された。一方、H1N1 ヒト IFV を添加した
ところ、ほとんど応答を示さなかった。また、
各 IFV添加後の糖鎖固定化表面状態を AFMに
より観察したところ、H5N1 鳥 IFV 添加後にお
いてIFVに由来する粒状物質が観測された一
方、H1N1 ヒト IFV の非特異吸着は観測されな
かったことから、IFV を特異的に検出するこ
とが示された。更に、Siaα2,3'Lac 固定化
FETによるH5N1鳥IFVの検出結果と比較して、
応答量の増加が確認された。これは、フコー
スの付加により HA の糖鎖認識部位内のアミ
ノ酸と水素結合を形成する結合点が増えた
ことに起因すると考えられる。更に、IFV の
捕捉に効果的な糖鎖の固定化条件を検討す
ることを目的として、SLeX Lac 及び Siaα
2,3'Lac を用いて作製した混合糖鎖固定化
FET による H5N1 鳥 IFV 検出を行った。その結



果、構造や長さの異なる糖鎖を組み合わせて
固定化することで、ウイルス表面に存在する
ヘマグルチニン（HA）と糖鎖の結合量が増加
し、IFV の捕捉能が向上することが期待され
た。 
 また、小型集積化が容易なデバイスである
FET バイオセンサは、無線通信方式との結合
やスマートフォンとの連携や制御を実現す
ることで、使用場所を問わず流行地域の分布
予測等に役立つことが期待される。そこで、
スマートフォンで計測データを読み出す近
距離無線通信によるFETセンサシステムを開
発し、FET センサのキャリブレーション動作
および FETセンサによる IFVの検出を検討し
たところ、スマートフォンで制御して計測デ
ータを安定に取得することに成功した。本測
定システムは測定部冶具を付け替え可能で、
IFV以外にpHや食物アレルゲンの検出にも適
用可能となり、同 FET センサシステムが様々
な現場で応用可能であることが示唆された。 
 
(2) 粘液中に存在するIFV粒子の特異検出に

向けた検討 
 作製されたデバイスの実用化を考える場
合、鼻汁中に存在するウイルス検出が求めら
れる。一般に同環境下は多糖類のムチンを多
く含み粘度が高いため、センサ界面へのウイ
ルス吸着が起こりにくくなると考えられる。
気道、鼻腔等の粘液中のムチン（高い粘性の
原因となる糖タンパク質）の重合体を気道粘
液溶解剤の一種である L-エチルシステイン
（L-cysteine ethyl ester; LCEE）塩酸塩を
用いて分解することで、ムチンを始めとする
夾雑タンパク質の影響を大きく軽減して、
FET バイオセンサによる鼻汁粘液中の IFV を
特異的に検出することが容易になることが
確認された。この処理方法は唾液等の生体由
来粘液からの生体分子の検出に共通して適
用可能であることが期待された。 
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