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研究成果の概要（和文）：N-グリコリルノイラミン酸（Neu5Gc）を多価に有するシアロ糖鎖ポリペプチドを酵素
合成した。私たちは、シアロ糖鎖ポリペプチドを用いてNeu5Gcを粒子表面に有するシアロ糖鎖微粒子の開発に成
功した。本シアロ糖鎖微粒子は、馬インフルエンザウイルスのようなNeu5Gc結合性インフルエンザウイルスを吸
着・検出するための有用なプローブとなる。

研究成果の概要（英文）：Enzymatic synthesis of the sialo-glycopolypeptides having multivalent 
N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) was performed. We have succeeded in developing sialoglyco 
particulates having Neu5Gc on the particle surface using sialo-glycopolypeptides. The sialoglyco 
particulates are useful probes for adsorbing and detecting Neu5Gc-binding influenza viruses such as 
equine influenza virus.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： インフルエンザウイルス　糖質化学　糖鎖工学　相互作用　分子認識　検出システム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　N-グリコリルノイラミン酸含有オリゴ糖を高分子骨格に多価導入した糖鎖プローブはこれまでに報告例がな
く、シアル酸種に着目した糖鎖－ヘマグルチニン間相互作用を解析する繊細な新規プローブとして糖鎖生物学に
多くの知見を提供する。また、このような知見は、インフルエンザウイルスの異種動物間でのウイルス伝播にお
けるヘマグルチニンの役割を明らかにできる可能性があり、学術的価値は非常に高い。
　様々なインフルエンザウイルス-ヘマグルチニンの糖結合特異性に対して、シアル酸種やシアル酸の結合様
式、内部糖鎖構造まで機能設計されたテーラーメイド型の検出システムの創出が可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現代社会において病原性ウイルスの感染により引き起こされる感染症は、症状の軽いものか
ら重篤な症状に至るものまで多岐にわたり、人々の生活において無視できない存在となってい
る。特に、人獣共通感染症であるインフルエンザウイルス（IFV）は、公衆衛生上最も重要なウ
イルス感染症に位置づけられる。その最大の理由は、IFV が種間伝播を起こすからである（図 1）。
2009 年には豚由来 H1N1 亜型 IFV の種間伝播が原因となりヒトの間で大流行を起こしている（図
1）①。このような背景より、IFV の種間伝播を監視・分析可能な評価系の開発が急務となってい
る。近年、IFV の種間伝播には IFV 表面上のシアル酸結合性タンパク質であるヘマグルチニン
（HA）の糖鎖認識機構が密接に関係していることが明らかになりつつあり、申請者を含む多く
の研究者らによって構造明確な糖鎖を利用した HA 解析用プローブの開発が盛んに行われてい
る②～⑥。しかしながら、これら既存の HA 解析用プローブを構成するシアル酸種は、ヒト型の糖
鎖を模倣した N-アセチルノイラミン酸（Neu5Ac）に限られており、ウマやカモなどヒト以外の
動物種で普遍的に存在する N-グリコリルノイラミン酸（Neu5Gc）を含有する糖鎖プローブは存
在しない。つまり、IFV 感染に関わる 2 種類のシアル酸のうち Neu5Gc 型糖鎖プローブの研究開
発が遅れているため、現在の評価系はすべての動物間で伝播する IFV を監視・分析するものし
ては不十分である。そこで申請者は、これまで独自に構築してきたバイオプロセスを主流とした
人工糖鎖高分子合成技術⑦、⑧を基盤として、世界初の Neu5Gc 含有 HA 解析用糖鎖プローブの開
発を着想した（図 2）。また、平成 27 年度より行っている事前研究で、Neu5Gc を糖転移可能な
組換え酵素の発現およびそれを利用した Neu5Gc 含有オリゴ糖（Neu5Gcα2,3lactose）の合成に成
功し、本研究課題を遂行する上での準備も万全である。 
本研究では、異種抗原型糖鎖である Neu5Gcα2,3lactose を高分子骨格に組み込んだ Neu5Gc 含

有糖鎖プローブの合成、さらには各種 IFV との相互作用解析を指標とした糖鎖構造最適化およ
び糖鎖プローブのライブラリー化を展開する。また、本糖鎖プローブの利用例の一つとして、
2004 年にアメリカで発生したウマ－イヌ間における H3N8 インフルエンザ A ウイルスの種間伝
播（図 1）⑨を IFV 感染に関与する HA 糖鎖認識特異性の観点から解明する。即ち、IFV 研究に
おける全く新しい HA 解析用糖鎖プローブを創製し、極めて重要性の高い全動物間での IFV 監
視・分析システム開発を目指している。 

図 1．A 型インフルエンザウイルスの種間伝播 
 

図 2．糖鎖プローブの模式図とシアル酸の化学構造 
 
２．研究の目的 

IFV の HA を標的とした既存の HA 解析用プローブは、ヒトに特有なシアル酸種である Neu5Ac
を高分子骨格に多価導入したものに限られており、幅広い宿主に対応したプローブとは言えな
い。本研究では、従来の Neu5Ac 含有糖鎖プローブ合成手法を基盤にして、これまでに報告例の
ない異種抗原型糖鎖つまり Neu5Gc を多価導入した糖鎖プローブの合成を目的とする。さらに、
これらシアル酸種の異なる糖鎖プローブを用いて、IFV の種間伝播と HA の糖鎖認識特異性との
関係を分子レベルで解明する。最終的には、様々な IFV に対して構造最適化した糖鎖プローブ
を用いてテーラーメイド型の IFV 検出システムの創製を目指している。 
 
３．研究の方法 
（１）Neu5Gc 含有糖鎖ポリペプチドの合成 

 

 



 ラット肝臓由来組換え α2,3-シアリルトランスフェラーゼ（rST3GalIII）を用いて、Poly[LacNAc-
β-O(CH2)5NH-/γ-PGA]（糖鎖導入率:21%, 10.6 mg）のガラクトース残基への Neu5Gc 付加反応を
行った（図 3）。糖受容体｛Poly[LacNAc-β-O(CH2)5NH-/γ-PGA]｝、糖供与体（CMP-β-Neu5Gc）お
よび MnCl2 がそれぞれ 8、16、2.5 mM となるように、またウシ血清アルブミンとアルカリフォ
スファターゼがそれぞれ 1 mg/mL、40 U/mL となるように終濃度 50 mM の MOPS buffer（pH 7.4、
578 μL）に溶解した。最後に、rST3GalIII（552 μL、74 mU/mL）を添加し、37℃で反応を行った。
反応開始から 48 時間後、5 分間の煮沸により反応を停止した。その後、反応液を遠心し、上清 5 
mL を 10 mM PBS で平衡化した PD-10 カラム（1.7×5.0 cm）に一本あたり 2.5 mL 供し、3.5 mL
の 10 mM PBS で目的物を溶出した。溶出液を 2 日間透析後、濃縮・凍結乾燥し、1H-NMR によ
る構造決定を行った。その結果、定量的なシアリル化が確認され、Poly[Neu5Gcα2,3LacNAc-β-
O(CH2)5NH-/γ-PGA]を収量 9.2 mg、収率 69%で得た⑩。 

図 3. Neu5Gc 含有疎水化糖鎖ポリペプチドの合成 
 
（２）Neu5Gc 含有疎水化糖鎖ポリペプチドの合成 
 Poly[Neu5Gcα2,3LacNAc-β-O(CH2)5NH-/γ-PGA]に対してデシル基を導入することで Neu5Gc 含
有疎水化糖鎖ポリペプチドの合成を行った（図 3）。その方法は、BOP（142 mg、0.32 mmol）と
HOBt（11.9 mg、0.09 mmol）とを DMSO（3.3 mL）に溶解後、100 mM 炭酸ナトリウム/炭酸水素
ナトリウム緩衝液 pH 10.0（1.7 mL）に溶解した Poly[Neu5Gcα2,3LacNAc-β-O(CH2)5NH-/γ-PGA]
（9.2 mg, 0.03 mmol）を加えて 10 分間攪拌した。この溶液にデシルアミン（11.7 µL、0.06 mmol）
を加えて室温で 24 時間攪拌した。反応終了後、10 mM PBS で平衡化した PD-10 カラム（1.7×5.0 
cm）に一本あたり 2.5 mL 供し、3.5 mL の 10 mM PBS で目的物を溶出した。溶出液を 2 日間透
析後、濃縮・凍結乾燥し、収量 7.6 mg、収率 74%で目的物を得た。目的物の構造確認は 1H NMR
によって行った。また、Poly[Neu5Gcα2,3LacNAc-β-O(CH2)5NH-/γ-PGA]の残存するカルボキシ基
に対するデシル基の導入率は、1H NMR シグナルによって得られる積分比を用いて算出した。そ
の結果、デシル基の導入率は 32%であった。 
 
（３）Neu5Gc 固定化微粒子の作製 
 合成した Neu5Gc 含有疎水化糖鎖ポリペプチドを直径が約 1 μm で粒子表面がヘキシル基で覆
われた有機シリカ微粒子にコーティングすることで Neu5Gc 固定化微粒子の作製を行った。方法
は、水と DMSO を 7 対 3 の割合で混合した溶媒を用いて、0.5 µM の Neu5Gc 含有疎水化糖鎖ポ
リペプチド溶液を調製した。続いて、表面疎水化微粒子 1.22 g に対して、同溶媒 36.6 mL と先ほ
ど調製した Neu5Gc 含有疎水化糖鎖ポリペプチド溶液 12.2 mL を加え、室温で 24 時間振とう反
応を行った。反応終了後、分散液を 9000 × g で 3 分間遠心し沈殿部として得られる微粒子の回
収を行った。その微粒子を蒸留水で再分散後、遠心分離する操作を計 5 回繰り返すことで微粒子
の洗浄を行った。最後に、粒子表面への非特異的なタンパク質の吸着を防ぐ目的で 2%に調製し

 



たウシ血清アルブミン溶液を用いて微粒子表面のブロッキングを行った。結果として、収量 0.6 
g で Neu5Gc 固定化微粒子を作製した⑪。 
 
（４）植物レクチンを用いた Neu5Gc 固定化微粒子の表面解析 
（４－１）植物レクチンと Neu5Gc 固定化微粒子間における吸着相互作用時間の検討 
 Neu5Gc 固定化微粒子の機能評価と吸着相互作用の時間決定は、α2,3 結合型シアル酸に対して
特異的に結合することが知られているイヌエンジュレクチン（MAA）を用いて評価した。具体
的には、Neu5Gc 固定化微粒子（1 mg/10 µL）と終濃度 3 μM に調整した MAA 溶液（10 µL）と
を混合し氷浴で相互作用を行った。各時間（5、10、15、30、60、90 分）で反応液を遠心分離し
上清に残存するタンパク質量を 280 nm の吸光度を測定することで、Neu5Gc 固定化微粒子 1 mg
に対する MAA の吸着量を算出した（図 4）。結果として、吸着に必要な相互作用時間は 30 分以
上が適していると結論付けた。 

図 4. MAA 吸着量の経時変化 
 
（４－２）各レクチンに対する結合試験 
 結合試験は、MAA に加え、α2,6 結合型シアル酸に特異的に結合するニホンニワトコレクチン
（SSA）とガラクトースに特異的に結合するデイゴマメレクチン（ECA）の 3 種類を用いて評価
した。方法は、Neu5Gc 固定化微粒子（1 mg/10 µL）と終濃度 3 μM に調整した各レクチン溶液
（10 µL）とを混合して氷浴で 30 分間作用させ、反応液を遠心分離し上清の 280 nm における吸
光度を測定することによって、微粒子 1 mg 当たりの MAA、SSA、ECA の吸着量を算出した（図
5）。結果として、Neu5Gc 固定化微粒子には、MAA のみが吸着し、粒子表面の α2,3 結合型シア
ル酸の存在を確認した。 

図 5. 各レクチンに対する吸着試験 
 
（５）Neu5Gc 固定化微粒子を用いた実験感染馬鼻腔スワブからの馬インフルエンザウイルス
（EIV）濃縮実験 
 最後に、実験的に EIV を感染させたウマより経時的に得られた鼻腔スワブを用いて、Neu5Gc
固定化微粒子による吸着濃縮処理前後の EIV 特異遺伝子量の変化をリアルタイム PCR により評
価した。本実験は、競争馬総合研究所の山中隆史博士に行って頂いた。その結果、試験したどの
馬に対しても本微粒子とスワブとを相互作用させた系ではこのような処理を行っていない系と
比較して、明らかな EIV 特異遺伝子の増加が見られ、本処理による EIV 検出の感度向上が示さ
れた（図 6）⑪。 
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図 6. 実験感染馬鼻腔スワブからの EIV 濃縮実験結果 
 
（６）テーラーメイド型疎水化糖鎖ポリペプチドの合成 
（６－１）トリ型インフルエンザウイルスに対する疎水化糖鎖ポリペプチドの合成 
 Poly[LacNAc-NHCO-(CH2)5-NH-/γ-PGA]（糖鎖導入率:17.1%）を糖受容体、CMP-Neu5Ac を糖供
与体、rST3GalIII を酵素源に用いて poly[Neu5Acα2,3LacNAc-NHCO-(CH2)5-NH-/γ-PGA]の合成を
行った。Poly[LacNAc-NHCO-(CH2)5-NH-/γ-PGA]の糖残基が 8 mM、CMP-β-Neu5Ac が 16 mM、
MnCl2が 2.5 mM、ウシ血清アルブミンが 100 mg/mL、アルカリフォスファターゼが 40 U/mL の
終濃度となるように 50 mM MOPS buffer（pH7.4）に溶解させた。最後に、rST3GalIII（81.8 mU/mL）
を添加し、37℃で 48 時間反応を行った。その後、5 分間の煮沸により反応を停止させ、その後、
反応液を遠心分離し、その上清を 10 mM PBS（pH 7.4）で平衡化した PD-10 カラム（1.7 × 5.0 cm）
に供して脱塩・精製を行った。得られた溶出液をさらに、2 日間の透析後、濃縮・凍結乾燥を行
うことで、目的物を得た。また、1H-NMR による構造確認の結果、定量的なシアリル化を確認し
た。続いて、合成した糖鎖ポリペプチドに対して、デシル基を導入することで疎水化糖鎖ポリペ
プチドの合成を行った。方法は、BOP（0.37 mmol）と HOBt（0.10 mmol）を含む DMSO 溶液に、
Neu5Ac 含有糖鎖ポリペプチド（9.7 mg）を含む 100 mM NaCO3/NaHCO3緩衝液（pH 10.0）を滴
下して 10 分間攪拌した。この反応液に n-decylamine（0.07 mmol）を加えて室温で 24 時間攪拌し
た。反応終了後、PD-10 カラム（1.7 × 5.0 cm）で目的物を脱塩・精製した。得られた溶出液を 5
日間の透析後、濃縮・凍結乾燥することで、 poly[Neu5Acα2,3LacNAc-NHCO-(CH2)5-NH-
/CH3(CH2)9NH-/γ-PGA]を収量 9.0 mg で得た。さらに、1H-NMR シグナルの積分値を用いることで
Neu5Ac 含有糖鎖ポリペプチドの残存するカルボキシ基に対するデシル基の導入率を算出した。
その結果、デシル基導入率は 35%であった。 
 
（６－２）ヒト型インフルエンザウイルスに対する疎水化糖鎖ポリペプチドの合成 
 ６－１と同様の方法で、poly[Neu5Acα2,6LacNAc-NHCO-(CH2)5-NH-/CH3(CH2)9NH-/γ-PGA]を合
成した（糖鎖導入率：17.1%、シアリル化率：100%、デシル基導入率：48.5%）。酵素源にはラッ
ト肝臓由来組換え α2,6-シアリルトランスフェラーゼ（rST6GalI）を使用した。 
 
４．研究成果 
 異種抗原型糖鎖“Neu5Gc”を多価導入した糖鎖プローブの酵素合成に成功した。 
 Neu5Gc を多価導入した糖鎖プローブを疎水化処理後、表面疎水化処理された微粒子表面上

に簡便かつ迅速に固定化する手法を開発し、新規 Neu5Gc 固定化微粒子を合成した。 
 EIV-HA に対して糖鎖認識特異性を有する Neu5Gc 固定化微粒子を用いることで、実験感染

馬の鼻腔スワブ中より EIV を特異的かつ簡便に吸着・濃縮することができ、EIV 検出の感
度向上技術として有用であることを実証した。 

 本技術を、トリ型およびヒト型インフルエンザウイルスにも展開することでテーラーメイ
ド型の材料開発の基盤を構築した。 
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