
広島国際大学・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）

３５４１３

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

インフルエンザウイルスの耐性薬剤を判別可能とするコンパニオン診断薬の開発

Development of companion diagnostics for detection of influenza virus resistant 
drugs

３０３６５８７９研究者番号：

大坪　忠宗（Otsubo, Tadamune）

研究期間：

１７Ｋ０８３８０

年 月 日現在  ２   ６ ２９

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：これまでに開発したインフルエンザウイルスを蛍光検出できる試薬発展させて、ビー
ズに固定化した新しい試薬を作成した。
ビーズに固定化することにより、ウイルス検出試薬を高濃度に集積することができること、見かけ上大きな試薬
となることから、高感度に検出できると同時に人の目で容易に確認できるようになる。作成した樹脂と抗インフ
ルエンザ薬を混合して用いることで薬剤耐性ウイルスを高感度かつ簡便に検出することができる。

研究成果の概要（英文）：A new reagent was developed in which the previously developed reagent that 
can detect influenza virus by fluorescence, and it was immobilized on beads. Several reagents with 
different distances between the beads and the virus detection part were prepared.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： インフルエンザ検出　薬剤耐性　ノイラミニダーゼ　シアリダーゼ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザ検出試薬を溶かした溶液を調製したり、適量添加するなどの手間をかけることなく検出操作を行
うことができる。さらに、樹脂に固定化することによって、試薬を集積することができるため、高感度なインフ
ルエンザ検出キットを作成することができる。

※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 
 これまでに (2S,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-(benzo
[d]thiazol-2-yl)-4-bromophenoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)
-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carbox
ylic acid (BTP3-Neu5Ac) を開発して、インフルエンザ
 A 型ウイルスをはじめとする病原性ウイルスや哺乳類
由来する各種シアリダーゼ活性を検出できることを報告
してきた。時期を同じくして、インフルエンザノイラミ
ニダーゼを標的とする抗インフルエンザ薬に耐性を有す
るインフルエンザの流行が報告されたことから、薬剤耐性インフルエンザウイルスの検出・判
定できる簡便な方法を開発して報告してきた。 
 その一方で BTP3-Neu5Ac は、酵素活性発現部位で遊離した蛍光分子がそのまま集積して、
酵素反応部位を特異的に蛍光染色できる特徴を持つことから、高感度プローブへの可能性が示
唆されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 溶液状態で分散したプローブとインフルエンザウイルスの反応により、インフルエンザウイ
ルス粒子を蛍光染色できることは予想されたが、ウイルス粒子は肉眼でとらえることができな
い。そのため、蛍光プローブを樹脂ビーズに固定化すると、インフルエンザウイルスとの反応
によって遊離した蛍光色素が樹脂に定着して明るく光るビーズを確認することでインフルエン
ザノイラミニダーゼ活性を確認することができると期待できる。同時に、以前に報告した抗イ
ンフルエンザ薬とのカクテルを用いることによって、薬剤耐性インフルエンザウイルスを簡便
に肉眼で判定できるツールを開発を目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 官能基化のベースとなる化合物として BTP3-Neu5Ac の
前駆体 (1S,2R)-1-((2R,3R,4S,6S)-3-acetamido-4-acetox
y-6-(2-(benzo[d]thiazol-2-yl)-4-bromophenoxy)-6-(met
hoxycarbonyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)propane-1,2,3-
triyl triacetate (pro-BTP3-Neu5Ac) の臭素原子を足場
として、樹脂ビーズとのスペーサーを導入することとして、
大量合成を行った。スペーサーとして、長さの異なる PEG 
鎖を導入するため、中間体の合成を試みた。 

 

 

 
 出発原料として 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethan-1-ol の水酸基を THP で保護して 2
-(2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)tetrahydro-2H-pyran (THP-P3-Cl) を合成したのち、
NaH を塩基として propargyl alcohol とカップリングして、色素との接合部位を導入した 2-
(2-(2-(2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)tetrahydro-2H-pyran (THP-P3-yne) を
合成した。その後、THP 基の除去して 2-(2-(2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-
ol (HO-P3-yne) を調整後 、Ts 化、アジド化、還元、Boc 化を経て tert-butyl (2-(2-(2-(p
rop-2-yn-1-yloxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (BocNH-P3-yne) を PEG ユニット数 3 の
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スペーサーを合成した。長さの異なるスペーサーは、HO-P3-yne と THP-P3-Cl とのカップリン
グに続いて、前述のスキームに従って BocNH-P6-yne を合成した。同様の手順で BocNH-P9-yn
e も用意した。 
 目的物合成に必要な部品を用意するのと並行して、pr
o-BTP3-Neu5Ac と BocNH-Pn-yne (Pn = P3, P6, P9) と
の薗頭カップリングも行って、樹脂への導入前駆体とな
る pro-BTP-yne-Pn-NHBoc-Neu5Ac (Pn = P3, P6, P9) 
の合成を行った。薗頭カップリングは、pro-BTP3-Neu5A
c を基準すると中程度以上の効率で進行した。合成した 
BocNH-Pn-yne は Boc 基の除去した後、ペプチド固相合
成法を用いてカルボン酸樹脂への導入を行った。反応後
の樹脂は、加熱するとニンヒドリン反応に陽性であった
こと、反応後に樹脂重量が増加していることから、シア
ル酸ユニットの導入ができたものと判断した。 
 最終的に、プローブ部分の脱保護を行って目的とする樹脂の調整を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 前述した PEG 長の異なるスペーサーを介して、プロー
ブと樹脂を結合させたシアリダーゼ検出剤の合成を行っ
た。合成した検出剤は、最終段階および保存過程でプロ
ーブの一部分解が見られ、樹脂が蛍光性を示すことが明
らかとなり、バックグラウンドの蛍光が高くなった。シ
アリダーゼとの反応も行ったが、肉眼で識別するほどの
違いは観測されなかった。最終段階における脱保護や樹
脂の洗浄・乾燥を遮光条件下で行って再調製したものも、
肉眼で蛍光が観測された。今後は、脱保護後に樹脂に導
入する方法で再度調製したものを検討する予定である。 
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