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研究成果の概要（和文）：本研究では多様に変異するウイルスに対し、変異対応型センサーセルを構築するため
に、細胞表面の糖鎖のみを組換え可能なHaloTagを用いた合成糖鎖提示細胞を作製した。この細胞にインフルエ
ンザ表面分子であるヘマグルチニン(HN)を作用させたところ、ヒト型のH1N1および鳥型のH5N1それぞれに対し
て、特異的糖鎖構造を提示した細胞による結合能の違いを、生細胞イメージングで観察することに成功した。こ
れは固定された支持体ではなく、脂質ラフトのようなパッチ構造を形成しやすい生細胞を用いたことが重要であ
ると考える。今後は使用する細胞の選択や解析条件の至適化により、上記センサーセルの高感度化を目指した
い。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated synthetic glycan-presenting cells using HaloTag,
 which can recombine only cell surface glycans, in order to construct mutation-responsive sensor 
cells for viruses that mutate in a variety of ways. When these cells were exposed to influenza 
surface molecules, hemagglutinin (human H1N1 and avian H5N1), differences in the binding ability of 
cells presenting specific glycan structures were observed by live cell imaging. This achievement is 
important because it used living cells, which tend to form a patch structure such as lipid rafts, 
rather than a fixed support substrate. In the future, we would like to increase the sensitivity of 
the above sensor cells by optimizing the selection of cells and analytical conditions.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： HaloTag　ヘマグルチニン　合成糖鎖　インフルエンザウイルス　シアル酸　生細胞イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築を試みたセンサーセルは、変異を繰り返すウイルスに対して宿主細胞の表面に存在する糖鎖パター
ンを人為的に操作することにより、ウイルスの型を判別することができる仕組みを有する。今回はインフルエン
ザウイルスに着目したが、同じエンベロープ型のウイルスであるCOVID-19の変異に対しても応用できる可能性が
ある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１. 研究開始当初の背景 
 ウイルスセンサーは人類がウイルス流行と闘
うための強力な武器である。その開発には最先端
の工学技術と医学生命科学の知見が融合した新
規システムの構築が必須となる。多くのウイルス
は宿主細胞の顔である糖鎖を認識して感染する
ことが解明されているが、最近の研究ではさら
に、糖鎖が集積する細胞表面の脂質ラフトと呼ば
れるプラットフォームによって、ウイルスの感染
効率を向上させていることが判明した。変異を繰
り返すウイルスに柔軟に対応し、かつ高感度なデ
バイスを生み出すためには脂質ラフトの概念を
避けることはできない。ウイルスはアデノウイル
スやノロウイルスに代表される小型球形ウイル
スと、インフルエンザウイルスや HIV（エイズウ
イルス）に代表されるエンベロープ型ウイルスに
大別される。後者のウイルスは宿主細胞への吸着
にこのエンベロープ（＝被覆膜）が重要な役割を
果たしており、エンベロープの成分は宿主細胞の
膜脂質に依存している。近年の研究では、細胞膜
を構成する脂質は無秩序に分布しているのでは
なく、細胞膜に局在する糖脂質とコレステロール
との安定した会合により、他の脂質領域とは異な
る微小なドメインを形成していると考えられて
いる（脂質ラフト仮説）。本研究では、感染細胞膜
を模倣した人工細胞あるいはウイルス感応膜に
脂質ラフトの構成原理（図 1）を導入し、高感度
のウイルスセンサーセルの樹立を目的に掲げる。そのために、感染細胞の脂質ラフト構成成分
（主に糖脂質）の構造解析と脂質ラフトを導入した人工細胞およびウイルス感応膜の作製を行
い、ウイルス感染と脂質ラフトの関連性を詳細に検討する。 
 
２. 研究の目的 
  細胞膜上の糖鎖はウイルスや病原体の受容体としての役割をもっている。コレラトキシンは
糖脂質 GM1 を、志賀トキシンは糖脂質 Gb3 認識して感染する。ノロウイルスの感染には種々の
血液型糖鎖が関連することが報告されている。またシアル酸を感染の受容体とするウイルスは
数多く存在し、コロナウイルスファミリーの一部はジアセチルもしくはトリアセチル化された
シアル酸含有糖鎖を認識することが報告されている。また本研究で用いるインフルエンザウイ
ルスもシアル酸を認識する代表的なウイルスファミリーである。インフルエンザウイルスは、イ
ンフルエンザ A ウイルス（IAV）、インフルエンザ B ウイルス、インフルエンザ C ウイルスに分
けられ、中でも IAV は広範な宿主を持つ。IAV は 8 本の一本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムとする
直径 100 nmほどの RNA ウイルスで、ウイルス表面にヘマグルチニン（HA）とノイラミニダー
ゼ（NA）の２つの糖タンパク質をもつ。HA と NA は抗原性の違いにより、HA は 16 種（H1-
H16）、NA は 9種（N1-N9）の亜型に分類され、この 2種類のウイルスゲノムの組み合わせによ
り多様なインフルエンザウイルスが存在する。鳥類からはそのすべてのタイプが分離されてお
り、ヒトではこれまでに H1N1、H2N2、H3N2亜型のウイルスが分離されている。その抗原性の
違いから、しばしばパンデミックが引き起こされた。しかしながら、パンデミックを引き起こす
要因はそれだけではない。HA はシアル酸認識部位をもち、IAV の結合過程で重要な役割を果た
す。様々な報告より、ヒト IAV の HA はシアル酸 α2,6ガラクトース（SA2,6Gal）を、トリ IAV
はシアル酸 α2,3 ガラクトース（SA2,3Gal）を選択的に認識することが分かっている。ヒトの肺
細胞の表面には SA2,6Gal が多く発現しているため、反対にトリ IAV はヒトに感染しにくい。し
かし肺の深部には SA2,3Gal を発現する細胞が存在するため、感染の可能性がないとは言えず、
実際に 1997 年に香港でヒトへの H5N1 ウイルス（Asian-H5N1）の感染が確認されている。Asian-
H5N1 はヒト間での伝播は確認されなかったが、2006 年に Yamada らは H5N1亜型 IAV の HA の
139番目のグリシンをアルギニンに、182番目のアスパラギン酸をリジンに置き換え変異を入れ
ることで、がヒト型 SA2,6Gal に結合することを報告してした。さらに 2012 年には H5N1 に変異
を導入することにより個体間伝搬するウイルスが出現することを日本及びオランダのグループ
が相次いで発表した。将来このような変異ウイルスが出現した場合、パンデミックが起こると予
想される。 
 パンデミックに対抗するにあたって、ヒトに感染しうるウイルスを迅速に検出するシステム
は非常に重要である。これまでに、多くの IAV の糖鎖結合特異性が糖鎖アレイなどの非細胞系



 

 

システムによって解析されてきた。一方で 2003 年に武田らによって報告された、HA が脂質ラ
フト中でクラスターを形成し、感染効率に影響するといった事例からも、より天然に近い細胞を
用いた検出システムが必要であると考えられる。そこで我々は研究室で確立した合成糖鎖提示
手法を用いて、IAV がどの構造のシアル酸糖鎖を優先的に認識するかについて細胞を用いて判断
できる、IAV センサーセルを樹立することを目的として、種々の検討を行った。 
 
３. 研究の方法 
 インフルエンザ A ウイルス（IAV）の糖鎖認識にはウイルス表面のヘマグルチニン（HA）と
いう糖タンパク質が関わっている。さまざまな報告よりヒト IAV の HA はシアル酸 α2-6ガラク
トース（SA2,6Gal）を、トリ IAV はシアル酸 α2-3ガラクトース（SA2,3Gal）を選択的に認識す
ることが分かっている。しかし近年ではトリ IAV の HA 変異体が SA2,6Gal を認識し、ヒトにも
感染することが報告されている。このような変異ウイルスの出現はパンデミックに繋がるため、
ヒトに感染しうるウイルスを迅速に検出するシステムは非常に重要である。また HA が脂質ラ
フト中でクラスターを形成し、感染効率に影響するといった事例から、より天然に近い細胞を用
いた検出システムが有効であると考えた。そこで、生細胞を用いて IAV が認識する糖鎖を迅速
に判断できる「センサーセル」を樹立し、検討を行った。詳細な方法については研究成果の項に
記述した。 
 
４. 研究成果 
HeLa WT 細胞を用いた HA結合実験 
IAV の結合評価をするにあたり、糖鎖認識の役割を担う HA をウイルスサンプルの代わりに用い
ることとした。先行研究で SA2,6Gal、SA2,3Gal にそれぞれ優先的に結合することが分かってい
る A/WSN/33/H1N1/HA（H1N1-HA）および、A/Vietnam/1194/2004/H5N1/HA（H5N1-HA）を使用
した。まず共焦点顕微鏡で細胞への HA結合を確認するために、2 つの HA に蛍光標識を行った。
Alexa Fluor®488-スクシジミルエステルと HA を PBS中 37˚C の条件下で 15 分反応させたのち、
遠心洗浄を行った。標識した AF488-H1N1-HAもしくは AF488-H5N1-HA は PBS で回収した。 
 次いで標識 HA が細胞に結合するかを HeLa WT 細胞を用いて検証した。まず HeLa WT 細胞
表面に SA2,6Gal と SA2,3Gal が発現していることを確かめるために、SA2,6Gal、SA2,3Gal をそ
れぞれ選択的に認識するレクチンである SSA および MAM との細胞結合性を検証した。結果と
してどちらも膜上の蛍光が確認されたため、HeLa WT 細胞に結合していることが示された。次
に標識 HA を 10 µg/mL の濃度で処理したところ、こちらにおいても膜上の蛍光が確認された（図
２）。よって AF488-H1N1-HA と AF488-H5N1-HA はともにシアル酸発現細胞に結合することが
示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ AF488-H5N1-HA および AF488-H1N1-HA の結合検証（HeLa WT 細胞） 
 
シアル酸低発現細胞株の選定 
 センサーセル細胞では、合成糖鎖提示手法によって膜上に提示したシアル酸末端糖鎖の構造
の違いを基に IAV の結合特異性を評価することを目的とするため、天然に発現するシアル酸糖
鎖は妨げとなる。そこで、シアル酸を発現しない細胞株を選定する必要がある。 
 まず、N-グリカンの構造を複合型糖鎖生合成前のマンノース 5 糖に留めることができる HeLa 
Mgat1 KO 細胞を用いることとした。GPI-HT が安定発現した HeLa Mgat1 KO 細胞に、SA2,3Gal
を末端にもつ糖鎖リガンド 2,3-sia と SA2,6Gal を末端にもつ糖鎖リガンド 2,6-sia を導入し、それ
ぞれ AF488-H1N1 を 40 µg/mL の濃度で処理した。その結果、糖鎖リガンドの存在に関わらず
AF488-H1N1-HA の結合が確認された（図３）。よって AF488-H1N1-HA のリガンドとなる糖鎖が
HeLa Mgat1 KO 細胞に発現している可能性が考えられたため、上述と同様に MAM および SSA
を処理したところ、どちらも HeLa Mgat1 KO 細胞へ結合することが分かった（図４）。HeLa Mgat1 
KO 細胞膜上に発現している糖脂質糖鎖は末端シアル酸を有するものが多いため、それらに結合
したと考えられる。これより、HeLa Mgat1 KO 細胞をセンサーセルに用いることは難しいと判断
した。 
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HeLa WT, Biotinylated-Lectin: 50 µg/mL, Streptavidin: 2 µg/mL
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図３ AF488-H1N1-HA の結合検証（HeLa Mgat1 KO 細胞） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ MAM および SSA の結合検証（HeLa Mgat1 KO 細胞） 
 
 そこで我々は次に、CHO-Lec8 細胞に着目した。この細胞は UDP-Gal トランスポーターである
Lec8 がノックアウトされた CHO 細胞で、末端シアル酸の発現が非常に低い特徴を持つ。実際に
フローサイトメトリー法を用いて MAM および SSA の結合量を CHO-K1 細胞と比較すると、
MAM と SSA の両レクチンで結合量の低下が確認された（図５）。よってセンサーセル樹立にあ
たって CHO-Lec8 細胞を用いることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ MAM および SSA の結合検証（CHO-K1 細胞、CHO-Lec8 細胞） 
 
CHO-Lec8 細胞を用いた結合実験 
 CHO-Lec8 細胞を用いて、提示された合成糖鎖リガンドに対して MAM および SSA の結合特
異性を示すことができるか検証した。2,3-sia および 2,6-sia をそれぞれ提示した CHO-Lec8 細胞
に、MAM および SSA を添加し、共焦点顕微鏡により観察した。その結果、MAM の蛍光は 2,3-
sia を提示した細胞においてのみ膜上にみられ、一方で SSA の蛍光は 2,6-sia を提示した細胞にお
いてのみ膜上に強く確認された（図 6、7）。以上より CHO-Lec8 細胞を用いることで、提示され
た糖鎖リガンドに対する MAM および SSA の結合を区別することができた。 
 以上より、IAV センサーセルの構築には CHO-Lec8 細胞を用いることで HA の糖鎖結合嗜好性
を検証できると考える。 
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図６ 合成糖鎖リガンドに対する MAM の結合性検証 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 合成糖鎖リガンドに対する SSA の結合性検証 
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