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研究成果の概要（和文）：本研究では、インフルエンザウイルス上のヘマグルチニン（HA）のシアリルラクトース結合
部位に多点で効率よく結合するような糖鎖修飾3量体核酸の設計、および合成を行った。赤血球凝集阻害実験より、こ
の糖鎖修飾3量体核酸は種々の亜型のインフルエンザウイルスのHAに対して10E8 M-1オーダーの結合定数を有している
ことが確認された。またこの核酸を担体に固定化することにより、インフルエンザウイルス量を検出することができた
。インフルエンザウイルスが変異してもHAのシアリルラクトース認識能は維持されることから、この糖鎖修飾核酸は、
あらゆる型のインフルエンザウイルスを検出する材料として応用可能である。

研究成果の概要（英文）：Sialyllactose(SL) is present on cellular surface and plays a important roles in th
e infection on influenza virus. The SL is recognized by hemagglutinin(HA) protein on the virus. A compound
 that inhibits the interaction between SL on the cell and hemagglutinin has been thought to prevent infect
ion of influenza virus, because the amino acids sequence of sialic acid binding site in HAs are highly con
served among influenza virus strains.  In this study, SL-modified dUTP was synthesized as a substrate of D
NA polymerase, and these SLs were incorporated on 3-way junction DNAs. These DNAs have high affinity (15 n
M) to the hemagglutinin on influenza virus A/PR/8/34(H1N1).These DNAs are expected to be used as influenza
 virus sensing or inhibitors of influenza infection.
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスによるヒト、トリへ
の感染は、ウイルスの変異が速いため社会的
な影響が大きく、現在最も感染の拡大が危惧
されている感染症の一つである。近年では
2009 年に新型ウイルスが流行し、2013 年 4
月に中国において確認されたH7N9型新型ウ
イルスも世界的拡大が懸念されている。また
国内でも 2014 年 4 月に鳥インフルエンザが
発生した。インフルエンザ治療薬の主流はタ
ミフルをはじめ、インフルエンザ表面のシア
リダーゼという酵素の機能を阻害する化合
物であるが、シアリダーゼの変異速度は非常
に速く、最近タミフル耐性のウイルスの増加
が既に確認されている。この問題に対処する
ため、変異したウイルスに対しても効果のあ
る化合物の開発は重要である。一方、インフ
ルエンザ表面には、シアリダーゼの他にヘマ
グルチニンという糖鎖レセプターが存在し、
このタンパク質も感染に重要な役割を果た
している。このヘマグルチニンはウイルスの
変異によっても比較的保存される確率が高
いことが知られており、このヘマグルチニン
をターゲットとする化合物は新型、季節性だ
けでなく、今後出現するであろうあらゆるイ
ンフルエンザに対しても感染阻害効果があ
る可能性がある。しかし一般にヘマグルチニ
ンとシアル酸との結合定数は 103  M-1

程度と
それほど高くないため、ヘマグルチニンと高
い親和性で結合させるためには、高分子化合
物などにシアル酸残基を複数個修飾し、「ク
ラスター効果」を利用することが有効である
と考えられてきた。例えば、シアル酸をポリ
アクリルアミド、ポリスチレン、デンドリマ
ーなどに修飾した化合物が、合成されてきた
が、nM オーダーという低濃度でも結合でき
る化合物はまだ合成されていない。また糖鎖
の数や配向を制御することが困難であり、骨
格が合成高分子であるため生体毒性を有す
ることが指摘されている。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究ではインフルエンザウイルス
のヘマグルチニン HA をターゲットとし、DNA
上にシアリルラクトース残基を複数個修飾
した化合物により、nM オーダーの低濃度でイ

ンフルエンザウイルスと結合する化合物の
合成を目的とした。シアリルラクトースをHA

の 3つの糖鎖結合部位にうまく適合させるこ
とができれば、理論上、103

×103
×103 =109 M-1

の結合定数が得られるため、実現可能な目標と考
えた。 
 
３．研究の方法 
Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters 
(2007)において既に報告した手法を用い、式
1, 2に示すような、シアリルラクトース修飾
ヌクレオチド 3 リン酸 (dUTP-Sialic acid, 
dUTP-Sialyllactose)を合成した。この dUTP- 
Sialic acid, Sialyllactose と、dATP, dCTP, 
dGTP, Primer, Template, DNA polymerase 
を反応させることにより、シアリルラクトー
スが複数個修飾された DNAを合成した。 
 

 
 次に、このシアリルラクトース修飾 DNAが
インフルエンザウイルス表面のヘマグルチ
ニン(HA)と相互作用するかどうかを確認す
るために、インフルエンザ A/PR/8/34(H1N1)
とトリ赤血球との凝集における、赤血球凝集
阻害濃度(Ki

HAI)を評価した。 
 
４．研究成果 
 シアリルラクトース残基を 40bp DNA上に 1
個(T1)および、5個(T5)、10個(T10)、15個(T15)
連続的に配置したシアリルラクトース修飾
DNA を DNA ポリメラーゼを用いて合成し、
その赤血球凝集阻害濃度(Ki

HAI)を評価したと
ころ、それぞれ 120 nM, 100 nM, 50 nM, 40 

式２ dUTP-Sialyllactoseの合成スキーム 
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式１ dUTP-Sialic acidの合成スキーム 
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nM であった（表 1）。すなわち、シアリルラ
クトース残基を複数個配置することによる、
クラスター効果が確認された。しかし、これ
らの DNAは剛直な二重鎖 DNA上に直線的に
シアリルラクトースが修飾されており、HA
の 3つのシアリルラクトース結合部位に同時
に結合しているとは考えにくい。そこで、シ
アリルラクトース残基が HA の 3つのシアリ
ルラクトース結合部位に同時に結合すること
を可能にするために、下図のスキームでシア
リルラクトース修飾 3-wayjunction DNAの合
成を行った。 

DNAの 3つのアームに sialyllactoseを 6個ず
つ修飾した 3-way junction DNA においては
Ki

HAI は 15nM まで減少し、インフルエンザ
ウイルスと高い親和性を有していることが
確認された。DNA上の Sialyllactose残基が
インフルエンザウイルス上の HA と多点で
効率よく相互作用したためと考えられる。 
 この化合物はインフルエンザウイルスに
対し、①抗体と同等の結合能力を有する。②
感染の際に必須であるヘマグルチニン(HA)
を標的としているため、ヒト型、トリ型を問
わず、またウイルスがどのように変異しても
結合力を失わない。③製造において、鶏卵、
動物、細胞などの生物等を用いないので、迅
速かつ工業的スケールで大量合成できる。④
化学的に安定である（抗体のように変性しな
い）。⑤生体中の成分を骨格としているので、
生体毒性が少ない、などの特徴を有するため、
種々の電子デバイスや、既存のイムノクロマ
ト法診断キット上に固定化することにより、
抗体を用いた従来法よりも高感度かつ迅速
にインフルエンザ感染を診断するシステム、
および治療薬としての応用が可能である。 
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