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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）はインフルエンザA型ウイルス（IAV）の受容体の一つ
と考えられてきた。しかし、Neu5Gc結合性を示す多くのヒトIAVおよびウマIAVは、ヒト由来細胞にNeu5Gcを発現させた
とき感染が抑制された。Neu5Gcは赤肉やミルクなどの食物からヒト細胞に取り込まれる。ヒト細胞に存在するNeu5Gcは
多くのIAVに対して感染防御に機能しているかもしれない。

研究成果の概要（英文）：N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) is said to be one of influenza A virus (IAV) re
ceptors. However, expression of Neu5Gc on human cells suppressed infection of most Neu5Gc-binding human IA
Vs and equine IAVs. Neu5Gc is exogenously incorporated into human cells from Neu5Gc-rich foods such as red
 meat and milk. Neu5Gc on human cells may be involved in infection defense against many IAVs.
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザ A 型ウイルス（IAV）は、
宿主細胞膜上のシアル酸を受容体として認
識する。シアル酸分子種は、5 位の炭素にア
セチル基を有する N-アセチルノイラミン酸
（Neu5Ac）とグリコリル基を有する N-グリ
コリルノイラミン酸（Neu5Gc）に大別される。
ヒトのみが Neu5Gc 合成酵素遺伝子を欠失し
ているために Neu5Gc の合成ができないが、
IAV 増殖部位であるカモの腸管や、ウマおよ
びブタの気管には Neu5Gc が発現しているこ
とを示している。つまり、ヒト IAV の Neu5Gc
結合性は、ヒトへの感染には重要ではないが、
他の動物への感染を促進するには充分であ
るものと考えられる。 
新型ウイルスは、IAV の 8 本の分節状 RNA

ゲノムがウイルス株間で交雑することによ
って発生する。特にブタは、α2-3 型と α2-6
型シアロ糖鎖を両方持つことからトリおよ
びヒト IAV が感染し易く、新型ウイルス発生
の場である中間宿主と言われている。また、
ブタの気管は Neu5Ac と Neu5Gc が同様な比
率で存在することから、Neu5Gc に結合性を
示す IAV はブタに感染し易く、新型ウイルス
の素になるものと予想される。このように
Neu5Gc はカモ、ウマ、ブタ IAV の受容体で
あることが示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 IAV 受容体に関する大部分の研究は、
Neu5Ac で行われてきた。本研究は、新型ウ
イルス発生に関与することが予想される
Neu5Gc の IAV 結合性とインフルエンザウイ
ルス受容体としての機能性、パンデミックと
の関連性をウイルス学的および糖鎖生物学
的アプローチにより解析することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）Neu5Gc 発現細胞の探索：ウシ血清に
含まれる Neu5Gc は、培養細胞に取り込まれ
ることが知られている。そこで、いくつかの
ヒト由来を含む培養細胞のシアル酸分子種
の存在比を HPLC で化学的に定量分析した。
すべての有意差検定は t 検定を使用した。 
 
（２）サル CMAH 遺伝子導入による Neu5Gc
発現ヒト細胞の作製：アフリカミドリザル腎
COS7 細胞からクローニングしたサル CMAH
遺伝子をヒト乳がん MCF7 細胞に発現させ、
Neu5Gc 安定発現細胞を作製した。MCF7 細胞
はカスパーゼ 3 遺伝子欠損によりアポトーシ
スが生じず、アポトーシスにより誘導される
ウイルス増殖が起きないことが予想され、感
染性（受容体）の評価に適しているものと考
えられる。Neu5Gc 発現細胞は、リアルタイ
ム PCR による CMAH mRNA レベルの測定、
抗 Neu5Gc 抗体（ニワトリで作製済み）によ
る染色でスクリーニングする。最終的に、細
胞のシアル酸分子種は HPLC を用いて化学的

に定量分析した。CMAH 遺伝子発現にテトラ
サイクリン発現誘導システムを利用した。こ
れで、CMAH 遺伝子導入細胞のクローン化後、
ドキシサイクリン添加により、宿主細胞の
Neu5Gc 発現を制御できるものと予想した。 
 
（３）N-グリコリルマンノサミン（ManNGc）
添加による Neu5Gc 発現ヒト細胞の作製：
Neu5Gc の前駆物質である ManNGc をヒト肺
がん A549 細胞に添加し、代謝的に Neu5Gc
発現細胞を作製した。Neu5Gc の受容体機能
がMCF7細胞のみに限定されないことを示す
ために、別のヒト肺がん細胞である A549 細
胞を使用した。 
 
（４）Neu5Gc 発現ヒト細胞の IAV 感染実験： 
作製した Neu5Gc 発現ヒト細胞で、Neu5Gc
結合性を示すヒト IAV と Neu5Gc 結合性が高
いことが知られるウマ IAVの感染性を検討し
た。 
 
（５）ヘマグルチニン（HA）遺伝子変異の導
入により Neu5Gc 結合性を獲得させた IAV を
使用した Neu5Gc 発現ヒト細胞の感染性比
較：シアル酸結合分子であるウイルスタンパ
ク質の HA で、A/Memphis/1/1971 の H3 型 HA 
は Neu5Gc 結合性がない。このアミノ酸番号
155 番目のスレオニンをチロシンへ置換する
ことで、Neu5Gc 結合性を獲得させた遺伝子
組換え IAV（T155Y）を作製した。このウイ
ルスを用いて Neu5Gc 発現ヒト細胞の感染性
を比較した。さらに、Neu5Gc の IAV 感染制
御機構を、共焦点レーザー顕微鏡によるウイ
ルス細胞侵入の観察や Neu5Gc 発現細胞膜抽
出タンパク質のウイルス結合アッセイによ
り調査した。 
 
（６）バキュロウイルス-タンパク質発現シス
テムを利用した活性型サル CMAH の発現：
サル CMAH 遺伝子を組み換えたバキュロウ
イルスを昆虫 Sf9 細胞に感染させて、CMAH
タンパク質を取得する。CMAH は精製効率を
上げるために、分泌型タンパク質に改変した。
精製した CMAH の酵素活性を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）Neu5Gc 発現細胞の探索：使用したウ
シ血清は Neu5Ac：Neu5Gc＝96.91：3.09 であ
った。培養細胞の Neu5Ac：Neu5Gc 比は、IAV
培養で使用されるイヌ腎 MDCK 細胞で
99.86：0.14、ヒト肺がん A549 細胞で 98.76：
1.24、ヒト咽頭がん Hep2 細胞で 98.85：1.15、
ウマ初代腎 FHK 細胞で 92.53：7.47、特に
Neu5Gcの存在比がほぼ100%と報告されてい
たヒト骨肉種 MG63 細胞で 97.96：2.04 であ
った。Neu5Gc 含量の多い細胞は、ウマ細胞
や報告されているMG63細胞を含めて見られ
なかった。 
 
（２）サル CMAH 遺伝子導入による Neu5Gc



発現ヒト細胞の作製：テトラサイクリン誘導
システムを利用して、COS7 細胞からクロー
ニングしたサル CMAH 遺伝子を、MCF7 細胞
に導入した。CMAH 遺伝子安定発現細胞をク
ローニングした。ドキシサイクリン非添加時
において、ある程度の CMAH mRNA 発現が
見られたものの、ドキシサイクリン添加時に
はCMAH mRNA発現量は約2.2倍になったた
め、以降の実験ではドキシサイクリンを添加
した。当研究室で作成したニワトリ抗
Neu5Gc 抗体の結合が、蛍光顕微鏡下とフロ
ーサイトメーターの両方で CMAH 安定発現
細胞に確認された（図 1）。シアル酸分子種を
定量した。親 MCF7 細胞は Neu5Gc が 0.15、
Neu5Ac が 1.90 nmol/mg protein であった。一
方、CMAH発現細胞はNeu5Gcが1.71、Neu5Ac
が 1.54 nmol/mg protein であった。CMAH の発
現により、Neu5Ac がやや減少傾向が見られ、
Neu5Gc は有意に増加した。 
 
（３）ManNGc を添加したヒト細胞の Neu5Gc
発現：シアリダーゼ処理した A549 細胞に
ManNGc を添加すると、Neu5Gc 発現量が有
意に増加した（図 2）。 
 

図 1 CMAH 安定発現細胞の抗 Neu5Gc 抗体
結合。A、Neu5Gc 抗体の蛍光染色。B、抗
Neu5Gc 抗体のフリーサイトメトリー。C、フ
ローサイトメトリーの平均蛍光強度（MFI）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 ManNGc 添加による Neu5Gc 発現。シ
アリダーゼ処理した A549 細胞に ManNGc を
3 日間添加した。抗 Neu5Gc 抗体により、
Neu5Gc 発現量をフローサイトメーターによ
り定量した。N-アセチルマンノサミン
（ManNAc）をコントロールに使用した。*、
p < 0.01。 
 

（４）Neu5Gc 発現細胞のウイルス感染性：
Neu5Gc 結合性のないヒト IAV の感染性は、
Neu5Gc 発現細胞と親細胞の間で同程度であ
った（図 3A）。Neu5Gc 結合性を示すヒト IAV
（図 3B）とウマ IAV（図 3C、3D）の感染性
は、Neu5Gc 発現細胞で有意に低下した。 
 

図 3 Neu5Gc 発現細胞における IAV 感染性。
A 、 Neu5Gc 結 合 性 の な い ヒ ト IAV
（A/Memphis/1/1971 H3N2 株）。B、Neu5Gc
結合性を示すヒト IAV（A/Memphis/102/1972 
H3N2 株 ） 。 C 、 ウ マ IAV
（A/equine/Fontainebleau/1/1979 H3N8 株）。D、
ウマ IAV（A/equine/Tennessee/5/1986 H3N8 株）。 
親 MCF7 細胞、open column；Neu5Gc 発現
MCF7 細胞、closed column。*、p < 0.01。 
 
（５）ManNGc 添加細胞のウイルス感染性：
Neu5Gc 結合性を示すヒト IAV、ウマ IAV の
感染性は、ManNGc 添加細胞で有意に低下し
た（図 4）。 
 

図 4 ManNGc 添加によるウイルス感染性の
低下。ManNGc 添加により Neu5Gc を発現さ
せた A549 細胞で、ヒト IAV（左図）とウマ
IAV（右図）の感染細胞数をカウントした。
コントロールとして何も添加しないもの（感
染細胞数を 100%と設定）と ManNAc を添加
したものを使用した。*、p < 0.01。 
 
（６）Neu5Gc 結合性を獲得させた HA を有
する遺伝子組換え IAV の感染性：T155Y アミ
ノ 酸 置 換 を 導 入 し た ヒ ト IAV 
A/Memphis/1/1971 株の H3 型 HA は、Neu5Gc
結合性を獲得する。A/WSN/1933 株の 8 本の
遺伝子の HA 遺伝子だけを、この HA 遺伝子
に 入 れ 換 え た IAV を 作 製 し た 。
A/Memphis/1/1971 株の HA 遺伝子を持つ IAV



（WT）の感染性は細胞間で変わらなかった
（図 5A、5B）。HA の 1 アミノ酸置換により
Neu5Gc 結合性を獲得させた IAV（H155Y）の
感染性は、Neu5Gc 発現細胞で低下した（図
5A、5C）。 

図 5 Neu5Gc 発現細胞における Neu5Gc 結合
性を獲得させた IAV の感染性。A、Neu5Gc
結合性のない親 IAV 株（WT）と Neu5Gc 結
合性を示す IAV 株（T155Y）の Neu5Gc 発現
MCF7 細胞における感染像。バーは 500 μm。
B、WT の感染性。C、T155Y の感染性。親
MCF7 細胞、open column；Neu5Gc 発現 MCF7
細胞、closed column。親 MCF7 細胞の感染細
胞数を 100%とした。*、p < 0.01。 
 
（７）Neu5Gc 発現細胞におけるウイルスの
細胞侵入：Neu5Gc発現MCF7細胞において、
WT の侵入が見られた。一方、T155Y は
Neu5Gc 発現細胞表面の周囲に多く見られ、
侵入の様子が明確に見られなかった（図 6）。 
 

図 6 Neu5Gc 発現細胞におけるウイルス核
タンパク質（NP）の局在性。氷上でウイルス
を細胞に吸着後、37℃で 10 分置いた。細胞
を固定化後に膜透過処理を行った。ウイルス
は代表者が作成した抗 NP モノクローナル抗
体（赤）で染色し、細胞は WGA レクチン（緑）、
核は DAPI（青）で染色した。バーは 10 μm。 
 
（８）Neu5Gc 発現細胞の表面膜抽出タンパ
ク質のウイルス結合アッセイ：Neu5Gc 発現
MCF7 細胞と親細胞の表面膜抽出タンパク質
を回収した。表面膜からのタンパク質である
ことの確認は、インテグリン1 の存在の有無
で行った。SDS-PAGE 後に抗 Neu5Gc 抗体で
イムノブロッティングした。Neu5Gc 発現細
胞のみにバンドが見られ、約35 kDaと95 KDa
に高い反応が見られた（図 7A）。さらに、ウ
イルス結合アッセイを行った。両方の細胞と
もに多くのウイルス結合バンドが確認され
たが、抗Neu5Gc抗体の約 35 kDaのバンドで、
Neu5Gc 発現細胞において T155Y の強い結合
が見られた。このバンドにおいて、WT では

両細胞間で大きな差は見られなかった（図
7B）。 
 

図 7 Neu5Gc 発現細胞の表面膜抽出タンパ
ク質におけるウイルス結合アッセイ。親
MCF7 細胞（M）、Neu5Gc 発現 MCF7 細胞（C）
から表面膜タンパク質を抽出した。抽出タン
パ ク 質 は 10% ポ リア ク リ ル アミ ド の
SDS-PAGE 後にブロッティング膜に転写した。
A、抗インテグリン1抗体（左図）と抗Neu5Gc
抗体（右図）の反応。インテグリン1 は表面
膜タンパク質のマーカー。B、WT と T155Y
のウイルス結合アッセイ。WT、T155Y を反
応させた。結合したウイルスは、代表者が作
成した抗 H3 型 HA モノクローナル抗体で検
出した。矢印は抗 Neu5Gc 抗体と T155Y が強
く結合する約 35 kDa のバンドを示す。 
 
（９）バキュロウイルス-タンパク質発現シス
テムによる活性型サル CMAH の産生：サル
CMAH の N 末端側に分泌タンパク質と精製
タグをつけて分泌型タンパク質に改変した。
これをバキュロウイルスに組込み、昆虫 Sf9
細胞で培養上清に大量に発現させた。タグ-
アフィニティー精製を行い、CMP-Neu5Ac を
基質として反応させたとき、CMP-Neu5Ac の
減少と CMP-Neu5Gc の増加を確認した。バキ
ュロウイルス-タンパク質発現システムによ
り、活性を示すサル CMAH の生産に成功し
た（図 8）。 
 

 
図 8 バキュロウイルス-タンパク質発現シ
ステムで生産した分泌型サル CMAH の活性。
A、15 分間反応後のシアル酸分子種。B、
CMAH 量に依存した Neu5Gc 生成の増加。
Neu5Gc （ closed column ）、 Neu5Ac （ open 
column）は HPLC により定量した。 
 
（１０）結論：期待していた結果に反して、
Neu5Gc 結合性を示すヒト IAV やウマ IAV に
とって、ヒト細胞に発現させた Neu5Gc は受
容体ではない結果を得た。さらに、感染を抑
制する機能を示した。既に他のグループから
ブタ細胞に発現する Neu5Gc が、ブタウイル
ス感染を抑制する報告がある。今後、ヒト以



外の細胞で試験することで、この現象がヒト
細胞のみに依らない普遍的なものであるこ
とを検証する必要がある。今回の結果は、
Neu5Gc 結合性を示すヒト IAV は、Neu5Gc
を発現する動物細胞に感染しにくいことに
なり、Neu5Gc はパンデミック発生には抑制
的に作用することが示唆される。また、今回
は試験したウイルス株数が少なかった。今回
試験した株が、偶然、Neu5Gc に抑制的に作
用することも考えられる。今後、ウイルス株
を増やすことにより、Neu5Gc を受容体とし
て利用できる株も発見されるかもしれない。 
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