
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）

３４４１４

若手研究(B)

2016～2014

ロタウイルスサーベイランスを目指したグライコタイピング法の開発

Development of glyco-typing methods for Rotavirus surveillance

８０５８４１８５研究者番号：

山田　佳太（Yamada, Keita）

大阪大谷大学・薬学部・講師

研究期間：

２６８６００３０

平成 年 月 日現在２９   ６ １０

円     1,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、複数のロタウイルスが発現するウイルス結合糖鎖を解析し、ウイルス株
の種類によって、結合糖鎖が大きく異なることを明らかにした。さらに、ウイルス発現糖鎖の解析に取り組み、
ウイルス発現糖鎖プロファイルが従来報告されているものに比べて、複雑であることを明らかにした。この結果
は、ロタウイルス表面糖鎖が変化に富むものであることを示唆している。また、ウイルス結合糖鎖及び発現糖鎖
の解析は、ウイルスの識別に有用であることを示すものであると考えられる。さらに、ウイルスサーベイランス
への応用を期待し、ウイルス結合糖鎖とウイルス発現糖鎖の情報を簡易に且つ、同時に取得できるデバイスの開
発を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed some rotaviruses-glycans interaction, and 
revealed that rotavirus binding glycans are different depending on the type of virus strain. We also
 analyzed N-glycans expressed on rotavirus particles, and found that glycan profiles of rotavirus is
 more complicated than the one reported in the past. These studies suggested that analysis of virus 
binding glycans and virus expressing glycans is useful for identifying rotavirus strain. In 
addition, we developed a device that can analyze virus binding glycans and virus expressing glycans 
simultaneously. I hope that this device will be applied to rotavirus surveillance.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 ロタウイルス感染症は、乳幼児が発症する
代表的な下痢症の一つであり、発症者数は世
界中で年間 1 億人にも上る。また、発展途上
国を中心に、年間 60 万人以上の死者が出て
いる状況である。 
 ロタウイルスは、インフルエンザウイルス
等と同様に非常に多くのウイルス株が存在
し、変異しやすい性質を有している。したが
って、ウイルス株の性質を評価し、識別でき
る技術の開発が必要である。また、変異によ
る性質変化をするためには、サーベイランス
の強化が必須である。 
 ロタウイルスには、ウイルス表面上に糖鎖
を認識する VP8 よばれるスパイクタンパク
質が発現しており、この分子が宿主細胞上の
糖鎖と結合することで感染を成立させるこ
とが示唆されている。一方、機能解析は進ん
でいないが、ウイルス表面タンパクの VP6
には、糖鎖が発現する。ロタウイルスの変異
は、糖鎖が関与する VP8 や VP6 上で生じや
すいことから、ウイルス株によって、VP8 が
結合する糖鎖や VP6 上に発現する糖鎖構造
が変化しうる。したがって、ウイルス結合糖
鎖の種類や発現糖鎖をプロファイルするこ
とで、ウイルスの識別が可能になると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、前述した、ロタウイルス
結合糖鎖とロタウイルス発現糖鎖を解析す
ることで、ウイルスの識別が可能であるとい
う仮説を証明することである。さらに、サー
ベイランスへの応用を視野に入れ、ウイルス
結合糖鎖と発現糖鎖情報を簡便に取得する
ことが可能なデバイスを開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)ロタウイルス結合糖鎖によるウイルス識
別の検証 
 申請者が開発した糖鎖アレイ作成技術
(Yamada K et al. Anal Chem. 2013 
85(6):3325-33)を用いて、ロタウイルス高感
受性細胞である MA104 細胞の表面糖鎖プロ
ファイルをミミックしたアレイを作製し、種
類の異なる 3種類のロタウイルス結合糖鎖解
析した。 
(2)ロタウイルス発現糖鎖の解析 
 ロタウイルスの発現糖鎖とウイルス株の
種類の関係性を明らかにするため、ロタウイ
ルス上に発現するアスパラギン結合型(N-結
合型)糖鎖の構造解析を試みた。ウイルス表
面の糖鎖解析を実施するためには、培養上清
等からのウイルス精製法を確立しなければ
ならなないため、解析に先立ち、ロタウイル
ス精製法について検討を行った。 
(3)ウイルス結合糖鎖とウイルス表面糖鎖構
造情報を簡便に取得するためのデバイス開
発 
 ロタウイルス結合糖鎖と発現糖鎖の情報

を同時に取得することが可能なハイブリッ
トアレイの開発を行った。ハイブリットアレ
イを実現するために問題となる、ガラス基板
上へのレクチンの固定化法を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ロタウイルス結合糖鎖によるウイルス識
別の検証 
ロタウイルス高感受性細胞(MA104 細胞)の

表面糖鎖プロファイルをもとに、20 種類の糖
鎖を選択し、それらを固定化した糖鎖アレイ
を作成した。作成した糖鎖アレイを用いて、
2 種類のヒトロタウイルス(MO 株と及び
HAL1166 株)と 1 種のサルロタウイルス(RRV
株)の結合糖鎖をスクリーニングした(図. 1)。 

 
いずれのロタウイルスも、ガラクトースの

 

図 1. 3 種類のロタウイルスに結合糖鎖

の解析結果 



6 位 が 硫 酸 化 さ れ た 糖 鎖 及 び 、
N-glycolylneuraminic acid(NeuGc)に強く結
合した。この結果から、この 2種類の糖鎖に
対する親和性は多くのロタウイルス株で保
存されており、ロタウイルスの感染、増殖に
おいて極めて重要な役割を担っていると考
えられる。一方、各ウイルス株に特徴的な結
合糖鎖も確認できている。 
サル由来の RRV 株では、他の 2種類のヒト

由 来 ウ イ ル ス で は 観 察 さ れ な い
N-acetylneuraminic acid(NeuAc)との強い
相互作用が見られる。ロタウイルス高感受性
細胞を Neuraminidase で消化した場合、ヒト
以外の動物種から単離されたにロタウイル
スの宿主細胞への感染効率が低下すること
が報告されている。したがって RRV 株の感染
においては、NeuAc とウイルスの結合が非常
に重要になると考えられる。 
一方、HAL1166 株では、他の 2 種類のウイ

ルスで観察されなかったA型抗原と強い相互
作用を示した。Hu らは、HAL1166 株由来のリ
コンビナントスパイクタンパク質(VP8)の認
識糖鎖を解析した結果、A 抗原と結合するこ
と を 見 出 し て お り (Nature. 
485(7397):256-9)、今回の我々の結果と Hu
らの報告は、相関している。また、MO 株ウイ
ルスでは、αGalNAc と結合することが事が特
徴であった。 
 以上の検討結果をまとめると、3 種類のロ
タウイルスは複数の糖鎖と結合し、共通の結
合糖鎖が存在するものの、各ウイルス種で異
なる糖鎖との結合することが明らかになっ
た。この結果から、ウイルス結合糖鎖情報を
取得することで、ウイルス株の識別が可能で
あると考えられる。 
 
(2)ロタウイルス発現糖鎖の解析 
 ロタウイルス表面糖鎖構造とウイルス株
の種類の関係性を明らかにするため、ウイル
ス表面糖鎖解析法の検討を実施した。生体成
分や培養上清中のロタウイルスの表面糖鎖
プロファイルを取得するためには、生体試料
からロタウイルスを単離する必要がある。し
たがって、本検討を始めるにあたってロタウ
イルスの単離法について検討した。超遠心法
による単離や、塩化セシウムを用いた密度勾
配遠心法によって、ウイルス粒子の精製を実
施し、糖鎖解析を試みた。しかしながら、糖
鎖プロファイルの再現性が得られず、ウイル
ス株の違いによる糖鎖発現のパターンを識
別することが困難であった。この理由として、
培地中の糖タンパク質成分の除去が不完全
であることが挙げられる。また、ロタウイル
スの発現するアスパラギン結合型糖鎖は主
に高マンノース型糖鎖のみと考えられてい
るが、本検討では複合型糖鎖も確認される。
これは新規の発見となるが、ウイルス以外の
成分の混入の可能性が排除できないため、デ
ータを慎重に判断する必要があると考えら
れる。そこで、追加検討として、精製ロタウ

イルスを主成分とするロタウイルスワクチ
ン中に含まれるウイルス粒子の糖鎖解析を
行った。ワクチン中のロタウイルスから遊離
させたアスパラギン結合型糖鎖を蛍光標識
し、順相 HPLC を用いて解析した結果を図 2
に示す。 

 
HPLC で解析すると、溶出時間 20 分～30 分
に観察される高マンノース型糖鎖が主要な
糖鎖であることが分かる。また、アガラクト
の複合型 2 本鎖糖鎖が溶出時間 20 分付近に
観察される。さらに、溶出時間 30 分以降に
は、モノシアロ、ジシアロ、トリシアロ糖鎖
が観察され、ロタウイルス表面上にこれらの
シアロ糖鎖が存在することが分かる。この結
果は、ロタウイルス表面糖鎖の生合成が、既
存の報告に比べて複雑であることを示すも
のである。複雑な生合成を有するということ
は、糖鎖生合成に関わる要因の変化によって、
発現する糖鎖構造も変化する可能性が高い
ため、ウイルス種の違いにより、発現糖鎖構
造が変化する可能性は非常に高いと考えら
れる。また、ウイルスの糖鎖生合成は宿主細
胞に依存するため、宿主動物の情報を得る上
でウイルス表面糖鎖構造情報を取得するこ
とは有用になりうる。したがって今後も、ウ
イルス表面糖鎖解析を実施する予定である。 
 
(3)ウイルス結合糖鎖とウイルス表面糖鎖構
造情報を簡便に取得するためのデバイス開
発 
成果(1)ではウイルス結合糖鎖構造情報を取
得することの有用性を、成果(2)では検討課題
は残っているが、ウイルス発現糖鎖構造情報
を取得することの有用性を確認することが
できたため、両者の情報を簡易且つ同時に取
得することができるハイブリットアレイの
作成を行った。ハイブリットアレイは現在実
施している糖鎖アレイ解析に使用する糖鎖
固定化チップに、種々のレクチンを固定化さ
せたものである。このアレイに試料を添加す
ることで、結合糖鎖情報と共に、レクチンと
の相互作用の有無を確認することで、試料中
の発現糖鎖情報を取得することができる。 
ハイブリットアレイで問題となるのは、現
在実施している糖鎖アレイの基盤上へのレ

 
図 2. 順相 HPLC による、ロタウイルス表面

上の N-結合型糖鎖解析結果 



クチンの固定化であるため、レクチン固定化
法について検討を進めた。 
種々の方法を検討した結果、ストレプトア
ビジンをアレイ基盤上に固定化し、ビオチニ
ルレクチンを添加することで、効率的な固定
化を達成した。コンカナバリン a(ConA)をス
ポットしたチップに、ロタウイルスと同じく
ハイマンノース型糖鎖を有するウシ由来
Riboneucreaseb の蛍光標識化体を添加する
と、明瞭なシグナルが観察された(図 3)。 

本法を用いることで、現在使用している糖
鎖チップ上にレクチンを固定化した、ハイブ
リットアレイの作製が可能となった。また、
レクチンの固定化が達成されたことで、本法
を用いたウイルス表面糖鎖プロファイルの
測定も可能になる。ウイルス抗体を利用した
サンドイッチ法を用いることで、培地成分等
の影響を受けないロタウイルス発現糖鎖の
解析が可能になるため、成果(2)の研究に応用
し、今後、本法を使用したロタウイルス表面
糖鎖解析を進める予定である。また、ハイブ
リットアレイの測定メソッドの最適化を行
っていく。 
 
結論 
 本研究によって、ロタウイルス結合糖鎖情
報を取得することで、ロタウイルス株の識別
が可能であることが明らかになった。また、
ロタウイルス表面糖鎖プロファイルが従来
の報告より複雑であることを明にした。この
結果は、ウイルス発現糖鎖構造情報の取得が
ウイルスの分類やサーベイランスに有用で
あるということを示唆するものと考えられ
る。またウイルス結合糖鎖と発現糖鎖情報を
一度に解析できるハイブリットアレイの作
製を達成した。今後ハイブリットアレイを用
いて、さらに多くのウイルス種の解析やより
早い測定メソッドの開発を実施していく。 
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