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ヒトパラインフルエンザウイルスの糖鎖結合性と感染制御

鈴木 隆

ヒトパラインフルエンザウイルス（hPIV）はhPIV1～hPIV4に分類され，小児におけるかぜ
症候群の15～20％を占める病原体で，細胞膜上のシアル酸を利用して感染する．筆者らは，
非還元末端にシアル酸を持つポリラクトサミン系列の糖鎖にhPIV1とhPIV3が強い結合性
を示すこと，これらウイルスのシアル酸結合様式に関する特異性が異なることを明らかに
した．さらに，hemagglutinin-neuraminidase（HN）糖タンパク質がウイルスの糖鎖結合性を
規定し，HN糖タンパク質のシアル酸結合部位近傍に位置する4か所のアミノ酸残基がα2,6
型シアル酸認識に関与していることを明らかにした．また，hPIVの細胞融合と糖鎖の関連
性を見いだした．本稿ではヒトパラインフルエンザウイルス感染と糖鎖の機能について紹
介する．

1. はじめに

ヒトパラインフルエンザウイルス（hPIV）は，モノネ
ガウイルス目のパラミクソウイルス科パラミクソウイル
ス亜科に属しており，パラミクソ亜科はさらにレスピロ
ウイルス，モルビリウイルス，ルブラウイルス，アブラウ
イルス，へニパウイルスの五つの属に分類される．hPIV
は1型から4型の血清型が知られており，hPIVのうち1型
（hPIV1）と3型（hPIV3）は，マウスやラットに感染し肺
炎を引き起こすセンダイウイルス（SeV）とともにレスピ
ロウイルス属に，2型（hPIV2）と4型（hPIV4）は，おた
ふくかぜ（流行性耳下腺炎）の原因ウイルスであるムンプ
スウイルとともにルブラウイルス属に分類される 1）．

hPIVはかぜ症候群の15～20％を占めている病原体であ
る 2, 3）．成人では通常軽い上気道炎の原因となるにすぎな
いが，乳幼児の初期感染や高齢者など免疫力が低下した
人では，下部気道も侵され，しばしば重篤な症状を引き起
こす．1歳未満の小児では，hPIV1とhPIV2により主に咽

頭炎やクループ（喉頭気管支炎）を，hPIV3により気管支
炎，細気管支炎あるいは肺炎を発症する 4）．hPIV1は2年
ごとの秋に，hPIV3は毎年の春から初夏にかけて発生して
いるが，hPIVに対する有効なワクチンや抗ウイルス薬は
開発されてない 5‒9）．

hPIVはマイナス一本鎖RNAウイルスで，ウイルスエン
ベロープ膜表面には赤血球凝集とノイラミニダーゼの活性
を持つhemagglutinin-neuraminidase（HN）糖タンパク質と
細胞融合活性を持つ fusion（F）糖タンパク質がスパイク状
に多数突出している（図1）．これら二つの糖タンパク質
の機能により宿主細胞に感染する．HN糖タンパク質は，
細胞表面のシアル酸を含む糖タンパク質や糖脂質（ガング
リオシド）への結合と，新生ウイルスの細胞からの遊離に
関与する．F糖タンパク質は，ウイルスの侵入過程におい
て，HN糖タンパク質と相互作用することで，ウイルス膜
と宿主細胞膜を融合させ，リボ核タンパク質複合体の放出
を誘導する（図2）10‒13）．本稿では，ヒトパラインフルエン
ザウイルスの感染性に関与する糖鎖について解説する．

2. hPIV1とhPIV3の糖鎖結合性は異なる

筆者らは，糖鎖構造の異なる多様な糖脂質（ガングリ
オシド）を用いて，hPIV1, hPIV3およびSeVの3種類の
レスピロウイルス間で結合性を比較した．その結果，1）
 hPIV1とhPIV3はSeVと異なり，シアル酸を非還元末端に
持つガングリオ系列の糖脂質には結合性を示さず，ネオ
ラクト系列の糖脂質のみに結合した．2） hPIV1はシアル
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酸とガラクトースがα2,3結合（α2,3型シアル酸結合）し
たネオラクト系列の糖脂質のみに結合し，hPIV3はα2,3
型シアル酸結合だけでなく，シアル酸とガラクトースが
α2,6結合（α2,6型シアル酸結合）したネオラクト系列の
糖脂質にも結合した．3） hPIV1とhPIV3は I血液型抗原
性を示す lactoIV6kladooctaose構造を有する糖脂質へ強い
結合性を示した．さらに3種類のレスピロウイルスによ
るヒト，モルモット，ウシ，ウマ赤血球の凝集性と I血液
型糖鎖抗原を認識するヒト抗 I血清，Galβ1-4GlcNAcある
いはGalβ1-3GalNAc構造を認識するRicinus communis ag-
glutinin（RCA）レクチン，Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal構造を
認識する単クローン抗体（H-11）を用いたシアリダーゼ
処理前後の赤血球における糖鎖の解析から，4） hPIV1と
hPIV3はヒト I血液型抗原となる分枝型ポリラクトサミン
構造を有するシアロ糖鎖に高い結合性を示すことを見いだ
した（図3）14）．一方，他のグループによりglycoarrayを用
いたhPIV1とhPIV3の糖鎖結合性が報告された．hPIV1と
hPIV3は，筆者らの報告と同様にα2,3型を非還元末端に持
つラクトサミン構造の糖鎖に強い結合性を示すことが確認
された．一方，いずれのウイルスもα2,6型糖鎖には結合性
を示さなかった 15‒17）．後述したように，シアル酸の結合様
式を人工的に改変したヒト赤血球（hRBC）や哺乳動物細
胞を用いたウイルスの吸着や感染性の結果から，hPIV3が
α2,6型糖鎖にも結合性を有することが判明した．glycoar-
rayによる解析では，Alexa Fluor 488をN-ヒドロキシスク
シンイミドエステルで蛍光標識化したウイルスを用いて糖
鎖結合性を解析しているため，蛍光標識化がウイルスの結
合性に影響しているものと推測される．

3. シアル酸の結合様式とhPIVの感染性

2種類のシアリダーゼ（sialidase from Arthrobacter urea-
faciens: AUSD, α2,3-sialidase from Salmonella typhimurium 
LT2：23SD）と4種類のシアル酸転移酵素（α2,3-sialyl-
transferase from Photobacterium phosphoreum: ST3, α2,6-sial-

yltransferase from Photobacterium damselae: ST6, α2,3-（N）-si-
alyltransferase ST3Gal-III：ST3N, α2,6-（N）-sialyltransferase 
ST6Gal-I：ST6N）を用いて，糖鎖に付加したシアル酸の
結合様式を人工的に改変したhRBCや哺乳動物細胞（LLC-
MK2細胞，A549細胞，Lec2細胞）を作製し，hPIV1と
hPIV3の細胞への吸着性と感染性を調べた．

hRBC膜にはα2,3型およびα2,6型シアル酸が豊富に存
在する 18‒20）．AUSD処理により末端シアル酸を除去する
とhPIV1およびhPIV3の赤血球凝集活性が消失した．一
方，23SD処理によりα2,3型シアル酸のみを除去すると，
hPIV1の赤血球凝集活性は完全に消失したが，hPIV3の赤

図1 hPIV粒子の構造 図2 hPIVの増殖機構
（1）シアロ糖鎖への結合．（2）ウイルスエンベロープと細胞膜の
融合とリボ核タンパク質複合体の放出．（3）ウイルスゲノムの
転写．（4）ウイルスタンパク質の翻訳．（5）ウイルスゲノムの複
製とリボ核タンパク質複合体の形成．（6）ウイルスゲノムとタ
ンパク質の集合．（7）細胞表面膜へのHNおよびF糖タンパク質
の輸送．（8）ウイルスの出芽．

図3 hPIVとSeVの糖脂質結合性
SeVはガングリオ系列の糖脂質（GD1a, GT1b, GQ1b等）だけ
でなく，ネオラクト系列の糖脂質（SPG, IV3Neu5Acα-nLc6Cer,  
VII3Neu5Acα,VI3Neu5Acα-IV6kladoLc8Cer）にも結合する．hPIV 
はネオラクト系列の糖脂質のみに結合し，VII3Neu5Ac, 
VI3Neu5Acα-IV6kladoLc8Cerへの結合性が最も強い．hPIV1は
α2,3型シアル酸含有糖脂質のみに結合し，hPIV3はα2,3型だけ
でなくα2,6型シアル酸含有糖脂質にも結合できる．



662

生化学 第 89巻第 5号（2017）

血球凝集活性は維持された．そこで，AUSD処理により末
端シアル酸を除去後，糖タンパク質および糖脂質上のガラ
クトース残基にシアル酸を転移させる広い基質特異性を
有するPhotobacterium由来のST3とST621‒23）を用いてシア
ル酸を付加すると，hPIV1はST3処理hRBCのみに赤血球
凝集活性を示し，hPIV3はST3処理hRBCおよびST6処理
hRBCの両方に赤血球凝集活性を示した．また，N-結合型
糖鎖特異的な哺乳動物由来ST3NあるいはST6Nで処理し
たhRBCでも同様であった．そのため，hPIV1はhRBC上
のα2,3型シアル酸のみに結合し，hPIV3はα2,3型だけでな
くα2,6型シアル酸にも結合できることが示された（表1）．

hPIVはウイルス膜上のHN糖タンパク質を介してシア
ル酸に結合する．COS-7細胞上に発現させたHN1および
HN3糖タンパク質に対し，非還元末端のシアル酸とガラ
クトースの結合を改変したhRBCの赤血球吸着活性を調べ
た結果，ウイルス粒子の赤血球凝集活性と同様に，HN1糖
タンパク質はα2,3型シアル酸で修飾されたhRBCのみを吸
着し，HN3糖タンパク質はα2,3型に加えα2,6型シアル酸
で修飾されたhRBCも吸着することが示された．一方，も
う一つのウイルス膜スパイクタンパク質であるF糖タンパ
ク質は，赤血球吸着活性を示さなかったことから，hPIV
のシアル酸結合性はHN糖タンパク質のみに起因している
ことが確認された 24）．

23SD処理した哺乳動物細胞（サル腎臓由来LLC-MK2
細胞とヒト肺胞基底上皮腺がん由来A549細胞）を用い
てhPIV1とhPIV3の感染性を比較した．23SDでLLC-MK2
細胞を処理し，α2,3型シアル酸を特異的に除去すると，
hPIV1の感染性は23SDの濃度依存的に減少した．一方，
hPIV3の感染性はほとんど減少しなかった．またA549細
胞においても同様の結果を示した．そこで，シアリダーゼ
で処理したLLC-MK2細胞上の末端シアル酸とガラクトー
スの結合様式をレクチンの結合性により解析した．23SD
処理後のLLC-MK2細胞に2,3型シアル酸を認識するMAA
はほとんど結合しなかったが，α2,6型シアル酸を認識す
るSNAは結合した．またAUSD処理後のLLC-MK2細胞
には，MAAおよびSNAのどちらもほとんど結合せず，ウ
イルスの感染性も著しく低下した．これにより，hPIV3は
23SDで除去されなかったα2,6型シアル酸をウイルス感染
における受容体として利用できることが示唆された．
次にシアル酸転移酵素を用いて再シアリル化した哺乳動

物細胞へのhPIV1およびhPIV3の感染性を評価した．A549
細胞をST3あるいはST6で処理し，hPIV1とhPIV3の感染
性を調べた．正常な哺乳動物細胞は細胞表面に多数のシ
アル酸を持つため，細胞内シアル酸転移酵素を阻害する
ST-I25）でA549細胞を処理し，さらにAUSDで表面シアル
酸を除去後，ST3あるいはST6を用いてA549細胞を再シ
アリル化した．A549細胞に対するST3処理はhPIV1およ
びhPIV3の感染性を増加させた．一方，ST6処理はhPIV1
の感染性に影響を与えなかったが，hPIV3の感染性を優
位に増加させた．このため，hPIV1とhPIV3はA549細胞

表面上のα2,3型シアル酸を受容体として感染すること，
hPIV3はα2,3型シアル酸だけでなくα2,6型シアル酸も受容
体として認識できることが示唆された 24）．

Lec2細胞はCHO細胞由来Pro-5細胞を親株とする変異
細胞株で，ゴルジ体におけるCMP-シアル酸トランスポー
ターが変異しているために細胞表面上のシアル酸残基を
欠如している．Lec2細胞をA549細胞と同様にST3あるい
はST6を用いて再シアリル化処理を行い，hPIV1とhPIV3
の感染性を調べた結果，未処理のLec2細胞にはhPIV1と
hPIV3のどちらも感染しなかったが，ST3処理により再シ
アリル化したLec2細胞は両ウイルスの感染性を獲得した．
一方，ST6処理したLec2細胞にはいずれのウイルスもほと
んど感染性を示さなかった．そこで，再シアリル化した
Lec2細胞へのhPIV3の結合性をFACSにより解析すると，
hPIV3はST3処理したLec2細胞へ結合したのに対し，酵
素未処理Lec2細胞およびST6処理Lec2細胞へは結合しな
かった．ST6処理Lec2細胞へのSNAレクチンの結合性は
認められたことから，hPIV3はhRBCやA549細胞上のα2,6
型シアル酸含有糖鎖に結合性を示したが，Lec2細胞上の
α2,6型シアル酸含有糖鎖を認識できないことが判明した．
この結果は，hPIVの吸着に非還元末端シアル酸の結合様
式だけでなく，内部糖鎖の構造が重要であることを示唆し
ている．

4. α2,6型シアル酸への結合性を規定するアミノ酸残基

HN1糖タンパク質とHN3糖タンパク質のアミノ酸配
列を比較し，HN3糖タンパク質のアミノ酸配列において
HN1糖タンパク質と異なるアミノ酸残基を選出した．さ
らに，タンパク質三次元構造表示ソフトPymolを用いて，
選出した各アミノ酸残基のうち，HN3糖タンパク質のシ
アル酸結合ポケット近傍に位置するアミノ酸残基を解析
した．シアル酸と直接水素結合するHN3糖タンパク質の
8か所のアミノ酸残基（192, 276, 337, 409, 424, 502, 530お
よび549）はHN1糖タンパク質と同一だったが，その近傍
に位置する9か所のアミノ酸残基（193, 215, 275, 277, 372, 
408, 426, 475および529）はHN1糖タンパク質と異なって
いた（図4）．そこで，HN3糖タンパク質の遺伝子にHN1

表1 シアル酸結合様式の異なるヒト赤血球のhPIVによる凝集
活性

hRBC
シアル酸の結合 赤血球凝集活性

α2,3 α2,6 hPIV1 hPIV3

Native-hRBCs ○ ○ 128 128
AUSD-hRBCs × × ＜2 ＜2
23SD-hRBCs × ○ ＜2 16
ST3-hRBCs ○ × 256 256
ST6-hRBCs × ○ ＜2 128

○：検出，×：不検出．数字は赤血球凝集活性を示す．
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糖タンパク質の遺伝子に相当する1あるいは2アミノ酸
置換（T193L, Q215A, D275N/R277T, F372L, S408A, T426S, 
T475SおよびG529A）を導入した8種類の真核細胞発現
プラスミドを構築し，これらの変異導入HN3糖タンパク
質をCOS-7細胞上に発現させた．Q215A, S408Aおよび
T475Sのアミノ酸置換では，細胞表面上のHN3糖タンパ
ク質発現量が野生型と比較して50％程度まで減少し，未
処理hRBCに対する赤血球吸着活性も40％以下まで低下し
た．さらに，G529Aのアミノ酸置換では，細胞表面発現
量はほとんど減少しなかったが，赤血球吸着活性は50％
程度まで減少し，シアル酸結合親和性の低下が推測され
た．これらのアミノ酸置換では，細胞膜上へのタンパク
質の移行性や膜上でのタンパク質の構造安定性が損なわ
れたことが示唆された．一方，T193, D275N/R277T, F372L
およびT426Sのアミノ酸置換では，発現量の低下は認めら
れず，野生型と同程度の細胞膜上への移行性や構造安定
性，赤血球吸着活性を保持していることが判明した．さら
に，変異型HN3糖タンパク質のシアリダーゼ活性を比較
解析した結果，細胞表面発現量および赤血球吸着活性が
減少したQ215A, S408A, T475SおよびG529Aのアミノ酸置
換では，シアリダーゼ活性が野生型HN3糖タンパク質の
30％以下まで減少した．F372Lのアミノ酸置換ではシアリ
ダーゼ活性が40％程度まで低下した．T193L, D275/R277T
およびT426Sのアミノ酸置換ではシアリダーゼ活性の減
少は認められなかった．そこで，細胞表面発現量および
未処理hRBCに対する赤血球吸着活性が減少しなかった変
異型HN3糖タンパク質の23SD処理hRBCに対する赤血球
吸着活性を比較した．T193Lのアミノ酸置換は23SD処理
hRBCに対し野生型と同程度の吸着活性を示した．一方，
D275N/R277TおよびT426Sのアミノ酸置換は，野生型に
比べて23SD処理hRBCに対する吸着活性が減少し，F372L
の置換は23SD-hRBCに対する吸着活性がHN1糖タンパク
質と同程度まで顕著に減少した．次に，α2,6型シアル酸
残基で再シアリル化したST6処理hRBCに対する変異型
HN3糖タンパク質の赤血球吸着活性を比較した．未処理

hRBCに対する赤血球吸着活性が減少しなかった変異導入
HN3糖タンパク質のうち，T193Lのアミノ酸置換は，ST6
処理hRBCに対し野生型HN3糖タンパク質と同程度の吸着
活性を示した．一方，D275N/R277TおよびT426Sの置換
は，ST6処理hRBCの吸着活性が大きく減少し，F372Lの
置換はST6処理hRBCに吸着活性をほとんど示さなかった
（図5）．以上の結果より，HN3糖タンパク質のシアル酸結
合ポケット近傍に位置するD275, R277, F372およびT426

図4 HN3とHN1糖タンパク質で異なるシアル酸結合ポケット
周辺の9か所のアミノ酸残基
赤色はシアル酸結合ポケットのアミノ酸残基，黄緑色はシアル
酸結合ポケット周辺のHN3とHN1糖タンパク質で異なる9か所
のアミノ酸残基．

図5 アミノ酸残基を変異させたHN3糖タンパク質の赤血球吸
着活性

図6 HN3糖タンパク質とシアル酸がα2,3結合およびα2,6結合
した二糖のドッキングシミュレーション
シアル酸結合ポケット内のアミノ酸残基（D275, R277, F372, お
よびT426）とシアル酸（緑色）およびガラクトース（水色）の
位置を示す．
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の四つのアミノ酸残基が，α2,6型シアル酸の認識性を規定
していることが示唆された 26）．
シアル酸とガラクトースの結合において，α2,3結合では

シアル酸の六員環とガラクトースの六員環が一つの酸素
原子を介して結合し，α2,6結合では一つの酸素原子と一つ
の炭素原子の二つの原子を介して結合している．このた
め，α2,3結合よりα2,6結合の方がシアル酸とガラクトー
スの距離が長く，ガラクトースがより離れた位置に異なる
角度で存在する．そのため，α2,3型シアル酸とα2,6型シ
アル酸では，シアル酸とガラクトースの二糖の立体構造が
大きく異なる．シアル酸とHN3糖タンパク質のアミノ酸
残基との相互作用を明らかにするために，シアル酸とガラ
クトースがα2,3結合またはα2,6結合した二糖とHN3糖タ
ンパク質のドッキングシミュレーションを行った．その結
果，α2,6結合したガラクトースは275, 277および372位の
アミノ酸残基の近傍に位置することが推測された（図6）．

5. hPIVの細胞融合に関与する糖鎖

hPIVは硫酸化糖脂質の一種であるスルファチドと結合
性を示した．そこで，hPIVの感染過程におけるスルファ
チドの影響を調べた．その結果，1） hPIV3感染により引
き起こされる多核巨細胞形成は，抗スルファチド単クロー
ン抗体（GS5）で培養細胞を前処理することにより著しく
増加した．2）スルファチドを欠損しているCOS-7細胞で
観察される著しい多核巨細胞形成は，セレブロシドガラ
クトシルトランスフェラーゼ（CGT）とセレブロシドス
ルホトランスフェラーゼ（CST）の遺伝子導入によりスル
ファチドを発現させた細胞（SulCOS1）ではほとんど消失
した．3）スルファチド発現細胞におけるhPIV-3の感染性
は，親株細胞と比較して著しく低下した．4） hPIV3のHN
およびF糖タンパク質を発現させたCOS-7細胞で観察され
る多核巨細胞形成は，スルファチドを添加することで抑制
された 27）．この結果は，hPIV3感染によるウイルス膜と細
胞膜あるいは細胞膜と細胞膜の膜融合において，HN糖タ
ンパク質とスルファチドが結合した場合，F糖タンパク質
の構造変化を誘導する分子メカニズムが正常に機能しない
ことを示唆している．
すでに述べたように，hPIV3はヒト I血液型抗原となる

分枝型ポリラクトサミン構造を有するシアロ糖鎖に高い結
合性を示す．I血液型抗原糖鎖を発現していないCHO-K1
細胞にβ1,6-（N）-アセチルグルコサミン転移酵素3（IGnT3）
の遺伝子を導入したCHO-IGnT3細胞を作製し，hPIV3感
染性を比較した．CHO-IGnT3では I抗原糖鎖の発現量が増
加し，CHO-K1細胞と比較して多核巨細胞形成が著しく促
進された．一方，IGnT遺伝子をノックダウンしたHEp-2
細胞では，I血液型抗原糖鎖の発現量は低下し，hPIV3感
染による多核巨細胞形成は抑制された（論文投稿準備中）．
これらの成果は，hPIVの細胞融合過程においても糖鎖が
機能することを示唆している．

6. おわりに

遺伝子配列が報告されている98株のhPIV3について
HN3糖タンパク質のアミノ酸配列を比較したところ，
D275, R277, F372およびT426のアミノ酸が置換された
hPIV3株は存在しなかった．このため，これらのアミノ酸
残基はhPIV3の増殖性や宿主間伝播において必須なのかも
しれない．すでに述べたように，hPIV1感染では主に上気
道炎を発症し，hPIV3感染では下気道炎を発症する 4）．ま
たhPIV3はhPIV1よりも重症化する傾向がある 28）．ヒト上
気道にα2,6型シアル酸が豊富に存在することが知られて
いる 29）ことから，hPIV3がα2,6型シアル酸にも結合性を
示すことが，hPIV1に比べて下気道炎を発症する要因であ
るかもしれない．hPIVが認識する詳細な糖鎖構造とヒト
呼吸器に分布する糖鎖の解析によりhPIVの病毒性や組織
指向性との関連性が明らかになると期待される．
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