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概要 

医学が大幅に進歩した現在でも、ウイルス感染症は多くの課題が残された研究分野である。

我々は、インフルエンザウイルスが細胞に侵入する際に生じるカルシウム濃度上昇が、ウ

イルス粒子取込に重要であることを報告した。また、このカルシウム上昇を担う膜タンパ

ク質同定を試み、インフルエンザのヘマグルチニン（HA）結合分子を同定した。この分子

の阻害薬は現行治療薬より強力に感染を抑制したことから、インフルエンザ感染において

重要な役割を担うことが示唆された。本研究では、膜タンパク質−HA 結合様式の解析を通

じてウイルス−宿主相互作用を標的とした新しい治療・予防法確立を目指す。  

 

abstract 

Despite recent advances in medical science and managements, there remain many issues in research areas 

for viral infectious diseases. We previously reported that an increase in intracellular calcium concentration 

upon influenza virus infection is critical for viral particle internalization. We subsequently aimed at 

identifying membrane proteins responsible for this calcium elevation and identified an influenza 

hemagglutinin (HA) binding molecule. Because the inhibitors for this molecule displayed more potent 

inhibitory effect on influenza virus infection than current available anti-influenza agents, it is likely to play 

an important role in influenza infection. In this study, we aim at the establishment a novel 

therapeutic/preventive strategy targeting viral-host interaction through the analysis of the binding mode of 

the membrane protein and HA.  
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研究内容 

緒 言 

医学が大幅に進歩した現在においても、ウイルス感染症は未だなお多くの課題が残された研究分

野であり、実際多大な研究開発費が新興・再興感染症に支出されている。インフルエンザパンデミ

ック等保健医療問題のみならず社会経済的にも対策を要する事例も多い。しかし、これら対策の多

くは感染症が成立した後の治療法開発、あるいは感染拡大を防ぐための二次的対策に限定されてい

るのが現状である。例えば変異の早い RNA ウイルスの場合、耐性株出現という治療上の問題を常

に抱えている。ワクチンや現行の抗インフルエンザ薬もその影響を受けるため、WHO により数百

を超えるオセルタミビル（タミフル ®）耐性株感染例が報告されている 1。ウイルスの宿主侵入機構

を標的とした治療は亜型によらない効果が期待される理想的方法論であり、実際、インフルエンザ

感染関連宿主因子同定を目指すゲノムワイドスクリーニングの報告が一流誌をにぎわしている 2。

一方、直接結合する膜タンパク質については、これまでにいくつか報告があるものの、どの因子を

阻害した場合にも効率的な感染抑制効果は認められておらず、インフルエンザ感染において鍵とな

る受容体は未だ特定されていないのが現状である。最近我々は、インフルエンザウイルスが細胞に

侵入・感染する際に、一過性の細胞内カルシウムイオン濃度上昇が生じること、このカルシウム濃

度の上昇がインフルエンザウイルス粒子の取込に重要であることを報告した 3。特に、細胞内のカ

ルシウムをキレートすることでインフルエンザウイルスの侵入はほぼ完全に抑制され、その感染抑

制効果は現行治療薬オセルタミビル（タミフル）の約 10 倍であった。したがって、インフルエンザ

ウイルスがカルシウム上昇を引き起こすメカニズムを解明することができれば、その有効な感染対

策法の確立に資する基礎的成果が得られると期待できる。  

その後、インフルエンザウイルスによるカルシウム上昇を担う膜タンパク質同定を試みたところ、

インフルエンザウイルスのヘマグルチニン（hemagglutinin, HA）タンパク質と結合する分子として、

電位依存性カルシウムチャネル voltage-dependent calcium channel（VDCC, Cav1.2）を同定した（論

文投稿中）。この分子は細胞表面側にシアル化されるアミノ酸残基を有するため、ウイルス受容体と

しての必要条件を満たす。Cav1.2 のノックダウンによる発現抑制やカルシウムチャネル阻害薬を用

いた機能抑制により、インフルエンザウイルス依存的なカルシウム上昇とウイルス粒子の取込、そ

の後の感染が抑制された。その抑制効果は上述の細胞内カルシウムのキレートと同程度であったこ

とから、Cav1.2 がインフルエンザ感染で重要な役割を果たしていること、治療標的として魅力的な

対象であることが示唆された。  

本研究は、Cav1.2 とインフルエンザ HA の結合様式の解明を目的に研究を行った。その結果、1436

番目および 1487 番目のアスパラギン残基に結合する糖鎖を介して結合することが明らかとなった。

本研究成果は、HA と Cav1.2 の結合インターフェースを標的とした化合物スクリーニング系の構築

と、ウイルス−宿主相互作用を標的とした新しい治療への発展が期待される。また、インフルエンザ

感染に特異的で、かつウイルス側の変異などの影響を受けない安全かつ有効な治療法・予防法開発

の基礎を築くことも期待できる。  
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結 果 

Cav1.2 とインフルエンザウイルス粒子が直接結

合するか否かを検討するために、完全長 Cav1.2 ま

たはその断片のいずれかを発現する細胞から調製

した膜画分を用いて membrane binding assay4 を行

った（図 1a および b）。インフルエンザウイルス粒

子は完全長 Cav1.2 に結合し、この結合はシアリダ

ーゼ処理によって部分的に阻害されるが、Ca2+キレ

ート剤である EGTA では阻害されなかった（図 1c）。

したがって、インフルエンザウイルス粒子との結合

には Cav1.2 のシアル化が必要であるが、Ca2+は必

要ないことが示唆された。Cav1.2 のトランケーシ

ョン変異体を発現する細胞の膜画分を用いた実験

により、インフルエンザウイルス粒子が Cav1.2 の

フラグメント IV に優先的に結合することを明らか

になった（図 1d）。  

最近、フラグメント IV にはシアル化されうる 2

つのアスパラギン残基（N1436 および N1487）が存

在することが報告され 5、HA がインフルエンザウ

イルス粒子と Cav1.2 のフラグメント IV への結合を

担う可能性が示唆された（図 1b）。この可能性をよ

り直接的に検証するために、HA および Cav1.2 の

共免疫沈降を行った。HA はその C 端の膜貫通領域

を介して細胞膜またはウイルス表面に保持され 6、

HA による三量体形成は分泌のための輸送速度を

決定する 7。そこで、我々は、膜貫通領域が 6×ヒスチジンタグ（6×His）および T4 バクテリオフ

ァージフィブリチン由来の自己三量体化ドメインである foldon ドメイン 8 で置換された HA の発現

ベクターを構築した（図 2a）。この変異型 HA タンパク質（HA-His）は、三量体として細胞から分

泌され、Cav1.2 の細胞表面領域と接触すると予想される。HA-His は完全長 Cav1.2 または III-IV 断

片の免疫沈降物中に検出されたが、フラグメント I-II のものでは検出されず、HA が Cav1.2 のフラ

グメント IV に結合することが確認された（図 2b および 2c）。この結合はシアリダーゼ処理によっ

て部分的に阻害されたことから、Cav1.2 のシアル化に依存することが示唆された（図 2d）。  

Cav1.2 のシアル化が HA-Cav1.2 相互作用に必要であるかどうかをさらに調べるために、フラグメ

ント IV の潜在的シアル化アスパラギン残基の 1 つまたは両方をグルタミンに置換した変異体を作

製した（N1436Q、N1487Q および N1436Q + N1487Q）。293T 細胞にこれらの変異体を発現させてイ

図 1 インフルエンザウイルスは Cav1.2 のフラグメン

ト IV に結合する。（a）membrane binding assay の模式

図。IB, immunoblotting。（b）フラグメント IV における

Cav1.2 およびシアリル化アスパラギン残基の構造。（c
および d）シアリダーゼ（S）または EGTA（E）非存在

下または存在下での全長（FL）Cav1.2 とインフルエン

ザウイルス PR8 との結合（c）、または各 Cav1.2 のフラ

グメントと PR8 との結合（d）を membrane binding assay
で評価した。典型的なイムノブロット（ IB）および定

量的データ（平均±標準誤差、右）を示す。有意差検定

には一元配置 ANOVA と Dunnett post hoc テストを用い

た。*p <0.05。矢頭は Cav1.2 断片の予想されるサイズ

に対応するバンドを示す。  
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ムノブロッティングしたところ、野生

型は 2 つの泳動度の異なるバンドか

らなり、変異体を発現する細胞ではよ

り速い泳動度を示すバンドのみが検

出された（図 3a）。この結果は、泳動

度が遅いバンドは N1436、N1487、ま

たは両方の残基で糖鎖修飾されたも

のに対応することを示唆している。実

際、糖鎖修飾を阻害する peptide: N-

グリコシダーゼ F（PNGase F）9 によ

る処理を行ったところ、野生型断片の

上部バンドが消失したのに対し、変異

体のバンドパターンは変化しなかっ

た。（図 3b）。Cav1.2 変異体への HA

の結合は、野生型断片で見られるもの

と比較して弱まった（図 3c）。この減

弱の程度はシアリダーゼ処理（図 1c

および図 2d）によって誘導された減

少と同程度であり、HA と Cav1.2 の

シアル酸依存性結合がこれらのアス

パラギン残基によって決定されるこ

とを示唆している。  

これを証明するために、siRNA でのトランスフェクションによって内在性 Cav1.2 を欠失した A549

細胞に、野生型 Cav1.2 またはそのグリコシル化欠損 N1436Q + N1487Q 変異体を導入するレスキュ

ー実験を行った。野生型 Cav1.2 の発現は Cav1.2 ノックダウン細胞でのインフルエンザウイルス感

染を回復したが、突然変異体を発現させてもウイルス感染は回復できなかった（図 3d）。以上の結

果から、Cav1.2 の N1436 と N1487 での糖鎖修飾と HA の結合が、ウイルス感染そのものおよびウイ

ルス感染における Ca2+調節に重要であることが証明された。  

今 後 

これまで報告されたインフルエンザ結合膜タンパク質は、いずれの因子を阻害した場合も感染抑

制効果は認められず、インフルエンザ感染において鍵となる膜タンパク質は未だ特定されていない。

一方、Cav1.2 は機能阻害による感染阻害効果が強く、インフルエンザ感染において重要な受容体で

あると考えられる。本研究によりウイルス−受容体結合様式を明らかにすることができたため、イン

フルエンザの宿主侵入機構の完全解明に向けた飛躍的な前進が見込まれる。また、この相互作用を

標的とした創薬により、高い効果と少ない副作用を両立する治療法開発につながると期待される。  

図 2 インフルエンザ HA は Cav1.2 に結合する。（a）PR8 の野生型

HA および共免疫沈降に用いた 6×His タグ HA（HA-His）のドメイン

構造の模式図。（b および c）Cav1.2 の全長（b）または各フラグメン

ト（c）と HA（HA-His）の結合を共免疫沈降で解析した。代表的なイ

ムノブロットを示す。分析および同時免疫沈降した HA-His（平均±

s.e.m.、n = 3）の定量データを示す。矢頭は Cav1.2 断片の予想される

サイズに対応するバンドを示す。（d）HA-His および CFP タグ付き

Cav1.2 フラグメント III-IV を発現する 293T 細胞をシアリダーゼに 30
分間曝露した（または反応させなかった）後、免疫沈降およびイムノ

ブロットをおこなった。典型的イムノブロットを左に、定量的データ

（平均±標準誤差）を右に示す。スチューデント t 検定で平均の差を

検定した。*p < 0.05。  
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図 3 N1436 または N1487 での Cav1.2 のグリコシル化は

IAV 感染にとって重要である。（a および b）Cav1.2 のフラ

グメント III-IV およびグリコシル化欠損変異体のイムノブ

ロット。（b）では細胞可溶化液調製直前の 30 分間、細胞を

PNGase F（25 U/μl）で処置した。（c）Cav1.2 のフラグメン

ト III-IV およびグリコシル化欠損変異体と HA-His との結合

を共免疫沈降で解析した。典型的イムノブロット（上）お

よび定量的データ（平均±標準誤差、下）を示す。（d）コ

ントロールまたは Cav1.2 に対する siRNA を導入した A549
細胞に、野生型あるいはグリコシル化欠損変異型 Cav1.2 の

発現ベクターをさらにトランスフェクションし、インフル

エンザ感染効率を免疫蛍光法で定量した。一元配置 ANOVA
と Dunnett post hoc test を用いた。*p <0.05。  
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