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概   要 

 
 細胞化学部の目的は、「感染症その他の特定疾病に関す

る細胞化学的及び細胞生物学的研究に関することをつか

さどる」ことであり、細菌、ウイルス等の病原微生物に

よる感染症の発症要因をその宿主細胞の面から解析する

方向で研究に取り組んでいる。特に、病原体の感染とそ

の生体防御の様々な局面において重要な役割を担ってい

る宿主細胞膜の機能解明を当部の研究主軸にしている。

更に、感染症の分子レベルからの基礎研究の成果に立脚

して、疾病の予防、診断、治療のための応用研究も行っ

ている。 
 当部での主要研究課題としている高等動物細胞の膜構

造とその機能解析の遺伝生化学的・細胞生物学的研究は、

感染症研究を含む医学・生物学分野での幅広い応用面を

有する課題である。本年度も、ホスファチジルセリン

（PS）の細胞内輸送機構とシンドビスウィルス増殖にお
ける役割、スフィンゴ脂質の代謝と機能、マラリア原虫

やクラミジアの細胞内寄生体およびその宿主細胞におけ

る脂質代謝、C型肝炎ウイルス感染における膜脂質代謝、
マクロファージ活性化と生体防御機構の解明、がん化に

伴う細胞膜変化の解明など、幅広い分野で数多くの成果

を挙げた。 
 プリオンに関する研究では、プリオン病の早期診断法

の開発や異常プリオン産生の分子機構に関する研究を行

った。さらに、平成 13年 12月からウェスタンブロティ
ング法による牛海綿状脳症(BSE)の行政検査を担当する
ことになり、平成 14 年度は 40 件の確定検査を行った。
また、平成 12 年度から開始された科学技術振興事業団
重点研究支援課題「プロテオーム解析（プロテオミクス）

による感染症研究」は、当部を主軸に順調に行われた。 
 西島は、厚生労働省の薬事・食品衛生審議会臨時委員、

薬事バイオテクノロジー部会員、医薬品副作用被害救

済・研究新興調査機構の技術評価委員会専門委員、基礎

研究委員会専門委員、GLP評価委員会委員などの任を果
たした。なお、深澤征義主任研究官は 4月から米国スロ
ーンケテリング研究所へ、川崎清史主任研究官は 7月か
ら米国ワシントン大学医学部へそれぞれ 2年間の予定で
出張に出た。出張地における両氏の益々の研究発展を期

待する次第である。 
 本年度も当研究部の研究に対し、経常研究費に加え、

文部科学省、科学技術振興事業団（戦略的基礎研究推進

事業）、HS財団などから多くの研究費を頂く栄に浴した。
なお、平成 9年度から 6年間に亘り西島が代表を務めた
文部科学省科学技術振興調整費総合研究「生体膜脂質の

新しい機能の解析技術と制御技術の開発に関する研究」

を数多くの研究成果とともに平成 14 年をもって終了す
ることができた。ここに感謝の意を表するとともに、今

後とも、化学部以来の善き伝統を引き継ぎ、感染症研究

所の基礎研究を担う部として、感染症研究の基盤となる

独創性の高い研究成果がでるよう最善の努力をしたいと

思う。各位のご理解と暖かいご支援をお願いしたい。 
 以下に本年度の成果を記す。 
 
 
研 究 業 績 
 
 
I. 生体膜の代謝・機能の解析とその感染症研究への応
用 
 
1. 動物培養細胞の膜変異株等を用いた膜機能の解析 
 
1-1. 動物細胞におけるホスファチジルセリンの代謝及

び生物学的役割に関する研究 
 
（1）ホスファチジルセリンの生合成調節機構に関する
研究 
 我々は以前、動物細胞の主要リン脂質の一つであるホ

スファチジルセリン（PS）の生合成が、PS によるフィ
ードバックコントロールを受けることを見いだした。さ

らに、このコントロールでは、PSによる PS合成酵素活
性のコントロールが重要であることを明らかにした。そ

こで本年度我々は、PSによる PS合成酵素活性の制御機
構を精製酵素を用いて解析することを目的に、同酵素の

精製を試みた。酵素の精製は、FLAG と HA ペプチドを
連結した組み換え型の PS 合成酵素２を CHO 細胞にお
いて発現させ、それらペプチドに対する抗体を用いたア

フィニティーカラムクロマトグラフィーにより行った。

その結果、同酵素を SDS-PAGE 上でほぼ単一バンドに
なるまで活性を保ったまま精製することに成功した。さ

らに、精製酵素の活性が外因性の PS により阻害される
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ことを明らかにした。従って、PS合成酵素と PSの直接
の相互作用が、細胞内の PS 量を正常に維持するために
重要であることが示唆された。［久下 理、西島正弘］ 
 
（2）シンドビスウィルス(SIN)レプリカーゼによる遺伝
子発現における宿主細胞膜ホスファチジルセリン(PS)の
機能 
ア． PS 合成変異株における SIN レプリカーゼによる
遺伝子発現の解析 
 SIN レプリカーゼによる遺伝子発現における PS の役
割を明確にする目的で、レポーターとして lacZ遺伝子を
組み込んだ SINレプリコン RNAを CHO細胞の PS合成
変異株 PSA-3 に導入し、レプリカーゼによる転写産物
（lacZmRNA）量を解析した。PSA-3 細胞は PS を添加
して培養すると（PS+細胞）、正常なリン脂質組成を示す
が、PS無添加で培養すると（PS-細胞）、PSとホスファ
チジルエタノールアミン（PE）の含量が低下する。レプ
リコン RNA を導入した PS＋細胞と PS-細胞で lacZ 
mRNA レベルに差はなかったが、PS-細胞抽出液中のβ
ガラクトシダーゼ活性は PS＋細胞の酵素活性の約３
０％に低下していた。PS-細胞の蛋白質合成能は正常レ
ベルであると示唆されていることから、SIN レプリカー
ゼによる遺伝子発現において、RNAの合成後から翻訳ま
での過程に PS（または PE）が関与していることが考え
られた。［齊藤恭子、久下 理、西島正弘］ 
イ． mRNA キャッピング酵素 nsP1 の膜結合における
PSの関与 
 SIN レプリカーゼを構成する mRNA キャッピング酵
素 nsP1 は脂肪酸修飾されており、膜に強固に結合して
いる。一方、脂肪酸修飾されない変異を導入した nsP1
も、膜に弱く結合することから、脂肪酸修飾以外の膜結

合機構も存在する。nsP1の膜結合における PSの関与を
調べる目的で、SINレプリコン RNA を PSA-3株に導入
し、膜画分（１０万 g沈澱）と可溶性画分（１０万 g上
清）への nsP1の分布を調べた。PS＋細胞と PS-細胞に
おいて、殆どの nsP1 は膜画分に存在しており、顕著な
差はみられなかった。しかし脂肪酸修飾を受けない変異

を導入した nsP1 の場合、 PS＋細胞では約８０％が膜
画分に存在していたのに対し、PS-細胞では、膜画分へ
の分布が約６０％へと減少した。以上から、nsP1 の膜
結合に PS（または PE）が関与することが示唆された。
［齊藤恭子、久下 理、西島正弘］ 
 
（3）ホスファチジルセリン合成酵素 1 の活性部位及び
調節部位の探索 
 我々は、哺乳動物細胞におけるホスファチジルセリン

（PS）生合成及びその調節過程の分子機構を解明する一
環として、PS合成酵素（PSS）1の活性およびその調節
に関わるアミノ酸残基の特定を試みた。PSS 1は、PSS 
1 と同様に塩基交換反応により PS を合成し、その活性

が外来性 PS により阻害されるもう１つの PS 合成酵素
である PSS2とアミノ酸配列において類似性（約 30％の
同一性）を示す。そこで、これら２つの酵素に共通する

66の極性アミノ酸残基に着目し、それらアミノ酸残基を
それぞれアラニンに置換した変異型 PSS１をコードす
る 66 種のプラスミドを構築した。得られた各プラスミ
ドを CHO細胞に導入し、それぞれの変異型 PSS 1を発
現させた結果、アラニン置換することにより PS 合成調
節に異常を生ずるもの、PS 合成活性或いは酵素発現量
を著しく低下させるものをそれぞれ 6残基、13残基見出
した。本知見は、今後の PSS 1の膜配向性の解析、更に
は二次元・三次元的構造解析とともに、PSS 1の活性発
現機構と活性調節機構の解明に極めて重要な知見と考え

られる。［大沢智子、久下 理、西島正弘］ 
 
1-2. 高等動物細胞におけるスフィンゴ脂質の代謝と機
能に関する研究 
 
（１）セリンパルミトイル転移酵素(SPT)LCB1サブユニ
ットの細胞内局在とトポロジー 
 スフィンゴ脂質合成の初発ステップを担う SPTは、二
つのサブユニット（LCB1および LCB2）から成る複合体
膜酵素である。当研究室では、LCB1 の発現が欠損した
CHO 細胞変異株・LY-B 株を分離している。N 末もしく
は C 末に HA エピトープタグを付加した LCB1 を LY-B
細胞に発現させると SPT活性が回復した。エピトープを
指標にして LCB1の細胞内局在および膜トポロジーを解
析したところ、LCB1は小胞体に局在し、その N末は小
胞体内腔側に、C 末は細胞質側に配向していることが明
からとなった。LCB1の膜貫通領域は N末に近い領域に
一カ所だけと予測されるので、LCB1 はその大部分を細
胞質側に向けた小胞体膜タンパク質と結論した。［安田 

智、西島正弘、花田賢太郎］ 
 
（２）LCB1の機能 
 LCB1発現が欠損した LY-B株では、LCB2発現レベル
も低下していることをウエスタンブロット解析によって

見出した。LCB1 cDNAを LY-B細胞に導入すると、LCB2
発現が野生型レベルに回復した。また、LCB2 の過剰発
現には LCB1の共過剰発現が必要であり、過剰生産され
た LCB2 のほぼ全ての分子は、LCB1 と複合体を形成し
ていた。一方、LCB1は、LCB2の共過剰発現がなくとも、
単独での過剰発現が可能であった。これらの結果から、

LCB2 の安定維持には LCB1 との会合が必要であること
が明らかとなった。［花田賢太郎、安田 智、西島正弘］ 
 
（３）先天性感覚神経障害１型(HSN1)の原因変異が SPT
活性におよぼす影響 
 常染色体優性遺伝病である HSN1は LCB1遺伝子の特
異的なミスセンス変異を伴うことが報告されたので、こ
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の変異が SPT活性に及ぼす影響を解析した。HSN1患者
由来の細胞では、健常者対照に比べて有意に SPT活性が
低く、スフィンゴ脂質生合成も低下していた。ただし、

LCB1,LCB2タンパク質発現レベルには変化がなかった。
また、CHO 細胞に HSN1 型 LCB1 cDNA 発現させると
SPT活性はむしろ抑制された。HSN1型 LCB1は、LCB2
と複合体を形成するものの SPT活性は示さなかった。こ
れらの結果から、HSN1 型変異 LCB1 は，LCB2 と不活
性型の複合体を形成し、SPT 活性を優性抑制することが
明らかとなった。［花田賢太郎、安田 智、西島正弘：内

田良一、Walter Holleran (カリフォルニア大)、Khemissa 
Bejaoui, Mengfatt Ho, Robert Brown Jr. （デイ神経筋肉
研究所）］ 
 
（４）細胞内セラミド輸送欠損変異株の機能的相補遺伝

子クローニング 
 LY-A株は，セラミドの ATP依存性小胞体-ゴルジ体間
輸送が欠損しているためスフィンゴミエリン (SM)生合
成が低下している CHO細胞変異株である。HeLa cDNA
ライブラリーをレトロウイルスベクターを用いて LY-A
株に導入後，SM生合成が回復した形質転換株を分離し、
回復株からゲノミック PCRによって cDNAを回収した。
回収した cDNA を LY-A 細胞に再導入すると SM 生合成
は回復した。このようにして、LY-A株の SM生合成を回
復させる因子(CERT と命名)をコードする遺伝子 cDNA
のクローニングに成功した。［花田賢太郎］ 
 
（５）LY-A変異株の原因変異の同定 
 ヒト由来 CERT cDNAを LY-A細胞に導入しても、SM
合成酵素活性や ATP 非依存生セラミド輸送の高進は起
こらず、ATP依存性小胞体-ゴルジ体間セラミド輸送が特
異的に回復した。さらに、野生型 CHO細胞と LY-A細胞
からそれぞれ CERT cDNAをクローニングして比較した
ところ、LY-A 細胞由来 CERT は、６７番目のグリシン
がグルタミン酸に置換(G67E)していることを見出した。
LY-A 細胞は、野生型 CERT の導入で機能回復したが、
G67E変異型 CERTでは回復しなかった。これらの結果
から、当該 CERT 変異が、LY-A 変異細胞におけるセラ
ミド輸送欠損の原因変異であることが明からとなった。

［花田賢太郎、安田 智、西島正弘］ 
 
（６）CERTのスプライシング異性体 
 CERTは、５９８アミノ酸からなる親水性タンパク質
であり、アミノ末端約１２０アミノ酸領域にプレクスト

リンホモロジー(PH)ドメインを、カルボキシル末端約２
３０アミノ酸領域にステロイドジェック急性制御タンパ

ク 質 関 連 脂 質 転 移 (steroidgenic acute regulatory 
protein-related lipid transfer; START)ドメインを、それら
の中間領域(middle region, MR)のドメインと大きく３つ
のドメインを持っている。また、MRドメインとSTART

ドメインの間に２６アミノ酸が挿入されたスプライシン

グ異性体(CERTL)が存在する。LY-A細胞にCERTL cDNA
を導入すると、CERT cDNAの場合と同様に、機能回復
した。この結果は、CERTLは、CERTと同じようにセラ
ミド輸送に関わる機能を持っていることを示している。

［花田賢太郎］ 
 
（７）CERTが触媒するセラミドの脂質膜からの遊離 
 放射性セラミドを含有するリン脂質多重膜小胞を遠心

すると、セラミドはほぼ完全にリン脂質小胞とともに沈

殿した。しかし、精製した組換え体 CERTが共存する場
合には、リン脂質多重膜小胞は完全に沈殿しながらも、

セラミドは膜から遊離してCERTとともに上清み画分に
分配するようになった。他の様々な脂質に対する遊離活

性を調べたが、セラミド以外の遊離活性は CERTにはな
かった。これらの結果から、CERT は特異的にセラミド
を膜から遊離させる活性を持つことが明らかになった。

［熊谷圭悟、花田賢太郎］ 
 
（８）セラミド遊離活性を持つドメインの特定 
 CERT の持つ三つのドメイン、すなわち、PH, MR, 
START の各ドメインの欠失組替え体を用いた解析によ
って、セラミド遊離活性を持つドメインを特定した。セ

ラミド遊離活性は、STARTドメインを欠くと完全に消失
し、一方、STARTドメインのみから成る組替え体でもセ
ラミド遊離活性を示した。よって、CERT のセラミド遊
離活性は、STARTドメインが持つ活性であることが明ら
かとなった。［熊谷圭悟、三浦有紀子、花田賢太郎］ 
 
（９）CERTが有する PHドメインの役割 
 PH ドメインはホスファチジルイノシトール(PI)リン
酸化体への結合能を有する。CERT の PH ドメインの結
合脂質選択性を調べたところ、PI-4-一リン酸(PI4P)を特
異的に認識することが明らかとなった。LY-A細胞由来の
G67E 変異 CERT では、この PI4P 結合能が失われてい
た。PI4P特異的 PHドメインはゴルジ体にターゲティン
グすると考えられている。よって、CERT の PH ドメイ
ンはゴルジ体ターゲティングに関わり、G67E 変異で本
ターゲティング機能が損なわれると示唆される。［熊谷圭

悟、三浦有紀子、花田賢太郎］ 
 
（１０）セラミド輸送の選択的阻害剤 
 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ た 新 規 化 合 物 ・

(1R,3R)HPA-12 がセラミドの小胞体-ゴルジ体間輸送を
阻害することを昨年度までに示している。本年度は，

(1R,3R)HPA-12の様々な誘導体を合成し、構造活性相関
を解析した。その結果、アミドアシル基の長さは C13が
至適であること、二つある水酸基の両方が活性に必須で

あることなどを明らかにした。［熊谷圭悟、安田智、花田

賢太郎：小林修（東大薬学大学院）］ 
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（１１）哺乳動物スフィンゴミエリナーゼ(SMase)が有
するスフィンゴシルホスホコリン分解活性 
 中性pH領域に至適pHのある中性SMase (nSMase)と
して、哺乳動物ではnSMase1 およびnSMase2 という２
種類のタンパク質が遺伝子クローニングされている。界

面活性剤非存在下でのアッセイでは、nSMase-1 はリソ
ホスファチジルコリン (LPC)やリソ血小板活性化因子
(LPAF)も加水分解することが知られている。しかし、こ
れらnSMaseが、リソ型SMであるスフィンゴシルホスホ
コリン(SPC)を基質にするか否かは不明であった。ヒト
由来nSMase-1 もしくはnSMase-1 cDNAを導入した
HEK293細胞から調製した膜画分を酵素源として、また、
[コリン-メチル-14C]SMを脱アシル化して調製した[コリ
ン-メチル-14C]SPCを基質としてアッセイしたところ、両
SMaseともにSPCに対するホスホリーパーゼC活性を示
した。本活性は、界面活性剤やnSMase阻害剤であるス
キホスタチンで阻害された。 
［三浦有紀子、後藤恵理子、西島正弘、花田賢太郎］ 
 
1-3.  エキソソームに関する研究 
 
 本研究では、エキソソームの脂質分析およびプロテオーム

解析を行い、それらの結果を基盤にエキソソームの形成機構

を解明し、エキソソームの抗がんワクチン製造への応用を目

指している。昨年度は、Ｂ細胞からのエキソソーム分離法を

確立し、その脂質分析を行った。本年度はエキソソームのプ

ロテオーム解析を行った。EBウィルスでトランスフォームし
たヒトB細胞株COHS-4の培養液を集め、100,000 x g, 60 min
遠心して沈殿を回収し、その後、sucrose density gradientを行
ってエキソソームを分離した。なお、培養に用いる血清は、

100,000g, 60 minで遠心処理してその沈殿物を除去したもの
を用いた。sucrose density gradient後の各フラクションにおけ
るＭＨＣクラスIIの存在をanti-human  HLA-DRで調べたとこ
ろ、密度 1.2 付近に検出された。14C-acetateで標識した細胞
の培養液から分離したエキソソームもほぼ同様の位置に回収

された。また、エキソソームの蛋白質組成は、細胞全体の膜

画分の蛋白質組成とは大きく異なっていた。これらの結果か

ら、純度の高いエキソソームが得られたものと考えられる。

エキソソーム蛋白質を一次元電気泳動で分離し、CBBで染色
されるやく３０のバンドについて、MALDI/TOFS質量分析器
で解析を行った。PMF法により、現在までに５個の蛋白質を
同定した。現在、他の蛋白質の同定をさらに進めているとこ

ろである。 
［西島正弘、佐藤慈子、三浦雅美］ 
 
2. 膜応答機能の解析 
 
2-1. エンドトキシンによるマクロファージ活性化機構
に関する研究 

 
（１）Orn 含有脂質によるマクロファージの活性化機構
に関する研究 
 アミノ含有脂質であるOrn含有脂質にはマウスマクロ
ファージを活性化して特に IL-1 �の産生を誘導する活性
がある。本研究では Orn含有脂質による IL-1 �産生の機
構について検討した。その結果、ミセル状に会合した

Orn含有脂質でマクロファージを刺激すると IL-1 �は産
生されるが、単分子状態の Orn脂質で刺激すると IL-1 �
が殆ど産生されないことが解った。さらに、TLR-4 と
CD14の変異マクロファージでは IL-1 �が産生されない
事からマクロファージにおけるOrn含有脂質の認識経路
は LPS（リポ多糖）の認識経路と同じである事が判った。
以上の結果はマクロファージの TLR-4 を介した脂質の
認識は単なるリガンドとレセプターの結合では説明でき

ない機構が存在することを示唆している。［桶本和男、川

崎清史、西島正弘］ 
 
（２）リポ多糖の毒性に関する研究 
 Lipid Aはリポ多糖（LPS）の活性部位であるが、その
構造により生物活性にも違いが認められる。例えば、LPS
の部分分解産物monophosphoryl lipid A (MPL)は LPSと
異なり細胞毒性を示さないことが知られている。しかし

ながら、なぜ lipid Aの構造によって生物活性に差違が生
じるのかは明らかになっていない。ところで caspase-1
のノックアウトマウスは LPS の毒性に対して耐性であ
る。本研究では caspase-1活性を lipid Aおよび MPLで
刺激したマウス腹腔マクロファージ（mpMphs）で比較
検討した。その結果、lipid A と異なり MPLは mpMphs
の caspase-1 を活性化しなかった。MPL は NF�B を活
性化する事から、LPSは未知のシグナル伝達経路を介し
caspase-1 を活性化して毒性を示すと考えられ現在解析
中である。［桶本和男、川崎清史、西島正弘］ 
 
II. 生体高分子の生化学的・物理化学的研究 
 
1. Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究 
 
（1）Ｃ型肝炎ウイルスコアタンパク質が脂肪滴タンパ
ク質組成および脂肪滴機能に及ぼす影響の解析 
 Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）による肝炎では、脂肪蓄積
（脂肪肝）が生じる。このとき細胞内には脂肪滴が認め

られるが、HCVコアタンパク質は小胞体に加えて脂肪滴
にも局在することが知られており、コアタンパク質が脂

肪滴上で何らかの機能を果たしていることが予想される。

そこで培養肝細胞にコアタンパク質を発現させ、脂肪滴

タンパク質群の発現プロファイルを質量分析により解析

し、新規に得られた以下の知見に着目した。〔1〕脂肪滴
上には、小胞輸送における役割が未だ明確にされていな

い数種の Rabタンパク質が存在する。〔2〕コアタンパク
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質発現により、核酸代謝酵素と思われる数種の機能未知

タンパク質が脂肪滴上に増加する。これらの現象が脂肪

滴の生成と機能に及ぼす影響を解析するため、RNAi 法
による Rabタンパク質等の発現抑制実験を開始し、検討
を進めている。［深澤征義、佐藤慈子、永井有紀、山河芳

夫、西島正弘（細胞化学部）鈴木哲朗、宮村達男（ウイ

ルス２部）］ 
 
（2）C 型肝炎ウィルスのコア蛋白発現による肝細胞の
プロスタグランジン合成系への影響について 
 プロスタグランジン(PG)合成阻害剤である非ステロ
イド性抗炎症剤が大腸癌等の治療に有効であることが近

年明らかになってきた。一方、肝臓癌の大きなリスクフ

ァクターとして C型肝炎ウィルス(HCV)の感染が注目さ
れている。また、HCVのコア蛋白を発現させたトランス
ジェニックマウスを用いた研究によりこの蛋白の発現が

肝癌の発生に関わっていることが示唆されている。しか

しその詳細な機序については未だ解明されていない。本

研究では HCV 感染による肝癌の発生に PG が関与して
いる可能性について、コア蛋白を発現する培養肝細胞を

用いて解析を進めた。その結果、コア蛋白発現細胞では

発癌プロモーターの刺激により通常は誘導されていない

誘導型プロスタグランジンエンドペルオキシド合成酵素

（PGHS）-2が誘導されること、非誘導型の PGHS-1の
抗原量がコア蛋白非発現細胞とは異なることが示唆され

た。以上から HCV の感染におけるコア蛋白の発現は肝
細胞の PG代謝に影響を及ぼすと考えている。HCVの研
究に於いてこのウィルスの感染がホストの PG 代謝に及
ぼす影響を解明することは、今後肝癌の予防と治療の方

法を確立する上で新たな方向性を開く重要なテーマでは

ないかと思われる。更に検討を進めている。［田中康仁、

小甲真央、佐藤慈子、永井有紀、西島正弘；鈴木哲朗、

宮村達男（ウィルス二部）］ 
 
2. . プリオン病に関する研究 
 
（１）プリオン病治療薬としてのβ-Sheet Breakerペプ
チドの再検討 
 異常型プリオン蛋白質（PrPSc）は、正常型プリオン
蛋白質（PrPC）の高次構造が何らかの機構によって変換
して生じる。プリオン蛋白質の Ala115

－Val122
に相当す

る断片（β-Sheet Breakerペプチド）は PrPCから PrPSc

への変換を抑制すると報告されている [C. Soto et al., 
Lancet, 355, 192 (2000)]が、この抑制効果の真偽につい
ては十分な検討が為されていない。今回、PrPScを産生
する培養神経細胞（ScN2a）を用いてβ-Sheet Breaker
ペプチドによる PrPScへの変換抑制効果を追試したと
ころ、抑制効果は認められなかった。そこで、プリオン

蛋白質に対するβ-Sheet Breakerペプチドの親和性を高
めるために norbornene基を介してβ-Sheet Breakerペプ

チドを重合させたβ-Sheet Breakerペプチド・デンドリ
マーを化学合成した。デンドリマーはモノマー・ペプチ

ドよりも PrPCとの解離定数が１０倍向上していること
が表面プラズモン分析により示されたにもかかわらず、

デンドリマーにおいても PrPSc変換に対する抑制効果
は得られなかった。［萩原健一、有本博一*、大石剛久*、
山河芳夫、西島正弘（*名古屋大学大学院・理学研究科）］ 
 
（２）異常型プリオン蛋白質の生成過程についての研究 
 蛋白質の生合成では、高次構造が正しく折りたたまれ

る（フォールディング）ことが重要である。近年、小胞

体に局在する幾つかの蛋白質が、蛋白質・生合成の初期

ステップにおいてフォールディングの校正・制御を行う

品質管理の役割を果たしていることが明らかになってき

た。正常型プリオン蛋白質（PrPC）から異常型プリオン
蛋白質（PrPSc）への変換は細胞膜上で起こると予想さ
れているが、詳細は解明されていない。小胞体での品質

管理が不正確なために、正しくフォールディングされて

いないプリオン蛋白質が細胞膜に輸送され、細胞膜上に

て容易に PrPScに変換するのではないかという可能性
を検討するために、PrPCを産生する培養神経細胞（N2a）
および PrPScを産生する ScN2a細胞について、小胞体
でのフォールディングの校正・制御に関わる CHOP、
GRP78の発現・誘導量をツニカマイシンやジチオスレ
イトール処理による小胞体ストレス負荷時ないし非負荷

時において比較した。その結果、２つの細胞種において

有意差は認められず、両者の小胞体での品質管理に機能

的差異は無いと考えられた。このことから、おそらく

PrPScの産生は、その生合成の初期ステップ以降に起因
していると予想される。［萩原健一、山河芳夫、西島正弘］ 
 
（３）ウシ海綿状脳症病原体（PrPBSE

）の生体内分布 
 ウシ海綿状脳症（BSE）に罹患していることが確認さ
れた 2頭のウシ（ホルスタイン種、雌、平成８年生）に
ついて病原体であるプロテアーゼ抵抗性プリオンタンパ

ク（PrPBSE
）の組織分布と相対的な含量についてウエス

タンブロット法で検討した。その結果、特定危険部位で

ある脳、脊髄など中枢神経系及び回腸遠位部及び、脊髄

に接する背根神経節のうち頚神経節、胸（6-7神経節）
腰神経節及び前殿神経節にPrPSC

の蓄積を認めたが、肩

甲上神経節、脛神経節及び尾神叢ではPrPBSE
は検出限界

以下であった。なお、回腸遠位部におけるPrPBSE
の蓄積

はアウエルバッハ神経叢であり、筋肉層にはPrPBSE
は蓄

積していないことが免疫組織染色によりあきらかとなっ

た。一方、各所のリンパ節、脾臓、扁桃その他の実質臓

器にはPrPSC
の蓄積を認めることは出来なかった。これ

らの結果からBSEでは異常型プリオンは神経組織に特異
的に蓄積し、中枢神経系に加えてリンパ系組織にも異常

型プリオンが蓄積するヒツジの海綿状脳症であるスクレ

ーピーと異なる分布を示すことが明らかとなった。［山河
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芳夫、萩原健一、納富香子、西島正弘］ 
 

（４）防御型プリオンタンパク質を用いたプリオン病の

治療開発に関する研究（I） 
 ヒトのプリオン遺伝子のコドン 219のグルタミン酸が
リジンに置換された遺伝子多形（219Ｋ）を有する個体
はプリオン病に抵抗性を有することが知られている。こ

れは、219Ｋが正常型プリオンタンパク質(PrPC)から異
常型（PrPSc

）への複製反応を触媒すると考えられている

シャペロン様物質（プロテインX）と強く結合してその
活性を阻害する為であると考えられており、219Ｋが持
つこのような作用はプリオン病の治療薬として有望な因

子である。今回、ヒトの 219Ｋ多形に相当するマウスの
リコンビナントタンパク(moPrP218Ｋ)がプリオン持続
感染株であるScN2a細胞のPrPSc

の産生を抑制するか否

かを検討した。その結果、培地に添加したmoPrP218Ｋ
が濃度依存的に（1μg/ml以上）PrPSc

の産生を抑制し、

内在蓄積したPrPSc
も除去され減少することが確認され、

moPrP218Ｋがプリオン病の治療に応用する事が出来る
可能性が強く示唆された。［岸田日帯*、山河芳夫、萩原
健一、金子清俊*、西島正弘（*国立精神・神経センター）］ 
 
（5）プリオン蛋白質由来のペプチド断片による異常型
プリオン蛋白質の蓄積阻害に関する研究 
 プリオン病に特異的に認められる異常型プリオン蛋

白質（PrPSc
）は正常型プリオン蛋白質（PrPC

）の構造

変化により生じると考えられており、PrPSc
の蓄積機構

を明らかにし，その蓄積を防ぐことがプリオン病の発症

予防、治療につながることが期待される。本年度の研究

では、PrPSc
のコア部分（90-231）のアミノ酸配列を模

したペプチド断片 10 種を合成し、それらのペプチドの
プリオン持続感染神経芽細胞細胞（ScN2a））のPrPSc

の蓄積に及ぼす影響を検討した。その結果，PrPC の第
一ヘリックスと第二ヘリックスを結ぶ非構造部分のア

ミノ酸配列を持つペプチド（Ｐ９）がScN2aの細胞内
PrPSc

蓄積量を著しく減少させることが判った。本ペプ

チドのPrPSc
蓄積阻害の機構の詳細について、現在検討

中である。［中村優子、萩原健一、山河芳夫、西島正弘］ 
 
III. 細胞膜の構造・機能と細胞病態変化の解析 
 
１. 糖輸送タンパク質の発現と細胞膜分布 
 ヒト子宮がん由来 HeLa 細胞の腫瘍性は未知の癌抑制
遺伝子により制御されている。正常ヒト細胞との融合に

より in vivo腫瘍性の抑制された HeLa融合細胞は糖輸送
タンパク質 GLUT1 を発現しているのに対し、腫瘍性融
合細胞は GLUT3 を共発現していた。腫瘍細胞の増殖、
転移における糖輸送タンパク質の役割を検討するため、

細胞膜における局在性を検討した結果、これら糖輸送タ

ンパク質は異なる細胞膜ドメインに存在し、GLUT1は界

面活性剤に難溶性のラフトなどの脂質膜ドメインに存在

することが示唆された。そこで、タグ付きベクターに組

み込まれた遺伝子を CHO 細胞に強制発現した結果、こ
れらの糖輸送タンパク質はそれぞれ特異的な細胞膜ドメ

インに分布した。糖輸送タンパク質の細胞膜分布を制御

する機能ドメインについてさらに検討中である。［佐京智

子、北川隆之］ 
 
2. 糖輸送タンパク質ファミリーの細胞膜分布と制御因
子 
 促進拡散型糖輸送タンパク質ファミリーの発現は臓器、

細胞に特異的で、上皮細胞では極性分布を示し、局在性

と機能制御の密接な関連が推定される。そこで、糖輸送

タンパク質の細胞膜分布を制御する機能タンパク質を探

索する目的で、ヒト上皮系細胞株 A431 を用いて検討し
た。その結果、細胞接着性因子の E-カドヘリンがβ－カ
テニンと複合体を形成し、GLUT1とともに界面活性剤難
溶性の脂質膜ドメインに分布することが示唆された。こ

れらの分子間相互作用をさらに検討中である。［佐京 智
子、北川 隆之］ 
 
IV. 行政検査実績 
 
項目：ウシ海綿状脳症のウエスタンブロット法による確

認検査 
 平成 14年度（自平成 14年４月至平成 15年 3月）に
おける検査受付及び結果は以下のとおりである。 
 検体受付 40 （陰性 37、陽性 2、判定不能 1） 
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