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部長 花田 賢太郎 

                              

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、プリオン等の病

原体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、志賀毒素の細胞感受性に

関わる研究、志賀毒素とその受容体との相互作用に関す

る研究、オートファジーに関する研究、細胞内脂質輸送

に関する研究、インフルエンザ感染と抗炎症性脂質に関

する研究など、幅広い分野で成果を挙げた。 

培養細胞系での C 型肝炎ウイルス感染において、高度

不飽和脂肪酸酸化物のいくつかがウイルス生産を阻害し、

また、コレステロール合成に関わるスクワレン合成酵素

の阻害剤もウイルス産生を阻害することを見出した。 

 プリオン病に関する研究では、プリオン病の発症過程

におけるマウス脳のプロテオーム変動解析から CRMP-2
のＣ末端領域を欠失したアイソフォームが異常型プリオ

ン PrPSc の蓄積に伴って増加することを明らかにし、そ

れは翻訳後のタンパク質分解により生じることを示唆し

た。また、近交系マウスへの非定型ウシ海綿状脳症 (BSE) 
プリオン接種実験から非定型ウシ PrPSc は定型 PrPSc に

比べてマウスへの感染力が低いことを明らかにした。な

お当部では、平成 13 年 12 月からウェスタンブロティン

グ法による BSE の行政検査を担当している。 
 また、質量分析器を用いた蛋白質解析を通じて、他部

との共同研究も積極的に進めている。 

 花田は、（独）医薬品医療機器総合機構が行う医薬品

GLP 査察および医療機器 GLP 査察に対する評価委員の

任もはたした。 

 本年度も当研究部の研究に対し、経常研究費に加え、

厚生労働省、文部科学省などから援助を受けた。 

 以下に本年度の業績を記す。 

 

 

業 績  

調査・研究  

Ｉ．プリオン病に関する研究 

（１）近交系マウスへの非定型ウシ海綿状脳症 (BSE) プ

リオンの伝達 

 従来型および非定型BSEプリオン（Jpn. J. Infect. Dis., 

60, 305 (2007)）の近交系マウス (C57、SJL、RIII) への

感染実験を行った。初代伝播の結果、従来型BSEプリオ

ン接種群は、接種後 260〜730 日目に脳などにおいて

PrPScが検出されたが、非定型接種群では長期観察後も

PrPScは検出できなかった。従来型BSEプリオンの２代目

伝播では、潜伏期の短縮・収束が進み、プリオン株のマ

ウスへの馴化が認められた。一方、非定型接種群の脳ホ

モジネートを２代目に’blind passage’したが、現在のとこ

ろPrPScは検出されていない。このように、非定型BSEプ

リオンは従来型と明らかに異なる。 

［萩原健一、山河芳夫、原 英之、大内史子; 佐藤由子、

佐多徹太郎（感染病理部）］ 

 

（２）ヒト変異型 CJD (vCJD) の霊長類モデルの研究；

カニクイザルへの BSE の伝播に関する研究 

 BSE 罹患ウシ (BSE/JP6) の脳乳剤をカニクイザルに

脳内接種 (３頭) した。その結果、２頭が約 28 ヶ月、１

頭が 50 ヶ月後に驚愕、過敏などの神経症状を呈し、3〜

６ヶ月の臨床期を経て起立不能となった (安楽殺)。いず

れの個体にも BSE プリオンの PrPSc 糖鎖型の特徴 (＝４

型糖鎖) を示す PrPSc が脳、脊髄に多量に認められ、座

骨神経や正中神経などの末梢神経にも微量の PrPSc が検

出された。脳の免疫組織化学所見では、PrPSc の一部が

vCJD に特徴的な花弁状プラークとして蓄積していた。

しかし、vCJD 患者で PrPSc 陽性となる脾臓、盲腸、扁桃

およびリンパ節には PrPSc は認められず、この差異は感

染ルート (脳内接種と経口感染) の違いによる可能性が

ある。 

［山河芳夫、萩原健一; 佐藤由子、下ノ原望、飛梅実、

佐多徹太郎（感染病理部）; 小野文子（予防衛生協会）; 
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寺尾恵司、柴田宏昭（基盤研 霊長類センター）］ 

 

（３）プリオン病の発症過程における脳のプロテオーム

変動解析 

 スクレーピー病原体 (Obihiro I 株) を接種したマウス

の脳内プロテオーム解析を進め、CRMP-2 のＣ末端領域

を欠失したアイソフォーム (CRMP-2-ΔC) が PrPSc の蓄

積に伴って増加することを明らかにしてきた。今回、ノ

ザンブロット分析を行った結果、CRMP-2-ΔC は遺伝子転

写レベルでの alternative splicingではなく翻訳後のタンパ

ク質分解により生じると考えられる結果を得た。さらに、

CRMP-2-ΔC、リン酸化型 CRMP-2 (不活性型)、非リン酸

化型 CRMP-2 (活性型) を神経細胞 (初代培養) にそれぞ

れ強制発現させて比較したところ、CRMP-2-ΔC は非リン

酸化型 CRMP-2 と同様に多分岐の神経突起を生じさせた。 

［大内史子、萩原健一、山河芳夫］ 

 

（４）PrPC→PrPSc 構造変換に関与する部位の探索 

 マウス・プリオンタンパク質 (moPrP) のオクタペプ

チドリピート近傍 (アミノ酸９残基) をニワトリ・PrP

の対応配列で置換したキメラ PrP は、プリオン持続感染

細胞 ScN2aに強制発現させても Proteinase K (PK) 抵抗性

の PrPSc に変換されない。そこで、この９残基を置換し

た 18 種類の moPrP 変異体を作製し、PrPSc への変換に必

須なアミノ酸を探索した。その結果、１残基の置換によ

り PK 抵抗性が完全に消失することはなかったが、変換

に重要な最小鎖長 (３残基)を同定した。この３残基を含

む領域は PrPSc の構造中で PrP 分子間の相互作用に関わ

ることが以前より示唆されており、興味深い。この領域

に存在する荷電アミノ酸の静電的相互作用が構造変換に

関与している可能性が考えられ、現在、その詳細を解析

中である。 

［原英之、中村優子、萩原健一］ 

 

（５）プリオンへの感染におけるガングリオシドの役割

の解析 

 複合ガングリオシドの欠損がプリオン病の病態に如何

なる影響を与えるかという点を検討するため、ガングリ

オシド生合成酵素遺伝子のノックアウト・マウス２系統

に対してスクレーピー病原体 (Obihiro I 株) を脳内また

は腹腔内に接種し、観察を続けた。その結果、野生型マ

ウスの潜伏期間と比較して、２系統のノックアウト・マ

ウスでの潜伏期は同程度あるいはやや短期であることが

わかった。GM2/GD2 合成酵素ノックアウトマウスでは、

終末期の小脳顆粒細胞層の空胞化が目立った。 

［萩原健一、山河芳夫、原英之、花田賢太郎; 佐藤由子、

佐多徹太郎（感染病理部）; 山下匡（北大・先端生命科

学研究院）］ 

 

（６）ミエリン糖脂質の欠損マウスでのプリオン病の病

態解析 

 ミエリンはガラクトシルセラミド (GalCer) などの糖

脂質に富み、遺伝子改変によりGalCerを欠くマウスはミ

エリン-軸索間の相互作用の異常をきたすことが知られ

ている。プリオン感染動物では神経細胞から神経細胞へ

軸索を経由して病原体が伝わり感染細胞が増大すると考

えられているが、この過程でのミエリンの関与について

は不明な点が多い。そこでこの疑問に対するヒントを得

るべく、GalCer合成酵素ノックアウト・マウスにスクレ

イピー病原体 (Obihiro I株) を接種し、現在、経過を観

察中である。 

［原英之、萩原健一、山河芳夫、大内史子、花田賢太郎］ 

 

（７）血液のプロテオーム解析のためのタンパク質の簡

便な分画法と定量法の検討 

 アルブミンや免疫グロブリンなど血液に多量に常在す

るタンパク質群は、血液のプロテオーム解析の妨げとな

る。本年度は、複数の抗体を充填した multi-affinity column 

(Proteome Lab: Beckmann) による常在タンパク質の除去

と液相等電点電気泳動 (zoom IEF Fractionator) を組み合

わせた血清タンパク質の簡便な分画方法を検討した。ま

た、ペプチド C−末端 O18 導入試薬 (Proteome Profiler O 

Enymatic Labeling Kit: SIGMA) を用いるタンパク質の半

定量法についても検討した。その結果、これらの方法は

血清のプロテオーム解析に有効であることがわかった。 

［大内史子、萩原健一、山河芳夫］ 

 

（８）異常型プリオンタンパク質（PrPSc）の細胞間伝播

におけるイノシトールリン脂質の役割の解明 

 イノシトールリン脂質群は様々な細胞外刺激や細胞外

環境の変化を細胞内へと伝達するシグナル分子として極
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めて重要な役割を担っている。我々はイノシトールリン

脂質群の変動が PrPSc の細胞間伝播に及ぼす影響を解析

する目的で、今年度は共培養系を用いて PrPSc を効率的

に伝播する in vitro実験系を開発した。本実験系では PrPSc

持続感染株 ScN2a 細胞から N2a 細胞への PrPSc 伝播が 7

日で検出可能である。現在はイノシトールリン脂質代謝

酵素群を中心として様々なエフェクター分子群の発現・

阻害を分子生物学的手法によって行い、これらが PrPSc

伝播に与える影響を検討している。 

［田中正彦、前濱朝彦、原英之、萩原健一、花田賢太郎］ 

 

II．オートファジーに関わる研究 

（１）ヒトケラチノサイト形成におけるオートファジー

因子 LC3-II の変化 

 ヒトにおいて、正常な表皮形成は感染症を含む様々な

外界因子にたいする第１次生体防御に必須である。そこ

で、ヒト培養ケラチノサイトを用いて、ケラチノサイト

成熟におけるオートファジー因子 LC3 の修飾について

調べた。その結果、ケラチノサイトが成熟し、脱核して

いく過程で、LC3-II が著しく上昇している事が明らかに

なった。ヒト正常上皮組織と、乾癬患者上皮組織につい

て、抗 LC3 抗体を用いた免疫染色をおこなうと、正常皮

膚では顆粒層に LC3 が陽性となり、乾癬患者皮膚では、

LC3 の量が著しく減少していた。 

［春名邦隆、須賀康（順天堂大院医）; 谷田以誠、花田

賢太郎］ 

 

（２）新規カテプシン L 阻害剤のオートファジーにおけ

る役割 

 カテプシンはリソソームにあるプロテアーゼであり、

カテプシン B, D, L がリソソーム内タンパク分解をにな

う。オートファジー誘導時にも最終段階でのタンパク分

解にはこれらカテプシンが関与している。これまでカテ

プシン L に特異的な阻害剤がなく、カテプシン L による

オートファジーによるタンパク分解の寄与は不明であっ

た。新規カテプシン L 阻害剤、CAA0225、を用いて、オ

ートファジーのマーカータンパク質の分解に関与してい

ることを示した。 

［高橋 勝幸、上野 隆、木南英紀（順天堂大院医）; 谷

田以誠］ 

 

（３）腫瘍抑制因子 PTEN とオートファジーの解析 

 PTEN は腫瘍抑制因子であり、肝臓特異的 PTEN ノッ

クアウトマウスは脂肪肝になり、最終的には腫瘍形成が

促進される。HCV による脂肪滴の重要性、およびＣ型肝

炎による腫瘍形成機序を考えると PTEN 欠損による脂肪

滴形成促進の機序を解明することは非常に意義深い。 

PTEN の下流には mTor キナーゼ、オートファジーが関与

していることから、今回 PTEN ノックアウトによるオー

トファジー制御の破綻について解析した。その結果、

PTEN 欠失肝細胞においてはオートファジーがおこらず、

興味深いことに、オートファジーマーカーの LC3-II の脂

質化はおこっていた。 

［上野 隆、渡辺純夫、木南英紀（順天堂大院医）; 小

松雅明（臨床研）; 谷田以誠］ 

 

ＩＩＩ． 病原体感染における宿主細胞機能に関する研

究 

１．スフィンゴ糖脂質と細菌毒素に関する研究 

（１）志賀毒素耐性遺伝子に関する研究 

志賀毒素はスフィンゴ糖脂質Gb3を受容体として細胞

内に侵入し、最終的に細胞死を引き起こす。前年度は

HeLa 細胞を親株として志賀毒素に耐性を示す遺伝子の

スクリーニングを行い、2 種類の耐性遺伝子を得ること

に成功している。そのうち１つは複数回膜貫通タンパク

の C 末端側をコードしており、今年度はさらにこの遺伝

子の作用機構解明を進めた。この遺伝子は哺乳動物細胞

においてホモログがいくつか存在し（ファミリーを形成）、

それぞれ全長と C 末端をそれぞれ発現させたところ、い

くつかの遺伝子あるいはそのC末端においてGb3の合成

低下とそれに伴う志賀毒素に対する耐性を示した。また

Gb3合成酵素のmRNAの低下は見られなかったことより、

この作用点は転写以降であることが示唆された。 

[山地俊之、花田賢太郎; 西川喜代孝（同志社大・生命医

科学）] 

 

（２）局在プラズモン共鳴法による糖鎖と毒素の相互作

用解析 

局 在 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 (localized surface plasmon 

resonance; LSPR)を用いた糖鎖と毒素との結合反応検出

のモデル系としてグロボトリアオシルセラミド(Gb3)型

糖鎖と志賀毒素 B サブユニット(SLT-B)を用いて検証を

行った。様々な条件を検討後、LSPR 解析で得られた Gb3

型糖鎖と SLT-B との Kd 値は、Biacore SPR 解析から得ら

れた Kd 値と同じオーダーであった。よって、LSPR デバ

イスは糖鎖と毒素の相互作用を解析するのに有用と考え

られる。 

[今井智子、山地俊之、花田賢太郎; 岩城正昭（細菌第二

部）] 
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２．Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)に関する研究 

（１）HCV 粒子産生におけるオートファジーの関与 

 HCV 感染・粒子産生におけるオートファジーの関与に

ついて、解析をおこなった。HCV 感染後、オートファジ

ーに必須の遺伝子、Atg7 および Beclin1、を RNAi 法で

ノックダウンしたところ、細胞外に放出された HCV 粒

子の量が有意に減少していた。このときに、細胞内の

HCV mRNA, NS5A, NS3, core 蛋白質の量、および細胞

の生存率はノックダウン細胞とコントロール細胞で差が

なかった。また、アルブミンの分泌にも影響がなかった。

このことから、オートファジーは HCV 粒子のアセンブ

リあるいは産生に関与していることが示唆された。 

［谷田以誠、深澤征義、花田賢太郎; 脇田隆字（ウイル

ス第二部）］ 

 

（２）HCV 感染細胞の脂肪滴へのオートファジー因子

LC3 の局在性について 

 オートファジーの際に、オートファゴソームに局在す

る LC3-II（LC3-リン脂質結合体）は、近年、脂肪滴にも

局在することが報告された。HCV 感染した Huh-7 細胞に

おいては脂肪滴形成がおこり、脂肪滴は HCV 粒子の感

染性に関与する。オートファジー活性の減少が HCV 粒

子産生を低下させることから、HCV 感染による脂肪滴に

LC3-II が局在するかどうかを調べた。その結果、HCV 感

染により LC3-II の形成は促進されるが、細胞内 LC3-II

が脂肪滴、HCV core、NS5A いずれとも共局在しなかっ

た。部分的な共局在の可能性があるので今後の検討を要

する。 

［谷田以誠、深澤征義、花田賢太郎; 脇田隆字（ウイル

ス第二部）］ 

 

（３）HCV に耐性を有する Huh7.5.1 由来細胞株の分離 

HCV に高感染性を示す Huh7.5.1 細胞を親株として、

HCV に感染しない宿主細胞変異株の分離を試みた。スク

リーニングには、HCV（JFH1 株）の宿主細胞に対する

細胞障害能を利用した。複数の株が樹立され、CD81 欠

損株、claudin1 欠損株が含まれていることがわかった。

また、欠損分子が未知のものも存在している。これら分

離された HCV 非感染細胞株を詳細に解析することで、

細胞内での HCV ライフサイクルに重要な新規宿主因

子・メカニズムが明らかにされるものと考えている。 

［深澤征義、花田賢太郎; 西島正弘(医薬品食品衛生研); 

鈴木哲朗、脇田隆宇（ウイルス第二部）］ 

 

（４）HCV 産生の高度不飽和脂肪酸酸化物による阻害 

HCV 感染に対する治療薬はインターフェロン（インタ

ーフェロン＋リバビリン）のみが現在用いられ、効果・

副作用の観点から新たな治療薬の開発が求められている。

我々は培養細胞を用いた HCV 感染系において、各種高

度不飽和脂肪酸代謝物の効果を検討した結果、

8,15-diHETE、11,12-EpETE 等が有意に HCV 産生を阻害

することを見いだした。 

［深澤征義、花田賢太郎; 西島正弘(医薬品食品衛生研); 

鈴木哲朗、脇田隆宇（ウイルス第二部）; 有田誠(東大・

薬)］ 

 

（５） スクワレン合成酵素を標的とした HCV 産生阻

害 
我々は、HCV の増殖過程におけるコレステロール生合

成経路の重要性についての手がかりを得る目的で、コレ

ステロール生合成系を担うスクワレン合成酵素（SQS）

の阻害剤が HCV の増殖に及ぼす効果を解析した。その

結果、SQS 阻害剤が培養細胞における HCV の産生を有

意に阻害することを見出した。SQS 阻害剤がどの HCV

増殖過程を阻害するのかについて、解析を進めている。 
[齊藤恭子、深澤征義、花田賢太郎; 鈴木哲朗、相崎英樹、

脇田隆字（ウイルス第二部）; 西島正弘（医薬品食品衛

生研）] 

 
（６） HCV NS4B 蛋白質発現誘導細胞の構築 

HCV の NS4B 蛋白質は、ウイルス RNA 複製の場と考

えられている membranous web という膜構造を誘導する

蛋白質である。我々は、NS4B 蛋白質が membranous web

を誘導する機構についての手がかりを得るために、同蛋

白質に結合する細胞因子の同定を目指している。ドキシ

サイクリン発現誘導ベクターを用いて、HA タグを付加

した NS4B 蛋白質(HA-NS4B)の cDNA を Huh7 細胞に導

入した。発現が誘導された蛋白質を抗 HA 抗体により免

疫沈降して質量分析を行い、HA-NS4B 蛋白質であること

を確認した。今後、同蛋白質に結合する細胞因子を生化

学的に探索する予定である。 

[齊藤恭子、深澤征義、大内史子、花田賢太郎] 

 

ＩＶ．細胞外環境変化を感知し応答する細胞内情報伝達

システムの研究 

（１）mTOR 活性化制御機構の解明 

 細胞は外環境の変化、特に栄養素状態を感知して、変
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化に応答した細胞機能の調節を行っている。mTOR は細

胞の栄養素感知において重要な役割を担うキナーゼであ

るが、その活性制御機構には不明な点が多い。今回我々

は遊離アミノ酸に応答した mTOR 活性化に細胞内 Ca2+

濃度の上昇およびカルモジュリンの存在が必須であるこ

とを見いだした。また、Mn2+および Zn2+が細胞外栄養素

に依存せずに mTOR を活性化すること、この mTOR 活性

化がカルモジュリンに依存することを新たに見いだした。

現在は、細胞外栄養素に応答した細胞内 Ca2+濃度上昇の

分子機構の解析およびCa2+によるmTOR活性制御機構の

解析を行っている。 

［前濱朝彦、花田賢太郎］ 

 

Ｖ．細胞内セラミド輸送に関する研究  

（１）CERT のリン酸化制御 

セラミド輸送蛋白質 CERT は、細胞をスフィンゴミエ

リナーゼで処理すると脱リン酸化される。この現象はス

フィンゴミエリン量を回復させるためのフィードバック

機構であると理解されているが、その詳細については不

明な点が多い。スフィンゴミエリナーゼ処理時に CERT

の各種変異体のリン酸化状態を調べたところ、ホスファ

チジルイノシトール４-一リン酸(PI4P)への結合能を欠

いた G67E 変異体で、脱リン酸化が起こりにくくなって

いることが判明した。また、この時、細胞内の PI4P の量

は変動していなかった。CERT が脱リン酸化されるため

には PI4P への結合能が必要であることが明らかとなっ

た。 

[熊谷圭悟、花田賢太郎]  

 

（２）CKI γ2 による CERT のリン酸化 

小胞体からゴルジ体へのセラミド輸送を担う蛋白質

CERT が、CKI γ2 高発現 CHO 細胞では多重リン酸化状態

になる。CKI はプライミングリン酸化を受けたセリン・

スレオニン残基または酸性アミノ酸クラスターの３アミ

ノ酸下流のセリン・スレオニン残基をリン酸化する。哺

乳動物細胞で発現させ免疫沈降法で精製した CKI γ2 およ

びプライミングリン酸化が起こると考えられるセリンを

アスパラギン酸３つに置き換えた変異体 CERT を大腸菌

で発現させ精製したものを ATP 存在下に保温すると

CERTが効率よくリン酸化された。よって、CERTはCKI γ2

の基質であると考えられた。 

[冨重斉生、花田賢太郎] 

 

（３）CKI γ2 のノックダウンと CERT のリン酸化 

HeLa S3 細胞において、RNA 干渉法により内在性の

CKI γ2 mRNA レベルを低下させると CERT の多重リン酸

化型が低リン酸化型へと移行した。CKI γ2 の他のアイソ

フォームである CKI γ1 および CKI γ3 のノックダウンでは

CERT のリン酸化状態にほとんど変化がなかった。これ

らの結果から、CKI γ2 は少なくとも HeLa 細胞において

CERT の機能を負に制御する多重リン酸化に関わること

が明らかとなった。 

[冨重斉生、花田賢太郎] 

 

ＶＩ．インフルエンザ感染と抗炎症性脂質に関する研究  

（１）n-3 脂肪酸がインフルエンザ感染に与える影響 

炎症後期に n-3 系列脂肪酸から合成される炎症性脂質メ

ディエーターには抗炎症的に作用する分子が多いことが

知られている。線虫の fat-1 遺伝子を組み込んだトランス

ジェニック（TG）マウスは体内で n-3 脂肪酸が著しく増

加するが、この TG マウスをインフルエンザウイルスに

感染させ、通常マウスとの違いを解析した。通常マウス

は感染１０日目前後で回復を始めるが、TG マウスは回

復することなく死亡した。過剰な量の n-3 脂肪酸がイン

フルエンザウイルスの除去を妨げると推測された。  

[熊谷圭悟、花田賢太郎; 山本紀一（免疫部）; 有田誠（東

大・薬）] 

 

ＶＩＩ. 行政検査実績 

項目：  プリオン行政検査（ウエスタンブロット法に

よる確認検査） 

期間：  平成２０年４月１日〜平成２１年３月３１日 

検体数： ウシ１件４検体（うち０検体陽性） 

 

ＶＩＩＩ． 機器管理運営委員会機器の管理と運用 

 戸山庁舎の MALDI-飛行時間型質量分析機 

(Voyager-DE STR、AXIMA-QIT) の保守、運用を行った。

機器の主たる利用者は、プロテオーム研究に携わる感染

研 (戸山庁舎・村山庁舎) の研究者であり、利用者に対

しては試料の前処理法を含めた機器の操作法の説明・助

言を行った。また、機器本体の消耗品の交換、トラブル

への迅速な対処とともに、プロテオーム研究に必須なデ

ータベース検索ソフト・ハードウエアを整備・管理し、

利用者にはソフトウエアの操作法について説明を講じた。

なお、機器の使用時間 (データベース検索のための使用

時間を除く) は、約 132 時間 (Voyager-DE STR) および

約 144 時間 (AXIMA-QIT) であった。 
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［大内史子、山河芳夫、萩原健一、花田賢太郎］ 
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