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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、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、オートファジーに関する

研究、志賀毒素の受容体の発現制御に関する研究、細胞

内脂質輸送に関する研究、細胞外遊離アミノ酸濃度変化

を感知し応答する細胞内情報伝達システムの研究などで

成果を挙げた。 

培養細胞系での C 型肝炎ウイルス(HCV)感染において、

オートファジーが HCV 粒子のアセンブリまたは放出に関

与することを示唆した。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が HCV 産生を阻害することを

見出した。Huh7.5.1 細胞に対する感染価が従来の HCV 

JFH1 株に比べて 100 倍程度高い亜型を見出し、その適応

変異部位を明らかにした。 

 プリオン病に関する研究では、非定型ウシ海綿状脳症

プリオン（L-type BSE プリオン）は従来型 BSE プリオン

とは異なり近交系マウスへの伝播が困難であるが、サル

への伝播・感染においては L-type BSE プリオンのほうが

むしろ早期の病態進行を示すことを明らかにした。また、

マウス PrPC→PrPSc 変換に対するドミナント・ネガティ

ブ効果を有する PrPC 変異体を見いだした。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、薬事・食品衛生審議会臨時委員、また、（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）近交系マウスへのウシ海綿状脳症（BSE）の伝達 

 従来型 C-type BSE（ウシ JP6；1996 年生と JP12；1999

年生に由来）および非定型 L-type BSE（JP24 由来）プリ

オンについて、近交系マウスへの伝播実験を行った。3

代伝播を経たC-type BSEプリオンは終末期が一定に収束

し、マウス馴化株としてほぼ確立できたと考えられた。

マウス馴化後の潜伏期、病理、PrPSc の生化学的性状に

は誕生年コフォート間の差は認められなかった。一方、

L-type BSE プリオンの初代伝播は、長期観察後も感染成

立は確認できず、2 代目に’blind passage’したマウス

も接種後約 1 年経過したが感染・発症の兆候は無い。［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）非定型 L-type BSE の霊長類への伝播 

 L-type BSE（JP24 由来）のヒトへのリスクを検討する

ため、当該ウシの脳乳剤をカニクイザルに脳内接種し、

潜伏期間、発症経過などを従来型C-type BSEと比較した。

その結果、2 匹の接種サルは 1.6、1.7 年で行動異常や神

経症状を呈し、0.4 年の病期を経て起立不能となった。

これは C-type BSE の潜伏期（2.3、2.3、3.7 年）や病期

（0.6、0.8、1.2 年）に比べて顕著に短く、脳内接種法

で比較するかぎり L-type BSE は C-type BSE より強毒性

であることを示している。2 匹のサルの（神経）症状と

して、驚愕反応は顕著では無く、末期の激しいミオクロ

ーヌスが特徴的に観察された。［山河芳夫、萩原健一；小

野史子（予防衛生協会）；柴田宏昭・寺尾恵司（基盤研）；

黒澤明日香・佐藤由子・飛梅実・佐多徹太郎（感染病理
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部）］ 

（３）カニクイザルに伝播した非定型 L-type BSE プリオ

ンの分布と病理解析 

 カニクイザルに伝播した L-type BSE プリオン（JP24

由来）の特徴をウエスタンブロット法（WB）および免疫

組織化学法（IHC）を用いて解析した。WB 解析では PrPSc

は中枢神経に局在し、その糖鎖型は JP24 の PrPSc の糖鎖

型と酷似していた。IHC では、大脳および脳幹部におい

て PrPSc が拡散シナプス型の沈着を示し、小脳ではプラ

ークあるいは顆粒状の沈着が顕著であった。プリオン病

に特徴的な空胞変性は大脳から小脳まで広範囲に分布し

たが、C-type BSE に感染した霊長類の大脳に特徴的に認

められる花弁状沈着はL-type BSE感染サルでは見られな

かった。［山河芳夫、萩原健一；小野史子（予防衛生協会）；

柴田宏昭・寺尾恵司（基盤研）；黒澤明日香・佐藤由子・

飛梅実・佐多徹太郎（感染病理部）］ 

（４）C末端欠失型CRMP-2の細胞内分布について 

 スクレーピー・プリオン（Obihiro I株）に感染したマ

ウスの脳内プロテオーム解析から、CRMP-2のC末端欠失型

（CRMP-2-ΔC）がPrPScの蓄積に伴い増加することを示し

てきた。脳の発生過程ではある種の短鎖型CRMP-2が核内

移行するという報告があるため、今回、CRMP-2-ΔCのC末

端欠失が細胞内局在に及ぼす影響について神経芽細胞腫

（ScN2a）を用いて検討した。この細胞では内在性

CRMP-2-ΔCは存在量が少なく、検出が困難である。そこ

でCRMP-2-ΔCをプラスミドにより発現させたところ、内

在性CRMP-2と同様に細胞質画分に検出され、C末端欠失が

CRMP-2-ΔCの細胞内局在を変化させる可能性は低いと考

えられた。［大内史子、萩原健一、山河芳夫、原英之］ 

（５）PrPC→PrPSc 構造変換を抑制するプリオンタンパ

ク質ドメインの解析 
 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 残基をそ

れぞれアラニンに置換したmoPrP変異体を作製したとこ

ろ、それ自身が PK 抵抗性の PrPSc に変換されないだけ

でなく、PrPC→PrPSc 変換に対するドミナント・ネガテ

ィブ効果も有する 4 つの変異体を見いだした。これらの

4 つの変異体の変異ドメインが、PrPC→PrPSc の変換過

程にどのような役割を担っているのかについて、現在検

討を加えている。［原英之、中村優子、萩原健一］ 
（６）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 

 ガングリオシド生合成酵素遺伝子のノックアウト（KO）

マウス２系統に対して Obihiro I 株を腹腔内接種し、複

合ガングリオシドの欠損がプリオン病の病態に与える影

響を検討した。その結果、野生型マウスと比較して

GM2/GD2 KO マウスでは終末期までの経日期間が顕著に縮

まり、また終末期での小脳顆粒細胞層の空胞化が目立っ

た。しかし、PrPSc の糖鎖型、脳の沈着部位には野生型

マウスとの間に差は認められなかった［萩原健一、原英

之、山河芳夫、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）］ 

（７）ガラクトシルセラミド欠損マウスでのプリオン病

の病態解析 

 プリオン感染個体においては病原体プリオンが軸索・

シナプスを経由してニューロン間を伝播すると考えられ

ている。そこで、ミエリン−軸索形成に異常があるガラク

トシルセラミド合成酵素ノックアウト（KO）マウスに

Obihiro I株を脳内接種し、軸索形成が健常な野生型マウ

スとの比較を行った。その結果、KOマウスでは、野生型

およびヘテロ型接合型マウスとは異なり、感染中期にお

いて脳内のPrPScの蓄積がほとんど検出されなかった。ま

たへテロ型マウスが感染末期に至るまでの経過は、野生

型よりも約20日長いことも明らかとなった。現在、その

詳細を解析中である。［原英之、萩原健一、山河芳夫、大

内史子、花田賢太郎］ 

（８）血液のプロテオーム解析のための技術検討 

 血漿バイオマーカー探索のためのプロテオーム解析技

術の検討を行い、抗体カラムによる常在タンパク質の一

括除去や液相等電点電気泳動（IEF）による粗分画が有効

であることを示してきた。今年度は粗分画した試料中の

タンパク質を LC-MS で同定するにあたり、直接 LC-MS で

分析する方法と再電気泳動で高度分離後に in-gel 酵素

消化を行った試料を用いる GelC-MS 法を比較・検討した。

その結果、いずれの方法でも血液中に 1 ng/μl 程度含ま

れるタンパク質を同定できたが、病態依存的に血中に漏

出すると考えられるタンパク質群（～10 fg/μl）の解析

には機器の高感度化と試料のさらなる濃縮が必要であっ

た。［大内史子、萩原健一、山河芳夫］ 

（９）PrPSc の細胞間伝播に関与する宿主因子の探索 

 共培養条件下において ScN2a 細胞から N2a 細胞への

PrPSc 細胞間伝播を検出するアッセイ系を用いて、伝播

に関与する宿主因子の探索を行った。その結果、ARF フ

ァミリーに属する低分子量 GTP 結合タンパク質の構成的

活性化型変異体の発現が PrPSc 細胞間伝播を抑制するこ

とを新たに見いだした。現在は、この宿主因子の PrPSc

細胞間伝播における作用機序の解析を行っている。[田中

正彦、前濱朝彦、原英之、萩原健一、花田賢太郎] 
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II．感染症とオートファジーに関わる研究 

（１）Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)粒子産生におけるオートフ

ァジーの関与 

 HCV (JFH1 株)感染・粒子産生におけるオートファジー

の関与について、オートファゴソーム膜形成に関わる鍵

酵素 Atg7 および PI3 キナーゼ複合体のサブユニット

Beclin1 に注目して解析をおこない、オートファジーは

HCV 粒子のアセンブリあるいは放出に関与していること

を示唆した。オートファジーを誘導する制御因子が HCV

産生に影響するかどうかを解析している。［谷田以誠、深

澤征義、脇田隆字（ウィルス第２部）、花田賢太郎］ 

（２）クロロキン処理によるオートファジーの HCV 複製

の影響 

 クロロキンは細胞内酸性コンパートメントの酸性化を

阻害することで、オートファジーによる分解を阻害する。

HCV サブジェノミックレプリコン細胞にクロロキン処理

をしたところ、HCV レプリコンの発現レベルが低下した。

また、オートファジー関連因子 ATG7、ATG5、LC3 のノッ

クダウンをおこなったところ、同様に HCV レプリコンの

発現量が低下していた。［水井智和・山科俊平・上野隆・

木南英紀・渡辺純夫（順天堂大学）; 谷田以誠］ 

 

III. Ｃ型肝炎ウイルスに関する研究 

（１）Ｃ型肝炎ウイルスに非感染性の Huh7.5.1 細胞変異

株の分離と性状解析 

  HCV に感染できない宿主肝細胞変異株の分離を昨年

度に引き続き行った。昨年度の検討から、我々のスクリ

ーニング系では CD81 欠損株が高頻度に分離されること

がわかっていたので、それを避けるために、CD81 を過剰

発現下でスクリーニングを行うなどの工夫を行った。複

数の HCV 非感染株が樹立され、そのうちの一つはタイト

ジャンクション分子の細胞内局在に異常が見られた。タ

イトジャンクション形成と HCV 感染との関連が強く示唆

され、さらに解析を進めている。 

［深澤征義、白砂圭崇、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２部）］ 

（２）HCV の細胞間感染における Claudin1 の重要性 

  昨年度までの研究により、ヒト肝細胞株 Huh7.5.1 細

胞より CD81 欠損株、Claudin1 欠損株を分離し、HCV に全

く感染しないことを示した。今回、これらの細胞変異株

を用い、HCV 感染した野生株との共培養を行い細胞-細胞

間の感染性を調べたところ、CD81 欠損株では感染が見ら

れたが Claudin1 欠損株では感染が見られなかった。以上

より、Claudin1 は細胞-細胞間感染にも必須の因子であ

ることが示された。［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２

部）］ 

（３）高感染性 HCV-JFH1 亜株の分離 

Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)-JFH1 株由来の野生型ウイル

スゲノム RNA を Huh7.5.1 細胞に導入することで野生型

HCV-JFH1 ウイルス粒子を作成し、これを非感染 Huh7.5.1

細胞に感染後、その培養上清を繰り返し Huh7.5.1 細胞に

感染させた。この過程で、ウイルス感染能が 100 倍以上

上昇した HCV-JFH1 亜株が分離された。ゲノム配列を調べ

た結果、2 ヶ所に変異が見られた。コア蛋白質部分の K74T

変異、及び E2 部分の I414T 変異であった。このウイルス

亜株は、蛋白質レベルでもウイルス感染の検出が容易で

あり、様々なウイルス感染実験に有用である。［深澤征義、

白砂圭崇、花田賢太郎；村上裕子・深澤秀輔(生物活性物

質部)、鈴木哲朗・脇田隆宇（ウイルス第２部）］ 

（４）Squalene synthase を標的とした C 型肝炎ウイル

ス産生阻害 

我々は、コレステロール生合成系において squalene 

synthase（SQS）に着目し、その阻害剤、YM-53601 を用

いて HCV の増殖過程におけるコレステロール生合成系の

重要性について解析を行った。HCV (JFH1 株)をヒト肝癌

由来 Huh7.5.1 細胞に感染させた後、無血清培地下で

YM-53601 を添加したところ、ウイルス RNA の合成、ウイ

ルス蛋白質の産生、培地へのウイルス粒子の放出が阻害

された（IC50: ～0.5μM）。YM-53601 の抗 HCV 効果は、コ

レステロールに富む低密度リポ蛋白質を感染細胞の培地

に添加すると消失した。また、siRNA の導入により感染

細胞の SQS 発現量を低下させると、同様の HCV 増殖阻害

が認められた。以上の結果から、コレステロール生合成

系が、培養細胞における HCV の増殖に重要であることが

示唆された。恐らく、細胞内コレステロール（あるいは

その代謝物）の量が HCV 産生に影響を与えているものと

考えられた。また、SQS 阻害剤は抗 HCV 薬の候補になり

得る可能性が考えられた。[齊藤恭子、花田賢太郎、深澤

征義；鈴木哲朗・相崎英樹・脇田隆字（ウイルス第２部）；

西島正弘（医薬品食品衛生研）] 

（５）C 型肝炎ウイルス NS4B 蛋白質安定発現細胞の作製 

HCV の NS4B 蛋白質は、ウイルスの 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。これまでの

ドキシサイクリン発現誘導系では NS4B 蛋白質の Huh7 細

胞における発現が低く、細胞内での分布を確認できなか

った。そこで、新たに NS4B 蛋白質の安定発現 Huh7 細胞
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を作製したところ、十分な発現が得られ、web 様構造を

確認できた。今後、この細胞を用いて同蛋白質に結合す

る細胞因子を生化学的に探索する。[齊藤恭子、深澤征義、

大内史子、花田賢太郎] 

（６）HCV 産生に PPARγアゴニストが与える影響 

PPARγは多彩な機能をもつ転写因子であるが、その機

能の一つに脂質代謝に関連する遺伝子群を制御すること

が挙げられる。HCV の産生において脂質代謝が重要な役

割を果たしていることから、HCV と PPARγの関連につい

て検討した。 Huh7.5.1 細胞を PPARγアゴニストで処理

したところ、HCV(JFH1)の増殖が抑制された。しかしなが

ら、HCV の増殖を抑制する濃度では当該薬剤による細胞

毒性が起きており、PPARγアゴニストは HCV に対する抗

ウイルス薬としては期待できないことが明らかになった。

[熊谷圭悟、深澤征義、花田賢太郎] 

 

Ⅳ．スフィンゴ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。以前、志賀

毒素による細胞死に対し耐性を示す遺伝子として、GRINA 

truncate form (GRINA-C)及びこのホモログを同定してお

り、これらの過剰発現により志賀毒素受容体である糖脂

質 Gb3 の低下を引き起こすこと、また Gb3 合成酵素の

mRNA の低下は見られず、その作用点は転写以降であるこ

とをこれまで報告してきた。本年度さらにその詳細な作

用機構解明を行ったところ、Gb3 合成酵素の蛋白レベル

での発現量が GRINA-C の発現により低下すること、その

発現量はリソソーム酵素の阻害剤で元に戻ることを明ら

かにした。このことは GRINA-C の発現が Gb3 合成酵素の

分解を促進していることを意味しており、糖転移酵素に

関して mRNA 量に依らない新たな発現制御機構の可能性

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）レンチウイルス shRNA ライブラリーによる志賀毒

素関連因子の探索 

上記の発現クローニング法、及び以前報告した遺伝子

トラップ法に加え、今回新たにレンチウイルスによる

shRNA ライブラリーを用いて、志賀毒素関連因子の探索

を行った。レンチウイルス shRNA ライブラリーを HeLa

細胞に導入した後、志賀毒素に対し耐性を示す細胞群を

回収し、挿入されているヘアピン配列のシークエンスを

行ったところ、その中に志賀毒素受容体 Gb3 の生合成に

必須なグルコシルセラミド合成酵素の配列が含まれてい

た。このことはスクリーニング系が機能していることを

示しており、志賀毒素のみならず他の病原体に対しても

関連因子を同定するツールとして期待される。[山地俊之、

花田賢太郎] 

（３）セラミド輸送蛋白質 CERT のリン酸化状態の制御機

構 

細胞をスフィンゴミエリナーゼで処理すると、セラミ

ド輸送蛋白質 CERT の SR モチーフが脱リン酸化されて、

CERT は活性化される。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、詳細についてはよく分かっていない。本年

度は、SR モチーフとは異なるリン酸化サイトを同定し、

更に、そのサイトのリン酸化が SR モチーフのリン酸化状

態に影響を及ぼしていることを明らかにした。CERT のリ

ン酸化状態は幾つかのリン酸化サイトが相互に影響を及

ぼし合いながら制御されていると考えられる。[熊谷圭悟、

冨重斉生、花田賢太郎] 

 

V．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

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て三量体型 GTP 結合タンパク質を

介したホスホリパーゼ C の活性化および細胞内 Ca2+濃度

の上昇が起こること、また細胞内 Ca2+濃度の上昇が mTOR

活性化に必要であることを見いだした。現在は、GTP 結

合タンパク質と共役していることが考えられる受容体の

探索および Ca2+の作用機序の解明を行っている。 

[前濱朝彦、花田賢太郎] 

 

VI．行政検査 

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）を行っているが、本年度は依頼がなかった。 
 

VII．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
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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 47 時間 （Voyager-DE STR）および約 51 時間

（AXIMA-QIT）であった。［大内史子、山河芳夫、萩原健

一、花田賢太郎］ 

 

その他 

（１）感染研パンデミック検査関連ワーキンググループ

による新型インフルエンザ A/H1N1 パンデミック対応 

［前濱朝彦］ 

（２）感染研パンデミック疫学関連ワーキンググループ

による新型インフルエンザ A/H1N1 パンデミック対応 

［谷田以誠］ 

（３）Interview-From Special Topics. Science Watch, 

Thomson Reuters, October, 2009. 

 トムソン・ロイター社の Essential Science Indicator

という指標においてオートファジー研究で TOP10 にラン

クされたため、Science Watch 誌(Web Journal)でインタ

ビューを受けた。 

［谷田以誠］ 
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