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概 要 

 細胞化学部の設置目的は、「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主にその宿主細胞の

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。また、伝達性海綿状脳症(TSE)検査に関す

る調査・研究も行っている。本年度の研究・業務の概略

を以下に記載する。 

 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-BSE プリオン）は従来型 BSE プリオン(C-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

ることを長期経過観察から明らかにした。一方、C-BSE

プリオンはマウスへ伝播可能であり、3 代目伝播を経て

マウス馴化株を感染研リソースとして得た。また、C-BSE

プリオンをカニクイザルへ脳内接種したところ、ヒト変

異型クロイツフェルト・ヤコブ病(vCJD)患者脳と共通し

た異常型プリオン蛋白質(PrPSc)の糖鎖型や花弁状沈着

などが認められ、モデルとしての有用性が確認できた。

さらに、神経細胞で内在性の正常型プリオン蛋白質

(PrPC)が関わると考えられる情報伝達系の解析や PrPSc

とドミナントネガティブ効果を有する変異体プリオン蛋

白質との相互作用の解析を行った。 

オートファジーは飢餓に対応するための重要な細胞機

能であり、真核細胞に普遍的に備わっていると考えられ

ている。オートファジーは細胞内寄生細菌の排除に関わ

ることもあれば、病原体によってはこの機能を利用する

ものもある。培養細胞を用いた C 型肝炎ウイルス(HCV)

増殖系において、オートファジーを誘導あるいは阻害す

る薬剤により HCV 増殖が著しく変化することを見出した。 

病原体と宿主細胞脂質との関連を解明する研究も従来

より継続している。HCV ライフサイクルの中で、尐なく

ともウイルス蛋白質産生から RNA 複製に至るまでに、コ

レステロール（またはその代謝物）を必要とする過程が

あることを明らかにした。HCV-Core 蛋白質がホスファチ

ジルイノシトール 3,4-二リン酸（PI-3,4-P2）と結合す

ること、PI-3,4-P2 産生酵素であるホスファチジルイノ

シトール 3-キナーゼの発現阻害が HCVの細胞内における

増殖を抑制することを見出した。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。過剰発現により Gb3 の発現を低下さ

せる分子として GRINAのC末端断片(GRINA-C)及びそのホ

モログ(TMBIM ファミリー)を同定しており、その後の解

析から、GRINA-C の過剰発現によりトランスゴルジネッ

トワークマーカー(TGN46) 及び TGN 酵素である Gb3 合成

酵素の分布が影響を受けることが明らかとなった。また、

偏性寄生細菌 Chlamydia trachomatis の宿主細胞内増殖

において、スフィンゴミエリンの前駆体であるセラミド

を小胞体からゴルジ体へと非小胞機構によって輸送する

分子 CERT が重要な役割をしていることを見出した。 

 伝達性海綿状脳症(TSE)行政検査に関わる品質管理試

験や文献調査を行った。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。 

 

業 績 

 

調査・研究 

Ⅰ．プリオン病に関する研究 

（１）C-BSE プリオンおよび L-BSE プリオンのマウスへ

の伝播 

 5 年間にわたり継続した C-BSE および L-BSE（感染研で

摘発）プリオンの近交系マウス 3 系統への感染実験を完

了した。L-BSE プリオンについては、長期の経過観察に

もかかわらず伝播が確認できたマウスは無かった。一方、

C-BSE プリオンはマウスへ伝播可能であり、3 代目伝播を

経てマウス馴化株を感染研リソースとして得た。このよ

うに、両者は先に示された PrPSc 糖鎖型の相違だけでな

く、その病原性も異なるという結論を得た。［萩原健一、

山河芳夫、原英之、中村優子；佐藤由子、佐多徹太郎（感

染病理部）］ 

（２）vCJD の霊長類モデルの研究 

 vCJD モデルの確立とそれを用いた病態解析、ヒトから

ヒトへの 2 次感染のリスク解析を目的として、C-BSE プ
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リオンをカニクイザルへ脳内接種した。人道的エンドポ

イントにより安楽殺に処した個体の脳には、vCJD 患者脳

と共通した PrPSc の糖鎖型や花弁状沈着などが認められ、

モデルとしての有用性が確認できた。一方、畜産物を介

するヒトへの感染モデルである経口投与群では、現在ま

でに発症の兆候は認められていない。［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（医

薬基盤研）；黒澤明日香、佐藤由子、飛梅実、佐多徹太郎

（感染病理部）］ 

（３）PrPC の機能に関する研究 

PrPC の神経細胞における機能を明らかにするため、PrPC

ノックアウトマウスおよびジブチリル cAMP で分化を誘

導したニューロブラストーマ N2a 細胞を用い解析を行っ

た。まず、ノックアウトマウスおよび PrPC をノックダウ

ンした N2a細胞で synapsin-I Ser553のリン酸化が増加す

ることが明らかとなった。さらに PrPC ノックダウンによ

るCdk5および p35の活性化も明らかになった。以上より、

PrPC が Cdk5 シグナル伝達系の上流に位置し、Cdk5/p35

の活性および synapsin-I のリン酸化を制御しているこ

とが示唆された。[中村優子、原英之、萩原健一] 

（４）PrPC→PrPSc 構造変換を調節する新規プリオン蛋

白質ドメインの解析 

 マウス PrPC の Lys100、Ser102、Lys103、Pro104 をア

ラニンに置換した変異体は、プリオン持続感染細胞

ScN2a に強制発現させても proteinase K 抵抗性の PrPSc

に変換されなく、さらにドミナントネガティブ効果をも

有していることはこれまでに報告した。今年度は、構造

変換機構の解明を行ったところ、これらの変異体は

PrPSc と共沈すること、この部位を認識する抗体には抗

プリオン効果が認められることを明らかにした。［原英

之、中村優子、萩原健一］ 

（５）PrPSc の糖鎖修飾部位の解析 

 PrPCおよび PrPScには推定される N型糖鎖付加部位が

2 ヶ所あり、二糖鎖型、一糖鎖型および無糖鎖型が混在

している。C-BSE において検出される PrPSc は二糖鎖型

が多いが、L-BSE においては一糖鎖型が多いという特徴

がある。この一糖鎖型において糖鎖修飾が 2 ヶ所の修飾

部位のうちのいずれかに偏っているかは明らかにされて

いないが、病態と関連する可能性があり興味深い。本年

度は、糖鎖修飾の程度を定量する方法を確立するため、

モデル蛋白質を用いて糖鎖付加部位のアミノ酸を選択的

に安定同位体標識し定量的に解析する系を構築した。［大

内史子、山河芳夫、萩原健一］ 

（６）プリオン感染の新規バイオマーカーの探索 

 プリオン（Obihiro I株）接種後120日目において、非

接種マウスと比べて顕著に発現量が増加している蛋白質

を2次元電気泳動により探索した。その結果、分子量約50 

kDaの複数の未知蛋白質のスポットを確認した。これらは、

プリオン感染の新規マーカーの候補として期待できるこ

とから、質量分析法により同定を試みた。今回の解析で

は、約半数のスポットがGFAPと同定できた。残り半数は

シグナルが弱く、GFAPの強いスポットに埋没しているこ

となどが障害となり同定に至っていないが、現在、前処

理の至適条件を検討中である。［原英之、大内史子、萩

原健一、山河芳夫］ 

 

II．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 

 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。オートファジーを誘導あ

るいは阻害する薬剤による影響を見ているが、薬剤によ

って、著しく増殖が変化するものが見つかってきている。

今後、将来的な応用研究へ向けた分子機序を解析してい

く。［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）カフェイン誘導性オートファジーによるアポトー

シスの研究 

 カフェインにより、オートファジーを制御している経

路の一つである PI3K/Akt/mTOR/S6K 経路が阻害され、そ

れによりオートファジーが誘導され、その結果、アポト

ーシスがおこることを示した。［谷田以誠；斉木臣二、佐

藤栄人、石川景、朋部信孝（順天堂大）］ 

 

III．Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)に関わる研究 

（１）HCV に非感染性の Huh7.5.1 細胞変異株の性状解析 

HCV に感染できない宿主肝細胞変異株の分離・性状解

析を昨年度に引き続き行った。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変異株の１つについて

詳細な性状解析を行ったところ MPDZ 分子の欠損が見ら

れることが明らかとなった。siRNA 導入実験によっても

MPDZ発現抑制により HCV感染が有意に低下することが示

された。［深澤征義、白砂圭崇、花田賢太郎；脇田隆字（ウ

イルス第ニ部）；西島正弘(医薬品食品衛生研)；鈴木哲朗

(浜松医大)］ 

（２）HCV 感染における創薬標的としての claudin 1 の
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重要性 

昨年度までの claudin 1 欠損宿主細胞株の研究等によ

り、HCV 感染に claudin 1 が必須であることがわかった。

claudin 1 細胞外第 1 ループドメインに対するウサギポ

リクローナル抗体を作成し HCV 感染に対する効果を検討

した結果、感染が有意に低下することが明らかとなった。

以上より HCV 感染に対する創薬標的として宿主の

claudin 1 が候補となりうることが強く示唆された。［深

澤征義、花田賢太郎；西島正弘(医薬品食品衛生研)；脇

田隆字（ウイルス第ニ部）；鈴木哲朗(浜松医大)］ 

（３）高感染性 HCV-JFH1 亜株の性状解析 

分離した高感染能を有する HCV-JFH1 株由来適応変異

株（K74T/I414T）の性状解析をさらに行った。野生株と

適応変異株でウイルスゲノムを宿主細胞に人工的に導入

した場合にはウイルス産生量に大きな差は見られなかっ

たが、形成されたウイルスの感染能は適応変異株で 1000

倍ほど上昇していた。このことから適応変異株では尐な

くともウイルス侵入過程が亢進していることが考えられ

た。この結果は、HCV シュードウイルスを用いた解析で

も支持された。［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)；脇田隆字（ウイルス

第ニ部）；鈴木哲朗(浜松医大)］ 

（４）Squalene synthase を標的とした HCV 産生阻害 

我々はこれまでに、コレステロール生合成に必須であ

る squalene synthase（SQS）の阻害剤、YM-53601 が、培

養細胞における HCV 産生を阻害することを見出している。

ヒト肝がん由来 Huh7.5.1細胞に HCV RNAをエレクトロポ

レーションで導入後、YM-53601 を添加したところ、RNA

複製に依存するウイルス蛋白質の産生が阻害された。従

って、HCV ライフサイクルの中で、尐なくともウイルス

蛋白質産生から RNA 複製に至るまでに、コレステロール

（またはその代謝物）を必要とする過程があると考えら

れた。また、別の SQS 阻害剤、zaragozic acid A につい

て、培養細胞での HCV 産生に対する効果を見たところ、

YM-53601 と同様の抗 HCV 効果があった。従って、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（ウイルス第ニ部）；西島正弘（医薬品食品衛生

研）] 

（５）HCV NS4B 蛋白質結合蛋白質の解析 

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。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。HAタグ標識NS4B蛋白質発現細

胞を用いてin vivo クロスリンキングを行い、細胞ライ

セートを抗HA抗体で免疫沈降する方法によりNS4Bと相互

作用する蛋白質の探索を行った。その結果、分子量約80 

kDa、60 kDa、55 kDaの複合体を見出した。これらの複合

体のうち、NS4B（27 kDa）のホモオリゴマーに相当しな

い分子量であるのは60 kDaの複合体であり、これには

NS4B結合蛋白質が含まれている可能性が考えられた。今

後は60 kDa複合体の精製を行い、 NS4B結合蛋白質の同定

とHCV感染における機能の解析を目指す。[齊藤恭子、深

澤征義、大内史子、花田賢太郎] 

（６）HCV 産生における宿主 RNA 結合蛋白質の役割  

我々は、HCV 感染時に脂肪滴に局在化する因子をプロ

テオミックに解析し、PABP や IGF2BP 等の幾つかの宿主

由来の RNA 結合蛋白質が脂肪滴画分に移行することを明

らかにした。免疫染色を行ったところ、これらの RNA 結

合蛋白質は実際に HCV 感染に依存して脂肪滴に局在して

いた。これらの因子の発現量を RNAi によって減尐させる

と、いくつかの因子に関しては HCV の増殖及び産生を促

進したことから、HCV 感染に対して抑制的に作用してい

ることが示唆された。［熊谷圭悟、深澤征義、花田賢太郎］ 

（７）HCV の増殖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

めて重要な役割を担っている。今回我々は HCV-Core 蛋白

質がホスファチジルイノシトール 3,4-二リン酸

（PI-3,4-P2）と結合すること、PI-3,4-P2 産生酵素であ

るホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ（クラス２）

の発現阻害が HCV の細胞内における増殖を著しく抑制す

ることを見いだし、HCV の増殖に PI-3,4-P2 が必須因子

であることを明らかにした。［前濱朝彦、深澤征義、花田

賢太郎；伊達朊子、脇田隆字（ウイルス第二部）］ 

 

IV．スフィンゴ脂質代謝と病原体に関する研究 

（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、過剰発

現により Gb3 の発現を低下させる分子として、GRINA の C

末端断片(GRINA-C)及びそのホモログ(TMBIM ファミリ

ー)を同定している。引き続きその作用機構について検討

を行ったところ、GRINA-C の過剰発現によりトランスゴ

ルジネットワークマーカー(TGN46) 及び TGN 酵素である

Gb3 合成酵素の分布が影響を受けることが明らかとなっ

た。以前に明らかにしたこととあわせ、一連の結果は糖

転移酵素に関して、mRNA 量に依らない新たな発現制御機
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構の可能性が示唆されるのと同時に、TMBIM ファミリー

の新たな機能として細胞内輸送・分解に関与する可能性

が示唆された。[山地俊之、花田賢太郎；西川喜代孝（同

志社大）] 

（２）CERT と VAP の相互作用の制御に関する研究 

セラミド輸送蛋白質 CERT は小胞体(ER)の膜蛋白質で

ある VAP と結合することにより、ER-Golgi 間のコンタク

トサイトにおいて効率よくセラミドを輸送している。従

って、CERTと VAPとの相互作用を調節することによって、

スフィンゴ脂質の合成量を制御できると考えられるが、

両者の相互作用を調節するメカニズムが存在するかどう

かは明らかになっていなかった。変異 CERT との共免沈実

験を行い、昨年度に同定した CERT の新規のリン酸化サイ

トがリン酸化されると、CERT-VAP 間の相互作用が増強さ

れることが明らかになった。このリン酸化を通じて、ス

フィンゴ脂質の合成量を制御している可能性がある。[熊

谷圭悟、花田賢太郎] 

（３）クラミジア増殖における宿主細胞 CERT の重要性 

 偏性寄生細菌 Chlamydia trachomatis の宿主細胞内増

殖において、宿主細胞由来の脂質スフィンゴミエリン

(SM)が重要だと考えられてきた。SM は小胞体で合成され

た後、Brefeldin A (BFA)で阻害を受ける小胞輸送系で他

のオルガネラに運ばれることが知られているものの、感

染細胞を BFA 処理しても C.trachomatis 増殖には影響が

ない。CERT は SM 前駆体セラミドを小胞体からゴルジ体

へと非小胞機構によって輸送する分子である。今回、CERT

が C.trachomatis 増殖に重要な役割をしていることを見

出した。[花田賢太郎；Cherilyn A. Elwell, Joanne N. 

Engel (UCSF, USA)] 

 

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た細胞内 Ca2+濃度の上昇および

mTOR の活性化が細胞密度などの環境に影響されること

を明らかにした。またこの Ca2+応答が Gq クラスの三量体

型 GTP 結合蛋白質および TRP チャネルを介して起きてい

ることを新たに見いだした。[前濱朝彦、花田賢太郎] 

 

行政検査に関わる業務 

（１）TSE 行政検査（ウエスタンブロット法による確認

検査）の検査プロトコールの確認、感度評価用の内部標

準品および抗体等の試薬の品質の適正管理、検査手技の

維持を目的として、BSE 陽性ウシの標準試料を用いて検

査要項の方法に即してウエスタンブロット分析を行った

（H21 年 10 月、H22 年 3 月）。検査手技レベルと検査試薬

等が適正に管理されていることを確認し、データを厚生

労働省本省へ報告した。［山河芳夫、萩原健一］ 

（２）TSE 行政検査の外部精度管理を目的とし、食肉衛

生検査所で使用されている BSE検査キット 3点について、

BSE 罹患ウシ検体に対する反応性およびスクレイピー感

染マウスの脳乳剤に対する反応性をウシおよびマウスの

標準試料を用いて調査し、そのデータを厚生労働省本省

へ報告した。［萩原健一；佐多徹太郎（感染病理部）］ 

（３）食肉の安全にかかる BSE 関連の文献調査 

・諸外国におけるBSEに関するリスク評価、・BSE疫学・発

生動向とサーベイランス (passive and active)、・屠場

摘発例のウシでの病原体の分布、・BSEの実験的伝播（ウ

シ、マウス、サル）と実験的伝播例での病原体の分布、 ・

BSEのヒトへの伝播例、・vCJDとヒト遺伝多型の問題、・そ

の他（BSE agentの株、非定型BSEなど）の文献を2005-2010

年の過去5年間にわたり調査した。調査・要約リストを厚

生労働省本省へ報告した。［萩原健一、中村優子、原英之、

山河芳夫；飛梅実、黒澤明日香、佐多徹太郎（感染病理

部）］ 

 

研修業務 

（１） 国立感染症研究所・医師卒後臨床研修プログラム 

‘プリオン病について’2010.10.25［萩原健一］ 

 

その他 

（１）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。また、消耗品

の交換、機器の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やハード

ウエアを管理した。主な利用者は、プロテオーム研究に

携わる所内（戸山・村山）の研究者であり、利用者には

試料の前処理法、機器の操作法、ソフトウエアの使用法

の説明・助言を行った。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 5 時間 （Voyager-DE 

STR）および約 57 時間（AXIMA-QIT）であった。［大内史
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子、萩原健一、花田賢太郎］ 
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