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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生体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。 

 プリオン病研究においては、マウス・プリオン蛋白質

（PrP）のアミノ酸領域 100-104 番目が異常型プリオン蛋

白質（PrPSc）への構造変換に必須であることを示し、謎

の多い PrPSc 構造変換の分子モデル構築に資した。一方

で、非定型 L-BSE プリオンのヒトへの経口感染のリスク

評価等を目的としてサルを用いた感染実験を含む研究を

継続して行った。 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)感染に関する細胞レベルでの

研究においては、RNA 干渉法を用いた網羅的探索により

HCV 複製に必要な宿主因子を複数同定し、そのいくつか

は HCV 感染との関わりにおいて新規な因子であった。宿

主細胞のスクアレン合成酵素や自食作用オートファジー

の機能に絞って HCV 増殖への影響を解析することも行い、

それぞれに興味深い結果を得た。 

ヒトパピローマウイルス(HPV)エピソーム様ゲノム

7.9 kbp の全長を増幅する方法を新たに開発した。偏性

寄生クラミジア菌 Chlamydia trachomatis が自己の増殖

する寄生胞へとセラミドを宿主細胞小胞体から運んで利

用していること、さらに、これに関与する宿主細胞の鍵

因子を明らかにした。 

以上概説した研究の多くは所内外の病原体専門研究部

との共同研究として遂行した。 

当部では、感染症に関わる宿主細胞の遺伝学を積極的

に展開している。本年度は昨年度に引き続いて、最新の

方法論の導入や当部独自の手法の開発に取り組んだ。 

 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。また、所内外の委員会活動など

により医薬品の規制や品質管理・保証についてソフト面

で貢献した。質量分析器を用いた蛋白質解析を通じての

所内横断的業務も行った。 

 

業 績 

 

調査・研究 

I. プリオン病に関する研究 

（１）マウス・プリオン蛋白質（PrP）のアミノ酸領域

100-104 番目が異常型プリオン蛋白質（PrPSc）への構造

変換に果たす役割の解析 

 プリオンが持続感染したマウス神経芽細胞腫（ScN2a

細胞）にマウス PrP の Lys100、Ser102、Lys103、Pro104

をアラニンに置換した変異体を発現させると、変異体は

ScN2a 細胞の内因性 PrPSc と会合するものの PrPSc 型へ

変換されない。今年度は、当該領域の精査を進め、分子

シミュレーション法などから提唱されている PrPSc 凝集

体の推定構造に対して、生化学実験に基づく解釈を新た

に付加することができた。［原英之、中村優子、大内史子、

萩原健一］ 

（２）非定型 L-BSE プリオンのヒトへの経口感染のリス

ク評価等を目的とした研究 

 カニクイザルへの脳内接種実験から、L-BSE プリオン

は霊長類へ伝播可能であることが明らかになっている。

この知見を踏まえ、L-BSE プリオンに汚染された畜産物

などをヒトが経口摂取した場合のリスク評価、ならびに

経口感染が起こる場合のプリオンの体内分布や病理・生

化学的特徴を孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）

や変異型 CJD と比較することを目的として、L-BSE プリ

オンを含むウシ脳乳剤をカニクイザル（2 頭）へ経口投

与し、経過の追跡を開始した。［萩原健一；柴田宏昭（医

薬基盤研）；大藤圭子、小野史子（予防衛生協会）］ 

（３）ヒト神経細胞株を用いた従来型 BSE（C-BSE）およ

び L-BSE プリオンの研究 

 変異型 CJD は C-BSE プリオンがヒトへ伝播したもので

ある。一方、カニクイザルへの脳内接種実験の結果から、
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L-BSE プリオンはヒト神経細胞にも感染すると推測され

るが、ヒト由来の細胞を用いた実証例はこれまで無い。

今回、ヒト・ニューロブラストーマを用いて C-ならびに

L-BSE プリオンに対する感染の感受性を調べた。結果、

複数の細胞株で C-／L-BSE プリオンの感染が確認され、

それぞれの PrPSc の糖鎖型は BSE 罹患ウシの脳組織に検

出される C-／L-BSE プリオンに類似することが明らかと

なった。[中村優子、萩原健一] 

（４）PrP の糖鎖修飾部位の解析 

 PrP は 2 ヶ所の糖鎖付加部位を有し、二糖鎖、一糖鎖

および無糖鎖型の PrPSc が病変部に蓄積する。C-BSE プ

リオンの PrPSc は二糖鎖型が多く、L-BSE プリオンの

PrPSc は一糖鎖型が多いという生化学的な違いがある。

糖鎖付加の相異がプリオンの物理的性状に関わる可能性

が高く、興味深い。糖鎖付加部位を解明するため、今回、

質量分析法による解析を試みたが、糖鎖付加部位をもつ

ペプチド断片の溶解性が低く、解析困難であることがわ

かった。そこで、酵素消化した PrP 断片の電気泳動パタ

ーンから糖鎖付加部位を帰属する方法を新たに考案し、

現在解析を進めている。［大内史子、萩原健一］ 

（５）プリオン感染の指標となる新規バイオマーカーの

探索 

 プリオン（Obihiro I株）を脳内接種したマウスについ

て、接種後120日目において発現量に増減がある脳内蛋白

質を検索した結果、分子量約50 kDaの蛋白質が顕著に増

加していることを認めた。感染・発症の指標となる蛋白

質候補として期待できることから、プロテオーム解析に

よりその同定を試み、α-internexinおよびvimentin

（Vim）が候補として絞り込まれた。さらにVimについて

は、2次元電気泳動の結果から、発症に伴い等電点が負電

荷側にシフトするような翻訳後修飾を受けていることが

わかった。［原英之、大内史子、萩原健一］ 

（６）プリオン蛋白質遺伝子ノックアウト（prnp—/—）マ

ウスの小脳のプロテオーム解析 

 これまでに作出された複数系統のprnp—/—マウスの中に

は、加齢に伴う運動失調や小脳プルキンエ細胞の脱落を

生じるものがある。運動失調を示すprnp—/—マウス（Nature, 

400, 225-6, 1999）について、小脳のプロテオーム解析

を行った。18ヶ月齢のprnp—/—マウスと野生型コントロー

ルの比較解析の結果、プルキンエ細胞に局在する

calbindinなどに量的な相異を認めた。しかし、SYPRO 

Rubyにより検出可能な蛋白質の大半については、量的に

顕著な差が無いことがわかった。［大内史子、萩原健一］ 

 

II. C 型肝炎ウイルス（HCV）に関わる研究 

（１）遺伝学的手法を用いた HCV に非感染性の Huh7.5.1

細胞変異株の分離 

 これまでに HCV に感染できない宿主肝細胞変異株の分

離の系を確立し、CD81 欠損や Claudin1 欠損など各種細

胞を分離してきた。この系を利用し、より効率的に HCV

ライフサイクルに関与する宿主因子を同定するために、

shRNA ライブラリを導入した細胞ライブラリを用いる方

法を新たに試みた。分離された HCV 非感染細胞から、導

入された shRNA を同定し、当該 shRNA を導入した細胞を

確立し確認実験を行った。その結果、PI4KIIIαなど複数

の宿主因子が同定され、これらが HCV ライフサイクルに

重要であることが明らかとなった。［深澤征義、山地俊之、

花田賢太郎］ 

（２）HCV 感染におけるコリンの重要性 

  培養細胞を用いた HCV 感染系において、培地中からコ

リンを欠乏させると、HCV 感染が有意に低下することを

見いだした。この結果は、HCV 持続感染細胞を用いても

同様に見られた。コリンの取り込み阻害剤であるHemic

holinium-3 によっても HCV 感染は（一過性感染の系およ

び持続感染の系ともに）有意に低下することから、細胞

内へのコリンの取り込みが HCV 感染に重要であることが

考えられた。［深澤征義、花田賢太郎；脇田隆字（ウイル

ス２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進めた。その結果、

野生型ウイルスである JFH1 株が 37℃において急速に感

染性を消失していくのに対し、K74T あるいは I414T 単独

変異ウイルスでは有意に感染性の低下が少なかった。

K74T/I414T 変異ウイルスではさらに感染能が維持され

ていた。以上より、K74T、I414T 変異は、HCV 感染能の温

度感受性にも重要であり、感染能の上昇に寄与している

ことが明らかとなった。［深澤征義、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２

部）；鈴木哲朗(浜松医大)；白砂圭崇、千葉丈(東京理科

大)］ 

（４）Squalene synthase を標的とした HCV 産生阻害 

コレステロール生合成に必須である squalene 

synthase の阻害剤、YM-53601 は、培養細胞における HCV

産生を阻害する。コレステロールと脂肪酸からコレステ

リルエステルを合成する酵素の特異的阻害剤（Sandoz 
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58-035）の HCV 産生への効果を調べたところ、YM-53601

のような抗 HCV 効果は見られなかった。この結果から、

コレステリルエステルレベルの低下は HCV 産生に影響し

ないと考えられた。YM-53601 は、細胞のコレステロール

レベルとコレステリルエステルレベルを低下させるが、

上記の結果から、コレステロールレベルが HCV 産生によ

り重要であると示唆された。また、これまでに HCV の RNA

複製または翻訳過程に YM-53601 が作用する結果を得て

いたが、今回、HCV internal ribosome entry site 下流

にルシフェラーゼ遺伝子を配したレポーターRNA を用い

て、同薬剤が HCV の翻訳を阻害しないことを示唆する結

果を得た。従って、RNA 複製過程にコレステロールが関

与すると考えられた。[齊藤恭子、花田賢太郎、深澤征義] 

 

III. オートファジーに関わる研究 

（１）オートファジーに関わる Atg7 の機能領域の解析 

 オートファジーを誘導する鍵酵素 Atg7（E1 酵素）の N

末端にある FAP 領域が、オートファゴソーム形成に必須

の LC3 脂質化におけるユビキチン様修飾反応の E2 反応

を介する酵素 Atg3 と基質 LC3 の反応に特異的に重要で

あることを示した。この領域は、同じ Atg7 が介するオー

トファジーの初期段階の隔離膜形成に必至なAtg12-Atg5

結合反応、Atg7 の 2 量体形成、ミトコンドリア特異的オ

ートファジーに必要な Atg12-Atg3 結合体形成には影響

がなく、LC3 反応に特異的に必須であった。［谷田以誠；

山崎 学（微化研）；小松雅明（医学研）；上野 隆（順

天堂大）］ 

（２）肝臓におけるオートファジーにおける血中アミノ

酸代・グルコースレベルの研究 

 肝臓においてはオートファジーはグルコース産生・遊

離アミノ酸生成・脂肪滴形成に関与している。マウス成

体の肝オートファジーについては，さらにアミノ酸から

糖新生によってグルコースを作りだし、血糖の維持にあ

ずかることがわかってきた。オートファジーは血漿イン

スリンレベル低下が引き金になって誘導され、アミノ酸

レベルの上昇（アミノ酸バースト）として起こり、糖新

生鍵酵素である PEPCK が活性化される。アミノ酸バー

ストとこれに伴う糖新生系亢進は肝特異的オートファジ

ー欠損マウスではみられず、血糖は野生型マウスに比べ

て有意に低下していた。［谷田以誠；江崎淳二、松元直美、

竹田-江崎光江、高橋勝幸、平岡由佳、高ひかり、藤村努、

岩田淳一、古屋徳彦、辺 澤華、多田 昇弘、木南英紀、

上野隆（順天堂大）；小松雅明、田中啓二（医学研）；竹

鼻健司（味の素）］ 

（３）脂肪肝とオートファジーの研究 

 C 型肝炎ウィルスは脂肪滴近傍でウィルス粒子のアセ

ンブリをおこなうことが知られており、また C 型慢性肝

炎患者には脂肪肝が多いことは知られている。そのため、

脂肪肝におけるオートファジーの活性異常・変化を解析

することは、オートファジー活性制御による脂肪肝抑制

およびC型肝炎ウィルス抑制治療をめざした基礎研究と

して重要である。本研究においては、脂肪肝によりオー

トファゴソームの酸性化およびリソソーム内プロテアー

ゼ、カテプシン、の発現量が低下することにより、オー

トファジーによるタンパク質分解が阻害されることがわ

かった。［谷田以誠；稲見義宏、山科俊平、上野 隆、池

嶋健一、渡辺純夫（順天堂大）］ 

（４）糸球体硬化における GABARAP の機能 

 GABARAPは LC3のホモログとしてオートファジーに

関わっていると考えているが、その生理的機能について

はほとんど解明されていない。今回、GFP-GABARAP ト

ランスジェニックマウスを作成したところ、腎糸球体に

顕著な GFP シグナルが認められた。ドキソルビシンを用

いて糸球体障害を誘導したところ、GABARAP トランス

ジェニックマウスは野生型に比べ、顕著なタンパク尿と

糸球体硬化が認められた。この時、GABARAP はオート

ファゴソームには局在せず、p62 と相互作用して凝集体

を形成した。このことは腎糸球体において GABARAP は

オートファジー以外の糸球体障害・回復に関わる機能を

有していることを示唆している。［谷田以誠；高木美幸、

浅沼克彦、多田昇弘、オリバ・トレホ ファン・アレハン

ドロ、浅沼悦子、木南英紀、上野隆、木南英紀、富野康

日己 （順天堂大）；小松雅明 （医学研）］ 

 

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）がん制御因子 PICT1 による核小体ストレス感知機

構の解明 

 リボソーム生合成を制御する核小体タンパク質 PICT1

がリボソーム構成タンパク質 RPL11 と結合し、RPL11 の

核小体への局在を制御することを見いだした。また

PICT1 が様々なストレスに応答して分解されることによ

って RPL11 の核質への遊離を促し、その結果として MDM2

の不活性化を介して癌抑制因子 p53 の活性化を引き起こ

すことを見いだした。また PICT1 の発現量が食道癌、大

腸癌の予後に影響することを見いだした。[前濱朝彦、花

田賢太郎；鈴木聡（九州大）] 

 

V．ヒトパピローマウイルスに関する研究 

（１）PCR を用いた HPV16 エピソームの新規検出法の開
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発 

 Long PCR に適した PCR 酵素を用いた Inverse PCR によ

って 7.9 kbp の HPV16 エピソームの全長を増幅する方法

を新たに開発した。また本手法によって増幅された PCR

産物を HPV16 の包括的な変異解析等に利用できることを

見いだした。［前濱朝彦、花田賢太郎；柊元巌（病原体ゲ

ノム解析研究センター）］ 

 

VI. スフィンゴ脂質代謝と病原体に関する研究 

（１）TMBIM ファミリーの機能に関する研究 

 スフィンゴ糖脂質 Gb3 は腸管出血性大腸菌の外毒素で

ある志賀毒素（ベロ毒素）の受容体である。以前より複

数回膜貫通タンパクの TMBIM ファミリータンパクが、Gb3

を低下させることで毒素による細胞死を抑制することを

明らかにしている。本年度はこのファミリーのうち

FAIM2 に着目し、その分子機構について解析を行ったと

ころ以下の新たな知見を得た。(1)FAIM2 の細胞質領域と

結合するタンパクとしてユビキチン E3 リガーゼの一種

を同定した。 (2)FAIM2 の複数回膜貫通ドメインのうち

TMBIM ファミリー間で保存されているアミノ酸に変異を

入れると Gb3 発現低下能も失われた。[山地俊之、花田賢

太郎] 

（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 

 レンチウイルス shRNA ライブラリーは、網羅的な宿主

因子を同定するためのツールの１つとして期待される。

以前ライブラリーを用いて志賀毒素関連因子の探索を行

い、受容体 Gb3 の生合成に必須な酵素を同定している。

ただし網羅性の観点から不十分であったことより、本年

度ではより多くの因子を同定するため、以下の対策を講

じた。(1)shRNA 効果の増強を狙い、shRNA 経路に関与す

る因子を過剰発現させた安定発現株を作製した。(2)上記

と異なるレンチウイルス shRNA ライブラリーを新たに導

入し、その条件検討を行った。今後これらを用いてスク

リーニングを行う予定である。[山地俊之、花田賢太郎] 

（３）培養細胞における遺伝子ノックアウト法の構築 

 RNAi による遺伝子発現抑制法はその簡便性より、培養

細胞に対して広く用いられているが、その一方で発現が

残るため表現型が出ない可能性も残される。このことは

培養細胞においても遺伝子破壊の必要性・有用性を示す

ものである。以前遺伝子トラップ法による志賀毒素関連

因子の探索について報告したが、この場合使用出来る細

胞株が限られるため、より汎用性の高いシステムが求め

られる。これらの経緯を踏まえ、(1)Forward genetics

として新たな遺伝子突然変異導入法の開発、(2)Reverse 

genetics として人工ヌクレアーゼによる遺伝子編集法

の導入及び改良、を本年度より開始した。[山地俊之、花

田賢太郎] 

（４）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 はセラミドを小胞体からゴ

ルジ体へと輸送するタンパク質である。CERT は小胞体膜

蛋白質である VAP と結合し、この相互作用によって小胞

体膜中に存在するセラミドの認識効率を上げていると考

えられている。しかしながら、CERT と VAP の相互作用を

調節するメカニズムについては分かっていなかった。こ

れまでに当部では、CERT の特定の部位がリン酸化される

と、CERT-VAP 間の結合が強化されることを明らかにして

いたが、本年度はこの部位のリン酸化状態によって、実

際にスフィンゴ脂質の生合成量が変化すること、即ち、

セラミドの輸送量が変化することを明らかにした。また、

この部位のリン酸化状態が各種刺激によって変化するこ

とを明らかにした。[熊谷圭悟、花田賢太郎] 

（５）クラミジア増殖における宿主細胞 CERT の重要性 

 偏性細胞内寄生細菌 Chlamydia trachomatis の宿主細

胞内増殖において、宿主細胞由来の CERT が重要であるこ

とを昨年度までに見出していた。CERT がゴルジ体へセラ

ミドを輸送する際には、当該タンパク質中のプレクスト

リン相同(PH)ドメインの持つ phosphatidylinositol 

4-monophosphate (PI4P)結合能が必要である。今年度は、

C. trachomatis の寄生胞・封入体(inclusion)へ宿主細

胞の小胞体からセラミドを運ぶように CERT が転用され

ていること、CERT PH ドメインの PI4P 結合能を欠いても

inclusion へのセラミド輸送は起こることを示唆した。 

[花田賢太郎；Cherilyn A. Elwell, Joanne N. Engel (UCSF, 

USA)] 

 

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

（H23 年 8、9 月、H24 年 1、3 月）。また、試験薬 1 品目

が平成 23 年末をもって製造販売中止となったことから、

同等代替品の評価を行い、代替品を用いて従来の検査感

度が達成可能であることを確認した（H24 年 2 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。［萩原健一、

中村優子］ 
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（２）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、・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、・

その他（BSEプリオンの株、非定型BSEなど）の文献を

2005-2011年の過去6年間にわたり調査し、厚生労働省本

省からの資料収集の要請に対応した。［萩原健一、中村優

子、原英之、大内史子；飛梅実（感染病理部）］ 

 

所内研修業務および所外委員会業務 

（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’2011.10.24［萩原健一］ 

（２） (独)医薬品医療機器総合機構 平成２３年度 GLP

評価委員会委員および医療機器 GLP 評価委員会委員 

[花田賢太郎] 

 

国際的ガイドラインの策定 

（１）2011 年 10 月 12-14 日にかけてスイス国ジュネー

ブ市で開催された世界保健機構(WHO)本部主催のワク

チン規制制度強化の国際諮問：戦略的方向性、評価過程

と指標 (International consultation on vaccine regulatory 

system strengthening: strategic directions, assessment process 

and indicators, WHO/HQ)に参加して、WHO が世界中のワ

クチン NRA (National Regulatory Authority: 国家規制当

局)を評価するための項目およびその内容を改訂する作

業に携わり、ロットリリースおよびラボラトリーアクセ

スの機能に関するワーキンググループの一員として改訂

案を策定した。［花田賢太郎］ 

 

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（AXIMA-QIT）

の保守、運用を行った。今夏の節電対策要請時には、機

器の稼働停止および再稼働による不測の故障を避けるた

めに、必要とされる予防措置・点検を行った。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を管

理した。機器およびソフトウエアは、所内（戸山・村山）

の複数部のプロテオーム研究に携わる研究者が利用した。

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 122 時間だった。［大内史子、萩原健一、花

田賢太郎］ 
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