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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、ウィルス、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、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

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)の行政検査を担当し、

平成 15 年度は 11 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、引き続き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、また、平成１５年度の日本薬学会賞を受賞した。

なお、久下 理室長は平成 15 年 4 月 1 日付けで九州大

学に出向し、同大学大学院理学研究院化学部門生体情報

化学研究室教授に就任した。同氏の益々の研究発展と活

躍を期待する次第である。また、平成 15 年 10 月に中村

優子氏が細胞化学部第一室研究員として採用され、プリ

オンの検査・研究等に従事することになった。 
 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。 
 以下に本年度の研究成果を記す。 
 
 
研 究 業 績 
 
 
Ⅰ. 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（HCV）のコアタンパク質が細

胞内で形成する複合体の分離とその構成タンパクの同定 
 C 型肝炎ウイルスのコアタンパクと細胞内で相互作用

する宿主細胞のタンパク質を同定することを目的として、

コアタンパクの N-末端に複合型タグ（Myc-TEV-Flag：
MEFtag）を付した融合タンパクを HEK239 細胞に発現

させ、細胞の 1% TX-100 可溶性画分からそれぞれのタ

グに対する抗体を用いた免疫沈降法でコアタンパクを含

むタンパク質複合体を精製した。精製した複合体には、

従来からコアタンパクと相互作用があると報告されてい

る DEAD box Protein 3 (RNA-helicase)及び Ki-nuclear 
autoantigen (Proteosome Activator PA28)を含め 10 種

のタンパクが電気泳動で認められ、全て、ダイレクトナ

ノフローLC-MS-MS 法で同定した。タンパク質の染色結

果を考え併せると、コアタンパクは細胞内でこれらのタ

ンパク質と比較的安定な複合体を形成していることが強

く示唆された。［山河芳夫 佐藤慈子 深澤征義 西島正

弘（細胞化学部）、勝二郁夫、鈴木哲郎（ウイルス第２部）、

市村徹（東京都立大学大学院理学研究科化学専攻）］ 
 
（2）C 型肝炎ウィルスのコア蛋白発現による肝細胞の

脂質分子種組成への影響について 
 C 型肝炎ウィルス（HCV）コア蛋白発現トランスジェ

ニックマウスで肝脂肪化と肝癌発症が示唆されている。

しかし詳細な機序は解明されていない。本研究はコア蛋

白発現が肝細胞脂質分子種組成に及ぼす影響をガスクロ

マトグラフィーとマススペクトロメトリーにより解析し、

HCV 感染による肝脂肪化機構の解明を目的とした。コア
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蛋白発現トランスジェックマウスの脂質プロファイリン

グを行い、多価不飽和脂肪酸を含むリン脂質分子種組成

に顕著な変動を見い出した。コア蛋白発現が肝脂質代謝

調節に重要な役割を果たしていることが示唆された。メ

カニズム解明に向け更にコア蛋白発現培養肝細胞も用い

て詳細に解析中である。[田中康仁、加藤健吾、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）；北條俊章、田口 良（東京大学医学部メタボロー

ム）；森屋恭爾（東京大学医学部感染制御）；小池和彦（東

京大学医学部感染症内科）] 
 
2. プリオン病に関する研究 
 
（1）ウシ・プリオンタンパク発現トランズジェニック

（Tg）マウスにおける異常型プリオンタンパク（PrPSC
）

の増殖 
 ウシ海綿状脳症（BSE）の高感度バイオアッセイ系を

開発することを目的として、ウシ・プリオンタンパクを

発現するTgマウスを獣医科学部および感染病理部と共

同で開発しつつある。現在までに、PrP遺伝子の導入部

位の異なる３系統（#39,#91,#94）のTgマウスを作出し

ているが、本年度はプリオンタンパクの発現量が多く、

また個体数を揃えることが出来た#39 系統にBSE病原体

（和歌山例、５％脳乳剤２５ul）を接種して脳、脾臓な

どへのPrPSC
の蓄積の径時変化をウエスタンブロット法

で調べ実験動物としての有効性を評価した。その結果、

#39TgマウスにおいてPrPSC
は接種後１００日前後に脾

臓で最初に検出され、免疫組織化学的方法でFDC
（follicular  dendritic cell）に蓄積していることが確認さ

れた。一方、PrPSC
の蓄積が脳で確認されたのはTgホモ

のマウスでは接種後１７５日後であり、その時点で神経

失調を思わせる震えが認められた。接種後２００日で瀕

死となった為にすべて殺処分としたが、マウスの脳にお

けるPrPSC
の蓄積は少なく、海綿状変性もおこっていな

かった。従って、これらのマウスが伝達性海綿状脳症を

発症してで致死に至ったか否かは不明である。Tgヘミ

（ヘテロ）のマウスでは接種後２５６日程度でPrPSC
の

蓄積が脳で認められる様になるが、３００日を超えた時

点でも未だ神経失調を示唆する臨床症状は認められてい

ない、さらに経過を観察中である。［山河芳夫、納富香子、

萩原健一、中村優子（細胞化学部）、松田潤一郎（獣医科

学部）、佐藤由子、樋口好美、佐多徹太郎（感染病理部）］ 
 
（2）硬膜移植後プリオン病発症モデルマウスの作成 
 汚染硬膜移植によるプリオン病の発症モデル動物を作

成することを目的として、コラーゲン膜に病原体（プリ

オン病発症マウスの脳ホモゲネート）を染み込ませたも

のを汚染硬膜の代用として用いて病原体の脳表からの間

接接種を試みた。その結果（1）病原体を脳（室）内に

直接接種したものに比べて約 20 日の遅れをもって全て

のマウスが発症、死亡した。これらのマウス脳には異常

型プリオンタンパク質（PrPSC
）の蓄積がウエスタンブ

ロット法あるいは免疫染色法により確認された。（2）マ

ウス脳の海綿状態及びPrPSC
が強く免疫染色される部位

はPrPSC
を接触させた脳表面と、同側の視床および反対

側の小脳である。これらのことから、PrPSC
の侵入経路

は脳表からの経神経線維性による伝播の可能性が高く、

本法により発症せしめたマウスはヒト汚染硬膜移植後プ

リオン病の発症モデル動物となりうると考えられた。[山
河芳夫、西島正弘 (細胞化学部)、古屋一英、川原信隆（東

京大学 医学部）、金子清俊（国立精神・神経センター 疾

病研究第七部）］ 
 
（3）硬膜移植後プリオン病発症モデルマウスに及ぼす

防御型プリオンタンパク（recPrP218K
）の発症遅延効果 

 硬膜移植後プリオン病発症モデルマウスに防御型プリ

オンタンパク質（リコンビナントプリオン 218Ｋ：

recPrP218K
）を体内埋め込み型の浸透圧ポンプで脳室内

に連続投与して、その治療／発症延伸効果について検討

した。その結果、非治療群（ｎ=11）で病原体接種後 117
±7.7 日で 50％のマウスが死亡したが、接種後 30 日目

に治療を開始した群（ｎ=７）では 129.4±12 日で 50％
のマウスが死亡し、これら二群の間ではrecPrP218K

の延

命効果に関して有意差が認められた。一方、病原体接種

後 60 日で治療を開始した群（ｎ=9）では 121±12.8 日

で 50%のマウスが死亡し、非治療群と比べて、recPrP218K

の効果は認められなかった。［山河芳夫、西島正弘(細胞

化学部)、古屋一英、川原信隆（東京大学 医学部）、金

子清俊（国立精神・神経センター 疾病研究第七部）］ 
 
（4）プリオン蛋白質由来のペプチドによる異常型プリ

オン蛋白質（PrPSc
）の蓄積阻害機構の解析 

 プリオン蛋白質由来のペプチドP9FDを用い、プリオ

ン病発症に深く関与すると予想される、異常型プリオン

蛋白質（PrPSc
）の蓄積阻害について解析を行った。約２

０アミノ酸残基よりなるP9FDの添加により、培養細胞

中のプロテイナーゼK抵抗性のPrPSc
量の減少が、12 時間

後より認められた。また、内在性のプロテアーゼによる

と思われるPrPSc
の蓄積量の減少も認められた。しかし、

アセチル化したP9FDやP9FDの部分配列を有するペプ

チドではこの阻害効果は確認されなかった。以上より、

P9FDが一定の立体構造を有することがPrPSc
の蓄積阻

害には必要であることが示唆された。一方、P9FDを添

加した培養細胞では分子量が 65,25,15kDaの蛋白質の細

胞内含有量の上昇が認められ、これらの蛋白質の詳細な

性状について、さらなる検討を現在行っている。[中村優

子、大内史子、萩原健一、西島正弘、山河芳夫] 
 
（5）BSE 罹患ウシの PRNP の塩基配列分析 
 ウシ・プリオン蛋白質遺伝子（PRNP）のプリオン蛋白
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質コード領域上の DNA 塩基配列の多型を解析するための

分析プロトコールを確立した。条件検討の結果、ウシ組織

から調製したゲノム DNA に対して、プライマーA 
(5’-TGCTGGCATTCTACATTTATCAAGTTA-3’)および B 
(5’-AAGCGCCAAGGGTATTAGCATAC-3’)を用いた PCR
によりプリオン蛋白質コード領域全長を含む２本鎖 DNA
を調製し、次にこの２本鎖 DNA を鋳型としてプライマー

A および B を用いた非対称 PCR により１本鎖 DNA を得

た後に、常法による DNA シークエンサーによる塩基配列

分析を実施するという方法が最も迅速・良好な方法である

と結論した。健常ウシと従来型 BSE 罹患ウシおよび非定

型 BSE 罹患ウシの PRNP の塩基配列を本法を用いて比

較・解析した。その結果、分析した検体の幾つかにおいて

Gln78
あるいは Asn192

のコドンの第３塩基にサイレント

変異の多型が認められたが、アミノ酸の置換を生じさせる

DNA 変異は無かった。また、上記のサイレント変異と BSE
発症との間にも明確な因果は認められなかった。［萩原健

一、納富香子、西島正弘、山河芳夫］ 
 
（6）ＭＨＭ２-正常型プリオン蛋白質を発現する神経芽細

胞腫 N2a 細胞を用いたプリオン蛋白質の構造変換機構の

解析 
 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

して生じると考えられているが、その変換機構の詳細は

解明されていない。そこでプリオンの伝搬・感染の初期

過程を解析するモデル系の開発を目的として、マウス神

経芽細胞腫 N2a 細胞へ遺伝子導入を行うことにより、Ｍ

ＨＭ２-タグを有するマウス・正常型プリオン蛋白質を恒

常的に発現する細胞を作出した。この細胞を異常型プリ

オン蛋白質を持続産生する ScN2a 細胞と共培養するか、

あるいは ScN2a 細胞から調製した膜画分を培地に添加

すると、正常型のＭＨＭ２-プリオン蛋白質が proteinase 
K 消化に対して抵抗性を示す異常型へと変換することを

示した。この場合、ScN2a 細胞との共培養によっても膜

画分の添加によっても、異常型ＭＨＭ２-プリオン蛋白質

の蓄積がウエスタンブロット法により検出可能な量に達

するまでには、約１０日間の培養期間を要した。今後、

本系を応用したプリオン伝搬の初期過程の解析を行なう。

［萩原健一、中村優子、納富香子、西島正弘、山河芳夫］ 

 
Ⅱ. エンドトキシンに関する研究 
 
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 
 グラム陰性菌細胞壁由来のリポポリサッカライド

（LPS）はしばしば致死的なエンドトキシンショックを

引き起こすが、免疫反応を様々に誘導し賦活化すること

もまた知られている。ところで、LPS の活性部位である

lipid A の部分加水分解産物 monophosphoryl lipid A

（MPL）は LPS と異なり細胞毒性が弱いこと、LPS に

よるエンドトキシンショックを抑制することなどが知ら

れている。しかしながら、その分子メカニズムは未だ不

明である。本研究では LPS の毒性と免疫活性化の経路を

区別して考え、MPL 刺激と LPS の毒性発現に関与する

ことが知られている caspase-1 の活性に着目した。その

結果、マウスマクロファージの caspase-1 は lipid A によ

り活性化されたが、MPL では活性化されなかった。とこ

ろが、caspase-1 の活性化に必須と報告されている

caspase-11 遺伝子は lipid A と MPL のどちらの刺激でも

活 性 化 が 認 め ら れ た 。 MPL は TLR-4 を 介 し た

MyD88/NF�B 経路を活性化する一方で LPS とは異なり

caspase-1 の活性化に関わる未知の経路を活性化しない

ことが示唆される。本研究では LPS と同一のレセプター

（TLR-4）を介しながら、MPL がマクロファージに対し

て異なる活性化パターンを示す事を明らかにした。

Caspase-1 は様々な炎症性疾患にも関与していることか

ら、本研究の結果は炎症性疾患の発症機構の解明に寄与

することが期待される。［桶本和男、川崎清史、西島正弘］ 
 
2. サルモネラ菌リピド A 修飾の免疫応答における意義

に関する研究 
 
（1）リピド A 修飾と Toll-like receptor 認識に関する研

究 
 サルモネラ菌などのグラム陰性病原細菌は宿主組織内

で生存するためにリポ多糖を含むその表面構成成分の再

構成を行う。これまでにサルモネラ菌外膜構成成分リポ

多糖の膜アンカー部位リピド A の脂肪酸の付加・脱離が

起こることが知られていた。本研究ではこの現象の宿主

免疫応答との関わりを解析する目的で脂肪酸の付加・脱

離が起きているリピド A 種を分離精製し、リピド A 受容

体である Toll-like receptor 4 を発現させた細胞株に対す

る NF-�B 活性化能を解析した。その結果、脂肪酸の付

加及び脱離がともにリピド A の NF-�B 活性化能を低下

させることがわかった。このことから、サルモネラ菌の

リピド A修飾は宿主免疫系から逃れるために機能してい

ると推察された。[川崎清史、Sam Miller（ワシントン大

学）] 
 
（２）リピド A 修飾の制御に関する研究 
 サルモネラ菌のリピド A修飾酵素は感染環境を模倣す

ると考えられている低マグネシウム培地培養下で発現誘

導される。脱アシル化酵素 PagL も低マグネシウム培地

培養下で発現誘導されるが、不思議なことにリピド A の

脱アシル化はこの培養条件下では認められない。一方、

別のリピド A修飾であるアミノアラビノース付加が起こ

らない変異株では、低マグネシウム培地培養下でリピド

A の脱アシル化が認められた。このことから、リピド A
修飾は相互に関連しあっており、アミノアラビノース付
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加が脱アシル化を抑制することがわかった。この制御が

サルモネラ菌の病原性とどのように関わっているのか解

明することが今後の課題である。「川崎清史、Sam Miller
（ワシントン大学）] 
 
Ⅲ. 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、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

に重要なアミノ酸残基を明らかにした。ＰＳＳ1 のＰＳ

合成活性は通常、外来性ＰＳにより著しく阻害されるが、

この制御に少なくとも 6 アミノ酸残基が関与していた。

また、単独のアラニン置換により、ＰＳ合成活性がほと

んど失われるアミノ酸は少なくとも 13 残基あった。こ

のうち 1 残基は基質特異性に関わり、5 残基はこの蛋白

の発現或いは安定性に影響を及ぼした。同定したアミノ

酸残基の分布より、この酵素の活性中心と調節部位は独

立して存在するものと考えられた。[大沢智子、久下 理
*
、西島正弘（

*
九州大学大学院理学研究院）] 

 
（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）の役割 
ア. SIN レプリカーゼによる遺伝子発現における PS の

関与 
 我々はこれまでに、SIN レプリカーゼによる遺伝子発

現に、宿主の PS またはホスファチジルエタノールアミ

ン(PE)が関与することを見いだしている。PS の関与を

より明確にする目的で、PE 含量を正常に保ったまま、

PS 含量だけを減少させることができる PSB-2 株を用い

て、SIN レプリカーゼ依存の遺伝子発現に対する PS 含

量低下の影響を調べた。その結果、PS 含量が低下する

条件で同遺伝子発現が低下することを見いだし、SIN レ

プリカーゼによる遺伝子発現に PS が関与することが明

らかになった。また、レプリカーゼの転写産物のレベル

は PS 含量が低下する条件で低下しないことから、遺伝

子発現の低下は転写以降、翻訳までのいずれかの過程が

阻害されているためと考えられた。[齊藤恭子、西島正弘、

久下 理] 
イ. mRNA キャッピング酵素 nsP1 の膜結合における

PS の関与 

 SINの mRNAキャッピング酵素 nsP1は膜結合蛋白質

で、PS に結合すると予想されるアミノ酸配列を有して

いる。nsP1の膜結合におけるPSの関与を調べる目的で、

PSB-2 細胞に nsP1 を発現させたところ、正常なリン脂

質組成を示す条件と PS 含量が低下する条件のいずれに

おいても、nsP1 は膜に結合していた。nsP1 は脂肪酸修

飾を受けるが、その修飾を阻害する変異を nsP1 に導入

しても、PS 含量が低下する条件の nsP1 の膜結合は変化

がなかった。従って、nsP1 の膜結合に PS が関与する証

拠は得られなかった。[齊藤恭子、西島正弘、久下 理（九

州大学大学院理学研究院）] 
 
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）CERT によるセラミドの膜間転移 
 CERT は、細胞内セラミド輸送欠損 CHO 細胞変異株

(LY-A 株)を相補する cDNA がコードする 68 kDa の親水

性タンパク質である。天然型セラミドは疎水性が極めて

高く、自律的に脂質膜の間を転移することはない。セラ

ミドの膜間転移を人工リン脂質膜を用いた無細胞検出系

で調べたところ、精製組換え体 CERT はセラミド転移を

劇的に促進した。また、その活性は、CERT のカルボキ

シル末端約 210 アミノ酸領域から成る START ドメイン

が担うことを明らかにした。[熊谷圭悟、花田賢太郎] 
 
（２）CERT の START ドメインが認識する脂質特異性 
 CERT の START ドメインによって膜から引き抜かれ、

他の膜へ転移される脂質の選択性を無細胞検出系で解析

した。CERT は、スフィンゴシンやスフィンゴミエリン

は全く認識しなかった。また、CERT 以外で START ド

メインを持つタンパク質に対する特異的基質と報告され

ているコレステロールまたはホスファチジルコリンも

CERT は認識しなかった。セラミドと構造的に近いジア

シルグリセロールに対する活性はセラミドに対する活性

の５％程度であった。したがって、CERT はセラミド選

択的な膜間転移活性を持つと考えられる。[熊谷圭悟、花

田賢太郎] 
 
（３）CERT による小胞体からのセラミド引き抜き 
 CERT が小胞体と相互作用して、そこからセラミドを

引き抜くことができることを以下のように示した。生化

学的に分離した小胞体膜において、内在するセラミド合

成酵素活性を利用して放射性セラミドを生産させ、次に、

この放射性セラミド含有小胞体膜を精製組換え体 CERT
とともにインキュベートするとセラミドが膜から遊離し

た。対照実験の一つとして、疎水性物質を非特異的に結

合することが知られているアルブミンを用いたが、アル

ブミンではセラミドは遊離しなかった。よって、CERT
は小胞体からセラミドを効率よく遊離させる特異的活性
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を有すると結論した。[河野美幸、花田賢太郎] 
 
（４）CERT の細胞内分布 
 CERT は、そのアミノ末端領域にプレクストリン相同

(PH)ドメインを持っている。PH ドメインはリン酸化イ

ノシトール結合ドメインとして知られおり、特にホスフ

ァチジルイノシトール４リン酸(PI4P)特異的な PH ドメ

インは、PI4P が局在するゴルジ体へのターゲット機能を

発揮する。CERTのPHドメインはPI4P特異的であるが、

セラミド輸送欠損株・LY-A 株の CERT は、PH ドメイン

中にアミノ酸置換（G67E 変異）が起こっており、PI4P
結合能が失われている。CERT と緑蛍光タンパク質

(GFP)との融合タンパク質の細胞内分布を蛍光顕微鏡レ

ベルで解析したところ、CERT-GFP は細胞質全体に分布

しつつも、ゴルジ体領域に顕著に濃縮していた。一方、

G67E 変異型 CERT-GFP では、ゴルジ体への会合が損な

われていた。これらの結果から、CERT はその PI4P 結

合性 PH ドメインに依存してゴルジ体に会合することが

明らかとなった。[花田賢太郎] 
 
（５）亜無傷細胞を用いたセラミド小胞体-ゴルジ体間輸

送の解析 
 細胞膜に小孔を開けた亜無傷細胞において、セラミド

の小胞体-ゴルジ体間輸送を再現することが可能である。

この再構成系を用いて解析したところ、LY-A 株由来の細

胞質に野生型の精製 CERTを添加することで輸送活性が

正常レベルに回復した。興味深いことに、人工脂質膜を

用いたアッセイの場合、PH ドメイン欠失 CERT や G67E
変異CERTも野生型 CERTと同様のセラミド転移活性を

示すのだが、亜無傷細胞を用いた再構成系においては、

これら変異体は回復能を示さなかった。細胞の中のよう

に様々なオルガネラ膜が混在している状態において

CERT がゴルジ体へ効率よく到達するには、PI4P 認識

PH ドメインの存在が必要なのであろう。再構成系にお

いての CERT 依存性セラミド輸送は ATP を除くと阻害

された。一方、Sar1（小胞体からゴルジ体への膜小胞輸

送に必須の因子の一つ）の優性欠損型を添加しても

CERT 依存性セラミド輸送は全く阻害されなかった。[熊
谷圭悟、安田智、花田賢太郎] 
 
（６）細胞内セラミド選別輸送モデル 
 昨年度の成果および上述した本年度の成果を総合して、

CERT は ATP 依存性のセラミド小胞体-ゴルジ体輸送を

仲介する分子であると我々は結論した。そして、脂質セ

ラミドの輸送は非輸送小胞機構で仲介されていると結論

し、CERT が特異的にセラミドを小胞体膜から引き抜い

た後、ゴルジ体膜に選択的に到達して受け渡すというモ

デルを提唱した。これら一連の研究成果は、膜リン脂質

生合成に関わる特異的な脂質選別輸送装置を分子レベル

で同定した最初の例であり、我々が提唱するセラミド輸

送モデルは、他の脂質についてもその選別輸送メカニズ

ムを考えるうえでの土台になると思われる。[花田賢太郎、

熊谷圭悟、安田智、三浦有紀子、河野美幸、深澤征義、

西島正弘] 
 
（７）中性スフィンゴミエリナーゼの基質特異性 
 中性 pH 領域に至適 pH のあるスフィンゴミエリナー

ゼ  (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。リソ型スフィンゴミエリンすなわちス

フィンゴシルホスホコリン(SPC)に対するホスホリパー

ゼＣ活性測定法を開発し、哺乳動物、マラリア原虫およ

び細菌由来の nSMase は SPC ホスホリパーゼＣ活性を

も有することを明らかにした。これら nSMase は、リソ

ホスファチジルコリンやリソ血小板活性化因子も加水分

解するがそのジアシル体は分解できないことを併せ考え、

nSMase 酵素の基質となるには脂質基質の C2 位は水素

結合供与グループでなければならないと示唆した。[三浦

有紀子、後藤恵理子、西島正弘、花田賢太郎] 
 
（８）光増感作用おけるスフィンゴ脂質新合成と活性酸

素種生産 
 光増感作用で起こる細胞死にはスフィンゴ脂質新合成

が必要であることをわれわれは以前示していた。光増感

作用で起こる細胞死には活性酸素種(ROS)生産も必要で

あるが、ROS 生産にはスフィンゴ脂質新合成は必要なか

った。よって、細胞死シグナル経路においてスフィンゴ

脂質新合成の関わるステップは ROS 生産の下流である

ことが示唆された。[花田賢太郎: Vladislav Dolgachev、 
Biserka Nagy、 Bonita Taffe、 Duska Separovic (ユージ

ン・アップルバウム薬学衛生科学大学)] 
 
（９）細胞内スフィンゴ脂質によるアミロイド前駆体切

断の調節 
 アルツハイマー病脳変のプラークに蓄積するアミロイ

ドベータペプチドは、アミロイド前駆体(APP)のベータ

およびガンマ部位での切断によって生ずる。細胞内スフ

ィンゴ脂質が減少すると APP のアルファ部位での切断

が顕著に上昇し、可溶性の sAPP42 の分泌が高進するこ

とを見出した。スフィンゴ脂質減少細胞では、

MAPK/ERK 活性が上昇しており、MAPK/ERK 阻害剤処

理すると sAPP42 の変化も阻害された。よって、スフィ

ンゴ脂質減少は、MAPK/ERK 経路の活性化を介して

sAPP42 分泌を上昇させると結論した。[花田賢太郎: 澤

村直哉、 Mihee Ko、 Wenxin Yu、 Kun Zou、 Toshiharu 
Suzuki、 Jian-Sheng Gong、 柳澤勝彦、道川誠(長寿研)： 

鈴木利治（北大）] 
 
1-3. SNARE 分子 Ykt6 の細胞内局在・膜融合活性発現

の分子基盤 
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 SNARE 分子群は生体膜融合過程において、膜相互の

特異的認識・融合の起動に関わる鍵分子である。その一

つ Ykt6 は蛋白性膜貫通領域を持たず、局在も大部分細

胞質でごく一部膜に存在する。変異体解析等から、細胞

質内では Ykt6 はＣ末で farnesyl 化されているが N 末領

域が覆うことで可溶化できると考えられた。膜結合型は

さらに palmitoyl 化も受け、構造変化・膜結合力を獲得し、

膜融合能を示すこともわかった。以上から、C 末脂質修

飾・N 末領域により Ykt6 は細胞内局在及び膜融合活性が

調節されていることが強く示唆された。 [深澤征義、

James E. Rothman（米国・Sloan-Kettering 研究所）] 
 
Ⅳ. 細胞膜の構造・機能と細胞病態変化の解析 
 
（1）ヒトがん細胞における糖輸送タンパク質ファミリ

ーの発現とラフト膜分布 
 動物細胞の表面には 10 数種の糖輸送タンパク質

（GLUT)が存在し、糖輸送を仲介する。これらは 12 回

膜貫通型の糖タンパク質であるが、輸送特性や組織発現

に特異性があり、生理的な役割や機能調節機構はそれぞ

れ異なると考えられる。我々は、腫瘍性の Hela 融合細

胞に発現するGLUT1とGLUT3が異なる細胞膜ドメイン

に分布することを、非イオン性界面活性剤の可溶化分画、

ならびに共焦点コンフォーカル顕微鏡観察により明らか

にした。GLUT1 は界面活性剤に難溶性のラフト膜ドメイ

ンに分布し、細胞骨格系の F-actin と共分布した。これ

らの膜分布の分子制御機構について更に検討中である。

最近、GLUT1 はヒト T 細胞白血病ウイルス（HTLV-1)
の新規受容体であることが判明し、GLUT1 の膜分布機構

の解析は感染症治療薬の新たな分子標的探索においても

有用であろう。[佐京智子、北川隆之] 
 
（2）肺炎クラミジアのin vitro感染評価系の確立と阻害

薬検索への応用 
 肺炎起因菌である肺炎クラミジア（C.p ）は動脈硬化

発症の危険因子として注目され、感染・増殖とラフト膜

の関連が示唆されている。我々は C.p の in vitro 培養法：

標準株 HEp-2 細胞に感染した C.p の封入体を FITC 試

薬によって特異的に蛍光染色する方法を確立し、抗クラ

ミジア化合物の評価系を構築した。ついで本評価系を適

用した新規 in vitro スクリーニング系の確立を目的とし

て、カベオリン含量の異なるヒト HeLa 融合細胞系にお

いて C.p の感染・増殖性を検討した結果、カベオリン

含量の高い細胞株では C.p の封入体量が標準株 HEp-2
細胞の約 2 倍多く、カベオリン含量の低い細胞株では約

１／４に低下した。両細胞の C.p の増殖様式に着目し

ながら、評価系と化合物のスクリーニングを開始した。

[難波憲司（第一製薬）、北川隆之] 
 

Ⅴ. 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 15 年度（自平成 15 年 4 月 1 日至平成 16 年 3 月

31）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 11 （ 陰性 8、陽性 3 ） 
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