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概 要 

 当部の目的は、「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、膜脂質の代謝と機能に関

する研究、毒素進入に関わる研究、ウイルス感染におけ

る細胞機能の研究、オートファジーに関する研究、抗感

染症薬を指向した代謝阻害剤の開発研究など、幅広い分

野で成果を挙げた。 

 プリオン病に関する研究では、異常プリオンの細胞内

蓄積を抑制する分子の開発や、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を行うなど着実

に成果を挙げた。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

を担当している。 

 また、膜脂質解析や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。 

 人事面では、平成１９年４月１日付けで原英之が第一

室に任期付研究員として採用され、同年１０月１日付け

で熊谷圭悟が第四室研究員として採用された。臨時職員

として大内史子、佐藤慈子が在籍し、実験補助に従事し

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的 BSE プリオンの伝達 

 我が国で確認された BSE罹患ウシのうち 24例目

（BSE/JP24）は、脳内に蓄積した異常型プリオン蛋白質

（PrPSc）の生化学的・病理学的特徴が典型 BSEとは異な

る（Jpn. J. Infect. Dis., 60,305（2007）。この非定型 BSEプ

リオンの性状解析のため、BSE/JP24の脳ホモジネートを

近交系マウス３系統へ脳内接種（C57、SJL、RIII：2006

年秋）し、現在、経過を観察中である。これまでに採材

した脳、脾臓、回腸遠位部についてウエスタンブロット

（WB）／免疫組織化学染色法により PrPScを検索したと

ころ、非定型 BSE プリオンを接種した個体は接種 500 日

以上経過しても PrPScの蓄積は認められなかった。一方、

典型 BSE のプリオン接種群では、接種後 250 日以降に殆

どの個体において PrPScの蓄積が検出された。 

［萩原健一、山河芳夫、中村優子、大内史子、佐藤由子・

佐多徹太郎（感染病理部）］ 

 

（２）ウシ・プリオン蛋白質を発現するトランスジェニ

ックマウス（boTg-マウス）への非定型 BSEプリオンの伝

達 

 BSEJP/24例において見出された非定型BSEプリオンの

伝達性を検証するため, ウシ・プリオン蛋白質を発現する

トランスジェニックマウス(boTg-マウス)への伝達を試み

た。その結果、初回接種の boTg-マウスは 199.7±3.4日の

潜伏期間を経て発症した。一方、従来株（典型）プリオ

ンを接種した同マウスは、潜伏期間が 233.5±13.5日であ

った。このことから、BSEJP/24の非定型プリオン株は、

欧州で発見されている非定型 BSE-L型株と同様に、従来

株に比べてウシに対して強い感染性を持つ新規株である

と推定される。 
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［山河芳夫、萩原健一、佐多徹太郎（感染病理部）、舛甚

賢太郎・岩丸祥史・今村守一・岡田洋之・毛利資郎・横

山隆（動物衛生研究所）］ 

 

（３）BSE接種サルの脳脊髄液中の 14-3-3蛋白質の変動 

 脳脊髄液中の 14-3-3 蛋白質の検査は、孤発性 CJD

（sCJD）の鑑別診断法として重要である。しかし変異型

CJD（vCJD）に対しては、有効ではないと報告されてい

る。これは、sCJDに比して病態の進行が緩徐な vCJDで

は神経細胞の変性死が長期間にわたって進行するために、

14-3-3蛋白質の濃度変化を捕捉し難いためと考えられる。

本研究では、ヒト vCJD のモデルとして BSE プリオンを

カニクイザルに接種し（2006年度年報参照）、経時的に採

取した脳脊髄液中の 14-3-3蛋白質の変動をWB法で検討

した。その結果、２頭の 14-3-3 蛋白質は、神経症状を呈

する 800日前後に急速に増加していた。興味深いことに、

接種後 500 日（＝発症の約１年前）から極めて微量の

14-3-3蛋白質が検出された。このことは、14-3-3蛋白質の

検査が vCJD の生前診断に使える可能性を示唆するもの

である。 

［山河芳夫、大内史子、萩原健一、飛梅実・佐多徹太郎

（感染病理部）、小野文子（予防衛生協会）、寺尾恵治（医

薬基盤研）］ 

 

（４）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

において、PrPScの蓄積に伴って変動する脳内の蛋白質の

同定・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-∆C）が増加することを明らかに

してきた。欠失領域は CRMP-2の神経軸索の伸展活性を

調節するリン酸化部位を含む。そこで CRMP-2-∆Cおよび

リン酸化部位へ変異を導入した CRMP-2の cDNAを作成

し、これらを神経細胞に強制発現させて細胞の形態への

影響を検討した。その結果、CRMP-2-∆Cは、リン酸化型

CRMP-2（不活性型）を模倣した変異体の発現細胞と比較

して、非リン酸化型（活性型）変異体の発現細胞に認め

られるような多分岐の神経突起を生じることがわかった。 

［大内史子、萩原健一、花田賢太郎、山河芳夫］ 

 

（５）プリオンへの感染におけるスフィンゴ糖脂質の役

割の解析 

 プリオンへの感染におけるスフィンゴ糖脂質の役割を

個体レベルにおいて検討するため、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、昨年度から観察を続けた。その結果、野生型マ

ウスがプリオン病の終末期症状を呈するまでの期間（脳

内接種＝約 180日、腹腔内接種＝約 280日）と比べて、

２系統のノックアウト・マウスは同程度あるいはやや早

期に症状を示した。現在、安楽殺に処したマウスから採

材した組織の生化学的・病理学的解析を進めている。 

［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）P9 ペプチドによる PrPSc 蓄積の阻害活性と構造活

性相関 

 正常型プリオン蛋白質に由来するペプチド P9（アミノ

酸18残基）は、プリオンを感染させた神経芽腫細胞（ScN2a

細胞）での PrPSc の蓄積を顕著に阻害する。今回、17 種

の P9 アナログ・ペプチドを新規合成し、P9 の活性発現に

必要な最小鎖長の検索および構造活性相関を検討した。

特に興味深い点として、P9 と同一の鎖長・アミノ酸組成

を有し、かつ N 末端あるいは C 末端に Lys 残基を有する

アナログは、P9 と同等の活性を発揮するという結果を得

た。このアナログでは、末端 Lys を Arg に置換すると活

性が減弱した。よって、末端の正電荷が活性発現の必要

十分条件ではなく、むしろ末端に Lys 残基が必要とされ

る何らかの物性的・構造的理由があると考えられる。 

［中村優子、山河芳夫、萩原健一］ 

 

（７）P9 ペプチドの作用機作の解析 

 P9 がどのような作用機序で ScN2a 細胞で PrPSc の産

生・蓄積を阻害するのかについて解析した。リソソーム

の蛋白質分解能の指標としてカテプシン D 活性を測定し

たところ、ScN2a 細胞のカテプシン D 活性の強弱と P9 お

よび P9 アナログ・ペプチドの活性との間には明確な相関

は認められなかった。一方、細胞の免疫蛍光染色像から、

ペプチドの活性の強弱に応じて、細胞内の PrPSc 蓄積部

位へカテプシン D が集積することが明らかとなった。こ
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のことから、P9 はリソソームの蛋白質分解能を活性化さ

せるのではなく、リソソームおよび PrPSc の主たる蓄積

部位である後期エンドソームの分布や両オルガネラ間の

輸送に影響を与えて、PrPSc の分解を促進すると予想され

た。 

［中村優子、山河芳夫、谷田以誠、花田賢太郎、萩原健

一、田中恵子（感染病理部）］ 

 

（８）PrPC→PrPSc 構造変換の分子機構に関する研究 

 PrPSc は正常型プリオン蛋白質（PrPC）の構造変換によ

り生じるが、この変換機構には不明な点が多い。今回、

マウス・プリオン蛋白質のオクタペプチド・リピート領

域付近の配列（アミノ酸 9残基）をニワトリ PrPC の対応

領域の配列で置換すると、このキメラ蛋白質は ScN2a 細

胞で強制発現させても proteinase K（PK）抵抗性の PrPSc

へ変換されないことを見出した。この領域は、Wüthrich

らによる PrPCの NMRデータでは柔軟な構造と解釈され

ているが、PrPSc においては PK 抵抗性の断片として残る

という特徴をもつ。この領域が PrPC→PrPSc 変換の効率

を規定する一領域である可能性が予想され、現在、アミ

ノ酸 9 残基に変異を導入することにより詳細を解析中で

ある。 

［原英之、中村優子、萩原健一］ 

 

（９）固相化法による PrPScの高感度検出法の開発 

 食肉衛生検査所での BSEスクリーニング検査では、国

内外で認証済みの検査キットが使われている。これらは

サンドイッチ ELISA法に基づくが、凝集体である PrPSc

は抗原部位が露出し難い。そこで PrPScを還元・変性さ

せた後にチオール基を介して固相に固定化し、これを検

出する方法を検討した。「チオール基を有する」こと、お

よび「固相化後、不要な配列を切断・除去する」ことに

より検出の選択性の向上を図った結果、実験的発症マウ

ス（終末期）の脳ホモジネートに対しては PrPScの高感

度検出が達成できた。しかし、食肉衛生検査所で摘発さ

れた BSE罹患ウシの脳ホモジネートに対しては、夾雑成

分が固相化反応を妨害し、高感度検出に至らなかった。 

［萩原健一、山河芳夫］ 

 

II. オートファジーに関わる研究 

（１）オートファジー評価系とオートファジー分子メカ

ニズム 

 オートファジーは細胞内免疫システムとして細菌感

染・ウィルス感染に関与している。オートファジーを評

価するために、蛍光タンパク質に LC3 を結合した融合タ

ンパク質が用いられるが、幾つかの問題点があり、その

問題点を解決するために、適切な陰性コントロールを作

成した。また、２大タンパク分解系（オートファジー系

とユビキチン・プロテアソーム系）におけるオートファ

ジー分子とユビキチン化の関係について研究した。異常

型プリオンを含む凝集体を形成する細胞毒性を持つタン

パク質におけるオートファジー・リソソーム系の関与に

ついて、研究を展開しつつある。 

[谷田以誠、山地俊之、花田賢太郎] 

 

（２）シンドビスウィルス感染時における細胞内オート

ファジーの関与 

 シンドビスウィルス感染時における細胞内オートファ

ジーの動態を調べている。シンドビスウィルスを CHO細

胞に感染しても誘導性オートファジーはあまり顕著に起

こらない。今後の検討が必要である。 

[齊藤恭子、谷田以誠、花田賢太郎] 

 

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）遺伝子トラップ法を用いた志賀毒素耐性変異株の

スクリーニング 

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、小胞体よりサイトゾルへと透過する。我々

はこの志賀毒素の細胞内輸送機構、あるいは受容体であ

る Gb3 の代謝機構解明を目的として、遺伝子トラップ法

を利用した志賀毒素耐性株単離のスクリーニングを行っ

た。まずGb3を発現させたCHO細胞を親株とし、UPA Trap

法によりランダムな遺伝子破壊を行った。これら変異株

ライブラリーに志賀毒素を処理したところ耐性を示すい

くつかのクローンの単離に成功した。そのうちの１つは

UDP-Galactose transproter の変異株であり、Gb3発現量の

低下を示した。 

[山地俊之、花田賢太郎、西川喜代孝（同志社大院）、石

田靖雅 (奈良先端科技大院)] 
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（２）cDNA 過剰発現系を用いた志賀毒素耐性遺伝子の

スクリーニング 

（１）と同様の目的で、上記とは逆に cDNA ライブラ

リーを HeLa 細胞（志賀毒素に感受性）にレトロウイルス

を用いて導入することにより、過剰発現によって志賀毒

素に耐性を示す遺伝子のスクリーニングを行った。一次

スクリーニングで単離された志賀毒素耐性株より挿入遺

伝子を同定し、再び HeLa細胞に導入することで 2種類の

耐性遺伝子を得ることに成功した。そのうち１つは Gb3

と同じくラクトシルセラミドを基質とするガングリオシ

ド GM3の合成酵素であり、もう１つは機能未知の遺伝子

であった。現在後者の遺伝子に関し、志賀毒素に耐性を

示す原因を解析中である。 

[山地俊之、花田賢太郎] 

 

２．C型肝炎ウイルスに関する研究 

（１） Ｃ型肝炎ウイルスコアタンパク質に対する宿主

タンパク質ビメンチンの影響 

Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)コアタンパク質はウイルス構

造タンパク質としてウイルス産生に必須の分子である。

これまでに宿主ビメンチン発現量が HCVコアタンパク

質量に影響を与えることで HCV産生量にも影響を与え

ることを示してきた。ビメンチンのコアタンパク質発現

に対する作用メカニズムとして、今回プロテアソーム依

存的なコアタンパク質の分解系が関与していることが明

らかとなった。 

［深澤征義、笠原優子、花田賢太郎、西島正弘、鈴木哲

朗・脇田隆宇（ウイルス２部）、宮村達男(所長)］ 

 

（２） Ｃ型肝炎ウイルス産生のスフィンゴミエリン合

成酵素阻害剤による阻害 

Ｃ型肝炎ウイルス(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、スフィンゴミエリン合成酵素阻害剤が有意

に HCV 産生を阻害することを見いだした。 

［深澤征義、富重斉生、花田賢太郎、西島正弘、鈴木哲

朗・脇田隆宇（ウイルス２部）、宮村達男(所長)、］ 

 

（３） C 型肝炎ウィルス（HCV）NS4B 蛋白質誘導発現細

胞の構築 

HCV の RNA 複製に関与する NS4B蛋白質は、膜のリ

アレンジメントを引き起こす蛋白質である。我々は Huh7

細胞を用いて、ドキシサイクリンの有無により HA タグ

を付加した NS4B 蛋白質の発現を誘導することができる

細胞を構築した。今後この細胞を用いて、NS4B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、花田賢太郎] 

 

（４）HCV感染におけるイノシトールリン脂質動態の解

析 

  イノシトールリン脂質群は細胞膜の構成成分である

とともに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。我々は前年度の研究で、HCV 感染に伴うイノシ

トールリン脂質群の空間的変化を細胞内蛍光プローブ

（イノシトールリン脂質に特異的に結合するタンパク質

ドメインを蛍光タンパク質 mVenus と融合したプローブ

タンパク質）を用いて解析した。今回我々は放射標識法

を用いてHuh-7細胞におけるHCV感染に応答したイノシ

トールリン脂質群の量的変動を解析し、その結果感染後 2

時間まではイノシトールリン脂質群の変化を検出できな

いことが明らかとなった。これは昨年度の結果、すなわ

ち HCV 感染初期においてイノシトールリン脂質群の細胞

内における空間的変化が認められなかったことと併せて、

HCV感染がその初期応答においてはイノシトールリン脂

質群の量的・空間的変化を伴わないことを示している。

そこで HCV 感染中期および後期におけるイノシトール

リン脂質群の変動を解析するため、より細胞傷害性の低

いテトラサイクリン誘導性の低発現型ベクターを用いて

イノシトールリン脂質群に対する細胞内蛍光プローブを

発現する実験系を新たに開発した。現在、この系を用い

て感染応答におけるイノシトールリン脂質動態解析を進

めている。 

［前濱朝彦、花田賢太郎］ 

 

（５）HCV複製に関与するイノシトールリン脂質群の解

析 

 イノシトールリン脂質群はそれぞれのイノシトールリ

ン脂質に特異的な脂質キナーゼ・ホスファターゼによっ
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てその産生・分解が制御されている。本項では、Huh-7

細胞における HCV産生をモデル実験系として用い、HCV

複製時におけるこれらの代謝酵素群の役割を逆遺伝学的

手法によって解析した。その結果、INPP4Aの発現阻害が

細胞内における HCV タンパク質（NS3、NS5）の産生お

よび HCVゲノム RNAの産生量を増加させることを見い

だした。この結果は HCVの複製過程において INPP4Aに

よって代謝されるイノシトールリン脂質（群）が重要な

役割を担っていることを示している。現在は、前項で新

規開発したイノシトールリン脂質プローブを用いて HCV

感染の中期・後期における当該イノシトールリン脂質解

析系の開発を試みるとともに、INPP4Aおよびその代謝産

物がどのように HCV複製に関与するのか、その分子レベ

ルでの作用機序解析を進めている。 

［前濱朝彦、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）哺乳動物細胞におけるタンパク質合成制御システム

の解析 

 哺乳動物細胞におけるタンパク質合成は、細胞外環境

（栄養素、ホルモン）の変化に応じてその活性が大きく

変動する。このタンパク質合成活性の制御にはタンパク

質キナーゼ mTORが重要な役割を担っているが、細胞が

どのように細胞外栄養素を感知して mTORを活性化する

のか、その分子機構には不明な点が多い。今回我々は

mTOR活性化に関与する低分子量 G蛋白質およびその活

性化因子群の同定を目的とした RNAi スクリーニングを

行い、Rasファミリーに属する低分子量 Gタンパク質（こ

こでは Smg と表記）およびその活性化因子 Smg-GEF が

細胞外栄養素（アミノ酸、グルコース）感知システムの

必須因子であることを見いだした。また細胞外栄養素に

応答して Smgの活性化が起こること、活性化型（GTP結

合型）Smgを特異的に阻害する RBDタンパク質の強制発

現が mTOR活性化を抑制することから、細胞外栄養素に

応答したmTOR活性化は Smgの活性化を介して引き起こ

されることが示唆された。さらに Smgのノックダウンが

活性化型 Rheb によって惹起される mTOR 活性化を抑制

すること、活性化型 Smg の発現がドミナントネガティブ

型 Rheb による mTOR 抑制を解除することから、Smg は

Rheb 下流で mTOR 活性化に関与していると考えられた。

現在は Smg の作用機序および Smg 活性化機構の解析を行

っている。 

［前濱朝彦、田中正彦、花田賢太郎］ 

 

V. 細胞内セラミド輸送に関する研究 

（１）CERTの脱リン酸化に関する研究 

CERTはセラミドの小胞体-ゴルジ体間輸送を司る蛋白

質である。CERTは、通常の細胞培養条件下でリン酸化修

飾を受けて不活性化されているが、 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てセラミド輸

送能が活性化される。 この脱リン酸化現象にはホスフ

ァターゼによる脱リン酸化が関与していることが明らか

になった。 一方、新規リン酸化の抑制はあまり顕著で

はない。 更に検討を行い、CERTのリン酸化を制御する

メカニズムを解明していく予定である。 

[熊谷圭悟、花田賢太郎] 

 

（２）CERT をリン酸化するキナーゼ 

 昨年度までに、スフィンゴミエリン(SM)合成を負に制

御していると示唆されるキナーゼとして Casein kinase 

Iγ2(CKIγ2)を見出した。本年度は、CKIγ2を安定導入した

CHO細胞において、野生型 CERTはリン酸化を受けて SM

合成が抑制されるが、CKIの認識コンセンサス配列に変

異を持つ CERTではリン酸化を受けずにSM合成抑制が解

除されることなどを見出した。これらの結果から、CKIγ2

は CERTのリン酸化を介して SM合成を制御しているこ

とが明らかとなった。 

[冨重斉生、熊谷圭悟、花田賢太郎、楠田潤（医薬基盤研）] 

 

（３）CERTのセラミド転移ドメインの結晶構造 

 CERTの膜間セラミド転移活性は、その C末端領域約

250 アミノ酸が形成する STARTドメインが担っている。

このSTARTドメインとセラミドとの共結晶のX線構造解

析によって、STARTドメインのどのアミノ酸がセラミド

分子と相互作用しているのかを明らかにした。セラミド

との水素結合に関わるアミノ酸を他のアミノ酸に置換し

たところ、STARTドメインの膜間セラミド転移活性は減

少した。また、三次元構造の表面に位置する特異的なト

リプトファン残基をアラニンに置換すると膜間セラミド
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転移活性はほぼ完全に失われたことから、このトリプト

ファン残基は脂質膜との相互作用することを示唆した。 

[熊谷圭悟、山地俊之、冨重斉生、西島正弘、花田賢太郎、

工藤紀雄・加藤龍一・若槻壮市（高エネ研）] 

 

VI. 病原体感染における抗炎症性脂質に関する研究 

（１）インフルエンザ感染における抗炎症性脂質の影響 

炎症後期に高度不飽和脂肪酸（n-3系列脂肪酸）から合

成されるレゾルビン等の脂質は炎症を収束させる抗炎症

性脂質である。 感染症によって誘発される炎症とこれ

らの抗炎症性脂質の関係を調べるための動物実験を開始

した。 インフルエンザウィルス H1N1 PR-8株をマウス

に鼻腔内感染させると、肺に激しい炎症を惹起し個体を

死に至らしめるが、n-3 脂肪酸欠乏食を与え続けて体内の

n-3脂肪酸が著しく低下した個体は、コントロールの個体

に比べて感染に対する抵抗性が若干下がる傾向が確認さ

れた。 現在、条件の至適化などを行っている。 

[熊谷圭悟、花田賢太郎、山本紀一（免疫部）、有田誠（東

大院薬）] 

 

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：１９年４月１日～平成２０年３月３１日 

検体数： ウシ１件（うち０件陽性） 

 ヤギ１件［規格外検体］（うち０件陽性） 

 

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 75時間（Voyager-DE STR）および約 110時間

（AXIMA-QIT）であった。 

［大内史子、佐藤慈子、山河芳夫、萩原健一、花田賢太

郎］ 
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