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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

感染症は人類の大きな脅威であるが、ウイルス感染症の多くには有効な治療薬がない。ヒトに重篤な感

染症を引き起こす複数の病原体は、宿主細胞内での脂質輸送を担う脂質輸送タンパク質（lipid transport 
protein; LTP）をハイジャックすることにより、宿主の脂質を優先的に利用していることが、我々の最近

の研究から浮かび上がってきた。そこで本研究開発では、病原体が宿主細胞の脂質を利用する分子メカニ

ズムを解明するとともに、その利用過程を阻害する薬剤を開発することを目指した。平成 27 年 12 月に

開始した本研究課題は、必要な機器の購入を済ませて、28 年度から本格的に始動し、有田峰太郎主任研

究官（国立感染症研究所 ウイルス第二部第二室）ら、竹田誠部長（国立感染症研究所 ウイルス第三部）

ら、及び児嶋長次郎准教授（大阪大学 蛋白質研究所）らのグループとともに以下の成果を挙げた。 
本課題内容の二つの柱の一つである「病原体による宿主脂質ハイジャック機序の解明」に関しては、

【1】宿主細胞のセラミド輸送タンパク質 CERT の PH ドメインに偏性細胞内寄生細菌クラミジアの封

入体膜タンパク質 IncD が結合するには、IncD の N 末、C 末の両方が必要であることを見出した。【2】
HCV の感染や複製が可能なヒト肝臓由来 Huh7.5.1-8 細胞において、スフィンゴミエリン（SM）合成の

場にセラミドを運ぶ CERT を欠損させた変異細胞をゲノム編集法にて作製し、SM が HCV 複製に必須な

ことを確認した。【3】リポソームを用いたフローテーションアッセイにより風疹ウイルス粒子は SM/コ
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レステロールにより構成されるリポソームに結合する事を明らかにし、細胞膜上の SM およびコレステ

ロールより構成されるラフト様構造が風疹ウイルスの細胞への接着因子または受容体であることを示し

た。【4】Vero 細胞は、アフリカミドリザル腎臓から樹立された不死化細胞であり、多様なウイルスや細

菌性毒素に高い感受性を持つことから、微生物学研究に汎用されている。ヒト CRISPR single-guide RNA 
library がサル由来の Vero 細胞に適用出来るか検証し、ゲノムワイドな探索であっても一定程度は適応可

能という証拠を得た。さらに、三種の Vero 細胞亜株（JCRB0111, ATCC CCL81, Vero 76）間のゲノム

構造比較により、Vero 細胞ゲノム上に存在する内在性レトロウイルスの特性を解析した。本課題のもう

一つの柱である「病原体による宿主脂質ハイジャック機序の創薬への応用」に関しては、【5】本研究ユニ

ット外との連携によって開発中の新規 CERT 阻害剤候補化合物に関して、既存の阻害剤 HPA-12 とは全

く異なる構造を持つ候補化合物を見出した。【6】昨年度に引き続き、これまでに同定された抗ポリオウイ

ルス化合物の中から、OSBP 阻害剤を同定した。【7】ウイルス感染前に、スフィンゴ脂質生合成の初発段

階を担う酵素・セリンパルミトイル転移酵素の阻害剤や CERT の阻害剤で細胞を処理すると風疹ウイル

ス感染が抑制されること、一方で両薬剤とも風疹ウイルスのゲノム複製には影響を与えないことを明ら

かにした。【8】LTP 関連分子と脂質リガンド等との相互作用を物理化学的に評価する手法の改良・開発に

着手し、等温滴定型熱量計を用いたナノディスク検出系では非特異的相互作用の影響を受けないことを

発見した。また、脂質との定量的な相互作用を検討するために脂質ナノディスクの試料調製法を確立する

ことにも成功し、CERT PH ドメインの安定同位体標識体との NMR 相互作用実験に適用することがで

きた。 
 

英文 
Although infectious diseases represent a major threat to humans, the repertoire of anti-viral therapeutic drugs 

available currently remains very limited. Recent studies, including our own, demonstrated that various intracellular 

pathogens hijack the lipid transport proteins (LTPs) of host cells in order to use host lipids for their own 

proliferation. Thus, in this research and development project, we aim to elucidate the molecular mechanisms by 

which a pathogen utilizes the lipids of host cells for its own proliferation, and to develop an inhibitor of this lipid-

utilizing process. In collaboration with the research groups of Dr. Minetaro ARITA (Natl Inst of Infect Dis, Dept of 

Virology II), Dr. Makoto TAKEDA (Natl Inst of Infect Dis, Dept of Virology III), and Dr. Chojiro Kojima (Osaka 

Univ, Protein Inst), we obtained the following results for FY2016.【1】Co-precipitation experiments revealed that 

the N- and C-terminal regions of the chlamydial inclusion membrane protein IncD were required for the interaction 

of IncD with the PH domain of the ceramide transport protein CERT of host cells. 【2】A CERT-disrupted mutant 

cell line of human hepatocarcinoma-derived Huh7.5.1-8 cells was constructed to confirm that sphingomyelin is 

essential for the replication of HCV. 【3】A co-floatation assay with liposomes revealed that rubella virus 

particles directly bind to sphingomyelin/cholesterol lipid membranes.【4】The Vero cell lineage, which was 

established from the kidney of an African green monkey, is a permanent cell line that is susceptible to various 

viruses. We previously elucidated the whole genome sequence of a Vero cell line, and found that its genome 

sequence was ~95% identical to the human genome. We herein confirmed that the human CRISPR single-guide 

RNA library is applicable to genome-wide screening with Vero cells. We also compared the genome landscapes of 

three Vero cell sublines (JCRB0111, ATCC CCL81, and Vero 76). 【5】A novel type of CERT inhibitor was 

discovered in collaboration with research groups outside this AMED-CREST unit. 【6】Previously unrecognized 

OSBP inhibitors were identified among compounds exhibiting anti-poliovirus activity. 【7】When cells were 

treated with an inhibitor of serine palmitoyltransferase, which catalyzes the first step of sphingolipid synthesis, or 
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an inhibitor of CERT, the infection of cells by rubella virus was suppressed. In contrast, treatments with these drugs 

did not affect the replication of the rubella virus genome. 【8】We found a lipid nanodisc system using isothermal 

calorimetry that prevents or minimizes non-specific interaction-derived signals, and showed that the system is 

suitable for assessing the physicochemical interactions of LTP with lipid ligands. 
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