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研究成果の概要（和文）： 

スフィンゴミエリンは、HCV 複製の場とされる脂質ラフトを構成する宿主由来の脂質である。
我々はこれまでに、セリンパルミトイルトランスフェラーゼ（SPT）の阻害剤が、スフィンゴミ
エリンの合成を抑制することで脂質ラフトに影響を与え、抗 HCV効果を示すことを報告してき
た。しかしながら、既存の SPT阻害剤は、免疫抑制効果を有することや、宿主由来の脂質を抑
制するという薬剤の性質から副作用の可能性が見込まれていた。そこで、今回、肝臓特異性を
持ち、免疫抑制効果のない、新規 SPT阻害剤である NA808 を使用し、抗 HCV効果および宿主に
与える影響を検討した。我々は脂質ラフトを構成するスフィンゴミエリンを分子種レベルで同
定し 4 種存在することを明らかにした。Egg や brain 由来のスフィンゴミエリン(SM)からそれ
ぞれの分子種を HPLCにより分離し、HCV遺伝子複製を行う RNA合成酵素(RdRp)との関係を解析
した。すると、脂質ラフトを構成する 3 種の SM 分子種すべてがいずれもほぼ同程度の強さで
RdRpと結合した。この結果は、HCV感染細胞において HCV複製複合体を構成する SMが RdRpと
結合することを示している。さらには、我々はこれら SM 分子種が RdRp の活性に与える影響を
検討した。すると、すべての SM分子種において程度の差はあるものの濃度依存的に RdRp の活
性を上昇させることを見出した。これは、HCV の感染が脂質ラフト上のスフィンゴミエリン濃
度を上昇させ、その結果 RdRp を脂質ラフトにとどめさせるだけでなく、RdRp の活性を上昇さ
せることで HCV 複製に寄与していることを示していた。以上の結果は、HCV 感染によりスフィ
ンゴ脂質代謝は変化をし、その結果 HCV の複製にとって好都合な環境が作り出されていること
を示していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Lipids are key components in the viral life cycle that affect host-pathogen interactions. In this study, we 

investigated the effect of HCV infection on sphingolipid metabolism, especially on endogenous SM 

levels, and the relationship between HCV replication and endogenous SM molecular species. We 

demonstrated that HCV induces the expression of the genes encoding sphingomyelin (SM) synthases. 

We observed associated increases of both total and individual sphingolipid molecular species, as 

assessed in human hepatocytes and in the detergent-resistant membrane (DRM) fraction in which HCV 

replicates. SGMS-1 expression had a strong correlation with HCV replication. Inhibition of sphingolipid 

biosynthesis with a hepatotropic serine palmitoyltransferase inhibitor, NA808, suppressed HCV-RNA 

production while also interfering with sphingolipid metabolism. Further, we identified the specific SM 

molecular species that comprise the DRM fraction and demonstrated that these endogenous SM species 

interacted with HCV nonstructural 5B polymerase to enhance viral replication. Our results reveal that 

HCV alters sphingolipid metabolism to promote viral replication, providing new insights into the 

formation of the HCV replication complex and the involvement of host lipids in the HCV life cycle. 
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１．研究開始当初の背景 

従来、スフィンゴ脂質は生体膜を構成する

重要な要素として考えられてきた。しかし、

近年ノックアウトマウスを使った解析や細

胞変異体の単離・解析などから、スフィンゴ

脂質は細胞の分化・成長、アポトーシスにか

かわる重要な構成要素であることが判明し

ている。 

我々はＣ型肝炎ウイルス（HCV）において

スフィンゴ脂質の一つであるスフィンゴミ

エリンが脂質ラフト上で HCV蛋白と相互作用

し、ウイルスの複製にかかわっていることを

世界に先駆けて報告した(Sakamoto et.al. 

Nat.Chem.Biol. 2005)。現在、さらに解析を

進め、スフィンゴミエリン以外のスフィンゴ

脂質がウイルスの複製に関与していること、

また驚くべきことにスフィンゴ脂質のメタ

ボリズムが HCVの感染によって自己の生存環

境を整えるかのように変化していることを

見出している。このような結果は、HCV の複

製やウイルス蛋白質を媒体とすることで、脂

質機能の解析を行うことができる事を示し

ており、HCV を通してスフィンゴ脂質機能を

解析することで細胞内での新たな機能及び

動態変化と恒常性維持機構の解明を目指し

た。 

 
２．研究の目的 

我々は、スフィンゴミエリンがウイルスの

複製に必須であることを in vitro, in vivo

の解析から報告してきた。しかし、スフィン

ゴミエリンはその側鎖脂肪酸長の違いから

複数の分子種が存在する。どの分子種が、HCV

複製に関わっているのかについては明らか

になっていない。我々が HCV 複製を抑制する

ことを見出しているスフィンゴミエリン合

成経路の阻害剤・分解酵素を使用し、その際

のスフィンゴミエリン分子種の変化を LC/MS

を使用し定量的に解析する。これにより、HCV

複製に必須なスフィンゴミエリン分子種を

特定する。 

さらに、我々はこれまでにスフィンゴミエリ

ンだけでなくスフィンゴ糖脂質が HCVの複製

に関与していることを見出している。さらに、

そのスフィンゴ糖脂質はスフィンゴミエリ

ンと同様に、界面活性剤処理後にショ糖濃度

勾配遠心処理を行って抽出した detergent 

resistant membrane 画分(DRM 画分)に存在す

ることを見出しいだしている。これまで、細

胞内でのスフィンゴ糖脂質の局在とその機

能を解析した例はほとんどなく、我々は C型

肝炎ウイルスをツールとしてスフィンゴ糖

脂質の局在と機能を解析していく。そこで、

まず siRNAを使用した関連合成酵素のノック

ダウンや発現プラスミドを強制発現するこ

となどにより複製に関わるスフィンゴ糖脂

質を同定する。その上で、同定された脂質成

分の細胞内局在を免疫沈降法・蛍光染色によ

り解析していく。 

 
３．研究の方法 

複数の HCVレプリコン保持細胞および HCV

感染細胞で、スフィンゴ脂質合成経路にお

ける各種の阻害剤および合成酵素に対する

siRNA による網羅的なノックダウンを行う

ことにより HCV 遺伝子複製に必須なスフィ

ンゴミエリンの分子種およびスフィンゴ糖



脂質を同定する。阻害剤と siRNA によるノ

ックダウンの両方で評価することで、HCV

遺伝子複製に与える効果を正しく評価する

ことが可能となる。さらに、同定されたス

フィンゴ脂質合成経路における合成酵素の

発現プラスミドを使用し、強制発現させ HCV

の複製効果を評価することにより、上記解

析結果の確認を行っていく。また、これら

阻害剤をマウスに投与することにより、in 

vivoでの評価を行う。この際、人体に最も

近い系と考えられる uPA-SCID マウスの肝

細胞を人肝細胞で置換したヒト肝臓キメラ

マウスにＨＣＶを感染させたモデルを使用

する(Nature medicine 7:927-933 (2001))。

これにより、実際に人体で生じているウイ

ルス複製過程をより正確に反映した系での

脂質成分の同定を行うことができる。 

 
４．研究成果 

我々は MS を使用したスフィンゴミエリン

の定量解析を行い動物モデルにおけるスフィ

ンゴミエリンの動態変化を明らかにした。ヒ

ト肝臓型キメラマウスにおいて肝臓内のスフ

ィンゴミエリンは HCV 感染に伴い増加してい

た。さらに、肝臓内でのスフィンゴミエリン

合成酵素誘導と HCV-RNA 量は相関関係にあり、

スフィンゴミエリンが存在することが HCV 複

製に重要であることが HCV 感染の動物モデル

においても示唆された。また、このスフィン

ゴミエリンの増加は、①アポトーシスを誘導

するとされるセラミドも上昇していること、

②セラミドからスフィンゴ糖脂質、スフィン

ゴシンなどの各脂質を形成する酵素である

glucosylceramide synthase、ceramidase の

発現も上昇していること、からセラミド蓄積

によるアポトーシス回避のために、セラミド

から各脂質への転移酵素が上昇していること

が原因であると考えられた。 

これまでの我々の実験結果から、スフィン

ゴミエリンの増加が HCV 複製に寄与するか否

かを検討した。HCV 持続感染細胞ではコント

ロール細胞と比較してスフィンゴミエリン合

成酵素の誘導がかかっており、さらに HCV 複

製複合体が存在するとされる脂質ラフトでの

スフィンゴミエリン量が顕著に増加していた。

これまでに我々は、スフィンゴミエリンが

HCV-RNA dependent RNA polymerase(RdRp)で

ある NS5Bと結合すること、そしてその結合が

RdRpを脂質ラフトにとどめ複製を行っていく

のに重要であることを示した。そこで、我々

は脂質ラフトを構成するスフィンゴミエリン

を分子種レベルで同定し 4 種存在することを

明らかにした。Egg や brain 由来のスフィン

ゴミエリン(SM)からそれぞれの分子種を HPLC

により分離し、RdRpとの関係を解析した。す

ると、脂質ラフトを構成する 3種の SM 分子種

すべてがいずれもほぼ同程度の強さで RdRp

と結合した。この結果は、HCV 感染細胞にお

いて HCV 複製複合体を構成する SM が RdRp と

結合することを示している。さらには、我々

はこれら SM 分子種が RdRp の活性に与える影

響を検討した。すると、すべての SM分子種に

おいて程度の差はあるものの濃度依存的に

RdRpの活性を上昇させることを見出した。こ

れは、HCV の感染が脂質ラフト上のスフィン

ゴミエリン濃度を上昇させ、その結果 RdRpを

脂質ラフトのとどめさせるだけでなく、RdRp

の活性を上昇させることで HCV 複製に寄与し

ていることを示していた。以上の結果は、HCV

感染によりスフィンゴ脂質代謝は変化をし、

その結果 HCV の複製にとって好都合な環境が

作り出されていることを示していた。 
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