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研究成果の概要（和文）：脂質プローブと超解像顕微鏡を用いて解析した結果、インフルエンザウイルスの細胞
膜からの出芽は、スフィンゴミエリン/コレステロールの脂質ドメインの境界部分でおこることがわかった。脂
質ラフトのフリップフロップに関わる因子を同定し、遺伝子破壊したところ、インフルエンザウイルスのプラー
ク形成率がコントロールに比べて増加していた。フリーズフラクチャー法による免疫電験で脂質の局在を解析し
た結果、細胞膜の脂質二重層の内層側で、PIP2の脂質ドメインが増加していることがわかった。このことから、
細胞膜の内層側のPIP2の脂質ドメインの安定性は、インフルエンザウイルスの増殖・拡散に関わることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Analysis with a combination of lipid probes and super-resolution microscopy 
indicates that the influenza virus buds from the edges of the sphingomyelin(SM)/cholesterol(Chol) 
domains in MDCK cells. Several lines of evidence suggest that breakage of lipid asymmetry at the 
plasma membrane leads to the decrease of influenza virus proliferation. I screened for the factor 
involved in SM/Chol asymmetry at the plasma membrane. Immuno-electron microscopy with sodium dodecyl
 sulfate (SDS)-treated freeze-fracture replica labeling (SDS-FRL) indicates that the domains of 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) increase in the inner leaflet of the plasma membrane. 
These results suggest that the stability of domains of PIP2 increases the influenza virus 
proliferation in mammalian cells.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： インフルエンザウイルス　フリップフロップ　脂質ラフト　スフィンゴミエリン　PIP2

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、宿主側の細胞膜における脂質の非対称性は、インフルエンザウイルスの増殖・拡散に関わってい
ることが示唆された。同様の現象が、ほかのウイルスでも見られることが十分期待される。ウイルスは変異しや
すく、構成タンパク質の分類上における種類の多さから、ウイルスそのものを標的とする薬剤の開発は難しい。
本申請課題での結果を基に、ホスト側の因子を標的とした薬剤で、脂質の非対称性を不安定にし、ウイルスの感
染効率が低下するものがあれば、ウイルスの増殖・拡散に対する薬剤の開発を容易に行えることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  脂質は細胞膜に多数の分子種が存在するが、脂質二重層の外層と内層では脂質の構成
成分が大きく異なっている（Koval and Pagano, 1991）。さらに、それぞれの層で脂質の局在
は一様ではなく、様々な分布を示している。脂質ラフトは細胞膜上で 10〜200 nm の脂質
ドメインを形成しており、スフィンゴ脂質/コレステロールといった特定の脂質が含まれて
いるとされている（Pike, 2006）。 
  脂質ラフトの研究は、非イオン性の界面活性剤を用いた間接的な生化学的手法により
行われてきた。その理由の一つとして、脂質を生体膜上で機能を保持したままラベルしに
くいこと、脂質ラフトの予想サイズが通常の光学顕微鏡の分解能（200 nm 程度）以下の大
きさであること（Hell, 2009）により、脂質ラフトを可視化するといった解析が困難である
からである。申請者らは、特定の脂質にのみ特異的に結合する分子をラベルすることによ
り、生理的な機能を失わずに生体膜上で脂質を観察することができる「脂質プローブ」を
開発してきた。脂質プローブと、近年開発された「超解像顕微鏡システム」とを組み合わ
せることにより、脂質ラフトの構成成分とされる脂質について解析を行ってきた（Mizuno 
et al., 2011; Abe et al., 2012; Abe and Kobayashi, 2013）。 
  スフィンゴ脂質であるスフィンゴミエリンは、哺乳動物細胞において主に細胞膜の外
層に局在し、リン脂質のうち約 10%を占める主要な脂質である（Koval and Pagano, 1991）。
申請者らは、スフィンゴミエリンと特異的に結合するシマミミズ由来のタンパク質
「Lysenin」（Yamaji et al., 1998; Kiyokawa et al., 2005）および、スフィンゴミエリン/コレス
テロール複合体と特異的に結合するマイタケ由来のタンパク質「P23」（未発表）を脂質プ
ローブとして用い、超解像顕微鏡システムである PALM/dSTORM や SIM によって観察し
た。その結果、スフィンゴミエリンおよびスフィンゴミエリン/コレステロール複合体は細
胞のアピカル側の細胞膜の外層上で、半径 200 nm 以下の脂質ドメインを形成しているこ
とがわかった（Mizuno et al., 2011; Abe et al., 2012; Abe and Kobayashi, 2013）。一方、ホスフ
ァチジルイノシトール 4,5-ビスリン酸（以下、PIP2）は細胞膜の内層に局在し、脂質ラフ
トに含まれていると予想されている（Brown and London, 1998; Hope and Pike, 1996）。PIP2

にのみ特異的に結合するペプチドである PLC1 の PH ドメイン（Field et al., 2005）を脂質
プローブとして用い、超解像顕微鏡システムによって PIP2 を観察した。その結果、スフィ
ンゴミエリンおよびスフィンゴミエリン/コレステロール複合体の脂質ドメインのちょう
ど裏側に PIP2 の脂質ドメインが形成されていることが明らかになった（Abe et al., 2012; 
Abe and Kobayashi, 2013）。 
  インフルエンザウイルスには脂質ラフトと似た組成の脂質が含まれている（Scheiffele 
et al., 1999; Zhang et al., 2000）。インフルエンザの構造タンパク質の中には脂質ラフトに親
和性があるものが含まれている（Takeda et al., 2003）。コレステロールを除去する試薬サイ
クロデキストリンで脂質ラフトを処理すると、インフルエンザの感染効率が低下する（Sun 
and Whittaker, 2003; Takeda et al., 2003）。これらの結果から、インフルエンザウイルスが細
胞に感染後、脂質ラフトに構造タンパク質が再集合し、出芽していると予想されている。
申請者は、インフルエンザウイルスを細胞に感染後、細胞膜上で再集合した構造タンパク
質を超解像顕微鏡システムで観察した結果、スフィンゴミエリン/コレステロール複合体の
脂質ドメインの中心部分ではなく、ほかの脂質との境界部分に多く局在することを見いだ
した。インフルエンザウイルスの構造タンパク質のすべてが脂質ラフトに親和性が高い訳
ではなく、M2 イオンチャネルなどは親和性が低いことが示されている（Scheiffele et al., 
1999; Zhang et al., 2000）。これらの結果を考え合わせると、スフィンゴミエリン/コレステ
ロール/PIP2 の脂質ドメインは、インフルエンザウイルスの構造タンパク質の再集合および
ウイルスの粒子形成を直接的に制御している可能性が考えられる。また、インフルエンザ
ウイルスが脂質ドメインの境界部分に局在する生理的意義として、脂質ラフトに高い親和
性をもつ構造タンパク質と低い親和性をもつ構造タンパク質とを選別しながら粒子を形成
する可能性が考えられる。本申請課題では、脂質プローブと超解像顕微鏡システムを用い
ながら、これらの仮説の検証を行う。 
 
２．研究の目的 
  スフィンゴ脂質/コレステロールは脂質ラフトを構成する脂質である。インフルエンザ
ウイルスは細胞に感染後、脂質ラフトに構造タンパク質が再集合し、出芽することで細胞
外へ放出されることが示唆されている。申請者は、スフィンゴミエリン/コレステロール複
合体が半径 200 nm 以下の脂質ドメインを細胞膜の外層に形成していること、そのすぐ直
下の内層にはホスファチジルイノシトール 4,5-ビスリン酸（PIP2）の脂質ドメインが形成
していることを明らかにした。また、インフルエンザウイルスが細胞内に感染した後、細
胞膜からの出芽は、スフィンゴミエリン/コレステロールの脂質ドメインとほかの脂質との
境界部分でおこることを見いだした。本申請課題では、タンパク質の再集合・ウイルスの
出芽における脂質ドメインの役割について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
  スフィンゴミエリン/コレステロール/PIP2 のうち、（1）どの脂質が、（2）ウイルスタン



パク質の輸送過程のどの段階で機能しているのかを調べるために、スフィンゴミエリン/
コレステロール/PIP2 のそれぞれの量を局所的に減少させた条件で、構造タンパク質の再集
合能やウイルスの粒子形成能を調べる。インフルエンザウイルスの細胞膜上での局在を超
解像顕微鏡システムで解析すること、インフルエンザウイルスの感染効率をプラークアッ
セイで調べることによって評価する。（3）どのような機構で機能しているかを調べるため
に、脂質ドメインの大きさや構造が変化している細胞株をスクリーニングによって単離し、
インフルエンザウイルスへの影響を調べる。また、人工膜を作成し、インフルエンザのタ
ンパク質のクラスター化やウイルスの粒子形成にどのような影響があるかを in vitro で調
べる。前述の通り、スフィンゴミエリン/コレステロール/PIP2が細胞膜上で表裏の位置に脂
質ドメインを形成していることを見いだした。また、その中心部分ではなく、境界部分に
インフルエンザウイルスが再集合することを見いだした。本研究では、脂質ドメインの量・
大きさ・形などを変化させた条件で、構造タンパク質の再集合能やウイルスの粒子形成能
を調べることにより、これらの脂質のうち（1）どの脂質が、（2）構造タンパク質の輸送過
程のどの段階で、（3）どのような機構で機能しているのかについて明らかにする。 
 
４．研究成果 
  まず、スフィンゴミエリン/ PIP2の細胞内の量を変えることで、MDCK細胞に対するイ
ンフルエンザウイルスの感染効率が変化するかを調べた。細胞内のスフィンゴミエリナー
ゼを変化させるために、細胞内でスフィンゴミエリナーゼを過剰発現させた細胞株、およ
びスフィンゴミエリナーゼの遺伝子変異株を作製した。PIP2を減少させるために、PLCや
PLCD1のPHドメインを過剰発現した細胞を作製した。また、細胞膜上のスフィンゴミエリ
ンの量を減少させるために、MDCK細胞膜の外からスフィンゴミエリナーゼを処理した。
これらの細胞にインフルエンザウイルスを感染させた後、感染効率をプラークアッセイに
よって調べた。いずれの細胞でも感染効率に変化が見られなかったことから、脂質の量を
変化するのとは別の方法を考えた。着目したのは、細胞膜の脂質の非対称性である。スフ
ィンゴミエリン/ホスファチジルコリンは細胞膜の外層に、ホスファチジルエタノールアミ
ン/ホスファチジルセリン/PIP2は細胞膜の内層に局在していることが知られている。インフ
ルエンザウイルスの感染効率を低下させるサイクロデキストリン処理は、細胞膜における
脂質の非対称性を失わせることが知られている。そこで、フリップフロップに関わる因子
を遺伝子破壊することによって脂質の非対称性を変化させた時に、インフルエンザウイル
スの感染効率をプラークアッセイによって調べた。その結果、インフルエンザの感染効率
が変化することがわかった。この結果から、脂質の量よりは、脂質の非対称性がインフル
エンザの感染に重要な機能を果たすことが示唆された。 
  脂質ラフトにおいてスフィンゴ脂質が細胞膜外層に、PIP2が細胞膜内層に存在すると考
えられるが、その非対称性を維持する機構はわかっていない。そこで、脂質の非対称性の
維持とウイルスの感染に関する詳しいメカニズムの解明のために、脂質ラフトの主要な構
成成分であるスフィンゴミエリンの非対称性に関わる因子のスクリーニングを行った。具
体的には、shRNAライブラリーを発現させたHeLa細胞において、細胞質中においてスフィ
ンゴミエリン分解酵素を発現したときに、細胞膜外層におけるスフィンゴミエリンの量が
野生株と比べて変化する変異株を得ることを試みた。一次スクリーニングでいくつかの候
補が得られた後、CRISPR/Cas9で遺伝子の変異株を作製し、表現型が再現される目的の候補
を絞り込んだ。 
  リコンビナントタンパク質を作製し、人工膜を用いたin vitroの系での解析を行った。蛍
光ラベルしたスフィンゴミエリンを人工膜中に取り込ませ、リコンビナントタンパク質を
加えると、in vitroでスフィンゴミエリンのフリップフロップが促進されることがわかった。
このリコンビナントタンパク質は、PIP2に特異的に結合することが明らかになった。PIP2が
人工膜中に存在する場合、リコンビナントタンパク質のフリップフロップの活性がさらに
促進することがわかった。人工膜の形状を計測した結果、リコンビナントタンパク質はPIP2

が存在する人工膜を変形する活性が認められた。変異を導入し、PIP2と強く結合する変異型
リコンビナントタンパク質は、フリップフロップの活性と人工膜の変形の活性が上昇して
いることがわかった。膜を変形させることが報告されている既知のタンパク質を用いて、
人工膜のフリップフロップ活性を測定した結果、膜の変形とフリップフロップが同時に起
きることがわかった。これらの結果を考え合わせると、本研究で同定されたタンパク質は、
PIP2と結合し、膜を変形させ、脂質ラフトのフリップフロップを促進していることが示唆さ
れた。 
  CRISPR/Cas9による遺伝子変異株において脂質の解析を行った結果、スフィンゴミエリ
ンの細胞膜二重層における非対称性が異常になっていることがわかった。また、細胞膜内
層のPIP2の局在も変化していることがわかった。それらの遺伝子をCRISPR/Cas9でノックア
ウトさせたMDCK細胞でインフルエンザウイルスのプラークアッセイを測定した結果、プ
ラーク数が2倍程度に高まっていることが分かった。したがって、細胞膜の内層側のPIP2の
脂質ドメインの安定性が、インフルエンザウイルスの増殖・拡散に関わることが示唆され
た。 
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