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研究成果の概要（和文）：ヒト肝臓型キメラマウスを使用し、C型肝炎ウイルス(HCV)感染、ス

フィンゴ脂質合成阻害剤の処置の際の肝臓内脂質変化を LC/MS により比較解析することで、HCV

が感染することでスフィンゴ脂質代謝が亢進すること明らかにした、さらには、HCV 複製に必

要不可欠なスフィンゴミエリン分子種を同定し、これらスフィンゴミエリン分子種がウイルス 

 

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that HCV altered sphingolipids metabolism, 
performing the analysis, using MS spectrometer, of the sphingolipids content in 
uninfected humanized chimeric mice, HCV infected chimeric mice, and HCV infected chimeric 
mice treated with the inhibitor of sphingolipids biosynthesis. Furthermore, specific 
sphingomyelin molecular species contributed to HCV replication, and these sphigomyelin 
molecular species activated the polymerase of HCV.  
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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。 
そのような中で、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

白と結合し、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)。この結果は、
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
を示していた。 

脂質研究においては、脂質の扱いの難しさ
や解析系の制限などからその研究は難しいと
されているが、我々は HCV を通してスフィン
ゴ脂質機能を解析することでスフィンゴ脂質
における細胞内での新たな機能及び動態変化
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と恒常性維持機構の解明を目指した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、C 型肝炎ウイルスとスフィン
ゴ脂質の相互作用を利用することにより、ス
フィンゴ脂質の新たな機能及びスフィンゴ脂
質の動態変化と恒常性維持機構の解析を行う
ことを目的とした。具体的には、１）HCV 複
製に関わるスフィンゴミエリン分子種及びス
フィンゴ糖脂質を同定し、それらがどのよう
に関わっているのか、２）どのように細胞内
を移動し C型肝炎ウイルス複製の場（＝脂質
ラフト）を形成していくのか、３）HCV 感染
によるスフィンゴ脂質の動態変化と恒常性維
持機構を明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 

HCV レプリコン細胞にスフィンゴ脂質合成
経路における各種の阻害剤及び合成酵素阻害
剤に対する siRNA によるノックダウンを行う
ことにより HCV 複製に必要なスフィンゴ脂質
を同定した。 
次に、上記解析で HCV 複製に影響を与えた

スフィンゴ脂質の阻害剤を HCV レプリコン細
胞に投与し、その際の脂質動態の変化を
LC/MS を使用し解析した。さらに人体にもっ
とも近い in vivo 実験系である HCV 感染ヒト
肝臓キメラマウスに上記阻害剤を投与し、
RTD-PCR によるウイルス定量および LC/MS を
使用し脂質解析により、抗 HCV 効果と脂質動
態の変化を分子種レベルで解析した。また、
非感染キメラマウスと HCV 感染キメラマウス
LC/MS を使用して比較解析することで HCV 感
染によるスフィンゴ脂質の動態変化と恒常性
維持機構を解析した。 
以上の結果を踏まえたうえで、HCV 複製に

必要と判断された脂質と HCV 蛋白質との関係
を in vitro の実験系を構築し解析した。 
 
４．研究成果 
 HCV レプリコン細胞に、スフィンゴ脂質合
成経路の各種阻害剤であるセリンパルミトイ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (SPT) 阻 害 剤 、
fumonisin B1, HPA-12 を投薬することにより、
HCV 複製は抑制されることを見出した。また、
この結果は siRNA を使用したノックダウンで
も同様であった。このことは、これら薬剤が
共通して影響を与えるスフィンゴミエリンが
HCV の複製に必須であることを示している。 
他方で、グルコシルセラミド合成酵素をノ

ックダウンした場合でも HCV 複製は抑制され
た。これはグルコシルセラミドやその下流産
物であるラクトシルセラミドが複製に寄与し
ていることを示している。そこで、これら脂
質を補充することで HCV 複製がレスキューさ
れるかを検討したところ、グルコシルセラミ
ドでは HCV 複製能は回復するもののそれ以外

では回復しなかった。このことは、グルコシ
ルセラミドが複製に寄与していることを示し
ていた。以上の結果から、我々は HCV 複製に
必須のスフィンゴ脂質としてスフィンゴミエ
リン、グルコシルセラミドを同定した。 
図1.スフィンゴ脂質合成経路とSPT阻害剤の
HCV 複製抑制効果 

 
つぎに、これらの脂質を共に抑制する SPT

阻害剤を HCV レプリコン細胞に投与した際の
脂質変化を解析した。まず、ラジオアイソト
ープを使用した解析を行ったところ、両脂質
は投薬により減尐した。また、これら脂質が
HCV 複製複合体が存在する界面活性剤不溶性
分画で減尐しているかを解析したところ、投
薬により減尐していた。上記結果は、HCV 複
製複合体において、これら脂質が HCV 複製に
寄与していることを示していた。 

そこで我々は、分子種レベルで解析を行う
ため、投薬した際の脂質変化を LC/MS を使用
して行うこととした。その結果、肝細胞にお
いて 4 種のスフィンゴミエリン分子種を同定
し、これら分子種が投薬により減尐すること
を見出した。さらに in vivo 実験系である HCV
感染ヒト肝臓キメラマウスに SPT 阻害剤を投
与し、RTD-PCR によるウイルス定量および
LC/MS を使用し脂質解析により、抗 HCV 効果
と脂質動態の変化を分子種レベルで解析した
ところ、特定のスフィンゴミエリン分子種の
減尐と抗ウイルス効果が強く相関することを
見出した。 

今回、LC/MS を使用した解析から得られた
特定のスフィンゴミエリン分子種と HCV 複製
の関係がどのようなものかを解析するため、
in vitro の解析を行った。我々は、すでにス
フィンゴミエリンが RNA dependent RNA 
polemerase である HCV-NS5B 蛋白質結合する



 

 

ことを既に報告していたが、さらにスフィン
ゴミエリンが RNA dependent RNA polemerase
を活性化することを見出した。そこで、スフ
ィンゴミエリン各種分子種と HCV-NS5B の関
係を解析したところ、これら分子種は HCV 
NS5B により強く結合し、またより強く活性化
させることを見出した。以上から、これらス
フィンゴ脂質は HCV 複製の場を形成するだけ
でなく、より積極的に HCV 複製を促進してい
ることが明らかとなった。 
最後に、非感染キメラマウスと感染キメラ

マウスでのスフィンゴ脂質の動態を解析した、
すると感染キメラマウスでは、非感染キメラ
マウスに比べ、肝臓ではスフィンゴミエリン
合成酵素の mRNA が更新していること、さらに
LC/MS の結果からスフィンゴミエリンが増加
していることを見出した。分子種レベルの解
析では、上記抗ウイルス効果と強く相関した
特定のスフィンゴミエリン分子種も増加して
いた。このことは、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示し
ていた。 
図 2. C 型肝炎ウイルスがスフィンゴ脂質代
謝に与える影響 

 
 今回我々は、LC/MS を使用することで、HCV
感染によりスフィンゴ脂質代謝が亢進するこ
とを明らかにした。さらには、代謝亢進によ
り増加したスフィンゴミエリンの特定の分子
種が RNA dependent RNA polymerase に結合し
脂質ラフト上で安定化させ、さらには活性化
させることで HCV 複製に寄与していることを
見出した。これらの結果は、HCV の複製機構
の一端を明らかにすると共に、スフィンゴ脂
質合成阻害剤が HCV に対する治療薬として有
望であることを示している。今後、HCV が細
胞内のどのような機構を利用しスフィンゴ脂
質代謝を亢進させているのか、これら脂質が
どのような機構で複製の場となる特殊な膜を
形成しているのかを検討する予定である。 
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