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緒　言

　脂質ラフトはコレステロールに富んだドメインを
なし，細胞膜上のタンパク質の不均一性および機能
的集合に寄与している．特定のタンパク質は脂質ラフ
トへ輸送され，そこに係留される．脂質ラフトに集積
したタンパク質はシグナル伝達など細胞の重要な機能
に関わる 1)．さらに膜の陥入や出芽を介して膜の代謝
にも寄与している 2)．また脂質ラフトはウイルスタン
パクの集積に利用され，その後ウイルス粒子は脂質ラ
フトを介して細胞から出芽する3)．
　脂質ラフトを介した膜の出入り，そしてその流動性
にはクラスリンなどのタンパク成分だけでなく，膜
成分の組成の変化も寄与していると考えられている．
ホスホリパーゼA2はリン脂質をリゾリン脂質に酸化
することで膜の構造を変化させる（図 1）．それが，ウ
イルスが利用するラフトのfissionに利用されている可
能性がある．実際に人工膜においてホスホリパーゼA2

は脂質ラフトの出芽を促進する4)．
　我々は小腸における細胞外酵素の食後ダイナミクス
について検討したとき，ミセルを形成する成分の1つ
であるリゾリン脂質によってラフトに係留されている
アルカリホスファターゼが消失することを認めた 5)

（図 2）．次いで腸上皮培養モデルを用いて，この消失
には脂質ラフトが必要であり，また内因性のホスホリ
パーゼA2を活性化することで，その遊離を促進できる
ことを確かめた6)．
　このようにホスホリパーゼA2の活性は脂質ラフト
のfissionに関係していることから，その阻害はヒトに
感染するウイルスの生活環の1つである細胞からの出
芽が抑制されるかもしれない．これらの解明はウイル
ス感染メカニズムにおける更なる分子生物学的理解

と，新たな治療戦略を提示しうる可能性がある．そこ
で本研究では，in vitroおよびin vivoにおいてホスホリ
パーゼA2 活性を修飾した場合のウイルス感染・増殖
効率の検討を試みた．

材料と方法

インフルエンザウイルス
　A/Aichi H3N2 インフルエンザウイルス（北海道大学
獣医学部微生物学 喜田宏先生より）は孵化鶏卵培養法に
よって増殖させ，以下のウイルス感染実験に供試した．
 In vitro ウイルス感染阻止アッセイ
　MDCKに イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を0.1 M.O.I 

（multiplicity of infection）で1時間感染させ，細胞を洗浄
後 3 日間 2 μg/mlのアセチル化トリプシンを含む培養液
で培養した．培養液を回収し，ウイルス力価を測定した．
カルシウム非依存ホスホリパーゼA2β欠損マウス
　カルシウム非依存ホスホリパーゼA2ββ欠損マウス

（iPLA2
–/–）は大阪大学大学院医学系研究科遺伝医学

講座遺伝子学 辻本賀英先生より供与いただいた 7)．
埼 玉 医 大 動 物 施 設 内 で iPLA2β

+/− 同 士 に よ る メ ー
ティングで iPLA2β

−/−，iPLA2β
+/+の個体を得た．遺伝

子型は，ゲノムDNAをテンプレートとして，特異的プ
ライマーを用いたPCRにより確認した．
 In vivo ウイルス感染実験
　ケタミン麻酔下で，カルシウム非依存ホスホリパー
ゼA2 欠損マウスもしくはその野生株に，1 匹あたり
1 × 104の50％培養細胞感染濃度（TCID50）のウイルス
を鼻腔より感染させた8)．感染より5 日後に肺組織を採
取し，1 ml のPBSでホモジナイズして，その遠心上清
をウイルス力価試験に供試した．
インフルエンザウイルス力価試験
　 肺 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び 培 養 上 清 のTCID50は
Matsuiらの方法 9)に従い実施した．すなわち，肺ホモ
ジネートの10 倍希釈列をU 底の96 -wellプレート内に
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調製し，そこに2.5 × 104 cells/well の細胞を播種した．
一日後にアセチル化トリプシンを含む培養液に交換
し，さらに4 日間培養した．0.5％ニワトリ赤血球溶液
を各 well に50 μl ずつ加え，凝集パターンを観察した．
ウイルス力価はTCID50により求めた．
脂質ラフト染色
　マウスより得た脾細胞の脂質ラフトVybrant® Alexa 
Fluor® 488 Lipid Raft Labeling Kit（Invitrogen）を用い
て染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．

結　果

iPLA 2 活性阻害はMCDK 細胞においてインフルエンザ
増殖を抑制する
　iPLA2 特 異 的 阻 害 剤 bromoenol lactone（BEL）
およびcPLA2/iPLA2 阻害剤 MAFP（methyl arachidonyl 
fluorophosphonate）は，脂質ラフト形成阻害剤である
methyl -β- cyclodextrin（MβCD）と同程度に培養上清
中のウイルス力価を減少させた（図 3）．iPLA2は細胞
膜リン脂質の再構成や分泌経路に重要な役割を果た
していることが知られている 10)．iPLA2 特異的阻害剤
BEL 単独でもウイルス増殖を抑制できたことは，本酵
素が生体において脂質ラフト構造を利用した膜の代謝
とダイナミクスを制御していることが考えられた．
iPLA 2 β欠損マウスにおけるウイルス感染
　MDCK 細胞を用いた実験系において，iPLA2が脂質
ラフトのダイナミクスを介してウイルス感染の経路に
関与していることが示唆された．iPLA2にはiPLA2βと
iPLA2γのアイソザイムがあるが，生体では iPLA2βが
その活性の多くを占め，脳組織ではホスホリパーゼA2

活性全体のおよそ半分を占める．そこでこの iPLA2β
を欠損したマウスで感染したインフルエンザの増殖を
検討した．予備検討の段階ではwild - type，欠損マウス
において肺ホモジネート中のウイルス力価に大きな差
は認められなかった（図 4）．さらに個体数を増やして
検討する必要がある．

図 1. リゾリン脂質の増加による膜構造変化のモデル図．
A：通常のリン脂質による二重膜構造．B：リゾリン
脂質増加による膜構造の変化．B 右上にリン脂質（左）
とリゾリン脂質（右）の空間支配を示す．

図 2. 脂質負荷後に起こる脂質ラフト係留タンパク質アルカ
リホスファターゼ（ALP）の消失．食前（A）および食後

（B）の絨毛 ALP 活性染色像．食後に矢印で示した活性
陽性の部分の多くがBで消失していた．

図 3. 薬剤による in vitroウイルス増殖防御．BEL，iPLA2 特
異的阻害剤；MAFP，iPLA2，cPLA2 阻害剤．MβCD，
脂 質 ラ フ ト 形 成 阻 害 剤．BEL, bromoenol lactone; 
MAFP, methyl arachidonyl fluorophosphonate; MβCD, 
methyl -β- cyclodextrin.
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iPLA 2 β欠損マウスの脾細胞および腎臓初代培養細胞
の脂質ラフト染色
　インフルエンザ感染実験では iPLA2β欠損によっ
て感染防御能への変化はあまり認められなかった．
ウイルス感染防御は多様な因子が関係するシステムで

あり，iPLA2β欠損の影響が現れにくかった可能性
がある．ではiPLA2β欠損によって脂質ラフトの量的・
質的変化はなかったのだろうか．iPLA2β欠損の脂質
ラフトへの影響を観察すべく，脾細胞を調製し，脂
質ラフトを染色した．その結果，iPLA2β欠損マウス
では脂質ラフトの染色が強く，脂質ラフトが多く存
在することが示唆された（図 5）．また腎臓由来の繊
維が細胞様初代培養細胞を同様に染色したところ，
野生株由来細胞に比較し，iPLA2βを欠損した細胞
では大きな脂質ラフトの形成が多く見られる傾向が
あった．これらの結果についてはまだ予備検討の段階
にあり，今後その有意性を確認する必要がある．

考　察

　脂質ラフトはダイナミックに変化しながら，シグナ
ル伝達，膜の不均一性，構造維持などに寄与している．
そのダイナミクスを制御する因子はこれまで知られ
ていない．我々は小腸上皮細胞に発現する脂質ラフト
集積タンパク質であるアルカリホスファターゼを観
察する中で，その遊離とリゾリン脂質との関連を見い
だした．アルカリホスファターゼを指標とした細胞レ
ベルでの検討では，その遊離はホスホリパーゼ活性上
昇により増加し，脂質ラフト形成阻害剤により抑制さ
れることを認めた．

図 5. 脾臓リンパ球および腎臓由来線維芽細胞の脂質ラフト染色．

図 4. iPLA2 欠損マウスにおけるウイルス感染防御能．イン
フルエンザ感染マウスより得た肺ホモジネートのウイ
ルス力価により感染防御能を評価した．n2/ 群，各個
体の結果を白・黒のバーで示す．
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　インフルエンザウイルスは細胞から出芽する際に脂
質ラフトを利用する．その過程にホスホリパーゼ活性
が関与しているかどうかを，細胞およびマウスにて検
討した．その結果，ホスホリパーゼ活性，特に iPLA2

の阻害によって細胞におけるウイルス増殖が減少し
ていた．しかしながら主要な iPLA2アイソザイムで
ある iPLA2β欠損マウスではウイルス増殖抑制効果は
認められなかった．これは発生過程において iPLA2β
欠損が iPLA2のアイソザイムである iPLA2γなどに
よって補償された可能性もある．iPLA2β欠損マウ
スを昨年 4 月にようやく導入できたが，繁殖が悪く
iPLA2β欠損マウスを多数得ることが難しいため，ま
だ実験数が少ない．今後メーティングの規模をスケー
ルアップし，試験数を増やして検討していく必要が
ある．
　幸いなことに今年四月より生化学に赴任された
小谷典弘先生は細胞膜上分子間相互作用生化学的可
視化法 11)を開発された脂質ラフト研究の第一人者で
ある．早速共同研究を開始し，iPLA2β欠損マウスの脾
細胞の脂質ラフトを染色したところ，Wild typeに比較
し，iPLA2β欠損マウスの細胞の方がより強く染色され，
脂質ラフトに富んでいることが示唆された．また腎臓
由来の繊維が細胞様初代培養細胞では iPLA2β欠損
により大きな脂質ラフトが形成される傾向を認めた．
今後，iPLA2β欠損による脂質ラフトの質的・量的変
化についてさらに検討を進めていく予定である．
　iPLA2βはパーキンソン病の早期発症関連遺伝子で
あり 12)，この欠損マウスは神経軸索ジストロフィー様
の表現型を示す．欠損マウスは末梢・中枢を問わず神
経細胞が加齢とともに退行し運動を含めた広範な機
能低下を示す．しかしながらその神経細胞退行のメカ
ニズムについてはよく分かっていない．我々はさらに
iPLA2β欠損マウスを用いてその退行と脂質ラフトと
の関連について研究を進めたい．
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