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はじめに

C型肝炎ウイルス（HCV）は，フラビウイルス科ヘパシ
ウイルス属に属する＋鎖の ssRNAウイルスである．HCV
は，主に血液を媒介して感染し，急性肝炎を生じた後に完
全に排除されることなく，高率に持続感染化し慢性肝炎を
引き起こす．その後，加齢に伴い肝硬変，肝細胞癌に至る 18）．

現在，本邦において，年間 3万 5000人が肝疾患で死亡して
いるが，その 75％は HCV感染に起因する慢性肝疾患患者
である．このため，C型慢性肝炎，肝硬変は今や「第二の
国民病」と位置付けられており，対応が急務とされている．
近年，PEG-IFN及びリバビリンの登場により，本邦で最
も多いとされる難治性 genotype 1b高ウイルス量の C型肝
炎患者でさえ約半数は治癒することができるようになった 5）

12）．しかしながら，依然として多くの患者は治癒すること
ができない状態である．さらに，PEG-IFN＋リバビリンに
よる治療は，血球減少をはじめとした副作用を伴い，高齢
者が多いとされる本邦では治療の完遂そのものが難しい 26）．
このため，より副作用の少ない効果的な薬剤が求められ

ており，現在多くの新薬の臨床治験が行われている．これ
らの薬剤の多くは，ウイルス因子を標的としており耐性株
出現の問題や genotypeの違いにより効果が減弱するなど
の問題点が指摘されている 17）．
我々は，以前よりウイルスがその生活環で利用する宿主
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因子に着目し，これらを標的とした阻害剤のスクリーニン
グから，いくつかの阻害剤を同定し報告してきた 15）19）24）．
本稿では，これらの中からセリンパルミトイルトランスフ
ェラーゼ阻害薬（SPT阻害剤）に関して紹介したい．

1．宿主因子をターゲットとした抗 HCV薬の可能性

これまで，HCVは増殖の際に宿主因子を利用しているこ
とが報告されている 6）7）16）23）．これら宿主因子は抗 HCV薬
の標的となりうると考えられ，また前述した耐性株出現の
問題や genotypeの違いに起因する効果の減弱などの問題
が克服できることが期待される．しかし，宿主因子という
性質上，これらの阻害剤は副作用の面で問題があると考え
られてきた．
我々は，臨床研究からサイクロスポリン A（CsA）が

HCVを抑制することを見出していた 8）．このとき CsAが
どのようにして HCV複製抑制効果を示すのかは不明であ
ったが，免疫抑制剤として臨床使用されてきた検討から 3
つの標的（①シクロフィリン（CyP），②カルシニューリン
（CN）/NF-AT経路，③ P-蛋白質（P-gp））に対する作用機
序が示されていた．その後，Watashiらにより宿主因子である
シクロフィリン Bが HCV複製を行っている RNA dependent
RNA polymeraseである NS5Bの活性化に必要であること
が示されている 25）．つまり，この知見は宿主因子を標的と
した抗 HCV薬の可能性を示唆するものであった．
また，宿主因子を標的とした薬剤に伴う毒性に関しては，
宿主因子を同定した後に，より抗 HCV作用特異的な阻害
剤を開発することにより毒性を軽減することが可能である
と考えられる．このことは，我々が行ったヒト肝臓型キメ

図 1 HCV 複製を抑制する化合物として SPT 阻害剤を同定

(A) HCVレプリコン細胞を使用したハイスループットスクリーニングから同定した NA255の化学構造

(B) スフィンゴ脂質の de novo合成経路．de novo合成経路においては，セラミドまでの合成が小胞体で行われ，その後ゴルジ体

に運ばれスフィンゴ脂質が合成される．

(C) [14C]serineでラベルし TLCを行うことにより，SPT阻害剤が脂質に与える影響を検討した．SPT阻害剤はセラミドおよ

びスフィンゴ脂質の合成を阻害することがわかる．Cer：セラミド，GlcCer：グルコシルセラミド，PS：ホスファチジルセ

リン，SM：スフィンゴミエリン

(D) HCVレプリコン細胞を使用したミリオシンの複製抑制効果及び細胞毒性の検討
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ラマウスに対して CsAとその免疫抑制活性を失くした誘導
体 DEBIO-025を投与した実験から明らかである 9）．この実
験では，実際臨床で人体に投与されている CsAを投与した
群では投与したキメラマウスが 4日目ですべて死亡したの
に対して，DEBIO-025投与群では全例生存し体重等の変化
もほとんど見られなかった．このことは，宿主因子を標的
とした阻害剤であっても，HCV複製効果に対しての特異性
を上げることにより毒性を軽減することができることを示
唆している．以上から，HCVにおいては宿主因子が標的と
する阻害剤の開発が可能であり，副作用の面も改善が期待
できると考えられる．

2．HCV複製を抑制する化合物としての

SPT阻害剤の同定

我々は HCVレプリコン細胞を使用したハイスループッ
トスクリーニングから，HCV複製を抑制する天然物として

NA255を同定した（図 1A）19）．この NA255は，既存の SPT
阻害剤であるミリオシンと類似の化学構造を有しており，
SPT阻害効果を認めるものであった．セリンパルミトイル
トランスフェラーゼ（SPT）は，スフィンゴ脂質（スフィ
ンゴミエリンおよびスフィンゴ糖脂質）における de novo
合成経路の最上流酵素である．その合成経路は，次のよう
なものである（図 1B）．小胞体においてパルミトイル CoA
及びセリンからいくつかのステップを経てセラミドが合成
され，その後 CERTなどの輸送蛋白質によりゴルジ体に運
ばれスフィンゴミエリンおよびグルコシルセラミドをはじ
めとするスフィンゴ糖脂質が合成される．SPT阻害剤はこ
の最上流を阻害することになる．実際，SPT阻害剤添加に
よりスフィンゴ脂質が減少することが確認される（図 1C）．
我々は上記の SPT阻害剤が HCV複製を抑制するという
知見から，SPT阻害剤として知られているミリオシンを使
用し，HCVレプリコン細胞でその複製抑制効果を確認した

図 2 ヒト肝臓型キメラマウスを使用した SPT 阻害剤の抗 HCV 効果の検討

(A) ヒト肝臓型キメラマウスへの投与プロトコール．

(B) 血清中 HCV－ RNA量の経日的な変化．いずれの群も 3個体ずつ使用し平均値を表示している．

(C) PEG-IFN+Myriocin投与群の各個体における経日的な変化．3個体中 2個体は検出限界以下となっている．

(D) 肝臓中の HCV-RNA量および HCV core量の変化
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ところ IC50がおよそ 5.8nMと非常に強い複製抑制効果を認
めた（図 1D）．他方で，細胞毒性はほとんど認められなか
った．我々は，この実験結果から，スフィンゴ脂質の HCV
複製関与の可能性とスフィンゴ脂質合成阻害剤が抗HCV薬
となりうる可能性を見出した．

3．HCV感染モデル動物であるヒト肝臓型キメラマウスと

SPT阻害剤の抗 HCV効果

in vitroでの結果を受けて，さらに SPT阻害剤の抗
HCV効果を検討するためヒト肝臓型キメラマウスを使用し
た in vivoでの検討を行った．ヒト肝臓型キメラマウスは，
uPA/SCIDマウスが肝障害を起こす免疫不全マウスである
ことを利用し，ヒト初代肝細胞を移植しマウス肝臓をヒト
肝臓へ置換したものである 22）．置換率はおよそ 70-80％で
あり，ヒトアルブミンを産生し，代表的な薬剤代謝酵素で
ある CYPの活性も認められる 10）11）．このヒト肝臓型キメ

ラマウスは，ヒト及びチンパンジーにしか感染しないとさ
れる HCVに高率に感染し持続感染を起こす 13）．我々の検
討では，genotyp 1a, 1b, 2aのいずれの遺伝子型であって
も感染し，106から 107copies/mlという high-titerで持続
感染が成立する．このマウスを用いた実験により，薬物の
デリバリーや代謝を踏まえた抗ウイルス剤の評価が可能で
ある 14）．
我々は，HCVを持続感染させたヒト肝臓型キメラマウス
を使用して，SPT阻害剤の抗 HCV効果の検討を行った．
genotype 1a, 1bの HCVを感染させたヒト肝臓型キメラマ
ウスにミリオシン（1mg/kg）を連日投与し，比較対象とし
て PEG-IFNα-2a（ペガシス ®）（30μ g/kg ）を 2回/週
で投与し，さらにミリオシンと PEG-IFNα-2aの併用投与
を行った（図 2A）．経日的に血清中 HCV-RNAを評価した
ところ，ミリオシンは HCV-RNA量を 1/10～ 1/100低下
させた．さらにミリオシンと PEG-IFNα-2aを併用するこ

図 3 SPT 阻害剤の作用機序

(A) 4℃で detergent処理後にショ糖濃度勾配遠心を行うことにより detergent resistant membrane分画（DRM分画）を抽出

し，SPT阻害剤による HCV蛋白質の変化を解析した．NS5Bが DRM分画から減少しているのがわかる．

(B) SPTの作用機序モデル

(C) HIVにてスフィンゴミエリンと結合することが知られている V3loop領域（青）と NS5Bでの V3loop-like領域（黄）

(D) NS5Bでの V3loop-like領域のペプチドを合成しスフィンゴミエリンと Biacoreを使用して Binding Assayを行った．
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とで相乗効果を示し，今回使用したキメラマウス 3個体中
2個体の血清中ウイルス量が検出限界以下となる強力な抗
HCV効果を示した（図 2B,C）．
次に肝臓中の変化を，肝臓内 HCV-RNA及び HCV core
蛋白質を定量し評価した．その結果，血清中 HCV-RNAの
経過と同様に肝臓内 HCV-RNA及び HCV core蛋白質の低
下を認めた（図 2D）．以上の結果から，スフィンゴ脂質が
HCVの増殖に必要不可欠であること，そして SPT阻害剤
が有望な抗 HCV薬となりうることが示された．

4．スフィンゴミエリンの減少が HCV複製の抑制を導く

それでは，この SPT阻害剤はどのようにして抗 HCV作
用を示すのであろうか？ SPT阻害剤は前述のとおりスフィ
ンゴ脂質の de novo合成系の最上流酵素を阻害する．つま
り，SPT阻害剤により影響を受けるのはセラミド，スフィ
ンゴミエリン，およびグルコシルセラミドを始めとするス
フィンゴ糖脂質などである．そこで我々は SPT阻害剤によ
る HCV複製抑制の責任因子を規定するために，セラミド
合成酵素の阻害剤である fumonisinB1, CERTの阻害剤で
ある HPA-12, グルコシルセラミド合成酵素の阻害剤であ
る PPMP, NB-DNJなどを使用し HCVレプリコン細胞で
検討を行った．
すると，fumonisinB1, HPA-12で濃度依存的に複製抑制

効果が認められた．他方で，グルコシルセラミドの阻害剤
である PPMP，NB-DNJやスフィンゴシン 1リン酸受容体
のアゴニストである FTY720では，それほど強い抑制効果
が見られなかった．以上の結果は，スフィンゴミエリンが
HCVの複製に関係していることを示唆している．そこで，
スフィンゴミエリンと HCVの関係を検討した．
スフィンゴミエリンは原形質膜などを構成する脂質成分
であるが，コレステロールとともに脂質ラフトと呼ばれる特殊な
膜組織を形成することが知られている 4）21）．他方で，HCVは
脂質ラフトにおいて複製することが報告されている 1）20）．そ
こで我々は，SPT阻害剤が脂質ラフトに与える影響を検討
した．脂質ラフトは，4℃において界面活性剤で処理し，シ
ョ糖濃度勾配遠心を行うことより抽出される界面活性剤不
溶性分画，いわゆる detergent resistant membrane（DRM）
として生化学的に抽出できることが知られている 3）．する
と，SPT阻害剤を投与することにより DRM上のスフィン
ゴミエリンが減少し，同時に RNA dependent RNA
polymeraseである NS5Bが減少した．一方で，他の非構造
蛋白質である NS3，NS4B，NS5Aは DRM上での変化は認
められなかった（図 3A）．
そこで我々は，さらにスフィンゴミエリンと結合するこ
とが既に報告されている HIVの V3領域と類似の 3次元構
造があるかにつき検索を行った．すると，NS5B 230-263
に類似の立体構造を形成する領域を見出した．そこで，
Biacore systemを使用し上記領域のペプチドとスフィン

ゴミエリンの Binding Assayを行ったところ，ペプチド量
に依存して結合量が増加した（図 3C,D）．以上から，RNA
dependent RNA polymeraseである NS5Bはスフィンゴミ
エリンと脂質ラフト上で結合し HCV複製に寄与している
が，SPT阻害剤の投与により，脂質ラフト上のスフィンゴ
ミエリンが減少し，NS5Bが脂質ラフト上に留まれなくな
ることが考えられた（図 3B）．

おわりに

今回我々は，スフィンゴミエリンが脂質ラフトにおいて
HCVの複製に寄与していること，および SPT阻害剤が有
望な抗 HCV薬となりうることを示した．最近になり Aizaki
らによりスフィンゴミエリンが，我々が報告した HCV複
製への関与だけでなく，成熟過程にも寄与している可能性
が示唆された 2）．さらに我々は HCVが感染することによ
りスフィンゴミエリンの産生が亢進することを見出してい
る（未発表データ）．以上のことは，スフィンゴミエリンが
HCVの生活環に広範に関わっていることを示唆している．
スフィンゴミエリンが形成する膜構造が，HCVにおける侵
入，複製，成熟，出芽という一連の生活環の中でどうのよ
うに関わっていくのかは非常に興味深い．
スフィンゴミエリンをはじめとしたスフィンゴ脂質はそ

もそも原形質膜をはじめとする構造を形成するものとして
考えられてきた．しかし，近年になり構造体としてだけで
なく，シグナル伝達を始めとした特定の機能を有すること
が分かってきた．今回，我々が示した研究結果においても
スフィンゴミエリンが HCV感染により複製複合体を形成
し，さらに RNA dependent RNA polymeraseと結合する
という特定の機能を有することが示された．今後，HCVと
スフィンゴ脂質の関係から新たなスフィンゴ脂質の機能を
見出すことを期待している．
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Hepatitis C virus(HCV) develops persistent infection in most infected patients, and eventually
cause chronic hepatitis, liver cirrhosis and then hepatocellular carcinoma. The combination therapy
of PEG-IFN and ribavirin improves the efficacy in many patients, while it does not lead to sufficient
achievements in genotype1b patients. To invent new anti-HCV reagent, we focused on host factors
which HCV take advantage of in its life-cycle. We identified serine palmitoyltransferase inhibitor as
anti-HCV reagent through high-through put screenig using HCV replicon cells. Moreover, we evaluate
the anti-HCV effect of SPT-inhibitor in vivo with humanized chimeric mice. SPT-inhibitor led to rapid
decline in serum HCV-RNA of about 1-2log within 8 day, futhermore the combination therapy of SPT-
inhibitor and PEG-IFN achieved about 3log reduction in serum HCV-RNA. At last, we investigated the
mechanism of anti-HCV effect of SPT-inhibitor. It has been reported that sphingolipids and choles-
terol compose the lipid raft, in which the replication of HCV occur. We investigated the influence of
SPT-inhibitor to lipid rafts by analysing the detergent resistant membrane(DRM) . The analysis
proved that SPT inhibitor got HCV RNA dependent RNA polymerase (NS5B) to move to detergent sol-
uble fraction from DRM, and Biacore analysis indicated the binding of sphingomyelin to NS5B. These
results suggested SPT inhibitor got NS5B to release from replication complex. 
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