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　培養細胞 株 は 細胞 生 理 学研 究や 病理 学研 究 に重 要 な実

験材料 （ツ ー
ル ）で あ る．昆 虫 で は 病原 菌 の 媒介体 と し

て発 生 す る 動 物 の 病気並 び に植物 ウイ ル ス 病な ど の 原 因

究 明 の 研究 に 培養細胞 を使 うこ とが で き る．細胞 は 組織

器官を構成す る 最小単位 で あ り， し か も遺伝情報 は個 々

の 細胞 の ゲ ノ ム に 保存 され て い る た め 分子 遺伝学研究 に

も不可欠 なツ
ー

ル とな っ て い る．こ こ で は昆虫の 培養細

胞株 の 作出手法 とい か な る研究 に活用 され て い る か に つ

い て 述 べ る ．

培養細胞株 の 作 出 に 用 い る 昆 虫 種，組織

　連続継代 が 可 能な昆 虫 の 培養細胞株 （以下省略 し て 細

胞株） に 関す る 論文 は Grace　i）以来，200編以上 が 発表

され，21 作出 され て い る昆虫 の 細胞株数 は 現在 500 株以

上 と推 定 され て い る ．由来す る 昆 虫 種 の 分類 で は チ ョ ウ

目 とハ エ 目由 来 の 細 胞 株 が多く全 体 の 約 8 割 を 占め る．

チ ョ ウ目 で は ヤ ガ科 が 圧 倒的 に多く次に カ イ コ ガ科 で あ

り，両 者 は後述す る核多角体病 ウイ ル ス をベ ク タ
ー

とす

る遺伝子 発 現 系 の 構築に 不 可 欠な ツ ール で あ る．ハ エ 目

で は衛生害虫の 力 科 と実験昆虫の シ ョ ウジ ョ ウバ エ 科が

多 く，そ れぞれ病 理 研究 と分 子 遺伝 子 学研究 に 活用 され

て い る．ハ チ 目，バ ソ タ 目 由来 の 細胞株も数は 少 ない が

作出 され て い る．

　次に 細胞株 が 由来す る組織を み る と，胚 由来 の 細胞株

が 全 細 胞 株 の お よ そ 半数以上 を 占め る．Es 細胞 系 は発 生

分化 研 究 に重 要 で あ る が ，昆 虫で は 未作 出 で あ り， 胚 由

来細胞株 の 多くは 反 転期以 降 の 発育 ス テ
ージ 由来 と思わ

れ る．昆 虫 の 脂肪体 は 物質代謝 の 中心 に な っ て お り，脊

椎動物 の 肝臓 に相 当 し，生理学的，生 体防御研究 に重要

な組織 で あ る．幼 虫，蛹，成 虫 期 の 脂 肪 体 を材料 に数 々

の 細 胞 株 が 作出 され て お り，比 較 的 株化 しや す い ．血 液

細胞は幼 虫か ら採取 しやす い が，血L液成分中の フ ェ ノ
ー

ル オ キ シ ダ
ーゼ 活性 に よ る血 液 の メ ラ ニ ゼー

シ ョ ン に 基

づ く黒化 が 発 生 し，培養 に あ た っ て 細胞 が ダメ
ージ を 受

けやす い ，その ため に還元型グル タチオ ン （lmg ！nll ）や

シ ス テイ ン （O．6mg ！ml ）を培地に添加する こ とに よ り株

化 に 成功 し て い る ．卵巣 由 来の 細 胞 株 は 胚 由来 に 次 ぐ作

出数 で あ り，Grace 　
1）が 作 出 した 昆 虫初 の 細胞株 （Ae 細

胞 株 ：　Antheraea　eucalyPtt ）は 蛹卵巣由来 で あ る．脂肪体同

様 に幼虫，蛹 ，成虫の 組織 か ら株 化 が成功 して お り ， 細

胞株 の 作出 は 比 較的難 し くな い ．新生幼虫 の 各組織 は 胚

よ り も発 育 が 進 ん で い る が，未分化な細胞も
一

部存在す

る．成長原基由来，神経 由来 の 細胞株 は 重要な研究対象

で ある．しか し成長原基 由来の 細胞 は 多細胞性小胞 と し

て 成長す る 傾向 が あ り，こ れ が 連続 性 細 胞 株 に 容易 に 至

らな い 原 因 とみ られ て い る が，成長原基 由 来細胞株 は

シ ョ ウジ ョ ウバ エ 科，メ イ ガ科な どで 極 少数が 株化 に成

功 して い る．中腸 由来 の 細胞株 は さま ざま に 特化 した食

性 をもつ 昆 虫類 の 消化吸収機能 の 解明 に と っ て 重要 で あ

るが ，培養や細胞株 の 作出に は 困難が と もな う．初代培

養 で は 腸 内 細菌に よ る培 地 の 微 生 物汚染を防止 せ ね ば な

らな い ．Loeb 　 and 　Hakim 　s）は 組織 か ら培養器 に 遊出 し た

中腸細胞 の 培養 に は 20−hydroxyl−ecdysone ，脂 肪 体培養

の 順化培地 や 脂 肪体 の 抽 出物 の 添加 が 有効で あ る と し て

い る．Goblet，　Columnar，　basa］　stem 　cellsか ら構成 され る

Manduca　Sexta，　Helzothas　vzrescens の 中腸組織 の 偽重層上皮

は stem 　cellsの
一・

次的な増殖 と分化 に よ り数 ヶ 月間培養下

で 生存 で き る が
， 連続継代性細胞株 に は 至 っ て い な い ．4）

初代 培養 方 法

　胚 由来細胞 の 株化 が 最も 簡単 で成功率が 高い ．胚 は 卵

殼中に ある の で ，70％ エ チ ル アル コ ール また は 3％ 次亜 塩

素酸ナ ト リウム 液 に卵を浸漬 して 殻 の 外側を滅菌 し，次 に

生 理 食塩水 中で 卵殻 を 切断 して 胚 を 液中に取 り出 す ．数回

洗浄後胚 を 培地 に移 して メ ス で 細断 し，そ の ま ま培養器 に

移 して 培養す る．幼虫以降 の ス テ
ージ の 脂肪体，卵巣，精

巣 な ど は 生 体内 に あ る た め，解剖 時 に 腸 を破 らな い よ うに

注意する必 要が あ る．培養容器 は 25〜28°C の 定温器 に 保

護 し，2週 間ご とに 培地 の 半分 を新鮮培 地 と交換す る．細

胞 は 容 器 に 付 着 した組 織 の 切 断 面 か ら容 器 表 面 に 移住 し，

分裂を反復 して 増殖す る が，こ の 期間は 昆 虫 種や組織に よ

り数 ヶ 月 〜1年間 を 要 す る．最近 ，我々 は各 種 昆 虫 種 の 初

代培養 に す ぐれ た 新培 地 （MX 培地 ） お よ び 細 胞 外 マ ト

リッ クス とし て カ イ コ 蛹抽出の キ チ ン な らび に キ トサ ン

を容器 の 培養面 に塗布 し，組織 か ら細胞 の 遊出 と分裂を促

進 す る 方 法 を 開発 し た ．こ の 方 法 は 細 胞 株 の 短 期間作出手

法 と して 特許出願中で あ り，さ ま ざま な 昆 虫 種の 初代培養

期間を数ヶ 月 間 に短縮 で き る．
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細胞の 培養法 一特 に S2細胞株一

　昆 虫 の 細胞培養 は哺乳類と比較し，炭酸ガ ス 培養装置

が 不要 で ，ま た 高密度懸濁培養に 容易 に適応 させ る こ と

が で き る な ど，培養 し易 い 特徴 が あ る．昆 虫細胞 を 用 い

た 遺伝 子 発現系で あ る安定発現 シ ス テ ム （形 質転換 シ ス

テ ム ）とは トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と抗 生 物質 に よ る選択

手法を併用 し て ゲ ノ ム に 遺伝子を直接導入 し，安定発現

す る 細胞株 を作出す る 方法 で あ る ．Schneider 　S2 細 胞株

（後述）は増殖性 に きわ め て す ぐれ ，組換 え タ ン パ ク 質 を

安定的 に ま た は
一

過性 的 に発現す る こ と が で き る．トラ

ン ス フ ェ ク ト後，形 質転換細胞 は 2週 間位で 選 抜で き，撹

拌 式 大 量 培養 も可能 で あ る．培養条件 は ，Schneider培

地 を 用 い ，培 地 の pH は 6．8とす る，培養 開 始時の 細胞密

度は 2x105 　cells ！ml と し，培養 温 度 は 25°C ，溶存酸素濃

度は 50％ に 維持す る こ とに よ っ て，21 培養が 可 能 で あ

る．ま た ，
一

過性発現 は
一

週 間以内 に確認 が で き る．こ

の 安定発現 シ ス テ ム で は DNA の 転写 ・翻訳 が 旺 盛な対

数増殖期 の 細胞 か ら高 品 質な遺伝子産 物が 得 られ る 特長

が あ り，その 発現量 は哺乳類発現 シ ス テ ム よ り高く，バ

キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 に 匹 敵す る．ま た こ の シ ス テ ム で

は ウイ ル ス 粒 子 が 産 生 され な い メ リ ッ トも あ り，取 り扱

い に もす ぐれ て い る ．

外来遺伝子 の 発現 に よ く用 い られ る培養細胞株

　培養細胞 は 通常
一
種 類 の 組織を由来 と して 作出 され て

い る ため，昆虫個体 に 比 べ て 遙 か に 単純な系 で ある．し

た が っ て 分子 ， 細胞 レ ベ ル の 基礎研 究に 適 し た 実験系 で

あ る．今 日作出され て い る細胞株 の 内，数株 が遺伝子発

現 シ ス テ ム 用細胞株 とし て販売 され て い る．代表的なも

の と して IPLB −SF21 （SPodo汐teザα 〆物％gz≠）erda ，　通 私1；Sf21），

IPLB −SF9（spodopterafrugipe7dα ，通 称 Sf9），High　FlveTM

（li　zchoPtzasm 　nz ），BmN （Bombyx ”mo7
・
t），　Schneidei・S2　Cells

（DresoPhtta　met α nogaster ） の 各 細胞株 が あ る ，　 IPLB −SF−

21 は Vをiughn ら
51 が S．　frugtPerdaの 蛹卵巣 か ら作出 した

細 胞 株 で ，AutograPha　cal ヴfornzca核 多角 体 病 ウ イ ル ス

（AcMNPV ）や ∫．．frugtPerda核 多角 体 病 ウイ ル ス の 感染 ・

増殖 に す ぐれ た 特長 を 持っ ．Sf21が 昆 虫体液を 除 い た 基

本培 地 で 培養が で き た も の は IPLB −SF−21AE と も 呼ば

れ ，細 胞 の 大 量 培養 や ウイ ル ス の 大 量 増殖 が 可 能 で あ る．

Sf9 は SfV　lの ク ロ
ーン 細胞株 で あ り，Sf900 や SrgOOISFM

の 無 ぽn清 培 地 で も大 量 培養が 可能 で あ り，ゲ ノム 解析が

な され た AcMNPV を ベ ク ターに し た 遺 伝 了
・
発 現系 は 広

く利用 され て い る．High 　FiveTM は T 　nz の 胚 由 来 の BTI 一

TN −5Bl−46 ｝細胞株 に 由 来 し，培養は Express　Five 　SFM

培養液が利用で き る，この High　FiveTMと TN −368（T　nz ），

7）

Sf9，　 Sf21の 細胞株 間 に お い て，組換 え AcMNPV に よ る

ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ターゼ 発現 量 を 比較 した と こ ろ，対

細胞数あ た りの 発 現 活 性 は High　Five
’
i
’
M が Sf9よ り 24

倍，ま た SMI よ り 6 倍 とそ れ ぞ れ 高 い 数値を 示 した ．

Schneider 　S2　Cellsは D　melanogaste γ
・
の 胚 の 後期 ス テージ

か ら作出され た細胞 株 で あ る．8｝

　我 々 は カ イ コ 胚 子 由来細胞株 （NISES −BoMo −15A 皿c ）9）

を 用 い て 次 の 発 現系 を 構 築 し た．そ れ は，出芽型 酵母

（SaccharomJces　cerevtsitv，e ）の FLP 遺伝子 組換 え酵素 を 産生

す る ヘ ル パ
ー

プ ラ ス ミ ドを作用 させ る こ とに よ り，別途

細胞株 の 染色体 ．Eに 配 列 され て あ る 2個 の タ
ー

ゲ ッ トサ

イ ト （FRT ）間の ネオ マ イ シ ン 抵抗性遺伝 子 カ セ ッ トを

切 り出 し，こ の カ セ ソ トの 直後 に 配列す る レ ポー
タ
ー

遺

伝 子 を発 現 させ る 系 で あ る （図 1）．10）ネオ マ イ シ ン 抵抗

性遺伝子 カ セ ッ トの 切 り出 し効率 は 20．1％ を示 し ， 哺乳

動物細胞 の CVI ，　 F9 細胞 の 8％，293細胞 の 47％ Il）と比

較 し遜 色 の な い 値 を 示 した ．こ の 系 は
一

種 の 誘導 発 現 タ

イ プ と考 え られ る．

　最近遺伝子 組換え技術 を用 い て 細胞 の 形質転換化 が進

ん で い る、具体的な例 と し て ，昆虫の BTI −Tn −5Bl −4 細

胞株を形質転換 し，安定型形質転換細胞 Tn −pXmell に

変換 し て 活性型 β
一1，3−N −acetylglucosaminyltransferase 　2

を GFP と の 融合 タ ン パ ク 質 と し て 発現 した．発 現 量 は バ

キ ュ ロ ウイ ル ス 発現 シ ス テ ム と比 較 し，約 3倍 量 が 示 され

た．12）ま た ，ヒ トα 　314fucosyltransferase　M の 可 溶 性 分 泌

型 （SFT3 ）を安 定 発現す る形 質転換 細 胞 株 Sf−9 は バ キ ュ

ロ ウイル ス 発現 シ ス テ ム と比 較 し，高い 発現 量 で あ っ た

と報告 され て い る．19・）今後 は細胞 の 形質転換技術に よ り，

遺伝子発現 と発現産物 の 検証 が進 む もの と予 測 され る．
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図 lNIAS −BoMo −15A 皿 c 細月包株 に phsNEO βGal と phsFLP を

トラ ン ス フ ェク トし，ネ オ マ イ シ ン 抵抗性 遺伝 子 カ セ ッ トが 切 り

出 され て βGal の 発現 が 見 られ る 細胞 （黒 ）
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培養細胞株を用 い たウイ ル ス の 増殖

　昆虫細胞 の 応用 の
一

環 と して 昆虫ウイ ル ス の 生 産 が 細

胞系 を用 い て 行われ て い る．こ れまで 分離され て きた 昆

虫 ウイ ル ス の 多くは ， 害虫の 大多数 を占め る チ ョ ウ 目昆

虫 に 感染す る もの で あ る．昆虫の 細胞 へ の ウイル ス 感染

は Grace　i）が Ae 細胞株 に 核多角体病 ウイ ル ス を感染 さ

せ た の が 最初 で あ る．以 来 2】種類 の 核多角体病 ウイ ル

ス ，2種類 の 顆粒病 ウイ ル ス ，2種類 の マ レ
ー

病 ウイ ル

ス ，4 種類 の 細胞質多角体病 ウイ ル ス で ，細 胞 へ の 感 染

が 確認 され て お り （1993 年 ま で ），ウイ ル ス と宿主 の 相

互 作用 の 解 明，ウイ ル ス の 生 産 シ ス テ ム の 開 発 な ど 基礎，

実用 化 に 向 け た 研 究 が進 ん で い る．

　昆 虫 ウイル ス の 生 産 は，虫体を用 い た 方 が 生産量 は多

い が 虫 の 飼育の 場所
・飼育労働 ・他種 ウイ ル ス な ど の 混

入 の 危険 が あ る．一
方 ，培養 系 は 実 験 室 規 模 で 済 み ，ス

ケ
ー

ル ア ッ プ を含 め ，産業化 に 最適と考え られ る が ，培

地 の 低 コ ス ト化や 目的ウイ ル ス の 感染増殖 に最適 な細胞

株 の 作 出 が 問題 点 で あ る．MM −SFI4 ）培 地 は ll あ た り

260 円の 低 コ ス トで あ る が，フ ィ ル ターろ 過 に よ り割高

に な る た め，高圧 滅菌 処 理 （121°C，15 分間） に よ り，

フ ィ ル タ
ー

が 不 要 な 培 地 が 作製 され て い る．

　 昆 虫細胞 を 用 い た 天 敵 ウイ ル ス の 研 究の
一

つ を紹 介

す る ，極低血 清濃度培地 で 培養 で きる FRI −Splm −1229

細胞株 （SPztosomα　tmP α rttzs 幼 虫脂肪体 由来）を用 い て

街路樹 の 代表的な害 虫 で あ る ア メ リカ シ ロ ヒ トリの 屋 外

罹病幼虫か ら分離 された強 い 殺虫性 の 核多角体病 ウイル

ス が 増殖 され て い る ．我 々 が 作出 し た NIAS −Bm −kel 細

胞株 （カ イ コ 胚 子 由来） は ，
カ イ コ 細胞 で は初 め て 無 1〔IL

清培養iが可 能 で あ る が，牛胎児血清 （FBS）が添加 され

て い な い 培 地 で は カ イ コ 核多角体病 ウイ ル ス の 感染 は 低

い 欠点が ある．し か し 培地 に カ イ コ 幼 虫 体液 を 極少 量 添

加す る だけで 著 しい ウイル ス 感染効果を示 して い る．本

細胞株 は カ イ コ 核多角体病 ウイ ル ス をベ ク ターに した バ

キ ュ ロ ウイ ル ス 発現 シ ス テ ム の 大 量 発 現 系 と して 期 待 さ

れ て い る．

　 こ れ ま で 生 物農薬 と し て 登 録 され た 昆 虫 ウ イ ル ス は，

核多角体病 ウイ ル ス ，顆 粒 病 ウイ ル ス ，細 胞 質 多 角 体 病

ウイル ス が あ る．近年 の 遺伝子 組換え 技術の 進 歩に 伴

い ，天然の ウイル ス で は 不可能で あ っ た 即効性 を 求 め た

組換 え ウイ ル ス が 考案 され た ．　HetzcoverPa　ftrmzgera 　single

nucleocapcid 核多角体病 ウイル ス （HaSNPV −wt ）は 中国

で は 綿 の 害 虫 Heltcoverpα α rmzgera （the 　cotton 　bollworm）

の 生 物 農薬 と し て 商 品化 され て い る が，速効 性 で は 化 学

農薬 に 劣 る．そ こ で ecdysteroid 　 UDP −glucosyl　 trans −

ferasc（egt ）gene （変態を抑制する遺伝子 ）を欠如 した組

換 え ウイ ル ス （HaGXW1 ）とサ ソ リ毒遺伝 子 を egt 遺伝

子 と置 き換 え た 組換 え ウイ ル ス （HaCXW2 ＞ を構 築 し，

HzAMI 細胞株
15＞で 増殖 し，二 齢幼 虫 に接種 して 野生 型

HaSNPV −wt と 致死 効果 を比 較 した ．50％ 致死 に 至 る 時

間 （LT うo ）は HaCXWI で は 27％，　 HaCXW2 は 32％，そ

れぞれ HaSNPV −wt と比 較 して 早い こ とが わ か っ た ．且6）

　培養細胞 は ウイ ル ス の 感染性
・抵抗性 の 機構 の 解明 や

ウイ ル ス の ク ロ
ー

ニ ン グ に は 不 可 欠 な ツ
ー

ル で あ り，ウ

イ ル ス 感受性 の 高い 新規細胞株 の 需 要 は 常 に 高い ．

細胞銀行

　昆 虫 の 細胞株は ，理 化学研 究所 の 細胞開発 銀行や我 々

の 農業生物資源研 究所 の ジー
ン バ ン ク で保存 され，利用

者 に 提 供 され て い る．農業生 物 資源 研 究所 で は ア ク テ ィ

ブ コ レ ク シ ョ ン と し て 昆 虫 の 細胞株 が 50 株 登 録 され て

あ り，そ れ らの 細胞株 の 特性 は 農業生物資源研 究所 の

ホーム ペ ージ （http：〃www ．nias ．affr・c．goJP ！）の サ イ トマ ッ

プ 中 の 公 開データーベ ース で み る こ とが で き る．グル タ

ミン （8株），α ア ラ ニ ン （4株）を産生す る 細胞株や数種

ウイ ル ス の 感受性な ど，諸特性 が 記 載され て い る．我 々

は チ ョ ウ 日昆 虫 の み な らず コ ウチ ュ ウ 目，ハ エ 目お よ び

カ メ ム シ 目の 昆虫種 か ら多種多様 な機能を有す る細胞株

を作出 し，分子 遺伝学，害 虫 防除 な どの 研究発展 に 応 え

よ うと し て い る ．
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