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　 バ キ ュ ロ ウイ ル ス 科 に 属す る核多角体病 ウイル ス は，

感 染 した 昆 虫 の 細 胞 に ポ リ ヘ ド リン と よ ば れ る タ ン パ ク

質を著 しく大 量 に 生 産 させ る．昆 虫 細胞
一バ キ ュロ ウイ

ル ス 系 は，ポ リヘ ド リ ン 遺伝子 の 代 わ りに 外来遺伝子を

挿入 した組 換 え核多角 体 病 ウイ ル ス を培養 昆 虫 細胞 に感

染させ ，ウイ ル ス 感染細胞 に 外来 タ ン パ ク 質を生 産 させ

る組換え タ ン パ ク 質発現系 で ある．発現 した タ ン パ ク質

は，昆 虫細 胞 に よ り糖鎖や脂肪酸 の 付加，リン 酸化な ど

の 哺乳動 物細胞 と同様 の DNA 翻訳 後修飾 を受 け る た

め，本来 の 生 物学的活性や高次構造を保持 し て お り，し

か も非常 に 強 力 な ポ リ ヘ ドリ ン プ ロ モ
ー

タ
ー

の 作用 に よ

り きわ め て 大量 の 発現 が 可能 で ある．こ の ため，昆虫細

胞 一バ キ ュ ロ ウイ ル ス 系は ，質
・
量 と もに 高 い レベ ル の

組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め の 有 力 な 手 段 と し て 注

日 を集め て い る．

　培養 面 か ら比 較す る と，昆 虫細胞 は微 生 物 細胞 ほ ど扱

い やす く は な い が ，動 物 細胞 と比 べ る と培養 しや す い 細

胞 で あ る．増殖速度は 動 物 細胞 と大 差 な い が，培養 温 度

は 27〜28°G と低 く，培養に COp は 不 要 で あ る．後述す

る よ うに，昆 虫細 胞 培養 用 の 培 地 に は ，動物 細 胞 培養 と

同様 に 牛胎児な ど の 血 清 が 添加 され る こ と が多い ．しか

しなが ら，動物細胞 と異な り，昆 虫 細胞 は振 と う法 な ど

に よ り比 較的簡単 に 浮 遊懸 濁 培 養 が 可 能 で あ る た め ，培

養 の ス ケ
ー

ル ア ッ プ が 容易 で あ る．

　 昆虫細胞を用 い た有用タ ン パ ク質 の 高生産プ ロ セ ス を

構 築す る こ と を 目的 と し て ，我 々 は 高密度培養技術 り や

無血 清培養技術 の 開発 を進 め て きた ．そ の よ うな取 り組

み の な か で ，本稿 で は昆虫細胞 の バ イオ リア ク タ
ー

技術

に つ い て 紹介す る．

多孔 性粒子 を用 い る 昆 虫細胞の 固定化

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感染 した 昆 虫 細胞 は 最 終 的 に 死 滅

す る た め ，昆 虫 細胞
一バ キ ュ ロ ウイ ル ス 系 に よ る組換 え

タ ン パ ク 質生 産 は通常回分培養 に よ り行われ る．そ の 際，

昆 虫 細 胞 を 高密度状 態 に ま で 増殖 させ た 後 に 組換 え ウイ

ル ス を 感 染 させ る と，低 密 度 で ウイ ル ス 感染 を 行 っ た 場

合 に 比 ぺ て，細 胞 1 個あ た りの 組換 え タ ン パ ク 質 の 生 産

量 が低 下 す る場合があ る．そ こ で ，ウイ ル ス 感染時の 細

胞 密度や細 胞 1 個 に 対 し添 加 す る ウ イ ル ス 粒 子 数 （感 染

多重度 ；moi ）が組換 えタ ン パ ク 質生産 に及 ぼす影響 を

定量的 に 解析 し た と こ ろ ， 高密度条件 下 に お い て 組換え

タン パ ク 質生産 が 阻害 され る 主な原因 は 培地中の 栄養分

の 枯渇 で ある こ とが わか っ た．2）

　 高密度培養下 に お け る栄養分 の 不 足 を回 避す る た め に

は，培養途中 で 栄養 分を補給す る 流加法 3・4＞や ， 細胞を

培養系内に 保持 したまま古 い 培地を除去 し新 しい 培地を

供給す る 灌流法 1，ti）を用 い る 必 要 が あ る．灌流培養で は ，

培養系内に 蓄積 した 有害代謝産物 を 除去 で き る た め ，培

養環境を良好 に 維持 で きる 点 で 有利 で あ る が，細胞 と培

地 の 分離操作 が 必 要 とな る．我 々 は，助040ρ醗 好珈 gψ翻 α

か ら樹 立 され た細胞株 で あ る Sf9を，孔径 30− 50 μ m

の ポ リビニ ル ポ ル マ
ー

ル （PVF ）樹脂多孔質体 （ア イオ

ン ） の 粒 子 （2 × 2 × 2　mrn ） と と もに 振 と う培養 を行 う

と，細 胞 の 有す る付着力や凝集 力 に よ り培養 中 に 細胞

が粒 子 内に 自然に 固定化 され，定期的に 培 地 を交換 しな

が ら 培養 す る こ と に よ り，固 定 化 細 胞 が 粒 子 内 で IO7

cellsfcmS 以一ヒの 高密度 に ま で 増殖する こ とを見い だ し た

（図 1）．ま た ，ウイ ル ス 感染後も培地中 の 栄養分 が 枯渇

しな い よ うに 適時培 地 交換 し な が ら培養す る こ と に よ っ

て ，高密度培養下にお い て も，高 い 生 産性 を保持 し た組

換 え タ ン パ ク質 の 生 産 が 可能 で あ る こ と を明 ら か に し

た ．7）多孔 性 粒 子 を 用 い た 細 胞 の 固 定 化 法 は，1） ゲ ル 化

剤な ど の 固定化 の た め の 薬剤 が 不要 で あ る，2）固定化

や無菌操作が 容易で あ る，3）固定化担体粒 子 が 物理 的

に 強 固 で あ る，な ど の 特 長 を 有 して お り，実 用 的 に 有 利

図 1　 PVF 樹脂 多孔 質体粒 子 に 固 定化 され た 昆 虫細 胞 Sf9
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で あ る と考 え られ る．8）

組換えタ ン パ ク質 生 産 に 及 ぼす 血 清 の 影響

　 昆 虫細 胞 の 培 養 で は，細胞 の 増殖，バ キ ュ ロ ウイ ル ス

の 感染 ， お よ び 組換 えタ ン パ ク 質生産 を促進す る た め に，

牛胎児 などの 血清 を 10％ 程度添加 した培地 が 伝統 的 に

用 い られ て きた ．し か し なが ら，血 清 の 使用 は コ ス トや

安全 性 な どの 点 で 多 くの 問題 を 惹起す る．こ の た め，血

清を添加 し て い ない 無 血 清培 地が 開発
・
市販 され て い る

が ，組成 が 明らか に され て い ない ，高価 で あ る，な どの

課題 が 残 され て い る．

　そ こ で ，培養途中 で の 血 清 の 除去 が 組換えタ ン パ ク質

生産 に 及 ぼ す影響 に つ い て 振 とう培養 に て 検討 し た ．9）

組換 え ウイ ル ス の 感染時 に Sf9を 新鮮培 地 （10％ の 牛 胎児

血 清 （FBS ）を添加 した TNM −FH 培地 ま た は血 清無添加

の TNM −FH ）に 懸 濁 させ ，24時 間後 に 細胞 を遠 心 分離し

て 培 地 交 換 を行 い ，組 換 え β一ガ ラ ク トシ ダーゼ の 生 産 に

及ぼす 影 響 を調 べ た結果 を 図 2に示 す．ウイ ル ス 感染 24時

間 後 に 血清添加培地 か ら血清無添加 の 培地 に培地交換 し

た 場 合，常時血 清 添 加培 地 を使用 した 場 合 と同様 に 大量 の

【の
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図 2．組換え バ キ ュ ロ ウイ ル ス CAutograPha　caloforntca 核多角体病

ウイ ル ス ）を感 染 させ た Sf9 に よ るβ一ガ ラ ク トシ ダ
ー

ゼ の 生 産 に

及 ぼ す 血 清の 影 響．初 期 細胞 密 度 　1 × 105　cells！cmS 　 mo1 が 2

plaque−fbrrnmg　untt （pfu）！cell の 条 件 で ウイル ス 液 を 添加 し た

が，細胞増殖 は認 め らなか っ た こ とか ら，ほ とん どすべ て の 細胞

が ウイ ル ス に感 染 した と判断 さ れ る

β一ガ ラ ク トシ ダ
ーゼ が 生産 され る こ と がわか っ た ．反 対

に，山L清無添加 の 培地か ら血 清添加培地 に 交換 し た 場合 ，

β一ガ ラ ク トシ ダ
ーゼ の 生産量 は 常時血清無添加 の 培地を

用 い た場 合 と同等 の 低 い レベ ル に と ど まっ た．ま た ，ウイ

ル ス 感染 24 時間以 内 に 血 清添加 培地 か ら血 清無添加 の 培

地 に 培地交換 した場合，ウイル ス 感染 か ら培地交換まで の

時間 が 短けれ ば短 い ほ ど，β
一ガ ラ ク トシ ダーゼ の 生 産 量

は 少 な くな っ た．こ れ らの 結果 か ら，血 清は ウイ ル ス 感 染

後 ポ リヘ ド リン プ ロ モ
ーターが 機能 し始 め る ま で の 間存

在すれ ば よ く，そ れ 以降は 血清が な く と も支障な く バ キ ュ

ロ ウイ ル ス の 感染 プ ロ セ ス は進 行 す る も の と考 え られ る．

昆虫細胞 は ウイル ス に感染 して か ら約 1 日間経過 した 後

に 組換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 し始 め る た め，ウイ ル ス 感染

24 時 間後 に 血 清無 添 加 の 培 地 に培 地 交換 す る こ と に よ

り，安価 で か っ 分離精製の 容易 な培 地 中で 組換 え タ ン パ ク

質を 生産す る こ とが で き る．分泌 タ ン パ ク 質 の み な らず細

胞 内 タ ン パ ク質 を 生 産 す る場 合 も，ウイ ル ス 感染 の 進行 に

とも な い 発 現 タ ン パ ク質が培地中 に漏 出 す る た め ， 血清無

添加培地への 培地交換 は 有効 で あ る．

固定化バ イオ
1
丿ア クタ

ーに おける 2段階培養

　懸濁 培養 に お い て 培養途中で培地交換 を行 うに は，遠

心 分離 の よ うな 細胞 と培 地 の 分 離 操 作 が 必 要 とな る．こ

れ に 対 して，固定化培養で は 細胞 と培 地 を簡単に 分離で

き る．そ こ で 次 に，上述 の 多孔 性粒 子 を用 い た 固定化培

養 に お い て，ウイ ル ス 感 染 後 の 24時間 は血 清 添 加 培 地 を

使用 しそ れ 以 降 は 血清無添加培 地 を用 い る 2段 階培養 を

試 み た．固定化 S正9 細胞 の 振 とう培養 に おけ る ウイル ス

感染後 の フ ラ ス コ 1個あた りの 組換 え β
一ガ ラ ク トシ ダ

ー

ゼ の 生産量 の 経時変化 を図 3 に示す．基本合成培地 で あ る

Gracc ’s 培地や こ れ に ラ ク トア ル ブ ミ ン 水解物 と酵母 エ

キ ス を添加 した TNM −FH 培 地 を常時 血 清無添加 の ま ま使

用 した場合，β
一ガラク トシ ダ

ーゼ の 生産量 は 10％ の FBS

を添加 した TNM −FH を常時用 い た場合 の それぞれ約 114

お よ び 213に と ど ま っ た．こ れ に 対 し，ウイ ル ス 感染後

24 時間 は血清添加培地を使用 しそ の 後血清を添加 し て い

ない TNM −FH を用 い た場合，常時 rf［L清添加培地を用 い た

場合 と ほ ぼ 同 量 の β
一ガ ラ ク トシ ダ

ーゼ が 生 産 され た ．ま

た，基本合成培地 で ある GI・ace
’
s 培地 に培 地 を変更 した 場

合に も，同等の 生産量 が得られ る こ とが わか っ た．

　次 に ，容量 21 の 撹拌槽型 バ イ オ リア ク ター （図 4）に

お け る 固定化培養 に つ い て検討 した ．バ イ オ リア ク ター

内 に 2x2 × 2nlm の PVF 樹脂多 孔 質体粒 子 を 2 万 個 と

細胞懸濁培地 を ll 入 れ て撹拌 し，　Sf9 を粒子 内 に 播種 し

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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図 3．固 定化細胞 の 振 と う培養 にお け るβ
一ガ ラク トシ ダーゼ の 生

産 に及 ぼす 培 地 変更 の影 響 　培地 量　15m1 ，粒子数 　250個 （2
cms ），初期固定化 細 胞密 度　28xlO ア celLsicni ／s一粒 子，　 mot 　 2
pfu！cell 矢 印は 培地 交換 時刻 を示 す

た．そ の 後，10％ の FBS を 添 加 し た TNM −FH 培地を用

い て 2 日 ご とに 培地交換 しなが ら培養 を行 う と，固定化

細胞 は 粒 子 内で 107　cells ！cm3 以 上 の 密度 に 達 した ．固 定

化細胞 に 組換 えバ キ ュ ロ ウイ ル ス を 感染 させ て か ら 24

時間は血 清を添加 した TNM −FH を使 用 しそ の 後 は 1［［L清

無添加 の TNM −FH を用 い て 培養 を 行 う と，振 と う培養

の 場合 と同様 に，常時血清添加培地 を 用 い た 場合 と ほ ぼ

同量 の β
一ガ ラ ク トシ ダ

ーゼ が生産 され る こ とが わ か っ

た．また ，細胞 1個 あ た りの β
一ガ ラ ク トシ ダーゼ の 生 産

量 は 振 とう培養 の 場合 と同 等以上 で あ っ た ．

　上 述 した 2段階培養 に お い て は ，ウイ ル ス 感染後 24 時

間 が 経過す る ま で は 血 清添加 培 地 を 使用 した が ，市販 の

無血 清培地も同様 に 使用可能 と思われ る．市販 の 無血清

培地 は 高価 で あ る こ と か ら，ウイル ス 感染 24時間以 降に

Grace
’
s 培 地 な ど の 安価 な 基 本合成培地を利用 で き る と，

組換え タ ン パ ク 質 の 大量生産 の 際 に は有利 となろ う．こ

の よ うに，多孔性粒子 を用 い た 固定化培養 は，培地 と細

胞 を簡 単に 分離 で き る た め，培養環境 を良好 に維持す る

こ とに よ り高密度培養 が 達成 で き る の み な らず，培養途

中で 培養特性 に 応 じて 培地組成を変更す る こ とも容易 で

あ る た め，効率的な組換 え タ ン パ ク質生産 を 実 現 で き る

図4．固 定化 バ イ オ リア ク タ
ー

と考え られ る．

　昆 虫細胞
一バ キ ュ ロ ウイ ル ス 系に よ る組換 え タ ン パ ク

質の 生産 は，ウイ ル ス の 感染に よ り細胞 が 死 に 至 るため，
一

過性 の もの とな る．これ に 対 し，近 年，バ キ ュ ロ ウイ

ル ス を介さず に外 来 遺伝 子 を 直 接 昆 虫 細 胞 に 導 入 して 安

定 形質転換細胞 を 作製 し
， 外 来 タ ン パ ク質を連続的 に 生

産す る non −lyticな発現系が開発 され て い る．le）我 々 も，

TrzchoPlzasta　nz 由 来 の BTI −TNsBl −4 細胞 に 抗 体 の Fab

フ ラグ メ ン トの 遺伝子 を導 入 す る と，抗原結合活性 を 有

す る Fab フ ラ グ メ ン トが 分泌発 現 され る こ とを確 認 し

た．11）安定形質転換細胞 を用 い た 組換 えタ ン パ ク 質生産

に も，上 述 の 多孔性粒子を用 い た 固定化培養技術 は 応用

可能 で あると 考えられる．今後，新たな組換 えタ ン パ ク

質発現系 の 開発や培養技術 の 進 展 に よ り，昆 虫 細胞 を 用

い た 有用 タ ン パ ク 質 生 産 の 実用化 が 期待 され る．
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