
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

592 松 浦　善治 生 物 工 学　第 82巻

バ キ ュ ロ ウイル ス ベ ク タ ー

一 哺乳動物細胞 へ の 遺伝子導入

松浦 　善治

　昆 虫 を 宿 主 とす るバ キ ュ ロ ウイ ル ス は，約 130kbp の

環状 2 本鎖 DNA を ゲ ノ ム と し て 持ち，感染す る と全 細

胞 タ ン パ ク 質の 30〜40％ が多角体 タン パ ク 質 に 置換 さ

れ る ほ ど の 強力なプ ロ モ
ー

タ
ー

を有 し て い る ．こ の 性質

を利用 し て ，本 ウイ ル ス は 昆 虫 細胞 を用 い た 目的 タ ン パ

ク 質 の 高度産生法 と し て 普及 し て い る．］“2）と こ ろ が 近

年，バ キ ュ ロ ウイ ル ス が 昆 虫細 胞 の み な らず，広範な哺

乳動物細 胞 に も複製す る こ と な く効 率 よ く外 来 遺伝子 を

導入 で きる こ と が 判明 し，新しい 遺伝二r導入 ベ ク タ
ー

と

し て も脚光 を 浴 び る こ と と な っ た ．3）本稿 で は ，バ キ ュ ロ

ウイル ス に よ る哺乳動物細 胞 へ の 遺 伝子 導入 と宿 主 応答

に つ い て 紹介 した い ．

組換え ウ イ ル ス の 作製と遺伝子 導入

　哺乳動物細胞 で 遺伝子を発現で き るバ キ ュ ロ ウイ ル ス

は，組換 え に 用 い る トラ ン ス フ ァ
ーベ ク ターが異な る点

と，ウイ ル ス が 哺乳 動 物 細 胞 内 で 複製 しな い た め，感染

時 に 比 較的高力価 の ウイ ル ス を接種す る 必 要 が あ る 点を

除け ば，従来の 昆 虫細胞 に 感染させ るバ キ ュ ロ ウイル ス

と基 本 的 に は 同 じで あ る．組 換 え ウイ ル ス の 作製方法と

して は，従来 の 致 死 欠損 ウイ ル ス DNA と トラ ン ス フ ァ
ー

ベ ク ターを 用 い た相同 組換え法の 他 に，全バ キ ュ ロ ウイ

ル ス ゲ ノ ム を 組 み 込 ん だ フ ァ
ージ ミ ド （バ ク ミ ド） に ト

ラン ス ポ ゾ ン を利用 して ，大腸菌体内で 効率 よ く外来遺

伝子 を挿 入 で きる 方法が 開発 され て い る．こ の シ ス テ ム

で は 組 換 え ウイ ル ス 遺 伝 子 を 持 っ た バ ク ミ ドを菌体 か ら

抽出 し，昆 虫 細胞 に トラ ン ス フ ェ ク トす る だけで 容易 に

組 換 え ウイ ル ス を回 収で きる．

　バ キ ュ ロ ウイ ル ス を 哺乳動物細胞 に接種す る と，細胞

内に 取 り込 ま れ る こ とは 以 前 よ り報告 され て い た が，多

角体プ ロ モ
ー

タ
ー

は 哺乳動物細胞内 で 機能 しな い こ と も

あ り外 来遺伝 子 の 発 現 は 確 認 され て い なか っ た ．と こ ろ

が ， 数年前 に 哺乳動物細胞 で機能す る プ ロ モ
ー

タ
ー

を組

み 込 ん だバ キ ュ ロ ウイル ス が，肝細胞特異的に外来遺伝

子 を効 率 よ く発 現 で き る とい う報告 が な された．3）そ の

後 多く の グル
ー

プ か らさまざまな哺乳動物細胞株 へ も

遺伝 子 導 入 が可 能で あ る こ とが示 され，現在 で は培養株

化 細胞だ け で な く，各種初代培養細胞な ど へ の 遺伝子 導

入 も可能 で あ る こ とが 明 ら か に され て い る．バ キ ュ ロ ウ

イ ル ス は 肝 細 胞 な どの 細 胞 株 に は き わ め て 効 率 よ く遺伝

子 を 導 入 で き る が ，すべ て の 哺乳 動 物細胞株 に 遺伝 子 を

導入 で き る わ け で は な い ．細胞への 遺伝子導入効率を上

げ る た め の い くつ か の 手 法 が 報告 され て い る．水疱性 口

内炎ウイ ル ス の エ ン ベ ロ
ー

プタン パ ク 質 （VSVG ），マ ウ

ス 肝炎 ウイ ル ス の エ ン ベ ロ
ープ タ ン パ ク 質 （MHVS ），あ

る い は，バ キ ュ ロ ウイ ル ス の gp64タ ン パ ク質を多角体プ

ロ モ
ー

タ
ー

の 下流 に 挿入 し，さらに，リポーター遺伝 子

をニ ワ トリの ア ク チ ン プ ロ モ
ーター

の 下流 に組み 込 み こ

ん だ組換えウイ ル ス は ，コ ン トロ
ー

ル ウイ ル ス に 比 べ て ，

500倍 も高 い 遺伝 子 導入効率を示 し た （図 1）．4＞

In　vivo で の遺伝 子導入

　 バ キ ュ ロ ウイ ル ス の zn・Vtvo に おける遺伝子導入 は ，血

液 中の 補体成分 に よ っ て ウイ ル ス が 不活化 さ れ る た め，

それ を な ん とか克服 す る 必 要 が あ る．こ れ まで に補体 の

活性化 を阻害する蛇 毒因子や 可溶型 補体 レ セ プ ター因 子

を用 い て ウイ ル ス の 不 活 化 を抑制 した り，

5）補体制御因

子 で あ る DAF と融合 させ た 組換 え gp64 タ ン パ ク 質 を

持 っ た バ キ ュ ロ ウイ ル ス の 作製 6）な どが 試 み ら れ て い

るが ，動物個体へ の 遺伝子導入 は 満 足 の 行 くもの で は な
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図 1　 哺 乳動物細胞 に お け る遺伝子 導入 効率 ．作製 した 組 換 え ウ

イ ル ス を各種 細胞 に 細 胞 あた り 50感 染価 （mOl 　50）で 接種 し，24

時 間後に感 染細 胞 を回 収 し，ル シ フ ェ ラ
ーゼ の 活性 を測 定 した．

い ずれ の 細胞 に お い て も，組 換 え ウイ ル ス が高い 遺伝子 導入 信性

を示 した ，

著者紹介　大阪大 学微生物 病研 究所 エ マ
ージ ン グ感染症 研 究セ ン ター （教 授 ）　〒 565 −0871 吹鬧市山 田丘 3−l

　TEL 　 O6−6879 −8340 　　FAX ．06 −6879 −8269 　　E−mal ］ matsuura ＠biken．osaka −u，acJP

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

2｛｝04年　第 12号 昆虫細胞 の ア プ リ ケ
ー

シ ョ ン 593

HILIt’10
〔

期

AcGFP

iO

y

6

へ〔：VSVG

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア

継 や＼ 〜♂
＿

壁 べ！ セ ノ

図 2　バ キ ュ卩 ウイ ル ス 感染に お け る 血 清の 影 響 　各種 動物 血．清成 分 （ヒ ト，ウサ ギ，モ ル モ ッ ト，ラ ッ ト，
ハ ム ス タ

ー，マ ウス ）を 非働化 した もの （N ） と未処 理 の もの （□ ） をそ れ ぞ れバ キ ュ ロ ウイ ル ス と反応 させ

た後，HepG2 細胞 へ 接種 し ，遺伝 子導入 へ の 影響 を調 べ た．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

か っ た ，さ ま ざま な 動物 血 沽に 対す る バ キ ュ ロ ウイ ル ス

の 感 受 性 を 調 べ て み た と こ ろ，マ ウス 以 外 の 非働化 して

い な い 動 物 1［L清 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 不 活 化 させ た が ，

vSVG を被 っ た 組換え バ キ ュ ロ ウイ ル ス で は 対照 ウイ ル

ス に 比 べ て 血清成分 に 対 して抵抗性 を 示 した （図 2）．

　 ま た，補 体 経路 の 活 性 化 を抑制 で き る薬剤 で あ る FUT −

175 （6−amldmo −2−r）aphth ｝
，14−guanidiTioL⊃en1 （，atc ，フ サ ン ）

は，濃度依存的 に血 清成分 に よ る バ キ ュ ロ ウ イル ス の 不

iE化 を 阻 害 した．今 後 は，組 換 え バ キ ュ 卩 ウ イ ル ス と

FUT175 の よ うな薬剤 との 併用 に よ る方法 に よ り，動物

個体 へ の 遺伝イ
．
導入 も 可 能 に な る も の と思 わ れ る，我 々

も組 換 え ウイ ル ス を 用 い て マ ウ ス の 脳 組 織 お よ び 精 巣

の セ ル ト リ細胞 （図 9） で の 遺伝子発現 を 認 め て い る．71

タ
ー

ゲ テ ィ ン グ可 能な ベ クタ
ー

の 開発

　 L述 の よ うに 他 の ウ イ ル ス タ ン パ ク質 を 組み込 む こ と

に よ っ て 広 範 な 細 胞 に 高率 よ く遺伝子導入 で き るベ ク

ターの 開発 と と もに，ウイ ル ス 粒 ∫
．
表 面 に 任意 の タ ン パ

ク 質 の み を提 示 させ る こ とに よ っ て ，狙 っ た 細胞 だ けに

遺伝 子 を導入 で き る タ
ー一

ゲテ ィ ン グベ ク タ
ー

の 開 発 も重

要 で あ る，

　gp64 タ ン パ ク質 は 動物 細 胞 に 普 遍 的 に 存在す る リ ン

脂 質を認 識 して 侵 入 す る た め，こ の ま まで は遺伝子 導 入

に 特 異性 を持 た せ る こ と は 困 難 で あ る．そ こ で ，バ キ ュ

ロ ウイ ル ス の gp64 遺伝子 を 欠 損 させ ，ウ イル ス 粒 r一表
面 に 任 意 の タ ン パ ク質を 白在 に 提 示 させ る こ と に よ っ

て ，狙 っ た 細 胞 だ け に 日 的 遺 伝 子 を 導 人 則 能 な ターゲ

テ ィ ン グ ベ ク ターの 作製系 を 構築 した．gp64 の 代 わ り

に vSVG を被 っ た ウ イ ル ス に よ る 遺伝 子 導 入 は ，抗

鑼
図 31rt 　vzvo に お け るバ キ ュ 卩 ウイ ル ス 遺伝 r導入．マ ウス 精 巣
へ の 導 入 　AcVSVG −GAGFP を 2X “）t　 PFU で 精巣管 に 沿 っ て 精

巣 に 直接接種 し ，2 日後に 実体蛍 光顕 微鏡 丁 で GFP の 発 現を 確認

した 　精巣全 体像 （上），精巣 管 （中），精 巣管 の 断 面 図 （ド） を

示 す 　左 は 光学顕微 鏡像，右は蛍 光 顕 微鏡像　下左 図 はヘマ トキ

シ リン 染 色像

gp64 抗体 で は 阻 止 で きず，抗 VSVG 抗体 で 中和 され た

こ と か ら，設計 どお りに 粒子 表面 に発現 させ た VSVG を

介 し て 遺 伝 r・が 導入 され て い る こ とが 確認 され た ．ま た，

ウイル ス の エ ン ベ ロ
ープ タ ン パ ク 質だ けで な く，逆に ウ

イ ル ス の リセ プ ター一
分子や癌抗原 に 対す る 単鎖抗体 を 粒
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図 4．バ キ ュ ロ ウイ ル ス に よる 自然免疫誘 導．バ キ ュ ロ ウ イ ル ス

（108PFU ） を マ ウス に 鼻腔 内接種 に 接種 し，24時 間後 に 致死 量

の イ ン フル エ ン ザ ウイ ル ス （A 〆PR8 ）で攻 撃 し た．バ キ ュ ロ ウイ

ル ス 接種群 （■ ） と コ ン ト ロ
ー

ル と し て 等量 の 生理食 塩水 （● ）

を鼻腔 内接種 したマ ウス の 感 染後，14 日 目 まで の 生存率．

子表面 に 提示すれば，ウイ ル ス に 感染 し て エ ン ベ ロ ープ

タ ン パ ク 質を発現 し て い る細胞や癌細胞だけに チ ミ ジ ン

キナ ーゼな どの 自殺遺伝子を導入 し，プ ロ ドラ ッ グ との

併用 に よ っ て 目的 の 細胞 だ け を生 体 か ら排除す る こ とが

可 能 と な る と思 わ れ る．

バ キ ュ ロ ウイル ス に よる宿主応答

　 初代 ラ ッ ト培養細胞 に バ キ ュ ロ ウイル ス を接種する と

TNF 一
α ，　IL −1α ，　IL −1βの 誘導 が 惹起 され るこ とが 報告 さ

れ て お り，8）さ ら に，バ キ ュ ロ ウイ ル ス の 感染細胞 の エ ン

ベ ロ
ープ タ ン パ ク質画分をマ ウス の 腹腔 内に投与する こ

とに よ りイ ン ター
フ ェ ロ ン の 誘導が 見 られ ，脳 心 筋炎 ウ

イル ス の 致死 感染 か らマ ウス が防御 され る こ とが 報告 さ

れ て い る．9）我 々 は バ キ ュ ロ ウイ ル ス を 24 時 間 前 に鼻腔

内投与 した マ ウス が A 型お よ び B 型 イ ン フル エ ン ザウイ

ル ス の 致死 量 の 鼻腔 内攻撃 か ら防御 され る こ とを明らか

に し た （図 4）．lo）

　 こ れまで 多 くの ウイル ス エ ン ベ ロ
ー

プ タ ン パ ク質が 自

然免疫を誘導 で き る こ とが報告 され て お り，こ れ ま で の

バ キ ュ ロ ウイ ル ス で の 成績もエ ン ベ ロ ープ タ ン パ ク質が

自然免疫を誘導する こ と を支持する もの で あ っ た ．しか

し なが ら，我 々 は バ キ ュ ロ ウイ ル ス に よ る 自然免疫 の 誘

導 が エ ン ベ ロ ープ タ ン パ ク質 に よ る もの で は な く，細胞

内 に 取 り込 まれた ウ イ ル ス ゲ ノ ム が toll−like　receptor 　9

（TLR9 ）を介 し て シ グナ ル を核 に 伝逮 し て い る こ と を 明

らか に し た．免疫担 当細 胞 に お い て は エ ン ベ U 一プ タ ン

パ ク質の 細胞 融合活性 に よ っ て 細胞 内 に侵入 した バ キ ュ

ロ ウイ ル ス は，主 に分解経路 に輸送 され ，分解され た ゲ

ノ ム DNA が，細胞 内に 局在す る TLR9 に シ グ ナ ル を伝

達 し て い る もの と思 わ れ る．こ の 成績 は，バ キ ュ ロ ウイ

ル ス が 遺伝子導入 ベ ク ター
と して だけ で なく，接種経路

に よ っ て は ア ジ ュ バ ン ト活性 を併 せ 持 っ た 新 し い ワ ク チ

ン ベ ク ターと して の 可 能 性 を 示 唆 す る も の で あ る ．こ の

よ うに免疫担当 細胞 に対 して は，細胞 に侵入 した バ キ ュ

ロ ウイ ル ス ゲ ノ ム が TLR9 を介 し て 免疫遺伝子 の 発現

を誘 導す る が，遺伝子 の 発 現 は 確 認 で き な い ．一方 ，一

般の 細胞 で は ウ イ ル ス ゲ ノ ム は核に 移行 し，効率 よ く外

来遺伝 子 が 転 写 翻訳 され る も の と 思わ れ る．

　バ キ ュ ロ ウイ ル ス が哺乳動物細胞 に遺伝子 を導入 で き

る こ とが 明 らか とな り，こ れ ま で に 多くの グル
ープ に

よ っ て 効果的な利 用 法 が 検 討 され て き た．特 に，肝 細 胞

に効率よ く遺伝子 を導 入 で きる こ と を利 用 して ， B 型肝

炎 ウイル ス やC 型肝炎 ウイ ル ス
ll）の 基礎研究 へ の 応用 に

も用 い られ て い る ．昆 虫 細胞 で 各種 ウイ ル ス の ウイ ル ス

様粒子 （VLP ） を大量 に 産生す る こ とも可 能 で あ る こ と

か ら，粘膜免疫 の 誘導を 目的 と した VLP ベ クタ
ー

や，バ

キ ュ ロ ウイル ス の 粒 子 表面 に 効率 よ く外来 タ ン パ ク質を

提示 させ る ウイル ス デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム t2）の 開発 も

期待 される領域 で ある．また，昆虫細胞 に 哺乳動物細胞

の 糖鎖転移酵素遺伝 子 を導入 し た ヒ ト化 昆 虫細 胞 の 樹 立

も報告 され て お り，ヒ ト型糖鎖を保持 した組換 えタ ン パ

ク質 の 産 生 も期待 され る．ts｝ さま ざまな可能性 を秘めた

バ キ ュ ロ ウイ ル ス ベ ク ター
の 今後 の 進 展 に 期待 し た い ．
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