
はじめに

遺伝子治療は細胞医療や再生医療とともに，現行療法の

限界を超える画期的な治療法として期待され，欧米を中心

に活発な研究開発が行われている．外来遺伝子の導入方法

としてはウイルスベクターやリポソームなどの非ウイルス

ベクターがあるが，効率的にはウイルスベクターに勝るも

のはない．ウイルスベクターとしては，アデノウイルスや

レトロウイルスなどが開発され，すでに一部で臨床試験が

行なわれている．レトロウイルスは遺伝子を染色体内に導

入する為，導入遺伝子の挿入部位によっては宿主細胞を癌

化させる欠点が指摘されており，フランスでの臨床試験で

白血病の発症が報告されている．一方，アデノウイルスは

ほとんどのヒトが既に中和抗体を持っており，投与量が多

くなる欠点が指摘されている．また，他のヒト病原ウイル

スでは弱毒化や無毒化が施されているとはいえ，安全性の

問題が皆無とは言えない．さらに，現行のベクター技術で

は目的の遺伝子を目的の細胞にいかにして効率的よく導入

するかという点に多くの問題点が残されている．このよう

な問題点を克服するには新しいウイルスベクターの開発が

必須である．

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，感染すると全蛋白の

３０～４０％が多角体蛋白質になるほどの強力な多角体プロモ

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蛋白質の高度産生法として普及して

いる２０～２３）．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

子導入ベクターとしても脚光を浴びる事となっ

た６，１５，１９，２６，２８，３２，３５）．本稿では，バキュロウイルスベクターにつ

いて概説し，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．

１．組換えウイルスの作製

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（moi２０―１００）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．大きな外来遺伝子を導入する場合にはこちらのシス

テムを用いる方がよい．昆虫細胞の取り扱いや詳細な組換

えウイルスの作製法は他の総説を参照して頂きた

い２１，２５，３２，３５）．

２．哺乳動物細胞への遺伝子導入

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３７），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
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図１A

図１B

図１ シュードタイプバキュロウイルスの作製
A）トランスファーベクター：昆虫細胞で他種のウイルスエンベロープを発現さ
せるためにポリヘドリンプロモーターの下流に各種ウイルスのエンベロープ遺伝
子を，哺乳動物細胞での発現解析のためにCAGプロモーターとリポーターとし
て蛍のルシフェラーゼ遺伝子を挿入したベクターを作製した．これらのベクター
と感染性のウイルスDNAを昆虫細胞へ導入して相同組換えにより，組換えウイ
ルスを作製した．B）予想される組換えウイルスの模式図：昆虫細胞表面から出
芽してくるウイルスは細胞表面に発現しているウイルスエンベロープ蛋白質を取
り込んでくるため，図のような形態をとっているものと思われる．実際に粒子中
にこれらのウイルスエンベロープ蛋白質が取り込まれていることが確認できた．
Ac６４は gp６４蛋白質を過剰に被ったバキュロウイルス，AcVSVGと AcMHVSは
gp６４蛋白質以外に，VSVGとMHVSをそれぞれ被ったシュードタイプバキュロ

ウイルス，AcGFP は対照のバキュロウイルス．
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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，肝細胞株特異的に外来遺伝子を効率

よく発現出来るという報告が相次いでなされた６，１５）．その

後，多くのグループから様々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３，７，２４，３１，３６，４１），現在では培養細

胞株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．

３．遺伝子導入効率の改良

バキュロウイルスは肝細胞などの一部の細胞株では極め

て高効率で遺伝子導入することが出来るが，全ての哺乳動

物細胞株に高率よく遺伝子導入出来るわけではない．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．ヒストン脱アセチル化阻害剤であるトリコス

タチンAやブチル酸を用いてバキュロウイルスによって

細胞内に導入された発現ユニットの転写効率を上げる方法

や７，２９），他のウイルスの外被タンパクを被った組換えウイ

ルスの利用等が報告されている３，３４）．特にシュードタイプ

ウイルスの作製でよく用いられる，水疱性口内炎ウイルス

のエンベロープ蛋白質（VSVG）を被った組換えウイルス

は従来のバキュロウイルスよりも哺乳動物細胞における感

染性が高いことが報告されている３）．我々もバキュロウイ

ルスの gp６４蛋白質，VSVG，あるいは，マウス肝炎ウイ

ルス（MHV）のエンベロープ蛋白質であるMHVSを多角

体プロモーターの下流に，また，リポーター遺伝子をCAG

プロモーターの下流にそれぞれ組み込みこんだウイルスを

作製した（図１）．これらのウイルスを各種哺乳動物細胞

に接種したところ，いずれの細胞でも感染価を上げるに従

ってリポーター活性（ルシフェラーゼ活性）が上昇し，コ

ントロールウイルスに比べて gp６４，VSVG，およびMHVS

を被った組換えバキュロウイルスは，～５００倍も高い値を

示した（図２）．また，これらの組換えウイルスによる遺

伝子導入は，gp６４とVSVGあるいはMHVSの抗体で中和

されることから，これらのウイルスはそれぞれのエンベロ

ープ蛋白質を介して感染し，遺伝子を細胞に導入すること

ができるものと考えられる３４）．

４．バキュロウイルスの哺乳動物細胞への侵入機構

多くのウイルスは宿主細胞の表面に存在する特異的レセ

プターに結合することにより感染を開始する．従って，レ

セプターはウイルスの宿主や組織へのトロピズムを決定す

る上で重要な分子となっている．バキュロウイルスはエン

ベロープ蛋白質 gp６４を介して宿主に感染していると考え

られているものの，自然宿主である昆虫細胞ばかりでな

く，哺乳動物細胞においても未だ宿主レセプターや感染機

構についての解析は進んでいない．これまでにプロテアー

ゼで処理した細胞にはバキュロウイルスが結合しないこと

から，細胞表面の蛋白性分子が感染に関与しているとの報

告があるが，詳細は不明であった３９，４０）．我々は上記の各種

組換えバキュロウイルスを用いて，バキュロウイルスの哺

乳動物細胞への感染に関与する細胞因子の解析を行った．

gp６４を過剰に粒子表面に被ったウイルスが，他のウイル

図２ 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moi５０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
伝子導入活性を示した．
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スエンベロープ蛋白質を被った組換えウイルスと同様に哺

乳動物細胞に効率よく感染することから，動物細胞の表面

にバキュロウイルスの gp６４蛋白質を認識する何らかのリ

セプターが存在することが推測された．そこで，最も感受

性が高かったヒト肝癌由来細胞（HepG２細胞）を，蛋白

質を分解するプロナーゼ，糖質を分解する過ヨウ素酸，リ

ン脂質を分解するフォスフォリパーゼCでそれぞれ処理

し，ウイルスに対する感受性を検討した（図３A）．その

結果，プロナーゼや過ヨウ素酸処理では変化は認められな

いが，フォスフォリパーゼCの処理によって濃度依存的

に感染効率が減少したことから，バキュロウイルスは何ら

かのリン脂質を介して哺乳動物細胞へ感染しているものと

図３A

図３B

図３ バキュロウイルスの侵入に関与する細胞因子
A）HepG２細胞をフォスフォリパーゼC，プロナーゼ，あるいはNaIO４で処理した後，
種々の組換えウイルスを感染させ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．グラフ上方の実線は生存細胞の比率を示している．これらの薬剤処理条件
では細胞の生存率にほとんど影響は認められなかった．B）脂質合成欠損変異CHO細胞
株をそれぞれの条件下で培養し，脂質の発現の有無を確認後，バキュロウイルスによる
遺伝子導入を試みた．A）フォスファチジルイノシトール合成欠損株（５１．１３），B）フォ
スファチジルセリン合成欠損株（PSA―３），および，C）フォスファチジルコリン合成欠
損株（CT５８）を合成可能条件（□）と合成不可条件（■）で培養し，Ac６４（１）とAcVSVG
（２）を接種した．Ac６４はフォスファチジルイノシトール合成阻害細胞で，AcVSVGは
フォスファチジルセリン合成阻害細胞でそれぞれ遺伝子導入の阻害傾向が観察された．
一方，フォスファチジルコリンの発現は両ウイルスとも遺伝子導入に差異は認められな
かった．
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考えられた．次に，精製脂質を組換えウイルスに反応させ，

HepG２細胞に感染させたところ，濃度依存的にフォスフ

ァチジン酸（PA）とフォスファチジルイノシトール（PI）

で感染性の阻害が観察された．また，特定の培養条件下で

脂質の合成をコントロールできるハムスター変異細胞株を

用いて脂質の発現と感染性の相関を調べたところ，親株お

よびフォスファチジルセリンやフォスファチジルコリンの

欠損状態に比べ，PI が合成できない状態ではウイルスの

感染性が低いことが示された（図３B）．このことから，

バキュロウイルスが哺乳動物感染に感染するには，細胞表

面のリン脂質の一つである PI が深く関与していることが

示唆された３４）．

５．In vivo での遺伝子導入

バキュロウイルスの in vivo 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１４，１６），補体制御因子である

DAFと融合させた組換え gp６４蛋白質を持ったバキュロウ

イルスの作製１７）等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かった．様々な動物血清に

対するバキュロウイルスの感受性を調べてみたところ，非

働化していないヒト，モルモットおよびラット血清はバキ

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４）．また，補体経路の活性化を

抑制できる薬剤であるFUT―１７５（６―amidino―２―naphthyl

４―guanidinobenzoate，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活化を阻害した．今後は，

組換えバキュロウイルスとFUT―１７５のような薬剤との併

用による方法により，動物個体への遺伝子導入も可能にな

るものと思われる．これまでに，バキュロウイルスによる

in vivo での遺伝子導入はいくつか成功例が報告されてお

り，マウスの筋肉細胞２７），脳神経細胞２９），網膜細胞１３），ウ

サギの内皮細胞２）などへのウイルスの直接導入による外来

遺伝子の発現が確認されている．我々も組換えウイルスを

用いてマウスの脳組織（図５A）および精巣のセルトリ細

胞（図５B）での遺伝子発現を認めている３３）．

６．ターゲッティング可能な

バキュロウイルスベクターの開発

上述のように他のウイルス蛋白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バキュロウイル

スの開発とともに，ウイルス粒子表面に任意の蛋白質のみ

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

入できるターゲッティングベクターの開発も重要である．

gp６４蛋白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，ウイルス粒子表面に任意の蛋白

質を自在に提示させることによって，狙った細胞だけに目

的遺伝子を導入可能なターゲティングベクターの作製系を

構築した．まず，ウイルスゲノムから gp６４遺伝子のみを

欠損させ，この欠損ウイルスゲノムを gp６４蛋白質を発現

している昆虫細胞に導入すると，gp６４蛋白質がトランス

に供給されるため，欠損ウイルスはこの細胞においてのみ

増殖可能である．このウイルスをバキュロウイルスの粒子

表面に提示したい蛋白質を発現している昆虫細胞に感染さ

せることにより，gp６４蛋白質の代わりに目的蛋白質のみ

図４ バキュロ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（■）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，HepG
２細胞へ接種し，遺伝子導入への影響を調べた．
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を被ったシュードタイプウイルスを作製できる．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 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

介して遺伝子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蛋白質だけでなく，逆にウイルス

のリセプター分子や癌抗原に対する単鎖抗体を粒子表面に

提示すれば，ウイルスに感染してエンベロープ蛋白質を発

現している細胞や癌細胞だけにチミジンキナーゼ等の自殺

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

図５A 図５B

図５ In vivo におけるバキュロウイルス遺伝子導入
A）マウス脳への導入：AcVSVG―CAGFP（４X１０７ PFU）を大脳皮質内へ直接接種し，２日後に実体蛍光顕微鏡下でGFPの発現を観察し
た．接種部位にGFPの発現が観察された（上右）．断面でも蛍光が確認できる（下右）．B）マウス精巣への導入：AcVSVG―CAGFP を
２X１０８PFU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下で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（下）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．

図６ 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（１０８ PFU）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/RR/８/３４）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．
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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．

７．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―α，IL―１α，IL―１βの誘導が惹起されることが報告

されており４），さらに，バキュロウイルスの感染細胞のエ

ンベロープ蛋白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１２）．また，阿部ら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６）１）．これまで多くのウイルスエンベロープ蛋白

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蛋白質が自

然免疫を誘導することを支持するものであった１２）．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

エンベロープ蛋白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 receptor９（TLR９）を

介してシグナルを核に伝達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ロープ蛋白質の細胞融合活

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（阿部，論文投稿中）．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．この様に免疫担

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，外

来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．バキュロウイルスを接種しても

細胞傷害性が低いことは，バキュロウイルスの遺伝子治療

用ベクターとしての有利な特徴のひとつであると考えられ

る．そこで，遺伝子治療用ベクターとしての安全性を評価

するため，哺乳動物細胞にバキュロウイルスを感染させた

際に転写される，バキュロウイルス遺伝子を網羅的に解析

した．バキュロウイルスをHepG２細胞に接種した場

合，１５０個の全バキュロウイルス遺伝子のうち３種の遺伝

子の発現が転写レベルで僅かに検出さるのみであった．こ

の成績から，哺乳動物細胞においてはバキュロウイルス自

身のゲノムの発現がほとんどなく，これが細胞傷害性が低

いことの一因であると推測される．

おわりに

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，肝細胞に高効率

に遺伝子導入出来ることを利用して，B型肝炎ウイルス８）

や C型肝炎ウイルス１０，３０，３８）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が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蛋白質を提示させるウ

イルスディスプレイシステム５，９，１１）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蛋白質の産生も期待され

る１８）．様々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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