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はじめに

　バキュロウイルスは鱗翅目，膜翅目，そして双翅目など
の昆虫を宿主とするウイルスで，約 130kb程の環状二本
鎖 DNAを遺伝子として持っている．その中で感染細胞の
核内に多角体と呼ばれる封入体を，全細胞蛋白質の 50%

に達するほど大量に作る一群のウイルスが，核多角体病ウ
イルス（Nuclear polyhedrosis virus: NPV）である．特に，
夜蛾科のバキュロウイルス Autographa californica NPV
（AcNPV）の強力な多角体プロモーターを利用した組換え
ウイルスは発現効率が高く，しかも，発現産物が翻訳後修
飾されて生物学的活性を保持した形で得られることから，
分子生物学の研究に広く応用されている 1, 2）．一方，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
が明らかとなり，新しい遺伝子導入ベクターとして脚光を
浴びている 3-7）．バキュロウイルスの哺乳動物細胞への感
染機構については，その感染受容体の同定も含めて不明な
点が多いが，とりわけ肝細胞に効率良く感染することが従
来より報告されている．近年では，感染初期過程における
リン脂質（とりわけホスファチジルイノシトール）6）や脂
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質ラフトの重要性が報告されている 8）．さらに，侵入過程
においてはクラスリン依存性エンドサイトーシス及びマク
ロピノサイトーシス経路の利用等，多岐な感染経路を利用
していることが示唆されている 8）．一方で，AcNPVは細
胞傷害を誘導することなく効率よく外来遺伝子を導入でき
ることから，哺乳動物細胞に対する免疫応答は低いものと
考えられてきた．しかしながら，筆者らも含めいくつかの
研究グループから，AcNPVを哺乳動物細胞やマウスに接
種すると，一過的な炎症性誘導に伴う抗ウイルス状態を惹
起できることが明らかにされた 9-11）．本稿ではバキュロウ
イルスの感染によって哺乳動物細胞に惹起される生体防御
シグナルについて，筆者らの成績を中心に解説したい．

1. バキュロウイルスのワクチンベクターへの応用

　これまでのウイルスベクターにはランダムな遺伝子の組
み込みによる癌遺伝子の活性化や，ウイルスベクター自身
の蛋白発現に伴う有害な免疫反応の誘導及び固有の病原性
発現の可能性等の安全面でいくつか問題点が指摘されてい
る（もちろん，本誌ウイルスでも度々特集されているよう
に，現在では特異的な細胞種への感染指向性を有するター
ゲッティングベクターの応用や，非増殖型ウイルスベク
ター等の開発によりその安全性面は飛躍的に改善されてい

る）．一方，バキュロウイルスは，1）大きな外来遺伝子を
搭載できる，2）各種ウイルス遺伝子は哺乳動物細胞内で
は発現されないため有害な免疫応答を惹起しない，3）哺
乳動物に固有の病原性を示さない，4）哺乳動物にはバキュ
ロウイルスに対する中和抗体が存在しない，5）宿主の染
色体への組み込みがほとんどない等の従来のウイルスベク
ターにはない利点を有しており，これらの項目が感染宿主
域外のバキュロウイルスをワクチンベクターとして応用す
る理由でもある．問題点としては，補体血液成分にて容易
に不活性化されることが挙げられるが，補体抵抗性遺伝子
（Decay-accelerating factor : DAF）をバキュロウイルスエ
ンベロープ蛋白質（gp64）上に発現させたシュードタイ
プウイルスの作製により改善されている 12）．
　そこで，筆者らはバキュロウイルスのワクチンベクター
としての可能性を実験動物で評価した．A型インフルエン
ザウイルス（A/PR/8/34）の HA（Hemagglutinin）遺伝
子を CAGプロモーター下に組み込んだ組換えバキュロウ
イルス（AcCAG-HA）を作製し，マウスの鼻腔内（i.n），
腹腔内（i.p），皮内（i.d），あるいは筋中内（i.m）に接種
して，2週間後に同量のウイルスで追加免疫後，3週間後
に致死量の A/PR/8/34で攻撃試験を行った 11）．AcCAG-
HAを接種後，経時的に ELISA法にて血清中の抗 HA抗

図 1 HA抗原発現組換えバキュロウイルス接種免疫マウスのインフルエンザウイルスに対する感染防御効果
HA抗原発現組換えバキュロウイルス（AcCAG-HA）をマウスの鼻腔内，皮内，腹腔内及び筋中内ヘ接種後，2週間後に同量
の追加免疫を行った．ブーストから 3週間後に，致死量の A型インフルエンザウイルス（A/PR/8/34）の鼻腔内接種による
感染攻撃試験を行った．鼻腔内接種群（◆），筋中内接種群（■）とコントロールとして生理食塩水（▲）を接種したマウス
の感染後，14日後までの生存率を示した（図 1右図）．各接種群における，血中の HA抗体価を ELISA法で決定した（図 1
左図）．文献 11）より改変して掲載．
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体を測定したところ，腹腔内と筋中内に AcCAG-HAを接
種した郡で高い抗 HA抗体価が検出されたが，攻撃試験で
は鼻腔内接種群にのみ感染防御効果が認められた（図 1）．
これらの結果から，バキュロウイルスのワクチンベクター
としての有用性が実証された．実際には，組換えバキュロ
ウイルス接種マウスにおける記憶免疫応答の付与のみであ
れば，著者らの報告に先行して青木らが報告している．青
木らは，シュードレービスウイルス gBエンベロープを発
現する組換えバキュロウイルスのマウスへの筋中内接種に
より，gB特異的抗体の産生を確認している 13）．また後に，
Facciabeneらは，C型肝炎ウイルス E2エンベロープ蛋白
質を発現する組換えシュードタイプバキュロウイルスの筋
中内接種により，特異抗体の産生と細胞性免疫応答の誘導
を報告しているが 14），感染攻撃試験の効果を伴った成果
は筆者らが始めての報告である．ところが全く予期せぬこ
とに，野生型の AcNPVを鼻腔内に接種した対照群におい
ても，AcCAG-HAを鼻腔内に接種した郡と同等の感染防
御効果が確認された．バキュロウイルス gp64エンベロー
プ蛋白質の免疫原性による交叉反応性の可能性も考慮して
みたが，詳細は明らかになっていない．これらのことから，
インフルエンザウイルスに対する記憶免疫応答以外の感染

防御機構の存在が示唆された．そこで，バキュロウイルス
による非特異的な感染防御免疫の誘導をより詳細に理解す
るため，AcNPVをマウスの経鼻に接種し，24時間後に致
死量のインフルエンザウイルス（A/PR/8/34）で感染攻撃
したところ，AcNPVを経鼻接種されたマウスは全例生存
し，肺胞壁の壊死，変性及び脱落等の軽減も観察された（図
2）．AcNPVを接種されたマウスの肺上皮では局所的なリ
ンパ球及び炎症性細胞浸潤が強く観察されたことから 11），
鼻粘膜，上気道そして肺上皮にマクロファージや樹状細胞
（Dendritic cell : DC）などの貪食細胞が一過的に浸潤した
ことにより，インフルエンザウイルスの感染拡大が阻止さ
れたものと思われる．さらに，亜型の A/Guizhou（H3N2）
及び B/Ibarakiの感染攻撃に対する防御効果も観察された
ことから 11），バキュロウイルスの接種に伴う非特異的な
感染防御効果の付与が示唆された．これらの成績から，バ
キュロウイルス自身に自然免疫を誘導できる“アジュバン
ト活性”を保持している可能性が示唆された．

2. バキュロウイルスの哺乳動物細胞における
宿主応答機序の解析

　野生型の AcNPVをマウスの鼻腔内に接種することによ

図 2 野生型バキュロウイルス接種マウスのインフルエンザウイルスに対する感染防御効果
6週齢の Balb/cマウスの鼻腔内に 108PFUの野生型バキュロウイルス（AcNPV）を接種し，その 24時間後に致死量の A型イ
ンフルエンザウイルス（A/PR/8/34）にて感染攻撃試験を行った．AcNPV接種群（◆），マウスインターフェロン（mIFNα）
（■）とコントロールとして生理食塩水（▲）を接種したマウスの感染後，14日後までの生存率を示した（図 2左図）．
AcNPVを経鼻接種された郡のマウスは全匹生存が確認された．感染攻撃試験 7日後における，マウス肺組織の HE染色像（図
2右図）．AcNPVを事前に接種されたマウスの肺組織では，正常な肺胞壁像が維持されており（C-1），広範な肺胞気道上皮傷
害に伴う肺胞上皮の変性，壊死及び脱落の軽減が認められた．さらに，無処置（A-1）及びインフルエンザウイルス感染（B-1）
に比べ，AcNPVの接種群では局所的な炎症に伴うリンパ球浸潤が認められた（C-2）．文献 11）より改変して掲載．
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り，インフルエンザウイルスの感染攻撃に対して抵抗性が
賦与されることが明らかとなったが，AcNPVの哺乳動物
細胞での宿主応答の解析はあまりされてこなかった．これ
までに，初代ラット肝細胞にバキュロウイルスを接種する
と TNF-α，IL-1α及び IL-1βなどの炎症性サイトカインが
誘導されることが報告されている 10）．また，Gronowski
らは AcNPVの感染細胞から精製したエンベロープ蛋白質
画分をマウスの腹腔内に接種することで，マウス脳心筋炎
ウイルスの致死感染から防御できることを報告している 9）．
我々もバキュロウイルスのエンベロープ蛋白質（gp64）
を精製し，マウスのマクロファージ細胞株（RAW264.7），
腹腔マクロファージ，脾臓由来の CD11c陽性 DC，そし
て線維芽細胞等でサイトカイン産生能を評価したが，感染
防御に重要なインターフェロン（IFN）の誘導は認められ
なかった（図 3）15, 16）．Gronowskiらが実験に用いた蛋白
質画分には，エンベロープ蛋白質以外のウイルス因子の混
入が疑われることから，AcNPVによる自然免疫の誘導に
は，他のウイルス構成因子の関与が示唆された．
　AcNPVによる宿主応答機序を解析するため，自然免疫
認識受容体である Toll-like receptor（TLR）及びそのシグ
ナル伝達に必須のアダプター分子であるMyD88遺伝子の
欠損マウスを用いて解析を行った．TLRは外界から侵入

してきた病原微生物特有の分子構造を認識し，NF-κB及
び IRF等の転写因子の活性化を介して，炎症性サイトカ
インや I型 IFNを一過的に産生して宿主を病原体から防
御する自然免疫の要であることが知られている 17, 18）．各
種 TLR遺伝子やMyD88遺伝子の欠損マウスの腹腔マク
ロファージや CD11c陽性 DCに AcNPVを接種し，培養
上清中のサイトカインを測定したところ，MyD88や
TLR9遺伝子の欠損マウス由来の免疫細胞では，IL-12の
産生が野生型に比べて著しく低下していた（図 4）15, 16）．
TLR9は細菌由来の非メチル化 CpGモチーフ配列を有す
る DNAと反応することが報告されており，そのような非
メチル化 CpGモチーフ配列を保持したウイルスや合成オ
リゴ DNAは，マクロファージ，DC，および B細胞に対
して TLR9依存的に炎症性反応の誘導や Th1反応を誘導
することが報告されている 19）．バキュロウイルスゲノム
中の活性型 CpGモチーフ配列を調べてみると，同じく
TLR9を活性化できる単純ヘルペスウイルスや大腸菌由来
のゲノム DNAと同等の頻度で CpGモチーフ配列が存在
することが明らかとなった 15）．実際に AcNPV粒子より
ウイルス DNAを精製し，マクロファージ細胞でのサイト
カイン産生を検討したところ，炎症性サイトカイン及び
IFNの産生が認められた 15）．また，TLR9を認識する非
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図 3 バキュロウイルスエンベロープ蛋白質のマクロファージ細胞における自然免疫誘導の影響
Hisタグを付加したバキュロウイルスのエンベロープ蛋白質（gp64）を昆虫細胞で発現精製し，クマシー染色ならびに抗
gp64及び抗 His抗体で免疫染色した．精製 gp64蛋白質をマウスマクロファージ細胞株（RAW264.7）に添加後，培養上清中
への IFNの産生を ELISA法で測定した．バキュロウイルス接種群では TNF-α及び IL-6などの炎症性サイトカインや IFNの
産生が認められたが，精製 gp64蛋白質接種群ではサイトカインの産生は認められなかった．ペプチドグリカン（PGN）は
TLR2のリガンドであり，炎症性サイトカインを産生する．
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メチル化 CpGモチーフを有する合成 DNAによる免疫担
当細胞の活性化は，クロロキンなどのエンドソーム内の酸性
化を阻害する薬剤で阻止されることが報告されており 20, 21），
AcNPVによるマクロファージ細胞からの IL-12の誘導も
クロロキンで阻害された．これらの成績は，細菌の構成壁
を認識する TLR2や TLR4は細胞表面に発現しているのに
対して，微生物由来の核酸成分を認識する TLRは主に細
胞質内腔器官に局在しているためであり，これらの TLR
を活性化させるには細胞に感染，あるいは貪食された核酸
成分が，TLRを発現している細胞質内腔に提示されなく
てはならない．以上の結果から，バキュロウイルスによる
マクロファージや DCの活性化は，感染過程でエンドソー
ムとウイルスの膜融合，あるいは貪食後，ファゴソームか
ら放出された（あるいは漏れ出た）ウイルスゲノムが，細
胞質内腔の TLR9と反応しているものと思われる．

3. バキュロウイルスによる TLR非依存的な
IFNの活性化機構

　バキュロウイルスによる免疫担当細胞からの炎症性サイ
トカインの産生には，ウイルスの DNA成分と宿主の TLR
シグナル伝達経路が関与していることが明らかとなった．
しかしながら，生体防御に中心的な役割を果たす I型 IFN
の誘導は，TLR9/MyD88に依存しないことが示された（図

4）．加えて，バキュロウイルスによる IFNの産生は，ク
ロロキン処理の影響をうけないことから，エンドソームや
ファゴソームなどの細胞質内腔器官外でのシグナル伝達経
路に依存していることが予測された 16）．最近のウイルス
感染に対する自然免疫応答の解析からも，多くの RNA及
び DNAウイルスによる I型 IFNの誘導は，TLR非依存
的な経路により制御されていることが明らかになってい
る．ウイルス感染に対する自然免疫応答のリガンドとして
良く汎用されており，同じく DNAウイルスであり，ヒト
に病原性を示す単純ヘルペスウイルスやアデノウイルス，
ワクシニアウイルスなども，TLR非依存的な IFNの誘導
経路の存在が示唆されている 22-25）．一方で，水疱性口内
炎ウイルスやインフルエンザウイルス，センダイウイルス
などの RNAウイルス感染に対する TLR非依存的な I型
IFNの応答は，ウイルス由来の二重鎖 RNAを認識する
RNAヘリケースであるRIG-I（retinoic acid-inducible gene-I）
やMDA5（melanoma differentiation associated gene 5）に
より制御されており，ウイルスにより認識される分子が異
なることが報告されている 26）．RIG-IやMDA5は，IPS-1
（MAVS，VISA，Cardifとしても報告されている）と呼ば
れるアダプター分子を介して，NF-κBや IRFの活性を誘
導する 27）．RIG-I，MDA5及び IPS-1遺伝子の欠損マウス
の免疫担当細胞や線維芽細胞を用いた解析から，バキュロ

図 4 MyD88及び TLR9遺伝子欠損マウス由来マクロファージ細胞におけるバキュロウイルスによるサイトカイン産生
野生型，MyD88，あるいは TLR9遺伝子欠損マウスより腹腔マクロファージ（PEC）を分離し，AcNPVの接種による IL-12

や IFNの産生を ELISA法で測定した．IL-12の産生はMyD88や TLR9のシグナル経路に依存しているが，IFNの産生は
MyD88には部分的に関与するが TLR9には非依存的であることが示された．
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塩基対程の長さの合成二重鎖 DNA，あるいは B-DNAと
呼ばれる右巻きの二重らせん構造を有する合成二重鎖
DNAを導入した場合にも，TLR非依存的な I型 IFNの産
生が誘導されることが報告されている 28, 29）．これらの現
象は，細胞質内での RNA認識機構と同様に，自己または
非自己の DNA成分を認識して I型 IFNを誘導する分子機
構が存在することを示唆するものであり，その分子の同定
と作用機作の報告が近年相次いでいる．特に，石川らによっ
て報告された 5回膜貫通型の ER局在蛋白質である
STING（Stimulatorof IFN gene）は，様々なウイルス及
び細菌由来の DNAに対する IFN応答に重要であることが
報告されている．加えて，AcNPVによる IFNの産生にも
STINGが重要な役割を示すことが明らかにされている
30）．この報告からも，バキュロウイルスによる自然免疫
応答の誘導には，ウイルスエンベロープ蛋白質よりもむし
ろウイルス DNA成分に依存していることが支持された．
しかしながら現時点では，上述の人工的な DNAリガンド
も含め，STINGの活性化に関与する DNA成分に対する
コンセンサスな配列，構造などは RNAの認識機構ほど明
らかになっていない．加えて，ウイルス由来のゲノム
DNA（RNA）はヌクレオキャプシッドと複合体を形成し
ている場合が多く，人口合成された ISD及び B-DNAとは
異なりむき出しの状態で細胞質内で放出される可能性は低

ウイルスによる I型 IFNの産生には，これらの分子郡の
関与は認められなかった（図 5）16）．これらの成績は，哺
乳動物細胞内では複製することのないバキュロウイルスの
特性を反映していることを示唆するものである．RIG-I/
IPS-1経路を介した I型 IFNの産生誘導には，その下流に
位置する TBK1，そして，I型 IFNの転写誘導因子である
IRF3や IRF7が重要な役割を担うことが報告されている．
筆者らの研究から，バキュロウイルスによる I型 IFNの
誘導は，腹腔マクロファージや CD11c陽性 DCなどでは
IRF7優位に制御されているが，線維芽細胞では IRF3が
重要であるとの知見が得られている 16）．さらに，バキュ
ロウイルスを接種した IRF3遺伝子欠損マウス由来の線維
芽細胞では，野生型に比べて，水疱性口内炎ウイルスの感
染に対する抗ウイルス活性応答の低下が認められる（図
6）．唯一，I型 IFNの産生が TLRにより完全に制御され
ている形質様樹状細胞（plasmacytoid DC : pDC）だけが，
TLR9/MyD88/IRF7依存的に I型 IFNを産生していた．
以上の成績から，バキュロウイルスによる I型 IFNの誘
導は，細胞種によって TLRの依存性が異なることが明ら
かとなった．

4. バキュロウイルスの IFN誘導に関与する DNAセンサー

　ISD（IFN-stimulatory DNA）と呼ばれる 45，または 90
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図 5 IPS-1ノックアウトマウス由来の免疫細胞における IFNの産生誘導
野生型及び IPS-1遺伝子欠損マウスより腹腔マクロファージ（PEC）及び CD11c陽性 DCを分離し，AcNPV，水疱性口内炎
ウイルス（VSV）及び合成二重鎖 RNA（PolyI:C）刺激による培養上清中の IFNの産生を ELISA法で定量した．IPS-1欠損
細胞では VSV及び PolyI:Cによる IFNの産生が顕著に減少するが，AcNPVでは野生型の細胞と同レベルを維持していた．
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を保持していることを支持している．ウイルス DNAのみ
ならず上述の合成二重鎖 DNAは，自然免疫応答を強く活
性化するアジュバントのような特性を有するため，TLR
や STINGはアジュバント受容体，或はアジュバントを感
知するセンサーとも考えられる．これらの自然免疫認識分
子の活性化に伴う IFNや炎症性サイトカイン，ケモカイ
ンの産生により，単球や活性化リンパ球などの炎症性細胞
の浸潤が促進される．これら一連の反応は，感染局所にお
ける感染巣の拡大阻止にも寄与している．AcNPVの鼻腔
内接種による致死的なインフルエンザウイルス感染に対す
る抵抗性の賦与は，鼻粘膜や気管支上皮における一過的な
TLR依存的な炎症性応答及び TLR非依存的（STING依
存的な）I型 IFNの産生応答の活性化に起因するものと思
われる（図 7）．

おわりに

　バキュロウイルスベクターによる遺伝子導入効率及び自
然免疫の誘導活性を向上させるため，哺乳動物細胞への感
染効率の高いウイルスエンベロープ蛋白質を被ったシュー
ドタイプウイルスの応用が考えられる．水疱性口内炎ウイ
ルスのエンベロープ蛋白質を被ったシュードタイプバキュ

いと考えられる．これらの DNA成分が，STINGなどの
DNAセンサーに直接感知され得るのか？或は，ウイルス
由来の DNA成分の認識はより複雑な過程を要求されるの
か？などの問いは今後の課題であると思われる．

5. バキュロウイルスのアジュバント活性

　筆者らの解析や DNAセンサーである STINGの報告か
ら，バキュロウイルスによる免疫賦活化にはウイルス
DNAが重要な役割を演じていることが示された．DNAに
よる免疫賦活化現象は，徳永博士らの BCG抽出成分中の
非メチル化 DNA成分による免疫細胞の活性化機序と類似
することから 31, 32），ウイルス感染症のみならず，癌に対
する治療にも応用できるものと思われる．また，AcNPV
を接種した肝転移腫瘍モデルマウスにおいて，腫瘍の縮退
効果やマウスの延命効果が確認されており 33），これらの
抗腫瘍活性には，IFN-γや Th1サイトカインの一種であ
る IL-12の産生に依存した NK細胞の活性化の関与が示唆
された．実際に，バキュロウイルス DNAを添加した OVA
抗原をマウスに免疫することにより，OVA特異的な体液
性免疫や細胞性免疫応答の誘導が促進されることが報告さ
れており 34），バキュロウイルス DNAがアジュバント活性

図 6 線維芽細胞における IRF3依存的なバキュロウイルスによる抗ウイルス活性の誘導
AcNPV及び PolyI:Cを濃度依存的に処理後，VSV感染に対する抗ウイルス活性の影響をバイオアッセイにて評価した．
VSV感染に対する細胞生存率を，クリスタルバイオレット染色による吸収度測定より決定した（上図）．VSV感染に対する細
胞傷害度を顕微鏡下において観察した（下図）．Mock:無処置，PC:VSV感染
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学微生物研究所分子ウイルス分野 松浦善治先生の御指導
のもと，多くの共同研究者ならびに分子ウイルス分野の諸
子の協力のもとに行われたものであり，この場を借りて深
く感謝いたします．また，自然免疫認識分子に関与する貴
重な遺伝子改変マウスを多数供与して頂きました，大阪大
学免疫学フロンティア研究センターの審良静男先生に感謝
いたします．また，杉浦奨励賞にご推薦くださいました松
浦善治先生，ならびに選考委員の先生方に厚くお礼申し上
げます．
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 The baculovirus Autographa californica  multiple nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV) has 
been widely used not only to achieve a high level of foreign gene expression in insect cells but also for 
efficient gene transduction into mammalian cells without any replication. In addition to the efficient 
gene delivery, baculovirus has been shown to induce host innate immune responses in various 
mammalian cells and in mice. The baculovirus has abundant CpG motifs in the viral genome and is 
capable of inducing pro-inflammatory cytokines and interferons (IFNs) through Toll-like receptor 
(TLR)-dependent and -independent signaling pathways in a cell-type-specific manner. The cytoplasmic 
helicase proteins RIG-I (retinoic-acid-inducible protein I) and MDA5 (melanoma-differentiation-
associated gene 5) have been identified as viral dsRNA detectors and the adaptor IPS-1 (IFN- β 
promoter stimulator-1) interacts with RIG-I and MDA5 to facilitate type-I IFN production mediated 
interferon regulatory factor 3 (IRF3) and 7 (IRF7). These helicases and IPS-1, however, were not 
essential for the type-I IFN and inflammatory cytokine responses to baculovirus. The baculovirus also 
has a strong adjuvant activity, and recombinant baculoviruses encoding neutralization epitopes elicit 
protective immunity in mice. This review deals with the current status of our knowledge of the 
induction of host innate immune responses by baculovirus and discusses the future prospects for 
baculovirus vectors.
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