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はじめに

ヘルペスウイルスは，エンベロープを有する大型のDNA
ウイルスであり，牡蠣といった無脊椎動物からヒトのよう
な高等な脊椎動物に至るまで幅広く分布している1）．現在
までに130種類以上同定されているヘルペスウイルスは，ヒ
トおよび動物に，神経疾患，粘膜性疾患，皮膚疾患，腫瘍
性疾患，呼吸器疾患等の様々な病態を引き起こすことより，
医学および獣医学領域において重要なウイルス群である1）．
一方，ヘルペスウイルスのプロトタイプである単純ヘルペ
スウイルス（HSV：herpes simplex virus）は，強い神経
指向性や高い殺腫瘍能力を有することより，遺伝子治療や
ウイルス療法の分野で医学的利用が試みられている2, 3）．

ヘルペスウイルスの基礎研究や医学的利用には，ウイル
スゲノム改変技術は極めて重要である．ウイルスの病原性
発現機構や増殖機構の解析には，あるウイルス因子に改変
を施した変異ウイルスの作製が，また，遺伝子治療ベクタ
ーの開発や改良には，病原性因子の不活化や外来遺伝子の
搭載等が必須になってくる．ヘルペスウイルスの遺伝子改
変法は，約四半世紀も前にシカゴ大学の Roizman のグル
ープによって確立された4）．しかし，ヘルペスウイルスは
巨大なウイルスゲノム（130~250 kbp）を有することよ
り，その遺伝子操作の過程は煩雑であり，作製に長期間と
熟練を要した．さらに，サイトメガロウイルスといった培
養細胞において増殖が著しく遅いものや，Epstein-Barr ウ
イルスのように増殖が一定の条件下でしか行われないヘル
ペスウイルスに関しては，ウイルスゲノムの改変はさらに
困難であった．1997年，ドイツの Koszinowski のグルー
プは，ヘルペスウイルスの遺伝子操作系に画期的なブレイ
クスルーをもたらした5）．'BACシステム' である6-9）．彼ら
はマウスサイトメガロウイルス（M C M V：m u r i n e
cytomegalovirus）のゲノムを BAC（bacterial artificial
chromosome）にクローニングし，大腸菌に保持させた．そ

トピックス

3. BACシステム：大腸菌遺伝学とウイルス学が融合した

新しいヘルペスウイルスの遺伝子改変法

川 口　　寧1, 2，田 中　道 子3

1 名古屋大学大学院医学系研究科ウイルス学分野

2 科学技術振興機構・さきがけ

3 国立感染症研究所感染病理部

巨大なウイルスゲノムを有するヘルペスウイルスの遺伝子改変法は，約四半世紀にも前に確立され
た．それにも関わらず，その過程は煩雑であり，改変には熟練と時間を要した．1997年，ドイツの
Koszinowski のグループは，新しいヘルペスウイルスの改変法である'BACシステム'を報告した．彼
らは，マウスサイトメガロウイルスのゲノムを BAC（bacterial artificial chromosome）にクローニ
ングし，大腸菌に保持させた．そして，大腸菌の遺伝学を駆使してウイルスゲノムに変異を導入後，
ウイルスゲノムを培養細胞に導入することによって変異ウイルスを再構築させることに成功した．こ
の 'BACシステム' の登場により，ヘルペスウイルスの遺伝子改変は著しく簡便化され，様々なヘルペス
ウイルスの増殖機構および病原性発現機構の解析が加速されている．また，'BACシステム' は，遺伝
子治療用のヘルペスウイルスベクターの開発をも簡便化し，ヘルペスウイルスの医学的利用の普及に
貢献している．本稿では，ヘルペスウイルス研究における 'BACシステム' について概説する．
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して，大腸菌の遺伝学を駆使してウイルスゲノムに変異を
導入後，BAC クローンを大腸菌より抽出し，培養細胞に
導入することによって変異ウイルスを再構築させることに
成功した（図1）．この 'BACシステム' は，他のヘルペスウ
イルスにも応用され，現在では，ヘルペスウイルスの遺伝
子操作系の主流になりつつある．本稿では，ヘルペスウイ
ルス研究における 'BACシステム' について，筆者らの実際
の実験データーを含めて概説する．

ヘルペスウイルス遺伝子改変法の変遷

1980年，Roizman のグループは，培養細胞内での相同組
み換えを用いた HSV ゲノム改変系を報告した（図 2A）4）．こ
の系は，HSV の thymidine kinase（TK）遺伝子を選択マ
ーカーとして利用した改変系で，欠損，挿入，点変異とい
った如何なる変異導入も可能なウイルス改変系である．し
かし，目的の組み換えウイルスを得るまでに，（i）ウイル
ス粒子からのウイルスゲノムの精製，（ii）トランスフェク
ション，（iii）薬剤存在下でのウイルスの選択，（iv）3 ラ
ウンドのプラーク純化をそれぞれ 3 回ずつ行わねばならな
い．これらの過程は，熟練のヘルペスウイルス研究者でも
最低 1 ヶ月は必要であり，目的の組み換えウイルスを作製
するのに半年～ 1 年かかることも珍しくなかった．さら
に，変異を導入するウイルス遺伝子が培養細胞での増殖に
必須な場合は，その遺伝子を相補的に発現する細胞を作製
する必要があった．
その後，Berns および Davison のグループが cosmid を用
いた新たなヘルペスウイルス改変法を報告した（図2B）10,

11）．彼らは，HSV および，HSV と近縁なブタのヘルペス
ウイルスである pseudorabies virus（PRV）を用い，相互
にオーバーラップし，かつ，全ウイルスゲノムをカバーす
る 5 つのウイルスゲノム断片をクローニングした cosmid
セットを作製した．これらの cosmid セットを培養細胞に
導入すると感染性の PRV および HSV が再構築される．よ
って，cosmid にクローニングされたウイルスゲノム断片
に目的の変異を導入し，それを他の cosmid セットと共に
培養細胞に導入すると，目的の変異ウイルスを作製するこ
とができる．しかし，cosmid にクローニングされたウイ
ルスゲノム断片に変異を導入することが困難であり，さら
に，ウイルスゲノムの複製起点（Ori）が欠損しやすいとい
う欠点があった11）．

BAC（bacterial artificial chromosome）システム

BAC は F 因子プラスミドのレプリコンに基づくクロー
ニングベクターであり，300 kbp を超える DNA 断片のク
ローニングが可能である12）．ヒトをはじめとするゲノム研
究に広く利用されている．F 因子のレプリコンは，大腸菌
内で BAC クローンを単一コピーで保持させることを可能
とする．よって，BAC クローンは大腸菌内で極めて安定
に維持される．さらに，BAC クローンの改変には，大腸
菌の遺伝学，つまり，大腸菌ゲノムの改変系がそのまま利
用できる．後述するが，大腸菌のゲノム改変系は，
recombinase を利用した 'allelic exchange' やトランスポゾン
を用いたランダム変異導入など，簡便かつ効率的な遺伝子
改変系が開発されている．
ヘルペスウイルスに先駆けて，1993年，Luckow のグル

ープは，昆虫の大型 DNA ウイルスであるバキュロウイル
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図 1. BAC システム．

ヘルペスウイルスゲノムを BAC にクローニングし，そ

れを保持する大腸菌を用いる．まず，大腸菌の遺伝学を

利用してウイルスゲノムに変異を導入する．その後，大

腸菌より BAC クローンを抽出し，培養細胞に導入する

と変異ウイルスが産生される．
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図 2 従来のヘルペスウイルス遺伝子改変法．

（A）培養細胞内での相同組み換えを利用する方法．1. 変異を導入したい部位に TK 遺伝子の発現カセットが挿入された組み換え

HSV を作製する．HSV の本来の TK 遺伝子を欠損した組み換えウイルス DNA および変異を導入したい部位に TK 遺伝子を挿入した

HSV DNA 断片（変異を導入したい両端の相同配列は 500bp 以上が必要）を有するプラスミドを培養細胞に導入する．TK 遺伝子が挿

入された組み換えウイルスを HAT（hypoxanthine, aminopterin, thymidine）培地で選択することにより単離する．HAT培地ではTK活

性を有するウイルスしか増殖できない．2．1 で得られた組み換えウイルスの DNA と，希望の変異を導入した HSV DNA 断片を有する

プラスミドを培養細胞に導入し，BUdR（bromodeoxyuridine）を含む培地で選択する．そして，TK 遺伝子が希望の変異を有する

DNA 断片と置き換わった組み換えウイルスを単離する．BUdR を含む培地では，TK 活性を持たないウイルスのみが増殖可能であ

る．3. 本来の TK 遺伝子を修復するために，2 で得られた組み換え HSV のウイルス DNA と TK 遺伝子を含む HSV DNA 断片を有する

プラスミドを培養細胞に導入し，TK が修復された組み換えウイルスを HAT 培地で選択することにより単離する．（B）cosmid セット

を用いる方法．相互にオーバーラップし，かつ，ウイルス全ゲノムをカバーする 5 つのゲノム断片をクローニングした cosmid セット

を作製する．cosmid にクローニングされたウイルスゲノム断片に目的の変異を導入し，それを他の cosmid セットと共に培養細胞

に導入すると，目的の変異ウイルスを作製することができる．
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スに BAC システムを導入している13）．バキュロウイルス
は発現系として多用されている．Luckow のグループが開
発した系は，現在， Invitrogen 社から BAC-TO-BAC
Baculovirus Expression system という名で市販され，バ
キュロウイルス発現系の簡便化に貢献している．それ以外
にも，マウスゲノムをクローニングした BAC クローンを
改変することによって遺伝子改変マウスの作製を簡便化し
たり14, 15），大型の DNA ウイルスであるワクシニアウイル
ス のゲノム16）や大型の RNA ウイルスであるコロナウイ
ルスの cDNA をクローニングする17）ことによって各ウイ
ルスの遺伝子改変系に利用されている．

ヘルペスウイルスゲノムのBACへのクローニング

Koszinowski のグループによってヘルペスウイルス研究
に BAC システムが導入された後5），様々なヘルペスウイ
ルスゲノムが BAC にクローニングされ，現在までに16のヘ
ルペスウイルスに BAC システムが導入されている5, 18-40）．
ヘルペスウイルスゲノムを BAC にクローニングするた

めには，まず，従来の培養細胞における相同組み換え法を
用いて，BAC がウイルスゲノムに挿入された組み換えウ
イルスを作製する必要がある．BAC は約 7 kbp と大きな
DNA 断片であるので，その挿入部位によってはウイルス
の性状（培養細胞での増殖や病原性）に影響を与える場合
がある．つまり，BAC の挿入部位によっては，改変系の
用途が限定されてしまう場合がある．例えば，感染性の

HSV ゲノムの BAC へのクローニングは， 1999年
Horsburgh らのグループによって報告された28）．しかし，
この系では，BAC を TK 領域に挿入したことより TK の
機能は破壊され，再構築された HSV はマウス動物モデル
における病原性を失っている．また，TK 遺伝子産物は，
抗ヘルペスウイルス剤アシクロビルの標的である．増殖型
の HSV を遺伝子治療ベクターとして用いる際，アシクロ
ビルは予期せぬ事態に対する safe guard として有用であ
る．Horsburgh らの系で作製された HSV ベクターにはア
シクロビルという safe guard が有効でない．
我々は，「全ての組み換えウイルスおよび遺伝子治療ベク
ターは野生株に由来する」という事実を鑑み，完全長のウ
イルスゲノムを有し，かつ，再構築されたウイルスが野生
体の性状（培養細胞での増殖や，マウス動物モデルにおけ
る病原性）を保持する感染性 HSV ゲノムのクローニング
を試みた．野生体の性状を保持した完全長の感染クローン
を得ることによって，あらゆる研究に応用できる HSV 遺
伝子改変系の確立が可能になる．そのために，我々は BAC
を HSV UL3 および UL4 遺伝子の遺伝子間領域に挿入した
（図3A）．我々は過去に，この領域に外来遺伝子が安定に挿
入され，かつ，挿入によってウイルスの培養細胞での性状
が変わらないことを報告している41）．また，BAC を loxP
配列で挟み，Cre/loxP の部位特異的組み換え系で，BAC
をウイルスゲノムより除去できるように工夫した（図3A）31）．
HSV に外来遺伝子を搭載する際，その許容量はゲノムサ
イズの10~20%であると考えられている．比較的大きな
DNA 断片である BAC の除去を可能にすることによって，
外来遺伝子の搭載許容量が格段に増えることが期待される．
我々は，UL3, UL4 遺伝子間領域に，loxP 配列で挟まれ

た BAC を挿入した組み換えHSV（YK303）を，従来の培養
細胞内での相同組み換え法を利用して構築した．HSV は
感染細胞中で環状の DNA になることが知られているの
で，YK303 感染細胞より Hirt 法で環状ウイルスゲノムを
抽出し，大腸菌 DH10B に保持させた（YEbac102）．大腸
菌 YEbac102 より HSV-BAC（pYEbac102）を抽出し，制
限酵素切断パターンを野生体と比較したところ，同じパタ
ーンを示した（図3B）31）．また，pYEbac102 を培養細胞に
導入すると感染性ウイルス（YK304）が再構築された31）．
さらに，Cre recombinase を発現する非増殖型アデノウイ
ルス（AxCANCre）と YK304 を培養細胞に共感染させた
ところ，BAC が除去されたウイルス（YK311）を容易に
得ることが可能であった（図3A）31）．再構築された YK304
および YK311 の性状を解析した結果，培養細胞での増殖
やマウスモデルにおける病原性は，野生体と同等であった31）．
以上，我々は，野生体の性状を保持する完全長の感染性
HSV ゲノムのクローニングに成功した．

BAC システムが様々なヘルペスウイルスに導入されて
いるが，BAC をウイルスゲノムに挿入するために，特定

図 3 ヘルペスウイルスゲノムの BAC へのクローニングの実際．

（A）HSV-1 の UL3 および UL4 遺伝子間領域に loxP 配列で挟ま

れた BAC を挿入した．BAC は，Cre recombinase によって容易

にウイルスゲノムから除去することが可能である．（B）完全長

の感染性 HSV-1 クローン（pYEbac102）と野生体ゲノムとの

制限酵素（BamHI）切断パターンの比較．
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のウイルス遺伝子を破壊してしまう場合が多い．また，遺
伝子間領域に BAC を挿入したとしても，多くの場合，培
養細胞での増殖や in vivo での病原性が低下する．これは，
7 kbp と比較的大きな外来遺伝子である BAC の挿入によ
って，近隣のウイルス遺伝子の発現やウイルスゲノムの安
定性，ウイルスゲノムのビリオンへのパッケージングに影
響がでるためだと思われる．我々が開発した系のように，
完全長のゲノムを有し，かつ，野生体の性状を保持すると
いった理想に近い系はほとんどなく，今後，各ヘルペスウ
イルスにおいて，改良が必要である．

大腸菌遺伝学を利用した

ヘルペスウイルスゲノムへの変異導入．

（i）RecA法

1989年，O'Conner のグループによって開発された方法
である42）．温度感受性のDNA 複製起点（ts Ori），正の選択
マーカー，負の選択マーカーを持つシャトルプラスミドを
用いる．また，BAC は recombinase A（RecA）陽性の大
腸菌に保持させる必要があるが，シャトルプラスミドに
RecA の発現カセットを組み込めば，RecA 陰性の大腸菌
も使用できる．RecA 法の概要を 図 4 に示す．本法を利
用すれば，欠失，挿入，点変異といったあらゆる変異導入
が可能である．

我々は，RecA 法を用いて，HSV の ICP0 遺伝子に複数の
アミノ酸置換を導入することを試みた．ICP0 は，様々な
宿主細胞機構を制御する多機能因子である41, 43-46）．また，
ICP0 遺伝子は，HSV ゲノムのリピート配列に 2 コピー存在
しているため，変異導入が困難とされている．RecA 法を
用いた結果，比較的容易に両コピーの ICP0 遺伝子に目的
の変異を導入することが可能であった31）．しかし，我々の
経験では，標的遺伝子や変異の種類によっては，目的の変
異導入が困難な場合もある．

（ii）RecE/RecT法

大腸菌にクローニングされた BAC をより簡便に改変す
るために，1998年，Stewart のグループが報告した方法で
ある47）．本法の特徴は，RecA 法のように，シャトルプラ
スミドに目的の変異を含む DNA 断片をクローニングする
必要がないことにある．つまり，PCR で増幅された直鎖
状の DNA 断片で変異導入が可能である（図5）．一般的に，
薬剤耐性遺伝子を目的部位に挿入後，Flp/FRT 法や
Cre/loxP 法といった部位特異組み換え法によって薬剤耐
性遺伝子を除去し，標的遺伝子に欠失変異を導入する．本
法は，RecA 法に比して，著しく簡便かつ高率に変異導入
が可能である．
前述のように RecA 法は標的遺伝子や変異の種類によっ
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図 4  RecA 法．

我々の研究室では，シャトルベクターの正の選択マーカーとしてゼオシン耐性遺伝子，負の選択マーカーとして SacB 遺伝子を用いて

いる（正の選択マーカーとは，選択剤存在下ではそのマーカー遺伝子がないと大腸菌が生存しえないもので，負の選択マーカーとは，

選択剤存在下ではそのマーカー遺伝子が大腸菌に致死的に働くものである）．シャトルベクターには RecA の発現カセットも挿入さ

れている．また，BAC はクロラムフェニコール耐性遺伝子を有している．目的の変異を導入した DNA 断片（変異両端の相同配列

は 1 ～ 2 kbp が必要）をクローニングしたシャトルプラスミドを，BAC を保持する大腸菌に導入し，非許容温度（43℃）下でゼオ

シンおよびクロラムフェニコールを含む培地で選択する．すると，ts Ori を有するシャトルプラスミドは43℃では複製ができないので，

ゼオシン・クロラムフェニコール含有培地では BAC にシャトルベクターが組み込まれる．次に，その大腸菌を sucrose 添加培地で

選択すると，SacB 遺伝子産物は致死的に働くので，SacB 遺伝子は除去される．こうして，理論上50%の確率で目的の変異が導入され

た BAC を得ることができる．
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ては，変異導入が困難な場合がある．我々は RecE/RecT
法と RecA 法を組み合わせることによって，RecA 法によ
る変異導入効率を高めることに成功している．標的とした
ウイルス遺伝子は UL13 遺伝子である．UL13 は全てのヘ
ルペスウイルスで保存されているプロテインキナーゼであ
り，ある特定のウイルス遺伝子発現を制御していることが

知られている48）．また，UL13 ホモローグは宿主のプロテ
インキナーゼ cdc2 の標的部位をリン酸化することによっ
て cdc2 を模倣する可能性が示唆されている49-52）．我々
は，まず，RecE/RecT 法を用いて，UL13 欠損ウイルス
を作製した．次に，RecA 法単独で UL13 領域に点変異お
よび挿入変異を導入しようと試みたが，ICP0 の場合とは
異なり，目的の変異を導入することができなかった．そこ
で，RecE/RecT 法によって，UL13 遺伝子領域にカナマ
イシン耐性遺伝子を挿入した BAC を基に，さらに RecA
法を施した．RecA 法によって目的の変異が導入される
と，カナマイシン耐性遺伝子は除去され，大腸菌はカナマ
イシン感受性になる．この方法によって UL13 領域に点変
異や挿入変異の導入が可能であった（田中ら，投稿準備
中）．

RecE/RecT 法において，カナマイシン耐性遺伝子など
の正の選択マーカーだけでなく，負の選択マーカー（SacB,
rpsL, TetR等）を同時に導入することによって，挿入や点
変異の導入も理論上可能である．この系に関しては，Gene
Bridges 社から 'Counter-selection BAC modification kit'
が市販されている．また，ヒトサイトメガロウイルスにお
いて，類似した系を利用したウイルスゲノムへの点変異導
入が報告されている53）．

（iii）トランスポゾンを用いた変異導入法

トランスポゾンは，可動性のエレメントであり，トラン
スポゼースの媒介により DNA にランダムに挿入される54）．
大腸菌やショウジョウバエをはじめとする様々なゲノムの
改変に利用されている．トランスポゾンの DNA への挿入
は，試験管内で行われる場合と大腸菌内で行われる場合が
ある（図6）．いずれの場合でも，トランスポゾンはランダ
ムに挿入されるので，変異ウイルスライブラリーを作製す
ることが可能である．古くから，ウイルスに化学的な処理
を施すことによって変異ウイルスライブラリーを構築する
ことは行われていた．しかしこの場合，変異がどの部位に
導入されたかを同定するのは大変な手間がかかった．一方，
トランスポゾンを用いた方法では，トランスポゾンエレメ
ント内にプライマーを設定し，塩基配列の決定やPCR法に
よってトランスポゾン挿入部位を容易に同定できる．この
様なウイルスライブラリーは，各ウイルス遺伝子の培養細
胞での必須性や，ある表現系の責任遺伝子の同定を行う際
に強力なツールとなりうる55, 56）．ウイルスライブラリー
を作製する際，大腸菌より変異ウイルスゲノムライブラリ
ーを抽出し，培養細胞にトランスフェクトする作業は手間
がかかる．近年，BAC を保持した大腸菌に invasionと
listeriolysin を発現させることによって培養細胞への侵襲
性をもたせ，培養細胞に大腸菌を直接加えることによって，
より簡便かつ効率的にウイルスゲノムライブラリーを培養
細胞に導入し，ウイルスライブラリーを構築する手法も開
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図 5 RecE/RecT 法．

我々の研究室では，薬剤耐性遺伝子としてカナマイシン耐性遺

伝子を，また，部位特異組み換え法として Flp/FRT を用いて

いる．まず，BAC を保持する任意の大腸菌に，RecE および

RecT を誘導発現するプラスミドを導入する．目的の欠失変異

の外側約 50b（相同配列)，FRT 配列，薬剤耐性遺伝子の両端

約 20b からなるオリゴヌクレオチド対を用いて，相同配列および

FRT 配列に挟まれた薬剤耐性遺伝を PCR で増幅する．増幅さ

れた直鎖状の PCR 産物を，RecE/RecT 誘導下で BAC を保持

する大腸菌に導入し，カナマイシンを含む培地で選択すると，

目的の領域にカナマイシン耐性遺伝子が挿入される．その後，

Flp recombinase を発現する温度感受性ブラミドを大腸菌に導

入し，FlpP/FRT の部位特異的な組み換えによりカナマイシン

耐性遺伝子を除去する．カナマイシン遺伝子除去後は，大腸菌

を非許容温度で培養することによって Flp 発現プラスミドを大腸

菌よりの除くこともできる．
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発されている55）．

BAC クローンの応用

（i）アンプリコンへの応用

HSV ゲノムの Ori とウイルス DNA 切断・パッケージン
グ配列（pac 配列）および外来遺伝子の発現カセットを有
するプラスミド（アンプリコンプラスミド）は，HSV 増
殖に必要なウイルスタンパク質を trans に供給すると，ウ
イルス粒子にパッケージングされる．この非増殖型ウイル
ス粒子はアンプリコンと呼ばれ，遺伝子治療ベクターとし
て多用されるようになってきている2, 3）．従来，ウイルス
増殖に必要なタンパク質を trans に供給するためには，ヘ
ルパーウイルスが利用されてきた．しかし，この場合は，
アンプリコンにヘルパーウイルスが混入する．1998年，
Strathdee らのグループおよび Fraefel のグループは，pac
配列を欠失した HSV の BAC クローンを利用することに
よってヘルパーウイルスフリーのアンプリコン作製系を確

立した29, 30）．Pac 配列を欠失した BAC クローンをアンプリ
コンプラスミドと共に培養細胞に導入すると，ヘルパーウ
イルスフリーのアンプリコンを得ることができる．

（ii）DNA ワクチンへの応用

ヘルペスウイルスの BAC クローンを，そのまま DNA
ワクチンとして利用する試みも行われている．増殖に必須
なウイルス遺伝子に変異導入した非感染性 BAC クローン
を用いる場合と，感染性だが弱毒化したヘルペスウイルス
のBAC クローンを用いる場合がある．いずれの場合も，
BAC クローンの投与によってウイルスに対する防御免疫
の誘導が報告されている32, 35, 57）．

おわりに

ヘルペスウイルスの基礎研究やベクター開発に，BAC シ
ステムが導入された波及効果は大きい．特に，組み換え変
異ウイルスの作製が困難であったヘルペスウイルス研究に
おいては有効であり，今後，これらのウイルス遺伝子の機
能解析が急速に進むと考えられる．また，従来は熟練のヘ
ルペスウイルス研究者が中心であったヘルペスウイルスベ
クターの開発が，BAC システムの導入によって著しく簡
便化された．これはヘルペスウイルスベクターの普及に大
きく貢献すると考えられる．
最後に，BAC システムを基礎研究において利用する際

の重要な注意点を述べる．BAC システムは，recombinase
を過剰発現して遺伝子を改変することが多い．その際，
recombinase の影響で，目的の部位だけでなく，予期せぬ
部位に変異が導入されてしまうことは十分考えられる．
我々も予期せぬ部位への変異導入を複数経験している．あ
るウイルス遺伝子を改変し，表現型が観察された際には，
必ず標的遺伝子の変異を修復した組み換えウイルス（リバ
ータントウイルス）を作製することが必須である．表現型
の責任遺伝子が，変異を導入した遺伝子であると結論付け
る前に，リバータントウイルスが野生体の表現型を示すこ
との確認を忘れてはならない．

本総説における筆者らの研究は，名古屋大学大学院医学
系研究科ウイルス学分野（西山幸廣教授），国立感染症研究
所感染病理部（佐多徹太郎部長），東京医科歯科大学難治疾
患研究所細胞制御分野（平井莞二教授，山梨裕司教授）で
行われました．プロメガ株式会社の香川裕之博士，名古屋
大学（現，感染症研究所）の野沢直樹博士にはBACシステ
ムの確立に協力していただきました．
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BAC system: A novel method for manipulation of herpesvirus
genomes based on the bacterial genetics.  
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Although methods for reverse genetics of herpesviruses have been established in early 1980s, the

steps are laborious and time-consuming.  In 1997, Dr. Koszinwski’s group reported a novel

approach for the construction of herpesvirus mutants, based on cloning the viral genome as a

bacterial artificial chromosome (BAC) in E. coli.  This technique allows the maintenance of viral

genomes as plasmid in E. coli and the reconstitution of viral progeny by transfection of the BAC

plasmid into eukaryotic cells.  Any genetics modification of the viral genome in E. coli using

bacterial genetics is possible, thereby facilitating the introduction of mutagenesis into herpesvirus

genome.  This‘BAC system’has opened new avenues for reverse and forward genetics of

herpesviruses in basic research and in vector development for human therapy.  Here we describe the

principle of the‘BAC system’in herpesvirus researches.   
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