
〔ウイルス　第 61巻　第 1号，pp.99-108，2011〕

はじめに

　ウイルスをベクターとして利用する技術は古くから，現
在までに実に多くのウイルス種においてウイルスベクター
の開発が行われている．一般的にウイルスベクターは，ウ
イルスが本来持つ病原性や増殖性に関わる遺伝子などを取
り除き，目的とする外来遺伝子を組み込むことで，安全且
つ効率良くターゲットとなる組織や細胞に目的蛋白質を発
現させることに用いられている．近年，ウイルスベクター
は遺伝子治療の道具として臨床的にも応用され，また最近
話題の ES細胞や iPS細胞への遺伝子導入にも用いられて
いる．また，ある種のウイルスの増殖性や利便性を利用し
てこれらに目的とする他のウイルスのエンベロープ蛋白質
を被わせて，本来のウイルスに見立てたウイルスベクター
の開発も行われている．これはシュードタイプウイルスと
呼ばれており，水疱性口内炎ウイルス（VSV)やレトロウ

イルス，レンチウイルスなどに，様々なウイルスのエンベ
ロープ蛋白質を被わせたシュードタイプウイルスが，細胞
侵入機構の解析やワクチンベクターの開発に用いられてい
る．本稿では，数あるウイルスベクターの中で，バキュロ
ウイルスと VSVを用いたベクターの開発と応用について
紹介したい．

I. バキュロウイルスベクター

　バキュロウイルスベクターは外来蛋白質を昆虫細胞で効
率よく産生できる発現系として広く用いられてきたが，哺
乳動物細胞にも複製することなく，外来遺伝子を導入でき
ることが明らかとなり，遺伝子導入ベクターとしても脚光
を浴びてきた 1,2)．我々の研究グループでは，バキュロウ
イルスの哺乳動物細胞への遺伝子導入効率を向上させるた
め，バキュロウイルスのエンベロープ蛋白質である GP64
を過剰に，あるいは，VSVや狂犬病ウイルスのエンベロー
プ蛋白質を被せたバキュロウイルスを作製した 3)．これら
の改変ウイルスは広範な動物細胞に高い遺伝子導入効率を
示し，補体による不活化にも抵抗性を示した．また，マウ
スの脳や精巣にも効率良く目的遺伝子を発現できることが
確認された 4)．
a. 哺乳動物細胞への遺伝子導入
　バキュロウイルスの哺乳動物細胞への導入は以前より報
告されてはいたが，バキュロウイルスの各種プロモーター
が哺乳動物細胞ではほとんど機能しないこともあり，遺伝
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　バキュロウイルスが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効率良く感染できることが明
らかにされたものの，未だレセプターをはじめ詳細な細胞
侵入機構についての解析は進んでいない．そのため我々は，
上記の各種シュードタイプバキュロウイルスを用いて，バ
キュロウイルスの細胞侵入に関与する宿主因子の解析を
行った．自身のエンベロープ蛋白質である gp64，VSVG
もしくはマウス肝炎ウイルスのエンベロープ蛋白質
（MHV-S)を過剰に被ったシュードタイプウイルスを用い
て，それぞれ蛋白質，糖質，脂質の関与を調べたところ，
リン脂質分解酵素である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に感
染しているものと考えられた 3)．この現象は昆虫細胞にお
いても認められており，バキュロウイルスの感染には深く
関与していると思われる．さらに，精製脂質を用いて詳細
に解析した結果，フォスファチジン酸とフォスファチジル
イノシトールが感染に関与していることが明らかとなった 3)．
最近，バキュロウイルスがマクロピノサイトーシスや脂質
ラフトを介して細胞侵入していることが報告されており 9, 10)，
我々も現在，より詳細な脂質分子を介した細胞侵入機構に
ついての解析を行っている．

II. VSVベクター

　VSVはラブドウイルス科ベシキュロウイルス属の RNA

子発現は確認されていなかった 5)．ところが，1995年に哺
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に外来遺伝子を効率良く発現できるこ
とがわかり 6, 7)，我々のグループでは広範に発現できるプ
ロモーターを用いることで肝細胞株だけでなく様々な哺乳
動物細胞での外来遺伝子の発現を確認できた 8)．しかしな
がら，全ての哺乳動物細胞株に効率良く遺伝子導入できる
訳ではなく，より効率良く遺伝子導入できるようにバキュ
ロウイルスの粒子表面上に自身のエンベロープ蛋白質を過
剰に，もしくは VSVや狂犬病ウイルスのエンベロープ蛋
白質を被わせたシュードタイプウイルスを作製した 3)．そ
の結果，これらのシュードタイプウイルスは従来のバキュ
ロウイルスに比べて様々な哺乳動物細胞株において高い外
来遺伝子発現が認められた．
b. 動物個体への遺伝子導入
　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る影響や自然免疫の誘導等により導入
できる臓器も限定され，また導入できても非常に効率が悪
かった．我々は，上記で作製した他のウイルスエンベロー
プ蛋白質を被ったシュードタイプバキュロウイルスを用い
て様々な臓器への遺伝子導入を試みた結果，VSVのエン
ベロープ蛋白質（VSVG）を被ったシュードタイプバキュ
ロウイルスにおいて，マウスの脳組織および精巣のセルト
リ細胞で効率良い遺伝子発現が認められた 4)．
c. バキュロウイルスの哺乳動物細胞への侵入機構

図 1 VSVシュードタイプウイルス（pseudotype virus; PV） 
  産生細胞に一過性に目的とする他のウイルスエンベロープ蛋白質やリガンドを発現させる．そこにゲノム上ではエンベロープ遺伝子を欠

損したVSVG蛋白質を被った親ウイルスを感染させる．そこから出現してきたウイルスは発現した蛋白質を被っており，標的細胞にウイル
ス受容体もしくはリガンドに対する受容体が発現していれば感染が成立する．このウイルスは標的細胞でも複製し出芽できるが目的蛋
白質を被っていないため裸のウイルスとなり次に新たに感染することはできない．
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を基盤としたシュードタイプウイルスの作製に広く利用さ
れている 23)．シュードタイプウイルスを利用する大きな
メリットとしては，容易に取り扱いが難しい BSL-3や
BSL-4に属するウイルスを BSL-2レベルである程度解析
できるようになることや，様々な要因から培養細胞で増殖
できないウイルスの細胞侵入機構を解析できることがあげ
られる（図 1）．また，VSVゲノムにはリポーター遺伝子
が搭載されているため，このリポーター遺伝子の発現や活
性を指標にシュードタイプウイルスや組換えウイルスの感
染効率を定量的かつ容易に評価することも可能である．
　VSVではゲノムに外来遺伝子を挿入できるシステムも
構築されているために，レトロウイルスシステムでは不可
能な外来蛋白質に依存した自立増殖による感染を再現でき
るようになった．この組換えウイルスは，複製効率の極め
て高い VSVを利用するため，本来のウイルスが複製や出
芽などの段階で増殖に影響を及ぼすと予想される細胞下で
も問題なく，また発現プラスミドの導入効率に左右される
シュードタイプウイルスと異なり様々な細胞で組換えウイ
ルスを作製することができる（図 2）．
b. C型肝炎ウイルス（HCV)の細胞侵入機構解析への応用
　HCVは肝細胞癌の主要な原因ウイルスであり，現在ま
でにインターフェロンやリバビリンの他新規治療薬の開発
が進められているものの，本邦において未だ 150万人以上
の感染者が存在し，社会的にも大きな問題となっている．
C型肝炎の征圧には，まず HCVの生活環をより正確に理

ウイルスで，約 11kbからなるマイナス一本鎖 RNAゲノ
ムを保持している．実験室株であるインディアナ株はバイ
オセーフティレベル（BSL)-2で取り扱うことが可能で，
古くからマイナス鎖 RNAウイルスの代表的なウイルスと
して侵入や複製，出芽機構の研究に用いられてきた．また
初期の研究より VSVと他のウイルスを共感染させると
VSVが他のウイルスのエンベロープを非選択的に取り込
みシュードタイプ化することが知られていた 11, 12)．その
後，1995年に VSVはマイナス鎖 RNAウイルスの中では
最初にリバースジェネティクスが確立され，エンベロープ
遺伝子を欠損させても，通常の形態を保持したウイルス粒
子を大量に産生可能であることが明らかとなった 13)．こ
の性質を利用して，一過的に他の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や，ゲノムに直接他
のウイルスエンベロープ遺伝子を挿入して自立増殖するこ
とが可能となる組換えウイルス，さらに目的蛋白質を発現
させるための発現ベクターやワクチンベクターなどの開発
が行われている 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22)．
a. シュードタイプウイルスと組換えウイルス
　シュードとは本来“偽の”という意味であり，自身のエ
ンベロープ蛋白質の代わりに他のウイルスや目的の蛋白質
を一過的に粒子表面に搭載したウイルスをシュードタイプ
ウイルスと呼んでいる．リバースジェネティクス技術の進
展により，RNAウイルスをプラスミド DNAから作製で
きるようになり，特にレトロウイルスや VSVではこれら

図 2 VSV組換えウイルス（recombinant virus; RV） 
  ゲノム上に他のウイルスエンベロープ蛋白質遺伝子などの目的遺伝子を挿入しておき，シュードタイプウイルスの親ウイルスと同様に一過

性に VSVG蛋白質を被ったウイルスを産生させたい細胞に感染させる．このウイルスは自身で目的蛋白質を発現させてそれを被って出
現する．産生細胞に目的蛋白質に対する受容体などが発現していれば，この細胞がそのまま標的細胞となり，ウイルスは自立複製，増殖
することができる．
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体で感染中和されることからも本来の HCVと同様の感染
様式を示すものと考えられた 28)．さらに我々のグループ
では HCVのエンベロープ遺伝子を挿入した感染性のある
組換えウイルスの作製に成功し，HCVの感染感受性の高
いヒト肝癌細胞株である Huh7細胞で高い感染性および自
立増殖性が確認された（図 3）29)．また糖鎖修飾阻害剤を
用いた解析より感染性粒子を産生するにはエンベロープ蛋
白質がハイマンノース型の糖鎖修飾を受ける必要があるこ
とが明らかとなった 29)．VSVベクターの利点である様々
な細胞で組換えウイルスを作製すると，高い感染性を示す
組換えウイルスが得られる細胞とほとんど感染性が得られ
ない細胞が存在することも明らかとなった．HCVの出芽
機構についてはまだ詳細が明らかになっていないため，こ

解する必要があるが，現在まで患者血清から直接ウイルス
を分離できる細胞培養系が存在しないため，各ステップを
評価できる様 な々アッセイ法を用いて解析が行われている 24)．
その中で，細胞への侵入過程を解析する方法としてレトロ
ウイルス，レンチウイルスおよび VSVを基盤としたシュー
ドタイプウイルスが用いられてきた 17, 25, 26, 27)．HCVの
シュードタイプウイルスの作製においては，本来細胞膜表
面で出芽するレトロウイルスやレンチウイルス，VSVが，
強力な ER残留シグナルによって ERに存在している HCV
のエンベロープ蛋白質をどのように取り込んできているの
かは未だに解明できていないものの，感染性を示すシュー
ドタイプウイルスが得られており，このシュードタイプウ
イルスはエンベロープ蛋白質や受容体候補分子に対する抗
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図 3 HCVpvと HCVrvの感染性 
（左）HCVpvおよび HCVrvは，様々なヒト肝細胞株において共に Huh7細胞に最も高い感染性を示した．また HCVpvに比べて

HCVrvはより高い感染性を示した．（右）ウイルスのN蛋白質を特異的抗体を用いて蛍光抗体法で検出したもの（赤色で示す，青色
は細胞の核染色）．HCVpvは 120時間後でも感染が拡大しないのに対して，HCVrvは時間経過とともに感染が拡大していくことが
認められた．

図 4 JEVrvは細胞の SMase処理によって感染性とフォーカスが増大する 
JEVrvは SMase処理細胞において感染性およびフォーカスが増大することが示された．一方，HCVrvや VSVでは同様の処理にお
いても影響は認められなかった．
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れている．JEVの感染機構に関しては不明な点も多く，特
に細胞侵入に関しては受容体の同定も含めてまだ解明され
ていない部分が多い．そこで，VSVベクターを用いて
JEVのエンベロープ蛋白質を被ったシュードタイプウイル
スおよび組換えウイルスを作製し，細胞侵入機構の解析を
行った 30)．ごく最近，JEVの感染にコレステロールが関
与しており，過剰にコレステロールをウイルス粒子に添加
することで感染が阻害できることが示された 31)．シュー

の要因については不明であるが，感染性粒子の形成もしく
は出芽時に細胞側の宿主因子が関与している可能性が示唆
される．
c. 日本脳炎ウイルス（JEV)の細胞侵入機構解析への応用
　JEVはフラビウイルス科フラビウイルス属のプラス１本
鎖 RNAウイルスで，遺伝子構造上は HCVにも近縁であ
ると考えられてきた．低頻度ながらもヒトが脳炎を発症す
ると重症化するためにワクチンによる予防などが重要とさ

図 5 GP64を介した in vivo遺伝子導入 
昆虫細胞由来のバキュロウイルスはマウスへの遺伝子導入は困難であるが，GP64を被ったシュードタイプレトロウイルスおよびレンチウ
イルスは長期にわたりマウスへの遺伝子導入が可能である．この違いを両方の細胞で増殖できるVSVを用いて検討した．

図 6 哺乳動物細胞由来の GP64rvは血清に抵抗性を示す 
哺乳動物細胞である 293T細胞で作製した GP64rvはヒト血清とモルモット血清に対してほとんど感染性が低下しないのに対して，昆
虫細胞であるBmN細胞で作製した GP64rvは両血清に対して容易に感染性が低下した .

Baculovirus

GP64

pseudotype lentivirus

バキュロウイルスは容易に血清成分により不活化され、血液に暴露される臓
器への遺伝子導入は困難(Sandig et al., 1996, Hofmann and Strauss, 1998)

しかし、GP64を被ったシュードタイプレンチウイルスは血清成分に抵抗性を持ち
(Guibinga and Friedmann, 2005)、長期にわたり感染が成立する(Sinn et al., 2005, 2008)

昆虫細胞由来のバキュロウイルスと哺乳動物細胞由来のレンチウイルスの違いは?

両方の細胞で増殖できるVSVを用いれば解析可能！
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VSVGを被ったウイルスやバキュロウイルスでは容易に感
染性が阻害されるのに対し，GP64を被ったシュードタイ
プウイルスでは高濃度の血清中でもほとんど感染性が阻害
されないことが示された 33)．そこで次に細胞種による違
いを検証するために，哺乳動物細胞と昆虫細胞を用いてそ
れぞれ GP64組換えウイルスを作製し血清抵抗性を調べる
と，昆虫細胞で作製した GP64組換えウイルスではヒトお
よびモルモット血清で容易に感染性が阻害されるのに対
し，哺乳動物細胞で作製したウイルスではシュードタイプ
ウイルスと同様に血清ではほとんど感染性が阻害されな
かった（図 6）．この要因を検討した結果，糖鎖修飾など
によるものではなく哺乳動物細胞由来の補体抵抗性因子
（DAF）が粒子中に取り込まれていることが明らかとなっ
た（図 7）．そこで，DAFを被らせたようなバキュロウイ
ルスを作製すれば昆虫細胞由来のバキュロウイルスでも血
清からある程度感染性ウイルスを保護できると考え，
シュードタイプウイルスを作製するとこのウイルスは予想
通りヒト血清に対して抵抗性を示すことができた 36)．

おわりに

　現在までに多くのウイルスが遺伝子導入や遺伝子治療を
目的としたベクターとして開発され応用されている．我々
はこれまで，主にバキュロウイルスや VSVを用いて
「シュードタイプウイルス化」への応用を通した開発，研
究に取り組んできた．バキュロウイルスにおいてはエンベ
ロープ遺伝子を完全に除いてリガンド特異的なシュードタ
イプウイルスの開発も試みており 37)，今後更なるターゲッ

ドタイプウイルスおよび組換えウイルスでも同様の実験を
行った結果，両ウイルスとも報告通りコレステロールの過
剰添加によって感染が阻害された．JEVでは細胞侵入にお
いて脂質分子の関与が認められたため，次に様々な脂質分
子による関与を検証したところ，スフィンゴミエリンを分
解してセラミドを合成するスフィンゴミエリナーゼで細胞
処理すると，JEVのシュードタイプウイルスおよび組換え
ウイルスで感染性が劇的に増強されることが明らかとなっ
た（図 4）30)．JEVの細胞侵入においてセラミドの存在が
感染増強に深く関与している可能性が示唆された．
d. バキュロウイルス gp64の補体抵抗性機構の解析
　昆虫細胞で作出されるバキュロウイルスベクターは，個
体においては血液成分によって容易に不活化されるため，
これまで血液に暴露される臓器への遺伝子導入は困難で
あった 2, 32, 33)．しかしながら，近年，バキュロウイルスの
エンベロープ蛋白質である GP64を被ったシュードタイプ
レンチウイルスは VSVのエンベロープ蛋白質である
VSVGよりも血清成分に抵抗性を示し，長期にわたりマウ
ス個体への感染が成立することが報告された 34, 35)．そこ
で我々はシュードタイプレンチウイルスが哺乳動物細胞由
来であることから，昆虫細胞由来であることと哺乳動物細
胞由来であることに何らかの違いがあるために同じ GP64
を介した感染においても血清抵抗性の違いが見られるので
はないかと考え，両方の細胞で増殖できる VSVベクター
を用いて GP64を被ったシュードタイプウイルスおよび組
換えウイルスの作製を試みた（図5）36)．ヒトおよびモルモッ
ト血清を用いて血清抵抗性について検討したところ，
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図 7 哺乳動物細胞から産生された GP64rvは DAFを取り込む 
BmN細胞から出現した GP64rvや VSV，昆虫細胞由来のバキュロウイルスの粒子中には DAFは取り込まれていないが，293T細胞
から出現したウイルス粒子中には DAFが取り込まれている．
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ティングベクターとしての応用を期待している．VSVに
おいてもシュードタイプウイルスや組換えウイルスシステ
ムがいち早く確立され，様々なウイルスの診断や感染機構
を解析するための代替ウイルスとして特に BSL4のウイル
ス研究等には有用である．遺伝子組換えウイルスを用いた
実験は法的な規制もあり取り扱いが難しくなりつつある
が，こうした技術を用いて今後，様々なウイルスの生活環
における感染機構の解析やウイルス診断・征圧法の開発な
どに応用していきたい．
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 Virus is identified as one of the obligate intracellular parasites, which only amplify in cells of 
specific living things. Viral vectors, which are developed by utilizing these properties, are available in 
the various fields such as basic research of medical biology or application of gene therapy. Our 
research group has studied development of viral vectors using properties of baculovirus or vesicular 
stomatitis virus (VSV). Due to the development of new baculoviral vectors for mammalian cells, it is 
possible to be more efficient transduction of foreign gene in mammalian cells and animals. 
Furthermore, pseudotype or recombinant VSV possessing the envelope proteins of hepatitis C virus, 
Japanese encephalitis virus or baculovirus were constructed, and characteristics of the envelope 
proteins or entry mechanisms of these viruses were analyzed.
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