
76 生物工学　第94巻

昆虫細胞－バキュロウイルス系は，昆虫を宿主とする
バキュロウイルスに外来遺伝子を組み込み，昆虫細胞に
感染させて目的のタンパク質を発現させる．1983年末
に，本系を用いた活性型ヒトインターフェロン の大量
生産が初めて報告された 1)．その後30年余りの間，組換
えバキュロウイルスの作製法が改良されるとともに，関
連する技術も整備され，本系は多種多様なタンパク質の
生産に活用されてきた 2–6)．また，本系を用いて製造され
た動物用の組換えワクチンが2000年に上市され，2007
年にはヒト用のワクチンも承認された 4–8)．本稿では，
昆虫細胞－バキュロウイルス系を中心に，培養昆虫細胞
を宿主として用いる有用物質生産について概説したい．

昆虫細胞－バキュロウイルス系

生体外で連続して継代培養できる昆虫細胞株は，1960
年頃から数多く樹立されてきた 6,9)．昆虫細胞－バキュ
ロウイルス系で用いられる細胞株はチョウ目のヤガ科や
カイコガ科の昆虫に由来し，特にSpodoptera frugiperda
由来のSf9やTrichoplusia ni由来のBTI-TN-5B1-4（High 
Five）が広く利用されている．
培養の観点から比較すると，昆虫細胞は微生物細胞よ
りも哺乳動物細胞に似ているが，異なる点も多い．Sf9
やHigh Fiveをプラスチック製の組織培養用ディッシュ
やフラスコを用いて静置培養すると，細胞は球状の形態
を保ったままプラスチックの表面に接着した状態で生育
する．ところが，哺乳動物細胞と異なり，これらの細胞
はピペッティングにより剥離し，振とう法などにより容
易に浮遊懸濁状態で培養することができる．培養温度は
27°C前後であり，培養にCO2は必要なく，スクリュー
キャップ式のフラスコを用いると無加湿型のインキュ
ベーター内で培養できる．培地は糖，アミノ酸，ビタミ
ン，無機塩類などを含む基本合成培地に，昆虫の体液の
代わりに10％程度のウシ胎児血清を添加したものが使
用されてきた 4,5)．現在では，無血清培地や動物由来成
分を含まない培地も市販されている．培地のpHは6.2
～6.4と酸性側にある．増殖速度は哺乳動物細胞と大差
なく，倍加時間は約1日であるため，雑菌汚染に注意す
る必要がある．以上のことから，昆虫細胞は概して哺乳

動物細胞よりも培養しやすいといえるだろう．
昆虫細胞－バキュロウイルス系では，バキュロウイル

ス科に属する核多角体病ウイルスを外来遺伝子のベク
ターとして利用する．ヤガ科の昆虫由来のSf9やHigh 
Fiveを宿主細胞として用いる場合にはAutographa 
californica核多角体病ウイルス（AcNPV）が，カイコ
ガ科の昆虫由来の細胞が宿主の場合にはBombyx mori核
多角体病ウイルス（BmNPV）が用いられる．核多角体
病ウイルスは約130 kbpの二本鎖環状DNAをゲノムと
しており，比較的大きな外来遺伝子を組み込むことがで
きる．ウイルス粒子は40 × 300 nm程度の桿状で，ヌ
クレオキャプシドがエンベロープに包まれた構造をして
いる．
核多角体病ウイルスは宿主となる昆虫の細胞に感染す

ると，複製されたウイルス粒子がまず細胞から出芽し，
他の細胞に感染を広める 5,6)（図1）．その後ウイルス感
染末期になると，感染した細胞の核内にポリヘドリンと
よばれるタンパク質を大量に産生させる．ポリヘドリン
遺伝子のプロモーターは非常に強力であり，細胞の全タ
ンパク質の数十％をポリヘドリンが占めるようになる．
ポリヘドリン（約30 kDa）は，ウイルス粒子を包埋し
保護する多角体とよばれる封入体を形成し，乾燥や紫外
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図1．核多角体病ウイルスの生活環
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線からウイルスを保護している．このため，自然界にお
いてウイルスの水平伝播には不可欠であるが，ウイルス
の感染や増殖には必要ない．そこで，ポリヘドリン遺伝
子を目的タンパク質の遺伝子に置換した組換えバキュロ
ウイルスを作製し，これを人工的な環境の下で培養され
た昆虫細胞に感染させると，ウイルス感染細胞はポリヘ
ドリンの代わりに目的タンパク質を大量に生産すること
になる．同様にウイルス感染末期に発現するタンパク質
であるp10もウイルスの感染や増殖に不要であるため，
その強力なプロモーターはしばしば外来遺伝子の発現に
利用される 3)．バキュロウイルスは昆虫細胞のもつ機能
を使って増殖するのに対し，昆虫細胞－バキュロウイル
ス系ではバキュロウイルスの機能を巧みに利用して，昆
虫細胞に人の役に立つ物質をつくってもらうのである．
したがって，昆虫細胞－バキュロウイルス系は，バキュ
ロウイルスに組み込む外来遺伝子を変えることにより，
異なる組換えタンパク質を同一の細胞株を用いて生産で
きる特長をもつ 8)．また，宿主として昆虫細胞を用いる
ため，発現タンパク質は高等真核生物のDNA翻訳後修
飾が施される．上述のように，強力なポリヘドリンプロ
モーターやp10プロモーターを用いる場合，目的タンパ
ク質の大量発現が期待できる．さらに，バキュロウイル
スは動物や植物に感染しないため，安全性が高い．しか
しながら，本系ではバキュロウイルスの感染により宿主
昆虫細胞が死に至るため，目的タンパク質の発現は一過
的となり連続生産はできない．組換えタンパク質発現の
宿主として用いられる代表的な細胞を，培養とタンパク
質生産の観点から大まかに比較したものを表1に示す．
昆虫細胞－バキュロウイルス系は，質・量ともに高いレ
ベルの組換えタンパク質を生産するための有力なプラッ
トフォームとして位置づけられる．
近年，昆虫細胞－バキュロウイルス系を用いて製造さ

れたバイオ医薬品が実用化されている 4–6,8)（表2）．これ

らのうち二つは組換えワクチンであり，子宮頸がん発症
の原因となるヒトパピローマウイルスや季節性インフル
エンザの感染予防に使用されている．わが国では
21,000 Lの培養槽を擁するバイオ医薬品工場が竣工して
おり，昆虫細胞－バキュロウイルス系により季節性イン
フルエンザの組換えワクチンを大規模に製造できる 10)．
また，遺伝性疾患である家族性リポタンパク質リパーゼ
欠損症に対する遺伝子治療薬として，患者にリポタンパ
ク質リパーゼの遺伝子を導入するアデノ随伴ウイルスベ
クターが昆虫細胞－バキュロウイルス系により製造され
ている．
昆虫細胞が生産したタンパク質をヒトの治療薬として

用いる場合，課題がないわけではない．それはアスパラ
ギン結合型糖鎖の合成である．哺乳動物細胞の場合，末
端にシアル酸が結合した複合型糖鎖がアスパラギンの側
鎖に形成される．一方，昆虫細胞の場合，哺乳動物細胞
と同様の複合型糖鎖の合成経路を有しているものの通常
活性が低く，多くの場合，昆虫特有の経路を経てパウチ
マンノース型の糖鎖が形成される 6,11,12)．これに対し，
昆虫特有の経路を阻害する，あるいは複合型糖鎖合成に
関与する哺乳動物由来の糖鎖転移酵素の遺伝子を導入す
ることにより，昆虫細胞も哺乳動物の複合型糖鎖をもつ
糖タンパク質を発現できることが報告されている 3,11,12)．

表1．組換えタンパク質生産のための宿主細胞の比較

大腸菌 酵母 昆虫細胞 動物細胞

増殖速度 大 大 小 小

培養コスト 低 低 中～高 高

生産性 高 低～高 高 低

分泌生産 × △ ○ ○

フォールディング △ △ ○ ○

翻訳後修飾 × △ ○ ◎

表2．昆虫細胞－バキュロウイルス系により生産されるバイオ医薬品

製品名（企業名） 機能・用途 生産物 宿主細胞

Cervarix (GlaxoSmithKline) 子宮頸がん予防（ヒトパピロー
マウイルス）ワクチン

L1タンパク質（ウイルス様粒子
を形成）

Hi-5 Rix4446 
（Trichoplusia ni由来）

PROVENGE (Dendreon) 前立腺がんに対する樹状細胞ワ
クチン

前立腺酸性ホスファターゼと顆
粒球マクロファージコロニー刺
激因子の融合タンパク質（樹状
細胞の刺激に使用）

Sf21 
（Spodoptera frugiperda由来）

Glybera (uniQure) 家族性リポタンパク質リパーゼ
欠損症に対する遺伝子治療薬

リポタンパク質リパーゼの遺伝
子を組み込んだアデノ随伴ウイ
ルスベクター

expresSF+ 
（S. frugiperda由来）

Flublok (Protein Sciences) 季節性インフルエンザワクチン ヘマグルチニン expresSF+
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今後このような検討が進展することにより，治療用タン
パク質の生産においても昆虫細胞の利用が拡大すると思
われる．
組換えバキュロウイルスを作製する際，バキュロウイ

ルスのゲノムは大きいため，外来遺伝子を直接ウイルス
のゲノムに挿入することは困難である．そこで，初期の
作製法では，トランスファーベクターとよばれるプラス
ミドを利用した 3)．トランスファーベクターはポリヘド
リン遺伝子の翻訳領域はもたないが，その上流および下
流のウイルスゲノムDNAと同じ塩基配列を有しており，
ポリへドンリンプロモーターの下流に目的タンパク質の
cDNAを挿入する（図2a）．得られたトランスファーベ
クターとバキュロウイルスのゲノムDNAを昆虫細胞に
コトランスフェクションすると，細胞内で相同組換えに
よりポリヘドリン遺伝子が目的遺伝子に置換され，組換
えバキュロウイルスが生成，出芽する．しかしながら，
組換えを起こすバキュロウイルスの割合は小さく，野生
型のウイルスと組換えウイルスを分離するプラークアッ
セイは熟練を要し手間暇がかかることが課題であった．
これに対し，トランスポゾンによる部位特異的組換え

を利用して大腸菌内で組換えバキュロウイルスDNAを
作製する方法が開発され 13)，キットになっている（Bac-
to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen)）．
本法で用いるバクミドとは，大腸菌内で自律複製するよ
うに細菌人工染色体（BAC）の配列（mini-F replicon）
を導入したバキュロウイルスゲノムDNAであり，さら
に大腸菌のトランスポゾンTn7の結合部位（mini-
attTn7）を挿入した lacZ遺伝子が組み込まれている（図
2b）．Tn7の両端にある反復配列（Tn7R，Tn7L）の間
にポリヘドリンプロモーターをもつドナープラスミド
に，目的の遺伝子を挿入する．これを，トランスポザー
ゼを発現するヘルパープラスミドとバクミドを保持する
大腸菌に導入すると，菌体内でトランスポザーゼの作用
により，ドナープラスミド上のTn7R，Tn7L間の目的
遺伝子を含む領域がバクミドに転位し，組換えバクミド
が生成する．さらに，この大腸菌はlacZを欠損しており，
転位が起こるとバクミド上の lacZが不活性化されるた
め，Bluo-Galなどの発色基質を含む寒天プレート上で
白色のコロニーを形成する．一方，転位が起きていない
大腸菌は青色のコロニーをつくるため，容易に区別する
ことができる．組換えバクミドDNAを大腸菌から精製
して昆虫細胞にトランスフェクションすると，組換えバ
キュロウイルスが生成する．本法は簡便であるため広く
用いられているが，作製した組換えバキュロウイルスの
ゲノムが比較的不安定であるとの報告もある 6)．一方， 図2．組換えバキュロウイルスDNAの作製
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本法を利用して，単一のバキュロウイルスで複数の遺伝
子を発現する手法も開発されており（MultiBac），多く
のサブユニットからなるタンパク質複合体の生産や，複
合型糖鎖合成に関与する糖鎖転移酵素と目的タンパク質
の共発現（SweetBac）が可能となっている 14)．
また，バクミドとトランスファーベクターの相同組換

えを利用する簡便な方法も開発されている 15)（ BAC
（Oxford Expression Technologies），BacMagic （Novagen））．
本法では，ポリヘドリン遺伝子の翻訳領域をBAC配列
に置換し，さらにポリヘドリン遺伝子の下流に隣接しウ
イルスの増殖に不可欠な遺伝子であるorf1629の一部を
欠損させたバキュロウイルスゲノムDNAを使用する（図
2c）．このDNAは大腸菌内で複製，保持されるが，昆
虫細胞内ではバキュロウイルスを生成できない．このバ
クミドDNAと，目的遺伝子を挿入したトランスファー
ベクターを昆虫細胞にコトランスフェクションすると，
両者の間の相同組換えによりBAC配列が目的遺伝子に
置換されるとともにorf1629の機能が回復するため，組
換えウイルスのみが出芽する．
昆虫細胞－バキュロウイルス系では，宿主である昆虫

細胞をあらかじめ増殖させた後，組換えバキュロウイル
スを感染させて目的タンパク質を生産する．感染多重度
（1個の細胞に対して添加するウイルス粒子の数）が十
分高い場合，バキュロウイルス添加直後にすべての昆虫
細胞がウイルスに感染する．ところが，感染多重度が低
いと，未感染細胞は一次感染細胞から出芽したウイルス
に二次感染するまで増殖する．昆虫細胞を高密度状態ま
で増殖させた後に組換えバキュロウイルスを感染させる
と，低細胞密度でウイルスを感染させた場合に比べて，
細胞1個あたりの組換えタンパク質の生産量が減少する
ことがある．この主な原因は培地中の栄養分の不足であ
ることから，培地中の栄養分が枯渇する前に組換えタン
パク質の生産が完了するように，ウイルス感染時の細胞
密度と感染多重度を調整すればよい 16)．培養途中で栄養
分を補給する流加法や，細胞を培養系内に保持したまま
古い培地を除去し新しい培地を供給する灌流法の利用も
有効である 4,5,17)．

ウイルスを使わないタンパク質発現

バキュロウイルスではなく，プラスミドをベクターと
して用いて目的タンパク質の遺伝子を昆虫細胞に導入す
る一過性発現や安定発現も検討されている．哺乳動物細
胞と同様に，昆虫細胞の場合も細胞内でプラスミドは自
律複製しないため，プラスミドをベクターとして外来遺
伝子を細胞に導入してもその発現は一過的になる．一過

性発現は大量のタンパク質を得るには不向きであるが，
短時間で目的タンパク質を調製することができる．この
ため，リード探索や最適分子構築をともなうバイオ医薬
品の開発に際して有用であり，近年，哺乳動物細胞のみ
ならず昆虫細胞を宿主とした一過性発現の検討が進めら
れている 18)．
プラスミドベクターを用いて導入した遺伝子が宿主細

胞の染色体に組み込まれると，細胞が分裂を繰り返して
も外来遺伝子の発現は安定に維持される（安定形質転換
細胞）．目的遺伝子とともに，選択マーカーとして薬剤
耐性遺伝子を細胞に導入した後，薬剤存在下で長期間培
養を行い，耐性のある細胞を選択することにより安定形
質転換細胞を樹立することができる．昆虫細胞を宿主と
する安定発現系としては，ハエ目ショウジョウバエ科の
Drosophila melanogaster由来のSchneider 2（S2）細胞
と，Cuイオンにより誘導可能なメタロチオネインプロ
モーターをもつプラスミドベクターを用いる系が知られ
ている 19–21)．本系では1回のトランスフェクションによ
り数百個のプラスミドが安定に細胞のゲノムに導入され
るため，目的タンパク質の高発現が期待できる．
一方，チョウ目ヤガ科の昆虫由来のSf9やHigh Five
を用いる安定発現についても検討されている 20–22)．この
ような安定発現系は，昆虫細胞－バキュロウイルス系と
異なり，宿主細胞がウイルスの感染による障害を受けな
いため，目的タンパク質が正確な翻訳後修飾を施される
とともに，プロテアーゼによる分解を受けにくい．しか
しながら，昆虫細胞－バキュロウイルス系と比べると，
通常，組換えタンパク質の発現レベルが低い点が課題で
あった．これに対し，B. mori由来の細胞質アクチンプロ
モーターの上流にBmNPV由来のトランス作用因子 IE1
とエンハンサーHR3を配置したプラスミドベクターが
開発されている 22)．このプラスミドを用いると，アクチ
ンプロモーターを単独で使用した場合に比べて外来遺伝
子の発現レベルが1000倍以上も増大することが報告さ
れている．筆者らは，IE1，HR3，およびアクチンプロモー
ターとともに，薬剤耐性遺伝子を有するプラスミドベク
ターを構築し，抗体Fabフラグメント 23)や日本脳炎ウイ
ルス様粒子 24)を高分泌発現する組換え昆虫細胞を効率
よく作製することに成功している．後者の組換え昆虫細
胞は，昆虫細胞－バキュロウイルス系よりも多量の日本
脳炎ウイルス様粒子を生産した 24,25)．

おわりに

昆虫細胞－バキュロウイルス系は，この30年余りの
間，高等真核生物のさまざまな機能性タンパク質を得る
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ための発現系として多用されてきた．近年になって，本
系を用いて製造された組換えワクチンや遺伝子治療用ベ
クターが実用化されている．さらに，現在，種々のウイ
ルス抗原タンパク質やウイルス様粒子を生産するため
に，昆虫細胞－バキュロウイルス系の利用が精力的に検
討されている 7,8)．また，昆虫細胞に感染して増殖する
バキュロウイルスは，ウイルス粒子表面への外来タンパ
ク質の提示技術や哺乳動物細胞に外来遺伝子を導入でき
るベクターが開発され，生物農薬にとどまらず応用範囲
が広がっている 2,6,20,26,27)．一方で，バキュロウイルスを
使用しない昆虫細胞の安定発現系についても新たな技術
が構築されつつある 21)．今後も，多彩な有用物質を高生
産するためのプラットフォームとして昆虫細胞の利用が
拡大していくことを期待したい．
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