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研究成果の概要（和文）：バキュロウイルス（BV）の細胞結合を利用した新規ウイルスタイタ

ー測定法の開発を目指したものである。はじめに，通常のタイター測定法において必須な感染・

非感染細胞を迅速に識別するための GSTまたは EGFP展示 BV を構築した。しかし，十分な検

出感度を得ることが出来ず，さらに，タンパク質展示 BV はプロテアーゼ分解され易く，その

生産が困難であった。次に，宿主細胞との結合による活性 BV と不活性 BV の分離について検

討した。その結果，Real-time PCRとの併用によりタイター測定に応用できることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study aimed at developing a novel assay method using a 
baculovirus (BV)-host cell binding for the determination of BV titer. First, we constructed recombinant 
BV displaying either GST or EGFP on GP64 envelope protein in order to distinguish between infected 
and uninfected cells. However, the protein probes displayed on BVs were not sensitive enough to use for 
this purpose. In addition, it was so difficult to produce the recombinant BVs because of their high 
susceptibility to endogenous proteases. Second, we examined the BV-host cell binding conditions to 
separate active and inactive BVs. As a result, it was suggested that the BV-host cell binding was 
applicable to the BV titer determination by combining with real-time PCR. 
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１．研究開始当初の背景 

ウイルスベクターは，外来遺伝子の導入手

段として組換えタンパク質の生産や遺伝子

治療の分野などで用いられている。ウイルス

の感染多重度（MOI）は，遺伝子導入効率や

タンパク質発現量および臨床結果に大きく

影響することから，その基礎となるウイルス

タイターを正確に求めることは極めて重要

である。ウイルスタイターの測定法には幾つ

かあるが，その原理は段階的に希釈したウイ

ルス溶液を一定量の培養細胞と混合し，ある

ウイルス希釈率における感染細胞の割合か

らウイルス原液のタイターを計算により求

めるものである。例えば，終点希釈法におい
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て，ウイルスの段階希釈溶液から少量ずつ 12 
個のウェルに取ったとき，高希釈溶液から取

ったウェルには確率的にウイルスが全く含

まれない場合が生じる。このウイルスの有無

を予めウェルに入れておいた細胞の感染の

有無を指標として判別し，感染ウェル数と非

感染ウェル数の割合からウイルスタイター

を求める。しかし，細胞のウイルス感染の判

定には熟練を要し，しかもそれが明確になる

までに 1 週間以上を要するなど，簡便性，汎

用性，迅速性など多くの点で問題があった。

これまでタイター測定の改良方法が幾つか

提案されている。レポータータンパク質の遺

伝子をウイルスに導入する方法は研究用途

には便利であるが，余計なレポータータンパ

ク質の生産は本来の目的タンパク質の生産

効率の低下にもつながり，また，迅速性とい

う点でも問題がある。ウイルス感染によるア

ポトーシスの検出もあるが，操作が煩雑であ

る。一方，比較的感染初期に発現するウイル

ス由来のタンパク質を免疫学的に検出する

キットも開発されているが，極めて高価であ

り，汎用上適さない。 
著者は，ウイルス外膜であるエンベロープ

を酵素的に放射能標識する ELVA 法を開発

し，感染細胞に結合できるウイルス量は時間

経過とともに減少し，感染後 12 時間経過し

た昆虫細胞にはバキュロウイルス（BV）は全

く結合できないことを見出した。これは，感

染に関与する細胞表面のウイルス結合レセ

プターがウイルス感染後に減少してウイル

スが細胞に結合できなくなるためと考えら

れるが，この現象は昆虫細胞以外に多くの動

物細胞でも見出されており，ウイルス感染に

おける普遍的な細胞応答であると考えられ

る。したがって，細胞に対するウイルス結合

能の評価は，感染細胞と未感染細胞を短期間

で見分ける全く新しい指標になると期待で

きる。また，細胞-ウイルス結合は活性ウイル

スと不活性ウイルスの分離に利用できる可

能性もある。 
 
２．研究の目的 
BV の感染・未感染細胞への結合性を利用

し，感染細胞と未感染細胞を短期間で見分け

ることにより BVのタイターを簡便かつ迅速

に測定する新規な方法を開発する。 さらに，

宿主細胞との結合による活性 BV と不活性

BV の分離について調べ，Real-time PCRの併

用による BV タイター測定の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
３.１ タンパク質展示 BV によるタイター

測定 
(1) 組換え BV の構築 

BV の表層には膜タンパク質 GP64 が存在
している。そこで，この GP64を介してグル

タチオン S-トランスフェラーゼ（GST）およ

び強化緑色蛍光タンパク質（EGFP）を展示し

た BVの作成を試みた。 
まず始めに，既に所有しているベクター

pBACsurf-1- GST-gp64のシグナル配列，GST
および GP64の領域を PCRで増幅してトラン

スフェクションベクターpFastBac-1Gusに挿
入し，pFastBac-1GST- gp64を構築した。BV
シャトルベクター(Bacmid) を有する大腸菌

株 DH10Bacに pFastBac-1GST-gp64を導入し，

トランスポゾンを利用して組換え Bacmid を

構 築 し た 。 組 換 え Bacmid を Cellfectin 
(invitrogen)で昆虫細胞 Spodoptera furgiperda 
(Sf9)にトランスフェクションし，培養 5，6
日 目 の 上 澄 み か ら GST 表 面 展 示

BV(AcGST-GP64)を得た。一方， pcDNA3- 
EGFP から EGFP の cDNA を PCR増幅し， 
EGFP表面展示 BV (vAcPpolh-EGFP-GP64)を同
様の手法により得た。さらに，このポリヒド

リンプロモーターを GP64プロモーターに置

換して vAcPGP64-EGFP-GP64を構築した。 
(2) ウイルス感染培養 

培地には Sf-900 II SFM（Invitrogen）を用い

た。指数増殖期にある SF9細胞懸濁液(1.5×106 
cells/ml)に AcGST-GP64，vAcPpolh-EGFP-GP64
または vAcPgp64-EGFP-GP64を感染多重度

(MOI) 20 pfu/cellで接種し，28℃で旋回振と

う培養した。培養液を採取し，培地画分およ

び細胞内画分，細胞膜画分に分離した。 
(3) 分析 

GST 活性は，培養液上清を 1-クロロ-2,4-
ジニトロベンゼンとグルタチオンを基質と

して pH 6.5でインキュベートし，波長 340 nm
の吸光度により調べた。EGFP の発現はマイ

クロプレートリーダーを用いて励起波長 395 
nm，蛍光波長 509 nmで分析した。さらに，

すべての分画成分についてSDS-PAGEおよび

Anti-GFP Epitope Taq Polyclonal Antibodyおよ

び Anti-Baculovirus Envelope gp64 Antibody を
用いた Western blotにより分析した。ウイル

スタイターは End-point dilutionにより求めた。 
 

３.２ Real -time PCRを利用した BV タイタ

ー 測定 
(1) Real-time PCR用プライマーおよびプロー

ブの設計 
 ウイルスエンベロープ上の膜タンパク質

GP64の遺伝子を Real-time PCRにより定量す

るためのプライマーおよび TaqManプローブ

を設計し，それぞれ合成委託した。 
(2) 活性および失活ウイルスの分離 
 GFPuv 遺伝子を PPolh 下流に導入した

vGFPuvをモデル BV として用いた。Sf9昆虫
細胞と vGFPuvを混合して所定時間インキュ

ベートした。その後，細胞吸着画分のウイル

スを Real-time PCRにより分析し，End-point 
dilutionにより求めたタイターと比較した。 



(3) Real-Time PCR 
 Real-time PCRには SYBR® Premix Ex Taq™
(SYBR Green 法 )または Premix Ex Taq™ 
(TaqMan probe法)を用いた。 
 
４．研究成果 
４.１ タンパク質展示 BV によるタイター

測定 

BV 表面の膜タンパク質 GP64 を介して

GSTまたは EGFPを BV 表面に展示させるた

め，それぞれの cDNA を導入したトランスフ

ェクションベクターを作製し，DNA シークエ

ンシングによって目的遺伝子が正しいフレ

ーム枠で挿入されていることを確認した。さ

らに，このベクターとのトランスポジション

により作成した組換え Bacmidを Sf9昆虫細

胞にトランスフェクションし，出芽したウイ

ルスの GST活性から GST展示 BV の構築を

確認した。しかし，その GST 活性は低く，

GST展示 BV を用いた感染・未感染細胞の検

出は極めて困難であることが分かった。 
ウイルスの宿主細胞からの出芽は感染初

期から起こるため，プロモーターの種類はウ

イルス表層展示融合タンパク質の量に影響

すると考えられる。そこで後期発現型である

が強力な Ppolh および早期発現型プロモータ

ーであるが比較的弱い Pgp64 のそれぞれの下

流に EGFP-GP64融合タンパク質の cDNA を

挿入した 2 種類の表層展示 BV（vAcPpolh- 
EGFP-GP64と vAcPgp64-EGFP-GP64）を構築

した。さらに数回の増幅感染を行って高タイ

ターのウイルスストックを得た。 
同期感染となるように，高感染多重度

(MOI=20 pfu/cell)でEGFP表面展示BV を細胞

懸濁液に添加し，発現した EGFPの蛍光強度

を経時的に解析した。その結果，EGFP表層
展示 BV の生産には Ppolhの方が優れているこ

とが示唆された。 
 EGFP-GP64融合タンパク質の発現を確認

するため，抗 GFP抗体および抗 GP64抗体の

2種類の 1次抗体を用いて Western blot分析を

行った。その結果，EGFP-GP64融合タンパク

質は昆虫細胞内在プロテアーゼに対する感

受性が極めて高く，生成した EGFP展示 BV
はプロテアーゼ分解を受け，EGFP が遊離し

てしまうことが分かった。したがって，

EGFP-GP64融合タンパク質の表面展示BV を

調製するためには，このプロテアーゼ分解を

抑制する手段を検討する必要がある。 
 

４.２ BV の細胞吸着分離と Real -time PCR
を併用した BV タイター 測定 

real-time PCRは BV 粒子数濃度を正確に定

量する事ができるが，活性 BV と不活性 BV
を区別することはできない。したがって，

real-time PCRを BV タイター測定に応用する

ためには活性 BV を分離することが前提とな

る。そこで vGFPuvと Sf9 細胞を種々の条件

で混合して活性ウイルスの吸着を試み，その

上清のウイルスを End-point dilutionで分析し

た。その結果，細胞接触により活性ウイルス

を分離できることが分かった。 
次に，real-time PCRで BV を定量するため，

gp64 遺伝子をターゲットとしたプライマー

を設計し，精製した vGFPuv を鋳型として

real-time PCR分析を行った。real-time PCRに
おける DNA 増幅挙動，PCR生成物のアガロ

ース電気泳動パターンさらに融解曲線の形

状から，非特異的増幅が無いことが確認され

た。これより設計したプライマーの有用性が

示された。 
活性 BV の定量方法，さらには BV タイタ

ー決定に展開するための方法を検討するた

め，細胞吸着および未吸着の BV を Real-time 
PCRで分析した。しかし，どちらの増幅挙動

も理論線から大きく離れたものとなり，さら

に，PCR生成物の分析から非特異的な増幅が

生じていることが分かった。これは細胞との

接触によって PCR阻害物質が混入してしま

ったことが原因と考えられる。現在，この阻

害物質の除去について検討している。 
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