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研究成果の概要（和文）：ウイルス様粒子は，ウイルス感染症を予防するための有効かつ安全な次世代ワクチン
として利用が期待されている．本研究では，A型のインフルエンザウイルスの構造タンパク質であるヘマグルチ
ニンHAおよびマトリックスタンパク質M1の遺伝子を昆虫細胞に導入し，両遺伝子を共発現する組換え昆虫細胞の
作製を検討した．異なる薬剤耐性遺伝子を有する2種類の高発現型プラスミドベクターを用いて両遺伝子を導入
し，薬剤耐性遺伝子に対応する2種類の抗生物質の存在下で培養することにより，HAとM1を含むインフルエンザ
ウイルス様粒子を分泌生産する組換え昆虫細胞を効率よく作製することに成功した．

研究成果の概要（英文）：Production of influenza virus-like particles in recombinant insect cells was
 investigated. The cDNA fragments encoding hemagglutinin (HA) and matrix protein 1 (M1) of an 
influenza virus A were separately cloned into the plasmid vector pIHAbla and pIHAneo. The pIHAbla 
and pIHAneo contained the Bombyx mori actin promoter downstream of the B. mori nucleopolyhedrovirus 
(BmNPV) IE-1 transactivator and the BmNPV HR3 enhancer for high-level expression, together with 
either a blasticidin or neomycin resistance gene for use as a selectable marker, respectively. After
 cotransfection with the prepared plasmids, High Five cells were incubated with blasticidin and 
G418, and cells resistant to the antibiotics were effectively obtained. Sucrose density-gradient 
sedimentation analysis of the culture supernatant showed that secreted HA and M1 molecules were 
produced in a particulate form.

研究分野：生物化学工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数の構造タンパク質とエンベロープから構成されるインフルエンザウイルス様粒子の組換え昆虫細胞による生
産については，これまで報告されていない．本研究で構築した基盤技術は，亜型の異なるインフルエンザウイル
スのウイルス様粒子ワクチンを開発・生産する際にも利用することができる．気候変動，グローバル化，高齢化
などにより感染症の深刻化が懸念される状況のもと，本研究で得られた成果はインフルエンザなどのウイルス感
染症から人類を守る一助になると期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 2014 年，約 70 年ぶりに国内でデング熱の感染が相次ぎ，西アフリカではエボラ出欠熱の流
行が拡大するなど，ウイルス感染症の脅威が増大している．一方，H5N1 などの高病原性鳥イ
ンフルエンザウイルスの脅威が存続する中，2013 年以降中国では鳥インフルエンザウイルス
H7N9 のヒトへの感染が広がりパンデミック化が懸念されている．このような感染症の予防，
阻止に向けて最も有効な対策はワクチンの接種である．治療薬とは異なり，健常者を対象とす
るワクチンは大量生産が必須であり，安全で有効なワクチンを低コストで迅速に製造可能な技
術が不可欠となる． 
 インフルエンザワクチンは，現在わが国では，発育鶏卵内で増殖させたインフルエンザウイ
ルスをショ糖密度勾配遠心分離法で濃縮精製した後，分解・不活化して製造されている．この
方法ではワクチンの製造に大量の受精卵を準備する必要があり，半年以上の時間を要する．ま
た，新型インフルエンザの流行に迅速に対応することはできない．このため，哺乳動物細胞を
大量に培養し，ウイルスを培養細胞に接種して増殖させる細胞培養法の開発が進められている．
細胞培養法はワクチンの迅速かつ大量生産が可能であるが，依然として感染性ウイルスを大量
に取り扱う必要がある，ウイルスによっては高力価まで増殖しない場合がある，などの課題が
残されている． 
 このようなことから，近年，遺伝子組換え技術を利用して調製したウイルス抗原タンパク質
を有効成分とするサブユニットワクチンの研究開発が精力的に進められている．昆虫細胞－バ
キュロウイルス系は，昆虫ウイルスであるバキュロウイルスを外来遺伝子のベクターとして利
用し，組換えバキュロウイルスを感染させた昆虫細胞に目的タンパク質を発現させる．2013年，
本系を用いて生産された組換えヘマグルチニンを主成分とした季節性インフルエンザワクチン
が米国で承認された．このことは，昆虫細胞が安全かつ有効なワクチンを生産するための優れ
た宿主であることを示している．しかしながら，バキュロウイルスは動・植物に感染しないも
のの，新たに増殖，出芽した組換えウイルスの除去や不活化が必要となる．また，抗原タンパ
ク質を分散状態で用いるサブユニットワクチンは，しばしば免疫原性が低いという欠点を有し
ている (Roy and Noad: Hum. Vaccin., 4, 5–8 (2008))． 
 これに対し，安全かつ有効な次世代ワクチンとして注目されているのがウイルス様粒子であ
る (Kushnir et al.: Vaccine, 31, 58–83 (2012))．ウイルス表面に存在するエンベロープタンパク質
やキャプシドタンパク質は，自発的に会合することによりウイルス粒子の形成に至る．このよ
うなウイルス表面タンパク質の遺伝子を哺乳動物細胞で発現させると，ウイルス感染細胞と同
様の生合成過程によりウイルス様の空の粒子が形成，分泌される．ウイルス様粒子はゲノムを
もたず感染性がないため安全性が高く，本来のウイルス抗原と同等の抗原性や免疫原性を示す．
しかしながら，ウイルスタンパク質が哺乳動物細胞に対して毒性を示すため，生産性が低いこ
とが実用化の障害となっていた．これに対し研究代表者らは，日本脳炎ウイルスの表面タンパ
ク質の遺伝子を高発現型のプラスミドベクターを用いて培養昆虫細胞に導入し，動物細胞を用
いた場合の 100倍以上の収量の日本脳炎ウイルス様粒子を分泌生産する組換え昆虫細胞を短時
間で作製することに成功している (Yamaji et al.: Appl. Microbiol. Biotechnol., 97, 1071–1079 
(2013))．昆虫細胞は本来の構造や機能を保持した組換えタンパク質を大量に生産可能であり，
動物ウイルス由来のタンパク質を発現させても昆虫細胞に対する毒性は低いことから，ウイル
ス様粒子ワクチンを高生産するための強力なプラットフォームになると期待される． 
 
２．研究の目的 
 本研究では新たに，インフルエンザ流行の原因となる A型のインフルエンザウイルスのウイ
ルス様粒子を組換え昆虫細胞により迅速に高生産するための技術基盤を確立する．具体的には，
インフルエンザ Aウイルスの構造タンパク質のうち，主要感染防御抗原であるヘマグルチニン
HAとエンベロープ (脂質二重層) を裏打ちしているマトリックスタンパク質M1の遺伝子を高
発現型のプラスミドベクターを用いて昆虫細胞に導入し，両遺伝子を共発現する安定形質転換
細胞の作製について検討する．HA，M1と脂質二重層から構成されるインフルエンザウイルス
様粒子を高分泌生産する組換え昆虫細胞を効率よく取得可能な技術を構築する． 
 
３．研究の方法 
 インフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科 (Orthomyxoviridae) に属し，8 分節の 1
本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムとするエンベロープウイルスである．ヒトにおいてインフルエ
ンザの流行を引き起こすのは，A型および B型の 2種類のインフルエンザウイルスである．そ
の中で，新たなパンデミックが懸念されている鳥インフルエンザウイルス H7N9や高病原性鳥
インフルエンザウイルス H5N1は，いずれも A型のインフルエンザウイルスである．インフル
エンザウイルスの感染を防御する主役は HAに対する中和抗体であり，宿主にこの中和抗体を
誘導できなければワクチンは有効でない．一方，ウイルス粒子内部に存在するマトリックスタ
ンパク質 M1 は，エンベロープを裏打ちすることによりエンベロープの形態を維持するととも
に，HA や NA の細胞質領域と相互作用することにより，ウイルス粒子の形成や出芽を促進す
る (Zhang et al.: Virology, 269, 325–334 (2000))．本研究では，インフルエンザ Aウイルスの構造
タンパク質のうち HAおよび M1から構成され，エンベロープを有するウイルス様粒子の生産
について検討した． 
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図 1 HAおよびM1の共発現に用いた 2種類のプラスミドベクター 

 
 宿主昆虫細胞として，Trichoplusia ni由来の BTI-TN-5B1-4 (High Five) を使用した．プラスミ
ドベクターとして，ブラストサイジン耐性遺伝子あるいはネオマイシン耐性遺伝子を有する
pIHAbla，pIHAneo (Yamaji et al.: Biochem. Eng. J., 41, 203–209 (2008)) を使用した．pIHAbla，
pIHAneoはカイコガ由来の細胞質アクチンプロモーターの上流にバキュロウイルス由来のトラ
ンス作用因子 IE-1およびエンハンサー HR3を有しており，目的タンパク質の高発現が期待で
きる (図 1)．これらのプラスミドのアクチンプロモーターの下流に，インフルエンザ Aウイル
ス H1N1由来の HAまたはM1の cDNAを挿入した．構築した HA，M1遺伝子を含む 2種類の
プラスミドを High Fiveにコトランスフェクションし，ブラストサイジンおよび G418の存在下
で 2週間以上培養を行い，安定形質転換細胞を取得した．細胞の培養上清をウェスタンブロッ
ト法，動的光散乱法，赤血球凝集試験，透過型電子顕微鏡観察などで分析した． 
 
４．研究成果 
 まず，インフルエンザ A ウイルス A/New Caledonia/20/99(H1N1) の HA および A/Puerto 
Rico/8/1934(H1N1) の M1 の cDNA を，GenBank に公開されている塩基配列 (AY289929.1，
CY009445.1) に基づきそれぞれ全合成した．この際，昆虫細胞における発現に向けてコドンの
最適化をおこなった．合成した遺伝子を，異なる薬剤耐性遺伝子を有する 2種類の高発現型プ
ラスミドベクター pIHAbla，pIHAneoにクローニングした．作製した HAおよび M1の発現ベ
クターを Trichoplusia ni由来の BTI-TN-5B1-4 (High Five) にトランスフェクションし，一過性発
現を試みた．培養上清を抗インフルエンザ Aウイルス HA H1抗体および抗M1抗体を用いるウ
ェスタンブロット法で分析したところ，HA および M1 に相当する分子量付近にそれぞれ特異
的なバンドを検出することができた．このことことから，発現ベクターを導入した High Five
は HAおよびM1を分泌発現することを確認した． 
 次に，HAおよびM1を共発現する安定形質転換細胞の構築を試みた．HAおよびM1の cDNA
をそれぞれクローニングした pIHAblaまたは pIHAneoを High Fiveにコトランスフェクション
した後，これらのプラスミドに含まれる薬剤耐性遺伝子に対応する 2種類の抗生物質，すなわ
ちブラストサイジンおよび G418 の存在下で 2 週間以上培養することにより，薬剤耐性株を取
得した．得られた薬剤耐性株の培養上清を抗 HA抗体および抗 M1抗体を用いてウェスタンブ
ロット法により分析したところ，HA および M1 に相当する分子量付近にそれぞれ特異的なバ
ンドが検出された．このことから，本研究で用いた手法により，2 種類の抗生物質の存在下で
培養するだけで HAおよび M1遺伝子が両方とも導入された組換え昆虫細胞を比較的短時間で
効率良く得られることがわかった．また，培養上清をショ糖密度勾配遠心分離により分画した 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ショ糖密度勾配遠心分離により分画した培養上清のウェスタンブロット法による分析 
20–50% のショ糖密度勾配に培養上清を重層し遠心分離後，チューブの底から 20画分を分取 
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各フラクションをウェスタンブロット法で分析すると，HA と M1 に相当するバンドがほぼ同
等のショ糖密度のフラクションで確認された (図 2)．このことから，作製した組換え昆虫細胞
は HAと M1を含むウイルス様粒子を分泌生産していると考えられる．さらに，ショ糖密度勾
配遠心分離により分画した培養上清を動的光散乱法で分析したところ，上清中に粒子径が 100 
nm程度の粒子が存在する可能性が示唆された． 
 HA および M1 を共発現する安定形質転換細胞を作製する際，HA，M1 各遺伝子の上流に
Drosophila 由来の BiPシグナル配列を付加した pIHAblaまたは pIHAneoをコトランスフェクシ
ョンしたところ，付加していない場合に比べて，HA および M1 の分泌生産量が著しく増大し
たクローンが得られることがわかった (図 3)．この結果から，High Fiveによるインフルエンザ
ウイルス様粒子の分泌生産性を増大させるためには BiPシグナル配列の利用が有効であること
がわかる．また，ニワトリ赤血球を用いた赤血球凝集試験により，培養上清中に赤血球凝集活
性が存在することを確認した (図 4)．この結果は，組換え昆虫細胞が分泌したウイルス様粒子
を構成する HAが赤血球凝集活性を保持していることを示唆している．さらに，ショ糖密度勾
配遠心分離法で濃縮，精製した培養上清を透過電子顕微鏡で観察したところ，脂質二重層や HA
のスパイク構造を有する粒子が確認された (図 5)． 
 以上のことから，本研究で検討した手法により，インフルエンザウイルス様粒子を高分泌生
産する組換え昆虫細胞を効率よく作製できることがわかった．本研究で確立した技術は，亜型
の異なるインフルエンザウイルスのウイルス様粒子ワクチンを開発・生産する際にも利用可能
である．気候変動，グローバル化，高齢化などにより感染症の深刻化が懸念される状況のもと，
インフルエンザ以外のウイルス感染症のワクチン生産への応用展開も期待される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 Drosophila 由来 BiPシグナル配列の及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 培養上清の赤血球凝集試験の結果 
2列目以降に培養上清の 2倍希釈系列を作製．1% ニワトリ赤血球使用 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ショ糖密度勾配遠心分離により分画した培養上清のネガティブ染色透過型
電子顕微鏡像 
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