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センダイウイルス工学の展開:基礎研究からバイオベンチャーへ
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要　　　旨

新生児肺炎の原因ウイルスとして分離されたセンダイウイルス[Hemagglutinating Virus

of Japan (HVJ)]についての特性と構造を解説し、その知見をもとにして筆者らが展開した

ウイルス工学の現状、今後の展望、さらには、感染症研究の国際連携の現状を解説した。セン

ダイウイルスにまつわる「日本発の知と技」の筆者らによる育成の歴史でもある。

プロローグ

私が一昨年に書きました本Fセンダイウイルス

物語:日本発の知と技」 (図1)について、いく

つかの新聞に書評が出ました。例えば、読売新聞

は「最近、大学や研究所で蔓延しっっある妙な効

率優先主義は、このような地道な研究を許容Lに

図1 「センダイウイルス物語:日本発の知と技」

くい雰囲気になりつつある。内容が古臭くても、

あるいはもう研究し尽くされているように見えて

も、決して切り捨ててはいけないo知の蓄積と継

続こそが次世代への土壌となり、そこからどんな

思いがけない発展があるか、誰にも予想がっかな

いからである。もし、数十年前に古い学問として、

このセンダイウイルス学の研究が切り捨てられて

いたとしたら、副題にある"日本発の知と技''も

育っことはなかっただろう」と書いています。今

日、私がお話したいことはほぼこのことです。ま

ず、皆様にウイルスがどんなものかというイメー

ジをもっていただければ幸いです。

I　センダイウイルスとは

1)由来およびファミリー

センダイウイルスは、日本の医学、微生物学の

拠点の1つであります東北大学の黒屋先生と石田

先生らによって、新生児肺炎の原因ウイルスとし

て分類されました。 1953年、もう半世紀以上前の

ことです。患者の肺乳剤をマウスの鼻に接種しま

すと、マウスは肺炎になり、この肺をすりつぶし

てニワトリ受精卵に入れますと、赤血球凝集活性

をもつウイルスが採れます。名古屋大学はじめ、
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他の大学や研究所でも同じウイルスが採れました。

ところが、患者サンプルではなく、生理的食塩水

をマウスの鼻に接種することでも肺炎が起き、ウ

イルスが採れました。どうやら、このウイルスは

使用した実験マウスに既に潜在しており、食塩水

を垂らすという刺激で活性化されたようです。そ

こで、 1955年、日本ウイルス学会は、このウイル

スを新生児の肺炎の原因ウイルスとするには至ら

ず、 Hemagglutinating Virus Of Japan (HVJ)

という名前をっけました。しかし、これは、ウイ

ルスの名前としてはもったいぶった大げさな名前

であり、世界的にはポピュラーになりませんでし

た。例えば、エイズウイルスとかエボラウイルス

とかインフルエンザウイルスとかのように、分離

された土地や病気の名前がつけばいいわけです。

石田先生たちはこの肺炎を``センダイ型"と名づ

けました。これがうまくはまり、センダイウイル

スというのが世界での正式名にまでになりました。

私が研究対象としてきましたのは、マウスのセン

ダイウイルスとニワトリのニューカッスル病ウイ

ルス(NDV)という病原体です。 NDVは農学関

係では非常に有名なウイルスです。これらは、 1

本(モノ)のマイナス鎖(ネガ) RNAをゲノム

にもっェンベロープウイルスで、モノネガウイル

ス目というスーパーファミリーの中のパラミクソ

ウイルス科に属します。パラミクソウイルス科に

は、他に麻疹やムンプス(オタフクカゼ)、ジス

テンパー、パラインフルエンザ、ニパウイルスと

いったポピュラーなものがあり、モノネガウイル

ス目には、パラミクソウイルス以外のファミリー

で、狂犬病ウイルスとかェボラウイルスという凶

悪なウイルスも見られます。

少し脱線になりますが、ニパウイルスは、パラ

ミクソウイルスの最も新しい仲間の1つで、マレー

シアのニパという村でこのウイルスに感染したブ

タがけいれんを起こして死に、それからヒトにう

つって脳炎が起こり、最終的には265名が発症し、

その半分ぐらいが死亡しました。なぜこんなこと

が起こったのでしょうか?　実は、コウモリがこ

のウイルスをもっており、彼らはこのウイルスが

いても平気ですが、その近くの山地に進出してき

た農場のブタに感染したわけです。すなわち、人

間の経済活動拡大により、それまで接触していな

かった野生動物との接触により出現した新興感染

症の1つの典型であります。

88

2)構造と"ライブ'サイクル

センダィウイルスやNDVの外側はエンベロー

プ(Envelope、被膜)と呼び脂質二重層に2種

類のとげ状のタンパク質(F、 HN)が埋まって

います。エンベロープの内側はM (マトリックス)

タンパク質で裏打ちされています(図2左)o　内

部のコアは、図2の右側にあるように、ウイルス

RNAと　N、 L、 Pタンパク質が複合体(リボヌ

クレオプロテイン、 RNP)を形成しています。

有名なタバコモザイクウイルスを結晶化したW.

M.スタンレーが言ったように、ウイルスは結局

"化学物質の粒''であります。

ウイルスは、細胞に入ってはじめて"生''を得

ることができます。センダイウィルスやNDVの

場合は、図3のように、 HNタンパク質を使って、

細胞表面糖鎖のシアル酸に結合し、その後Fタン

パク質を使って膜融合を起こし、細胞の中へ入り

ます。そこで、自らのゲノム情報に基づき転写と

パラミクソウイルス科(fam ily) :1分子(モノ)のマイナス(ネガ)義RNAをゲ
ノムにもつエンベロ. プウイルスモノネガウイルス目(superfamt-y)の

その他のパラミクソウイルス:無権、ムンプス、ジステンパー、パラインフルエンザ、
ニパ etc.:その他のモノネガウイルス:狂犬病、エボラ、マールプルグ etc.

(.〉■ゲノムRNA

N 轟 圃

■日蟹ヨ聾 日 記案

図2　パラミクソウィルスの構造と

構成タンパク質の機能

図3　パラミクソウイルスのライフサイクル



センダイウイルス工学の展開:基礎研究からバイオベンチャーへ

複製によってメッセンジャー(m) RNAとゲノ

ムRNAを合成し、さらにその情報に基づいて自

己のタンパク質を合成し、最後にはMタンパク質

を用いて,ウイルス構成因子(タンパク質と

RNP)を細胞膜に集め(アセンブリー)、細胞膜

からあたかも芽を出すように子供のウイルスが誕

生します。以上がウイルスのライフサイクルです。

子ウイルスはさらに次の細胞に感染し、同じ過程

を繰り返します。強調すべきことは、後述のテク

ノロジーにも関係しますが、このウイルスはその

ライフサイクルにおいて宿主の細胞核とは一切相

互作用をもたないことです。したがって、このウ

イルスは、人工的に核を取り除いた細胞でも、完

全にラィフサイクルを全うできます。いずれにせ

よ、ウイルスは化学物質の粒であり、細胞に入っ

てはじめて生を得るという特徴をもっています。

Ⅱ　日本における研究史

1 )センダイウイルス膜融合能の発見

センダィウイルス研究の長い歴史の中で、最初

の大きな仕事として、文化勲章の受章者でもある

大阪大学の岡田善雄先生のセンダイウイルスの細

胞融合能の発見があります。岡田先生はこの発見

でセンダイウイルスを学問の表舞台に引っ張り出

したのです。

エールリッヒ腹水癌細胞は、マウスのおなかに

入れると、活発に殖えますo　岡田先生はセンダイ

ウイルスを使ってこの癌細胞を殺し、マウスの癌

を治療しようと考えました。ところが、ウイルス

をうっても癌細胞は死なず、今まで見たことのな

い巨大な細胞と化してしまいました(図4)。こ

図4 (左)センダイウイルスによる腹水癌細胞の

融合

(右)ウイルス非接種対照細胞

れはセンダイウイルスが細胞融合を起こすという

事実のはじめての記述です。さらに、岡田先生は、

この腹水癌細胞を使い、センダイウイルスによる

細胞の融合は紫外線(UV)で不活化したウイル

スでも起こるこという非常に大きな発見をされ、

融合というのは、ウイルスが細胞に入って、連綿

と続くライフサイクルとは無関係に、ごく初期の

ステージで起る現象であることを明らかにされま

した。

しかし、ウイルス研究では、細胞の中でウイル

スがどうやって複製していくかがメインになりま

すから、岡田先生は、阪大微生物病研究所の同僚

から、一体細胞融合の研究にどういう意味がある

のかと言われたそうです。そんなある日、ショッ

キングな論文が英国から出ましたo　その内容は、

岡田先生のUV不活化センダイウイルスが細胞融

合を行うという事実をもとにして、ヒトのHeLa

細胞とニワトリの赤血球を融合させたものでした。

この実験のミソは、ニワトリの赤血球には核が残

骸として不活化された形で残っていることで、融

合によってHeLa細胞からニワトリの残骸核の活

性化の指令が出て、ニワトリに特異的なタンパク

質が合成されたのです。これは1965年に行われた

非常に革新的な仕事であり、 "種が異なっても、

核はお互いに話し合いができる"ということを立

証したものです。

この仕事にショックを受けた岡田先生は、盛り

返すためにいろいろな実験を行いましたo　そのう

ちの1つの有名な実験を紹介します(図5)。普

通のヒト赤血球には核はありませんが、センダイ

図5　タンパク質を封入した赤血球ゴーストをセ

ンダイウイルスで細胞に融合させ封入タン

パク質を細胞内に導入
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ウイルスの存在下で、それを低調緩衝液につけ、

l司時に赤血球に取り込ませたいタンパク質を入れ

ました。すると、低調液で赤血球はいったん破裂

しますが、等張液に戻すと、膜再構築によって回

復した赤血球に加えておいたタンパク質が封入さ

れます。このような、任意の物質を封入した赤血

球とマウス線維芽細胞をセンダイウイルスと融合

させると、封入物質はマウス細胞に入って働き出

します。 "センダィウイルスを使って細胞の中に

モノを入れる''ことができることを実証したこと

になります。それによって、先生は``タンパク質

の核移行"や``ジフテリア毒素は1分子で細胞を

殺す''ということを次々と示し、センダイウイル

スの融合活性を使い細胞工学という分野を立ち上

げるという素晴らしい業績をあげられました。そ

のシステムは「トロイの木馬」として世界的に注

目を集めました。木馬はもちろん赤血球、中に入っ

ているタンパク質が兵士です。

この細胞融合を用いた最高の研究の1つは、マ

ウスのミエローマ細胞(これは永久に殖え続ける

細胞)と特定の抗原で免疫したマウスのリンパ球

をセンダイウイルスで融合し、永久的に増殖する

抗体産生細胞株が作製できるというものです。こ

れがモノクローナル抗体作製技術の某盤となりま

した。この業績によりケーラー(G. KOehler)

とミルスタイン(C. Milstein)が1984年にノー

ベル医学生理学賞を受賞したことは有名です。

2)宿主依存性修飾のからくりを解く

センダイウイルスには"宿主依存性修飾''とい

う現象があり、これは非常に神秘的な現象で、ウ

ィルス研究者の誰もが惹かれたものでした。その

からくりは-プニングによって解き明かされ、ウ

イルス感染の普遍的原理を提供することになりま

した。それは、もう退官されたのですが、東北大

学、山形大学を経て神戸大学に移られた本間守男

先生の仕事です。卵の尿膜腔にセンダイウイルス

を接種すると、ウイルスは尿膜中で殖え、尿液に

大量に蓄積します(図6)o　このウィルスの培養

L細胞に対する感染能は100%プラスですが、興

味深いことに、細胞外に出てきた新しいウイルス

にはL細胞への感染力はありませんo　ところが、

このウイルスをもう1度、尿膜腔に接種すると、

L細胞への感染能はプラスとなり、また、 L細胞

に通せばマイナスになります。このように、ウイ
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図6　センダイウイルスの宿主依存性修飾と膜融

合タンパク質非活性前駆体F●)のトリプシン

によるFiとFコへの切断による活性化

細胞融合能、 L細胞への感染能、溶血能:あり-
+、なしニー

ルスの性質が1代で完全に変わってしまのは遺伝

現象ではなく、宿主による修飾であるとしか解釈

できません。このからくりは、不思議に思いなが

らも、なかなか解けませんでした。

タンパク質分解酵素トリプシンは、増殖してシャー

レに張りついている細胞をはがすときに使うので

すが、はがしたL細胞を新しいL細胞層の上にば

らまくと、ばらまいた細胞が周りの新しい細胞と

融合しました。そこでL細胞で増殖したウイルス

そのものをトリプシンで処理したらどうなるのか

ということで試したところ、あまりきれいな結果

は得られませんでした。ところがある日、実験助

手が間違えて、トリプシンを100倍に薄めて使っ

たのです。そうするとウイルスのL細胞への感染

能は見事に息を吹き返す結果となりました。細胞

融合も溶血能活性も、すべてトリプシン処理で息

を吹き返すこととなり、それらの能力は共通の分

子基盤で成り立っているという理解にたどりつい

たのです。トリプシンはタンパク質をズクズタに

切断するので、通常濃度ではこの活性化を再現性

よく観察できなかったのです。

では、以上のようなトリプシンによるウイルス

の能力回復の背後には何が起こっていたのでしょ

うか?　本間先生たちはこの謎を解くことができ

ました。 L細胞で殖えた感染性や融合活性をもた

ないウイルスのとげの1つはF.-というタンパク質

で、これを低濃度のトリプシンで処理すると、融

合活性をもつFlとF2に限定切断されます。この切
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断が起ってはじめてウイルスエンベロープは細胞

膜と融合し感染能を回復するということが判明し

ました。このタンパク質分解による限定切断のプ

ロセスが、実は卵の中ではオートマティックに行

われていたことが明らかとなり、宿主依存性修飾

のからくりが解けたのです。

з ) NDV病原性のプロテアーゼ依存性

私達はセンダイウイルスの近い親戚にあたるニ

ワトリのNDVを使って仕事をしてきましたo　私

は1965年に名古屋大学を卒業し、松本利貞先生の

研究室に入り、その後ドイツ、ギーセン大学のウ

イルス研究所に留学し、そこで一連の研究をしま

したo　その間を振り返ってみますと、先に紹介し

たように、岡田先生のセンダイウイルスによる細

胞融合活性の発見あり、本間先生による非活性型

タンパク質F.=ものFlとF空への切断による感染性や膜

融合の活性化の発見がありました。

私はNDVを使って、組織培養細胞においても

実はFタンパク質の切断活性化は細胞内ゴルジ装

置のプロテアーゼで自然に行われ、トリプシン処

理は不要であるということに気付きました。考え

てみれば、用いたNDV株は強毒株であり、全身

の臓器に感染拡大し、致死性です。弱毒株は気道

や腸管などごく一部臓器にのみ感染し、致死性で

はありません。例えば、ニワトリの卵の尿膜腔に、

センダイウイルスの場合と同じように(図6)、

NDV株を接種すると、強毒株は全身に感染し、 5

0時間ぐらいで発育卵を殺してしまいます。しか

し、弱毒株では非接種と変わりません(図7)。

そこで、一連の強毒株と弱毒株の組織培養細胞で

∴∵

強書株:全身の臓器に感染拡大、致死性

弱書株:気遭、腸管など一部農事のみに感染、非致死性

成鶏に対する毒性は発育鶏卵への書性 と並行{強義妹:全駈組織、

全圧外膜組織、奉書株:尿膜腔などごく一部の組織を柵的)

接種約50 時間後 NDV ft毛 Ⅰ力
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図7　ニューカッスル病ウイルス(NDV)の強

毒株と弱毒株の性状比較

Fc.からFi、 F2ヘの切断がどうなるかを調べました。

その結果、強毒株ではFタンパク質の切断プロセッ

シングによる活性化はすべての細胞系で起き、次

から次へと新しい細胞に感染し、自動的に多段増

殖することが可能であるとわかりました(図8)。

一方、弱毒株では、活性化はウイルスをルーチン

に殖やす尿膜腔内でしか起こりません。また、他

の細胞系ではトリプシン存在下ではじめて多段増

殖が可能となり、トリプシンがないと増殖できま

せん(図8)。こうして強毒株では全身感染が起

こるが、弱毒株では全身感染は起きず、弱毒株が

増殖しうるのはトリプシン様のものを分泌してい

る特別な臓器だけだということが他の実験結果を

含めて明らかになりました。

次に、強毒株と弱毒株のFタンパク質をコ-ド

する遺伝子の塩基配列を比べましたo塩基配列が

指定するアミノ酸配列から、強毒株のFlとF2の切

断部位の前にはRRQRR (アルギニン-アルギ

ニンーグルタミン-アルギニン-アルギニン)、

RRQKR (アルギニン-アルギニン-グルタミ

ン-リジン-アルギニン)などの塩基性のアミノ

酸(太文字)がペアまたはマルティプルに存在し

ていることがわかりました(図8)。一方、弱毒

株の場合は、塩基性のアミノ酸が切断部位の手前

に1個しかありません、すなわちモノベーシック

でありました(図8)。したがって、 Fタンパク

質がすべての細胞で切れるか、あるいは一部の細

胞・臓器でしか切れないということはアミノ酸配

列の違いにより決定されていることがわかりました。

図8　NDV強毒株と弱毒株Fタンパク質の活性

化バク-ン、活性化部位アミノ酸配列の違

い、および切断にあずかる宿主プロテアー

ゼ
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次の疑問は、強毒株と弱毒株という2つのカテ

ゴリーのFタンパク質の切断と活性化に関わる酵

素は何かということであります。その結論は、弱

毒株F。を卵の中で切断活性化していたものは尿膜

細胞で産生される血液凝固第十因子(Factor

Xa)でした(図8)。また、強毒株Foの活性化に

関わるすべての細胞、組織で発現しているプロテ

アーゼはフユーリン(furin)でありました(図

8)。こうして、 2つのカテゴリーのプロテアー

ゼを同定することができました。

名古屋で行いましたこの仕事で、私達は、尿液

を何リッターも集め、血液凝固第十因子を精製し

ました。尿液からプロテアーゼを採ろうという実

験は多くの人が試みていましたが、すぐ失活して

しまうということで、全然採れませんでしたo　し

かし、それは失活によるものではなく、遠心処理

で爽雑物を除くときに、カルシウム塩が大量に沈

殿して、この沈殿にくっついてこの酵素は落ちて

しまい、結果的には捨ててしまっていたわけです。

現在では、いろんなウイルスで非活性型前駆タ

ンパク質が切断によって活性型成熟(膜融合)タ

ンパク質に変わることがわかり、活性化されたタ

ンパク質の端には膜融合ドメインが現れ、これが

ターゲットの細胞膜に突き刺さることで融合が始

まり、また、それがウイルス感染の始まりである

ということがわかっています(図9)o　このよう

な一連の研究によってNDVで見出された原理、

``切断部位がポリベーシックであれば全組織に感

染拡大でき、通常強毒であるが、切断部位がモノ

ベーシックならば一部の組織にしかいかないため

に弱毒あるいは無毒である''ということは、現在

非活性型前駆体 活性型成熟体 ウイルス

⊥ t l *合ドメイン-

Fo 蠎回 匝二= コ 完y-f.ND漂 舶どの

』SS」- LSS」

⊥

HA 」 l 雪 空 戸 A型インフルエンザ

I

】 gp160 - …[壷画 旺壷尋 エイズ(HIV-1)

図9　各種ウイルスの膜融合タンパクの

切断活性化
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組織.繍暮向性

(トロピズム)

同一柵株

責の切断活性

化部位

間の毒性

の違い

Polybasic 全組織 全身性(全～多

臓器向性)

強奪

Monobasic 気遭、J-曽な

.

局所性(気遭、膿

、

弱毒～無

と一部鼻♯ 管など) 症候

他の多くのパラミクソウイルス、インフルエンザウイルスにその

まま適用、エイズウイルへも れる○拡大さ

図10　ウイルストロピズムと病原性のプロテアー

ゼ依存性(病原性のNDVパラダイム)

問題になっていますH5Nlなどの鳥インフルエン

ザウイルスにもほとんど機械的に適用されること

がわかってきました(図10)。つまり、従来型の

ヒトの気道に限局感染するィンフルエンザウイル

ス(Hl、 H2、 н3)では、膜融合タンパク質

(HA)の切断部位の前に1個のアルギニンがあ

るだけだから、感染は気道に限局され全身には拡

がらない、と説明されます。ただ、 4,000万人も

の死者を出したHlスペインカゼウィルスの場合

には、その強い病原性は開裂部位のアミノ酸配列

以外の構造が関係しており、ウイルスそのものが

肺で強烈なサイトカインストームを起こすとか、

当時抗生物質がなかったので、細菌の混合感染に

よる肺炎の重症化であろう、と今は解釈されてい

ます。

高病原性鳥インフルエンザと低病原性烏インフ

ルエンザウイルスにおける臓器向性(トロピズム)

と病原性は、例外なく、 NDVと全く同じ原理で

決まっているということで、 NDVパラダイムそ

のものが適用できますo　ところが、問題はヒトに

感染しているH5型ですo　これは現在世界で300人

以上感染して、その半分以上が死んでいます。こ

のウィルスは、通常型のインフルエンザウイルス

と違って、ヒトでは血液や髄液や便から分離され、

ときとして脳炎や経胎盤母子感染を起こし、全身

感染の兆候を示しています。それは、このHAタ

ンパク質が切断されるところにKKKRのポリベー

シックなモチーフがあることと関係しているので

はないかと考えられています。こういうウイルス

を卵で殖やし、それを殺してワクチンを作ります

が、その際、ワクチン生産者への危険性が考えら
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れますから、切断部位をモノベーシックに変えた

ウイルスをもとにして、ワクチン開発が今なされ

ているところです。

4)ゲノム解読

さて、次はゲノム解読の話です。 80年代はウイ

ルスゲノム解読の時代ですが、今と全く違って、

非常に原始的な方法で解読されておりましたo東

大の塩田達男(現在、阪大微研教授)先生、亡く

なりましたが、渋田博教授たちが一生懸命に努力

され、はじめてパラミクソウイルスのゲノムをセ

ンダイウイルスで確定しました(図11)。 15,384

塩基の左3'端から順番に6つの遺伝子があり、 3-

に結合したRNA合成酵素LとPは、各遺伝子の

転写の開始シグナル(s)、終結シグナル(E)

を認識して、スタートーストップ、スタートース

トップを繰り返し、 5'端に向かって順次mRNAが

できるということがわかってきました(図11左)。

このmRNAから作られたタンパク質が蓄積し始

めると、全長ゲノムが読まれ、複製が開始されま

す。まず、マイナス鎖((-)RNA}からプラス鎖

{(+)RNA}ができ、これをもとにしてまたマイナ

ス鎖ができます。どちらのRNAも新生されなが

らNタンパク質に包装されていくので、図ではそ

れぞれ　)RNP、 (+)RNPとしてあります(図11

右)。両鎖の3'末端の12塩基は1塩基違う(赤字)

だけで、非常によく似ています。 LとPという2

つのタンパク質がマイナス鎖からプラス鎖、プラ

ス鎖からマイナス鎖の両方を作ることが説明でき

るようになりました。こうして、ウィルスのゲノ

ム像というのがだんだんでき上がりました。

しかし、謎めいた遺伝子が浮上してきました。

図11パラミクソウイルスゲノムの転写と複製

それは、パラミクソウイルスのアクセサリー遺伝

子と呼ばれるVとCです。これらはP遺伝子上に

コードされています(図11左)。 Pは昔からわかっ

ているタンパク質で、一番右の長いLというタン

パク質とともにRNA合成酵素を構成しています。

VとC遺伝子はすべてのパラミクソウイルスにあ

るわけではありませんo　あるパラミクソウイルス

ではⅤとCではなく、別のアクセサリー遺伝子が

コードされています。

Ⅲ　センダイウイルス工学の立ち上げと展開

1)センダイウイルスリバースジェネティクスの

確立

ウイルスのアクセサリー遺伝子は、 ``これをノッ

クアウト(削除)しても、感染・増殖能は完全に

は失われない遺伝子''であると定義されています。

その機能は、削除ウイルスを作り、細胞レベルの

増殖、宿主個体レベルでの病原性などを元の親の

ウイルスと比較をすることによってはじめて明ら

かになります。しかしながら、 RNAゲノムを遺

伝子操作することは、現在の技術ではできません。

削除など、意のままのゲノム改変はDNA上での

み可能です。そのため、センダイウイルスRNA

をまず2本鎖DNAに変換し、このDNAから再び

RNAウイルスとして回収する技術、すなわちリ

バースジェネティクス(遺伝子操作系)を立ち上

げることが必須の要請になったわけです。古典的

手法で導かれた理論については、その裏を取る必

要があります。例えば、 NDVの強毒と弱毒の理

論は、切断活性化部位を取り替えて毒性の変換が

起ることを示さねばなりません。ですから、学術

的な必要性からパラミクソウイルス遺伝子操作系

の確立が待望され、業界では非常に激しい競争が

起こりましたo

私はその時点で、名古屋から東大医科研の研究

室に移り、先に触れましたように、センダイウイ

ルスゲノムの全解読を行ったグルlプに属しまし

たので、これはメンツにかけて成功しなければな

らないということでした。幸い、先頭グループの

1つとして、私達の成果は最優秀作品に仕上がり

ましたoその仕事をしてくれたのが塩田さんとか、

加藤さんとか坂井さん達であり、素晴らしいシス

テムができましたo私達のシステムとは、センダ

イウィルスの15,384塩基をコードするRNAを、
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図12　cDNAプラスミドからのセンダイウイルス

の生成

いったんDNAに変えてT7プロモータを配したプ

ラスミドに挿入し、 L、 P、 Nの3つのタンパク

質をやはりT7依存性に発現するプラスミドとと

もに細胞にトランスフェクト(導入)し、これら

をT7と呼ぶバクテリオファージのRNA合成酵素

で駆動させるものです(図12)。 T7RNA合成酵

素はその遺伝子を組み込んだワクチニアウイルス

から発現供給します。このようにして、プラスミ

ドDNAから子供のウイルスができるわけです。

このシステムは、そのころ別のパラミクソウイル

スで成功した他のグループのものと比べて、 100

倍高い効率でDNAからウイルスを回収すること

ができ、私達はその後のウイルス研究の革新をリー

ドすることができました。

2)アクセサリー遺伝子の研究

このシステムの活用という点で一番のターゲッ

トはアクセサリー遺伝子で、これが本当に削除可

能かどうかということです。

まず、かなり複雑なセンダイウイルスのⅤおよ

びC遺伝子の発現様式を説明しますo　どちらも、

Pタンパク質とともに第2遺伝子にコードされて

います。 V mRNAはP遺伝子の特定部位にある

RNA編集シグナル(UUUUUCCC)と想定され

る鋳型を、 RNAポリメラーゼが誤ってコピーし、

Gをひとっ余分に挿入したもの(十lG)です

(図13)。

この転写随伴RNA編集による1塩基挿入により

ORF (open reading frame)のシフトが起こり

ます。 P遺伝子の正確なコピー(+OG)がP m

RNAですo　したがって、 Ⅴタンパク質は、 G挿
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図13　センダイウイルスアクセサリー遺伝子VとC

の発現様式とそれらの欠失ウィルスの回収

入以前のPタンパク質と全く同じアミノ酸配列の

P/V共通領域とG挿入(フレームシフト)後の

Pタンパク質とは全く異なるⅤ　特有領域からな

ります(図13)。

Pタンパク質のoRFには全く変化を与えるこ

となくRNA編集シグナルを破壊し(2塩基置換)、

実際に、 Ⅴタンパク質を全く生成しないvォ,セン

ダイウイルスが回収できました。このウイルスの

力価、細胞レベルの増殖能は親ウイルスと全く遜

色がなかったので、 Ⅴ遺伝子は容易に削除可能な

非必須アクセサリ-遺伝子であることが確定しま

した。

Cタンパク質はPタンパク質のORFとは別の

フレームを使って、 P mRNA, V mRNAのどち

らからも、異なる開始コドンを使用(オルターナ

ティブ・イニシェ-ション)して4種のタンパク

質として生成されます(図13)。これらを総称し

てCタンパク質といいます。 P/V ORFを完全に

保存したまま、 Cタンパク質の開始コドンの破壊

などにより、これら4種のCタンパク質を全く発

現しないウイルスも回収できました。したがって、

C遺伝子も削除可能なアクセサリー遺伝子である

ことが確定しました。

センダイウイルスの感受性宿主であるマウスの

肺内では、 Ⅴ=ウイルスは感染後1日目までは親

株と同様に活発に増殖しますが、その後は、親株

が宿主のウイルス排除能に抗して高いレベルのウ

イルス量を維持し、すべてのマウスを肺炎で死亡

させるのに対して、 V._-ウイルスは急速に排除さ

れ、マウスは肺炎を起こすことなくすべて生残し

ました(図14右)。
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1. vtcm.伝子はJ体(マウス)レベル

HjJgZE児ыet tc^шE E3U a

炎惹起)には必頚、従って、ウイルスの
自患界での存続にも必須。

2. V蛋白質はIRト3依存性の未知のエフェ

クターに括抗、 c蛋白貫はーFN-α/βシグナ
リングのブロック(S†AT2のリン酸化阻書)
により、ともに、宿主の抗ウイルス機能の
EAjEБ m

3.他のモノネガり〈ラミクソウイルス研
究もアクセサリー遺伝子を焦点に、ウイ
ルX・<fcftS・<OォfcfcttiS**ォ>S
という方向性を切りひらいたo

VT、義株;V(ー)、 Vl騰;Cm*、 C
の抗I FN-a/β能を軸験o

図14　アクセサリー遺伝子VとCの

個体レベルでの役割

C欠損ウイルスは細胞レベルでもRNA合成の

調節やウイルス粒子形成に大きく貢献することが

わかりました。さらに、ウイルス感染によって誘

導されるインターフェロンによる抗ウイルス状態

に対抗することがわかりましたo　そこで、 RNA

合成調節と粒子形成への貢献は親株と同じレベル

に復帰させ、抗インターフェロン能力のみを欠く

ウイルスcm*というのも作ってみました。 cm*は

マウスでは全く増殖できず、肺炎も惹起できませ

ん(図14右)。

図14左にはⅤト一一やcm*を使って得られた結論を

列記しました。アクセサリー遺伝子は、試験管内

細胞レベルでは、確かに、非必須のアクセサリー

であるが、個体レベルでの増殖と病原性発現には

必須で、アクセサリーではなく、主役を演ずるこ

とが明快に示されました。こうして、長年の謎で

あったアクセサリー遺伝子の正体が、リバースジェ

ネティクスによりはじめて見えてきたのです。目

下の最大の関心はⅤタンパク質が括抗するIRFー3

依存性のエフェクター(図14左第2項)は何かと

いうことです。

パラミクソウイルスの細胞レベルでのライフサ

イクル、侵入から成熟までのいろいろな仮説やド

グマのリバースジェネティクスによる検証も行い、

多くの積年の課題に決着をっけることができまし

た。

かくして、リバースジェネティックスは、パラ

ミクソウイルス研究を一新して新次元へと導いた

のです。

3)基礎科学からバイオベンチャーへ

上述のセンダイウイルスリバースジェネティク

スを活用して、センダイウイルスに何らかの遺伝

子をっなげて発現させるという考えはどうだろう

ということで、研究を始めましたo　センダイウイ

ルスを新規の発現ベクターにしよう、ということ

です。ディナペック(DNAVEC)社が、製薬7

社および厚生労働省の医薬品機構などの産官連携

により国家プロジェクトとして1995年に設立され

ました。彼らは私達のシステムに非常に興味をもっ

ていましたから、センダイウイルスリバースジェ

ネティクスの技術移転を直ちに行い、彼らを支援

しました。この国家プロジェクトの時代が2004年

に終わり、今新しいフェーズに入っておりますが、

その活動を基礎科学からバイオベンチャーへとい

うことで紹介いたします。

この計画は"かなりいける''と、最初から感じ

ていました。というのは、センダイウイルスのゲ

ノムにエイズウイルスのgpl20というエンベロー

プタンパク質の遺伝子を組み込んで、組み換えセ

ンダイウイルスとして回収して細胞にかけますと、

gpl20が大量に生産できることが既にわかってい

たからです(図15)。哺乳類細胞でタンパク質を

生産するいろんな動物ウイルスベクターがありま

すけれども、センダイウイルスベクターによるg

pl20の生産量は、群を抜いて高いものでした。

細胞の培養液(sup)を精製しないで電気泳動し

ても主要バンドとして認められるほどです(図15)c

ロンドンのインペリアルカレッジ医学部では、

気道、呼吸器に遺伝子を導入する研究を行ってい

ましたが、いいシステムがないということで悩ん

図15　センダイウイルスベクターによる

エイズウイルスgpl20の大量発現
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でいました。センダイウイルスベクターを使って

みたいとの申し入れがあり、このウイルスにIacZ

というマーカー(目印)遺伝子を挿入したベクター

を送りました。その結果、通常使われているアデ

ノウイルスベクターを使うより数千倍のIacZの産

物であるβ-ガラクトシダーゼの発現量が確保で

きるということがわかりました。これらの仕事は、

``Send in a Sendai Vector　という新しいコン

セプトを生み出したものとして注目を浴びるよう

になりました。

ここで、センダイウイルスを遺伝子治療やワク

チンのベクターとして使うことの意味を考えてみ

ましょう。センダイウイルスベクターには、既存

のアデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レトロ

ウィルスのベクターにない新規性があります。そ

の1つは、細胞質で増殖し、核との相互作用がな

く、遺伝毒性は基本的にはないということです。

遺伝毒性の有名な例としては、重症の免疫不全症

をレトロウイルスで治すということが今世紀のは

じめにフランスでありました。この場合、治療は

うまくいきましたが、白血病が非常な高頻度で発

生しました。また、最近有名になっております再

生医療の中で、京都大学で開発された細胞をリセッ

トするために、 4種類の遺伝子をレトロウイルス

で発現するシステムがあります。しかし、それは

将来の安全性に問題があるという指摘がされてお

ります。 2つ目は、センダイウイルスは非常に広

範な細胞種に、しかも、分裂、非分裂細胞を問わ

ず感染できることから、応用範囲が広いというこ

とです。 3つ目は、恩わぬ組み換えウイルス出現

の恐れは理論的にはないことです。あるいは、今

まで起こったことがないといった方がいいのかも

しれません。 4つ目には、カセット式に簡単に遺

伝子挿入が可能であり、発現量は既存のウイルス

ベクターに比べて格段に高いということでありま

す。そして5つ目には、ヒトへの病原性はないと

考えられていることです。

DNAVEC社が行ったことは実用可能なセンダ

イウイルスベクターの創出でしたo　センダイウイ

ルスはDNAからの合成系では、ワクチニアウイ

ルスに組み込んだT7ポリメラーゼを使ってドラ

イブしますが、これはアメリカのNIHから基礎

研究に限って使っていいということで分与しても

らったものです。実用可能なベクターを開発する

ためには、ワクチニアウイルスフリーの系にしな
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ければいけないということで、 CAGプロモーター

をもっプラスミドにして、細胞のDNA依存性RN

AポリメラーゼIIでドライブする系を作りました。

これでアメリカNIHとのしがらみはなくなった

わけです。

次に試みたことは安全性の向上であります。ヒ

トへの病原性がないとはいえ、完全長のセンダイ

ウイルスのゲノムに外来遺伝子を入れ、治療に用

いるとすると、この組み換えウイルスは完全長で

ありますから、そのターゲットパーソンの体の中

で殖え、伝播する可能性がありますし、また、ター

ゲットパーソンがウイルスを排出して周りの人に

広まる可能性もありますから、安全性に問題があ

るということです。そこで、細胞から細胞へ、あ

るいはヒトからヒトへのトランスミッション(伝

揺)に必要な遺伝子を削る必要があると考えまし

た。

ベクターの馬区動に必要なN、 P、 Lの3つの遺

伝子以外のエンベロープのタンパク質のすべてを

欠失したウイルスも作ることに成功しました。こ

のウィルス変異株の作り方を、 Fタンパク質遺伝

子を欠失した△Fウイルスで説明します。まず、

GFP (緑色蛍光タンパク質)をコードする目印

の遺伝子をF遺伝子を欠失させたプラスミドに挿

入します。これを別のプラスミドでウイルスFタ

ンパク質を発現する細胞にトランスフェクトし、

ウイルスを回収します。できたベクターウイルス

はこの借り物のFタンパク質をもっていますから

新しい細胞に感染します。感染したことはGFP

が発現されることでわかりますが、この新しい細

胞から出てきたウイルスはもうF遺伝子を自分で

もっていませんし、供給されるFタンパク質もあ

りませんから、新しい細胞には感染しないことに

なります。 F遺伝子を欠失したウイルスでも、ラッ

トの脳質上衣細胞や錐体細胞などに非常に効率よ

くGFPを発現する能力を保持しています(図16)。

もう1つ応用例を紹介しますo　ウイルスのアセ

ンブリーでは、ウィルスの部品を集めるのにも、

また出芽にも、 Mタンパク質が必要です。このタ

ンパク質の遺伝子を欠損した△Mウィルスを使い

ますと、アセンブリーは起りませんから、スパイ

ク糖タンパク質は細胞表面に蓄積します。そこで、

これをトリプシンで処理すれば、隣の細胞と効率

よく融合して巨大な多核細胞ができます。プロテ

アーゼ依存性の原理を応用して、腫瘍塊へのクー
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図16　センダイウイルスд遺伝子欠損ベクターに

よるリポーター(GFP)遺伝子の発現

ゲティングを試みました。センダイウイルスFタ

ンパク質はモノベーシックな切断部位をもってい

て、トリプシンで活性化されます。しかも、 Mタ

ンパク質が欠損していますから、細胞の表面には

多量の糖タンパク質があり、トリプシン処理した

培養細胞では大きな融合細胞ができますが、この

融合細胞はやがて死にます。 Fタンパク質のトリ

プシンで活性化される部位を、マトリックスメタ

ロプロテアーゼ(MMP)で活性化されるように

変えてみました。 MMPは腫瘍細胞が高発現する

プロテアーゼとして知られています。このウイル

ス感染細胞をMMP2またはMMP9で処理をしま

すと、従来型の△mウイルス感染細胞をトリプシ

ンで処理したときと同じように、うまく融合が起

こり、細胞が死にます。しかし、もはやトリプシ

ンでは融合が起こらなくなります。マウスにある

腫瘍の塊りを植えておいて、その中心にいろんな

対照ウイルス、生理食塩水やこのMMPで活性化

されるウイルスを注射してやります。すると、こ

のMMPで活性化されるウイルスのみが腫瘍の増

殖を抑えました。

このような過程を経て、 DNAVEC社ではさま

ざまな製品を備えたパイプラインができました

(図17)。また、さまざまなコラボレーションをし

ており、もう私たちが技術的面倒をみる必要はほ

とんどなくなるだけの力をもっようになりました。

その中のいくつかの成果として、重症虚血肢とェ

イズの話を紹介しますo

重症虚血肢は、動脈硬化症あるいは糖尿病をベー

スにして動脈が閉塞してしまうのですが、まず、

しびれや冷感から始まって、 50mぐらい歩くと痛

I ま食血技 禰線, ■ エイズ 医学.生触手上意饗
心筋義℡ 食遭表 RSウイルス鼻炎 な量自責の大量生JL
鱒轟然性 前立教癌 アルツハイ とそれら.:対する抗
輸義℡ 蝣tt ォ色℡ マl 車(治・ffl ) 体の作義

W therae 頭 囲 ● 笠 怨 n
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SeV vec†ors 、J、
」ノノー、(Platform †echnology) :DNM VEC Corp.

図17　センダイウイルスベクターの医学、

生物学への応用

くて歩けない間欠性披行となり、安静時痛がでて

きて、最後には潰瘍、壊症ができてしまいますの

で、足を切らなければならない深刻な病気であり

ます。その安静時痛と壊症のステージを重症虚血

肢といいますo　マウスのモデルで、動脈を縛って

10日ぐらいすると足が落ちますが、動脈を縛ると

同時に、その近辺にFGF2 (fibroblast growth

factor-2)を発現するセンダイウイルスを注射し

ておくと、足がちゃんと残こります。これはスター

トの実験であり、さまざまな予備実験を経て、今、

九大病院で臨床研究が始まっています。これは、

日本オリジナルのウイルスベクターによるはじめ

ての遺伝子治療です。その第1ステージでは5Ⅹ

107のベクタlを入れて、第4ステージでは5Ⅹ

109というように100倍まで順次増やして安全性と

効果のチェックをするという計画で行われており

ます。

エイズウイルスの総感染者は約4,000万人、

2006年の新規感染者は430万人、 1日平均11,000

人の感染者が出ています。エイズワクチンはどう

しても必要ですが、開発は非常に困難な状況にあ

ります。エイズの表面タンパク質のgpl20とか

gp41 (図8参照)を抗原にして中和抗体を作る

という試みは数々なされてきましたが、あまりう

まくいっていませんでした。そこで、私達はサル

モデルを用い、サルの野生型エイズウイルスであ

るSIVmac239のGagというタンパク質をセンダ

イウイルスに挿入して、発現させるというやり方

で、細胞傷害性Tリンパ球(CTL)を誘導して

感染が防げないかと考えました。これは私が東大

医科研と感染研のエイズセンターにいたときに始
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めた実験です。まず少数のカニクイザルで予備実

験をしました。ワクチン接種後SIVmac239で攻

撃したところ、急性期のウイルス量はワクチンと

非ワクチン処理間で差は見られませんが、慢性期

のウイルス量は100分の1ぐらいに抑えられまし

た。当時、これだけの効果を示すサルエイズワク

チンのプロトコールはなく、これはいけるという

ことで、一生懸命やりました。

アカゲサルを用いて、 DNAワクチンというも

ので、まず"入れ知恵''、 "点火" (プライム)を

しておいて、センダイベクターでGagを発現させ

て押し上げる(ブースト)というやり方ですo　な

るべく簡単にDNAも1回、センダイベクターも

1回ということで刺激し、 19過後SIVmac239で

攻撃をするというやり方をしました。すると、さ

らに良いコントロールができましたo　しかし、コ

ントロールできたものは8頭中5頭です(図18)。

CTLの誘導は、 MHC class Iという宿主側の分

子によって決まるものですから、特定のMHC-

ロタイプを共有するサル群5頭(そのタイプは決

定済み)にしか有効なCTL誘導ができなかった

のです。しかし、 CTL誘導ができたものでは急

性期のウイルス量が大きく低下し、慢性期のウイ

ルス量は検出限界以下ということであります。

これらの成績は野生型サルエイズウイルスのコ

ントロールにはじめて成功したものとして、国際

エイズワクチンイニシアティブ(各国政府、民間

財団、世界銀行などの出資でエイズワクチンの臨

床試験をコーディネートするNGO、ニューヨー

ク)に認められて、ヒトでの試行を目指した其同

研究の締結を行いました。日本発のワクチン手法

DN A pritm /蝕 C -exp r鵬 h ` S eV vecto r boest ch allen` e w ith S tV m a c239
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1Е+0

N aive

i - ■ l
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SIVm ac239 のコントローJH こ
虞功(5′8雷、複数の得東の

1Е+
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M HC class I /、プロタイプを

兵書するサル韓):Qaiに対

するC TL京尊による

IA VK 薗岸エイズワクチンイ
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行目掬しての共賀研究車輪
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図18　センダイウイルスベクターを利用した

エイズワクチン手法(サルモデル)
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が国際的注目を集めたということで、何回も新聞

報道されました。アデノウイルスベクターを使っ

た臨床試験は最近行われましたが、効果がなく中

止になりました。その点、日本のワクチンは、他

とは似ていない独白のものであり、大変期待され

ていますo　そのわけは、サルを使った実験で効果

が確認されているのはこのセンダイウイルス系だ

けだからです。もう1つの注目点は、鼻の粘膜か

ら接種していることです。それは、粘膜免疫といっ

て、性交時に粘膜を介して感染するのを防ぎ得る

免疫を誘導する可能性もあるということにありま

す。今後どうなるかということはまだわかりませ

んが,期待しております。

学術研究からのいくつかの偶然と必然を経て日

本オリジナルの技術が生まれました。それは、

DNAVEC社とのタイミング良い出会いがあり、

産学のコラボレーションがあったということですo

将来の展望は、臨床試験の結果次第ということで

あります。

おわリに

最後に今私がやっている仕事を一部紹介します。

これは1900年から2000年までの主要死因の推移で

す(図19)。主要死因は、 50年代を境にして、そ

れ以前には肺・気管支炎、胃腸炎、全結核すべて

が感染症です。ところが、それ以降、脳血管障害、

心疾患、悪性新生物というように、疾病のパター

ンも変わり、感染症はだんだん軽視され、人材育

成にもこと欠くようになりましたo　しかしながら、

ラッサ熱などをはじめとして、 SARSあるいは高

病原性烏インフルエンザが発生し、新い＼問題が

,50
,40
4,0
400
妄 ,5.

一、 ,00

道 ^^^ 2̂ ^^^f ▼ 章一魂 . I

J

Ⅰ蛸生■
畠 250

晋 ZeO
型 T50

、 帥m 三笠 二三 二

一〇〇 L J
′一一一一) 、ノー′

5 e

e
M

rp コ一一一 一一一

0 0 19 10 ー9 2 0 7" 0 19 4 0 19 5 0 一, 鯛 19 7 0 1棚 ー9 9 0 Ze 0 0

汀 持 :■ 生 細 大 E 1r J … 辞 A D Iftが . 槻 A D

図19　わが国の主要死因の推移
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でてきました(図19)。 SARSは感染症への科学

的、実践的対応という点で、特に深刻な問題を日

本に投げかけました。

知的財産とか生物資源の帰属、バイオテロ対策

などの観点から、重要なウイルスへのアクセスと

いうのは非常に難しいのですo "感染症に国境は

ないのですが、感染症研究には国境あり"と言わ

ざるを得ないのです。国策として、感染症対策、

それを支える基礎研究、人材の育成の重要性が打

ち出されましたo最終的には、海外研究拠点の設

置、わが国の高い技術力を生かした相手国と日本

の感染症対策の基盤強化ということでプログラム

が発足して、現在6か国に10拠点を有するネット

ワークができ上がりました(図20)。その全体の

プログラムをコーディネートして効率よく推進し、

将来の方向性を出すということで、感染症研究ネッ

トワーク支援センターができて、私はそこに勤務

しているわけでございます。このような海外拠点

も皆さん、学生さんの将来の働きの場として意識

してもらってもいいのではないかということでご

ざいます。ご静聴ありがとうございました。

図20　開設された海外拠点と

そのネットーワーク化

注

本文は平成19年11月28日に開催された第2回中

部大学ライフサイエンスフォーラムにおける永井

美之博士の講演内容を演者の許可を得て編集した

ものである。
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