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抗 イ ン フル エ ンザ ウイ ル ス物 質 の ス ク リーニ ング法

清水当尚 ・藤本克郎 ・於勢真輔 ・吉村嘉男・宇野 準

大日本製薬中央研究所(所 長 筒井 清博士)

(昭和38年6月8日 受付)

抗イ ンフルエ ンザ剤 のスク リーニ ング法の 研 究 に 当

り,著 者等は確実で,操 作が簡単 である ことと,比 較的

短時間 に相当数の検体を スク リーニン グ し得 る ことに 目

的をおいた。

よく知 られ てい る如 く,イ ンフルエ ンザ ウィルス群 は

他 の培養系 に比 して,孵化 鶏卵漿水尿膜 で急速 に,し か

も効率 よく増殖 し,こ れ まで艀化鶏卵漿尿膜 を用いた抗

イ ンフルエ ンザ 物 質 の 研 究 はACKERMANN等1～4),

TAMM等5～10),LIU等11)に よつ て も韓告 され てい る。

漿尿膜 を用 い る方法 としては,一 定 の大 きさに漿尿膜

を切 り取つて用い る方法 と,卵 殻 と共に全漿尿膜 を用い

る方 法12)の2通 りが考え られ る。後者 の方法は薬 物の ウ

イルス増殖抑制の機 作の解析に好都合 な方法 と思 われ る

が,操 作が繁雑 で,多 数の検体につ き検討 を行 な うス ク

リー ニング法 としては不適当 であ る。む しろス クリーニ

ングで振 り落 された物質の解析研究に適 している。 そ こ

でス クリー ニング法 としては,前 者 の漿尿膜を切 り取 つ

て使用す る方法 を採 用す ることに した。

培養法 としては,ウ イルス増殖 の効率の良い振盪 培養

法 を用 いるこ ととし,実 験 条件を検討 した。

実 験材料 及び 実験方法

漿尿膜 の作製:15日 艀化鶏 卵を アルコ ール綿にて よ

く拭い誠 菌 した鉄で尖端部 の卵殻 の一部を切 り取 り,

漿 尿膜のみを残 して胎児そ の他 を取 り除 く。ついで直径

3.Ocmの 円型に漿尿膜を卵 殻 と共 に切 り取 る。1コ の

卵 よ り平均3枚 得 られ る。つ いで無菌生理食塩 水で よ く

洗 海す る。 この漿尿膜を内径1.8cmの 硬質ガ ラス試験

管 内に入れ,ウ イル ス及び検体 を含 んだ 培養液2ccを

加 えゴム栓 にて密栓す る。以上 の操 作はすべて無菌的に

行 な う。

振 盈培養法:漿 尿膜及び培養液 を含 んだ試験管 を37℃

の恒温槽 中の振i塗台に取 り付け,垂 直 にc20。,1分 間93

回振湯で約20時 間振湯を続け る。

ウイル ス:、鱒化鶏卵継代PR-8株 で,感 染価10壁 ～

199・3EID50/ccの ものを使用 した。

感染価の測定:試 料をペ ニシ リン100u/cc,硫 酸 ジ ヒ

ドロス トレプ トマイシ ン100mcglcc及 び10%馬 血清

を含 むブイ ヨンにて10倍 段階希釈 し,9～11日 艀化鶏

卵 の漿尿腔中にO.2cc宛 接種 し,37。C48時 聞 艀卵後

各漿尿液 の鶏赤血球に対 す る 凝 集能 の有無を し らべ,

REEDandMUENCHの 方法13)によ りEID50を 算出 したひ

各希釈毎 に4個 の卵を用いた。

赤血球 凝集 価の測定:試 料を2.5%ク エ ン酸 ソーダ液

0.5cc中 に2倍 段階希釈 し,0.25%新 鮮 鶏血球の生理

食塩 水浮 遊液0.5ccを 加え,60～90分 間室温に放置後

血球凝集 の有 無を し らべ.血 球 を凝集 せ しめ る最高希釈

倍数 を求めた。

実 験 結 果

1培 養液 の検討

培養液 を選定 す る目的で,YLE液(0・5%Lactalbu・-

minhydrolysate,及 び0.1%Yeastextractを 含有す

るEARLE氏 液14)),HANKS'氏 液15》,Phosphatebuffer-

edsaline(PBS>16),ブ イ ヨン及び生理 食塩 水を培養液

とし,接 種 ウイルス量2×10"s,20時 間振量 培養を行な

い,各 培 養液 中の赤血球凝集価 を測定 した。その結果を

Table1に 示 した。

Table1に 見 られ る如 く,YLE液 及 びHANKS'氏 液

で は良好 な ウイル ス増殖を認 めたが,PBS,ブ イ ヨン,

生理食塩 水では殆ん どウイル ス増殖 を認 める ことが 出来

なかつ た。

培養液 は ウイルス増殖に好適 でなけれ ばな らないが,

スク リーニ ング法に使用す るためには頻 回調整 する必要

が ある。 そのため簡単に滅菌調整 出来 る こと,緩 衝能の

あ るこ と,薬 物 の作用 に拮 抗す る成分 の少ない ことが望

ましい。 これ らの点 及びTable1に 示 した ウイルス増

殖 の結果 よ り,適 当 な 培養液 としてHANKS'氏 液を選

定す るこ とに した。

Table1 Effectofseveralki無dsofmediaonthe

productionofvira正hemagglutinin,

Medium

YLE

HANKS'

PBS

Broth

Saline

HAtiter*

一log2 血naldiln.

6.5

6.0

1.0

0

0

0

4

2

0

0

9

轟0

*hemag91utinintiter
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っぎに スク リーニ ングに二於 ては,

各種試料の溶解法が しばしば問題 と

な り,水 に難溶 な物質は適当な溶解

剤 を使用 しなければな らない ので,

予め溶解剤の影響 を検討 した。

通常 よく使用 され る塩酸,苛 性 ソ

rダ,95%エ チ ル アル コール,界

面 活 性 剤Tween・80及 びTween

8J÷苛性 ソーダの影響 を,培 養液を

HANKS'氏 液,接 種 ウイ ル ス量 を

2×10-3の 条件下で検 討 した。 その

結果をTable2に 示 した。

Table2の 結果 よ り,塩 酸は10糟3

N,苛 性 ソーダは8×10"3Nま で影

響を認 めないが,そ れ以上の濃度で

は赤血球凝集素 の産生を阻害する。

Table2 Effectofseveralkindsofsolventsontheproductionof

viralhemag91utinin

HC1

NaOH

Ethane1
**

Tween

80

NaOH

十
Tween

80

Conc.(N)

HAtiter*

Conc.(N)

HAtiter*

Conc.(V!V%)

HAtiter*

Conc.(V!V%)

HAtiter*

NaOH(N)
Tween80
(vlv%)HA

titer*

5×10-34×10-33×10-32×10-81×10-3--

0.52.02.53.54.55.0

10×10蝉38×10'-s7×10-35×10-32×10-3-

05.56.06.06、06.0

2

3.0

噌⊥

(U6

0.5

5.5 6.0

0.080.050.030.010。005

0004。55。56.0

2×10榊32×10-32×10櫓32×10-32×10-3

0.080.050.030。010.005-

0005.55.56.0

*hemag91utinintiter(-1092)
**95%ethanol

即ち酸性 よ りアルカ リ性 の影響 が少 ない。 この ことはイ

ンフルエ ンザ ウイル スが酸性 よ りアルカ リ性 で安定1りで

あるため と考え られ る。95%エ チ ル アル コールは1%

まで影響がない。Tween80は かな り強 い影響 を示 し,

0.01%以 上では 全 く赤血球凝集素 の産生 をみない。 こ

れはTween80の 漿尿膜に対 す る毒性が強 いた め と思

われ る。Tween80+苛 性 ソ ー ダ で はTween800.01

%,苛 性 ソーダ2×10-3N以 下 の濃度 では影響 がない。

水に難溶な検体 をス ク リ・一ニングす る場合は,Table

2の 結果 より影響 を及 ぼさない濃度 で溶解剤 を使用 しな

ければな らない。

II接 種ウ イルス量の検討

つ ぎにi接種 ウイルス量 の適量 を決 める 日的 でHANKS'

氏液を培 養液 とし,数 段 階に希釈 した ウイル ス液 を接 種

して振盈培養後,培 養液 中の赤血球凝集価 を測定 した。

その結果をTable3に 示 した。

接種 ウイルス量 が多 い程培養後産生 され る赤血球凝集

価は大である。 しか し抗 ウイル ス効果 を検討す るために

は接種 ウイルス量は少 ないこ とが望 ましい。又多量 の ウ

イルスを接種 した場合は,培 養後 も接種 ウイル スがその

まま不活化 されずに残存す る可能性があ る。従つて出来

るだけ少い接種量で,し か もかな りの赤血球凝集素 の産

生を示す量が適量 であ る。Table3の 結果 よ り2×10"-3

ウイルス量が適当 と考え られ,接 種 ウイル ス量 として こ

の濃度 を選定す ることに した。

III漿 尿膜の枚数 の検討

漿尿膜 の枚数に よる影響を検討すべ く,漿 尿膜 を1枚

か ら5枚 まで使用 し,培 養 液 をHANKS'氏 液,ウ イル

ス接種量を2×10"-3と して振湯培養 し,産 生 される赤血

球凝集価を測定 した。同一実験を5回 繰返 しウイル ス増

Table3Effectofvariousinoculaofthevirus

ontheproductionofviralhemagglu-

tinin

Virusdiln。

10一 並

10禰2

5×10-3

2×10-3

10-3

5×10}盛

2×10一 径

10-s

HAtiter*

一1092 丘naldiln.

9.0

8.0

6.5

6.0

4.0

4.0

3,0

2.0

512

256

90

64

16

16

8

4

*hemagglutinintiter

殖 に及 ぼす宿主組織量 の影響を検討 した。そ の 結 果 を

Table4に 示 した。

漿 尿膜 が1枚 か ら3枚 までは,枚 数が増すにつれ て産

生 される ウイルス量 も増加するが,そ の増加の割合は僅

か である。3枚 以上では枚数が増加 して もウイル ス量は

殆 ん ど増加 しない。従 つて操 作め繁雑 さ及び原料の節約

の点か ら考 えて,1枚 の漿尿膜 で充 分である。

以上 の実験結 果 よ り,ス ク リーニ ング法 として適当な

培養液,接 種 ウイルス量 及び漿 尿膜量を選定す ることが

出来 た。

IV同 一実 験内の誤 差の検討

ス グリーニ ング され た検体 の抗 ウイルス効果は;培 養

後対照の ウイルス増殖 に比較 し,有 意 に増殖を抑制 した

か否か を吟味す る ことに よ り判定する。 この判定規準を

定 めるた めには,同 一ス ク リー ニング内の誤差を検討 し
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Table4 Effect。ftheam。unts。f
.h。sttissue。nthepr。ducti。n。fviralhemagglutinin

1

2

3

4

5

1

--1・92艦1

6.0

6.0

6.0

7、0

8.0

64

64

64

128

256

2

-1・92艦1

7.0

6.5

6.0

8.5

7.0

128

90

64

362

128

3

-1・921謡}

8.0

7,0

7.5

8,5

8.0

256

128

181

362

256

4

-1・92艦}

0

0

0

0

0

6

7

8

9

8

64

128

256

512

256

5

-1・92艦}

6・6】9717・ ・1・2817・8

7,0

7.5

8.0

8.0

8.0

128

181

256

256

256

m、ean 22317・ ・ い9417・7」2・8

*hemagglutinintiter

Table5Variationinsameexperiments

TubeNo.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

HAtiter*

一log2 finaldiln.

7.0

7.0

7.0

7。0

7.0

7.0

7.0

8.0

6.0

6.5

128

128

128

128

128

128

128

256

64

90

mean土S.D. 6.95土0.497

E工D/cc

HA/cc

123土14.1

*hemagglutinintiter

なければ な らない。 この 目的のために,培 養液HANKS'

氏液,接 種 ウイル ス量2×10"sを 用 い,同 一実験条件下

で10本 の培養試験管 を使用 し,振 漫 培養 後各 ウイルス

量を測定 し,そ の結果 よ り同一実験 内に於 ける誤差 の範

囲を しらべた。そ の結果をTable5に 示 した。

Table5に 見 られる如 く,同 一実 験内では培養後 の ウ

イルス量 が4倍 以上,希 釈管 数に して2管 以上 の差が あ

れば有意 の差 と判定 し得 る。従 つて スク リーニングの結

果,検 体を加 えた場合 の ウイルス量 が,対 照の ウイル ス

量に比 し4倍 以上少なければ有意 に ウイルス増殖を抑制

した もの と考え得 る。

V増 殖 曲線の検討

上 記培養法に於ける ウイル スの増殖 曲線 を しらべ た。

即ちHANKS'氏 液を培養液 とし,2×10"sの ウイルス量

を漿 尿膜1枚 に加 えて振 盗培養 した場合の培養液 中の ウ

イルス量 を経 時的に測定 した。 その結果 をFig.1に 示

した。

Fig.1に 見 られ る如 く,培 養液 中には4～5時 間 目頃

よ りウイルス量 の増加が認 め られ る。 又検出 された ウイ

ル スの感 染価 と赤血球凝集 価の比(EIDso/HA)は 約5で

あ り,不 完全 ウイルスの生成 は少 く,先 づ正常な増殖様

式 を示す もの と考 え られ る。

VI検 体の漿尿膜に及ぼす毒性 の榛討

ス ク リーニ ングの赤血球凝集価が対照 に比 し有意に低

い場合,そ の検 体が抗 ウイル ス効果 を有す るか否かを判

・定す るには,宿 主組織 たる漿尿膜に対す る毒性 をし らべ

なければ な らない。即ち毒性を示 さない濃度 で,有 意に

ウイル ス増 殖を抑 制 した場合に抗 ウイル ス効果を示 した

と考 え得 る。

漿尿膜に対す る薬剤 の毒性 の検討には,従 来肉眼的所

見10)によるか,又 は ワールブルグ検圧 計に よる酸素吸収

の量 を しらべるか1りのいつれか であった。 肉眼的所見は

誤差が大 きく,し か も各 々の検体が 同様な形態学的変化

を与 える とは限 らない。又酸素吸収量 の測定 は,比 較的

確実に毒性 の有無 を知 り得るが,多 数 の検体 につ いて行

な うスク リー昌 ング法 としては実 験手技の繁雑 さか ら考

えて適当な方法 ではない。

そ こで種 々検討 を行 なつた結果,ト リパ ン青染色に よ

る方法を考案 し,こ の方法に より簡単 に,し か も確実に

漿 尿膜 に対する毒性の有無を判定す るこ とに成功 した。

即 ち2%ト リパ ン青液(蒸 溜水に溶解後1,500rpm10
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Table6Therelationshipbetweenstain.with

trypanblueandoxygenuptake

鷲Substance鴇 溜 搬o盤 聖

1phenyl10-3±20・6

工一3amino10一4-53.6

pyrazoline__55 .2

10-3十6.3

皿 〃10-4土22.3

--51 .1

Exp.1:02-uptakewasmeasuredinHANKS'solu。

tion(omittedNaHCO3)centainingvarious

concentrationsofthesu、bstance.

起xp.II:After20hrs.shakinLgculturecontaining

variousconcentratiGnsofthesubstance,

02-uptakewasmeasuredinHANKs'solu・

tion(omittedNaHCOs)withgutthesub-

stance.

分 聞遠沈 した上清)を 生理食塩水で3倍 に希釈 し,こ れ

に検討すべ き漿尿膜を入れ,1分 間 よ く振湯後生理食塩

水 で充分に洗源す るσ正常な漿尿膜は トリパ ン青で染色

されないが,毒 性を示 した漿尿膜はその程度に応 じて青

く染色され る。

この方法に.よる染色性 とワールブルグ検圧計に よる酸

素 吸収量 との関係を し らべた。 そ の結果 をTable6に

示 した。

Table6に 見 られる如 く,ト リパ ン青で 十 に染色 さ

れ た漿尿膜は殆ん ど酸 素 吸 収 が見 られ ない。 土 に染色

されたものは対照に比較 して約1/2の 吸収量 である。F

リパ ン青に殆ん ど染色されない 一 の ものは対照 と同程

度 の吸収量を示す。即ち トリパ ン青 に よる染 色 の 度 合

は,酸 素吸収量 と大体比例 する。

この方法は簡単 でしか も明瞭 に毒性 の有無を し らべ る

こ とが出来,ス ク リーニングに適 した方法 と云 えよ う。

総 括

抗 インフルエンザ剤 の検索を 目的 としたス ク リー ニン

グ法を確立す るために,2,3の 基 礎的実 験を行なつた。

培 養法 としては艀化鶏卵の漿尿膜 を用 いる振 盈培養 法を

=採用 し,こ の系に於ける培養液,接 種 ウイルス量,宿 主

組織量,効 果判定 基準,検 体の毒性 の検討法,等 につ き

詳 細なる検討を加えた。

その結果,培 養 液 としてはHANKS'氏 液,接 種 ウイ

ルス量 としてはイ ン フ ル エ ンザ ウイルス感 染漿尿液 の

2×10-3,宿 主組織量 としては15日 卵か ら直径3cmの

四型に切 り取 つた漿尿膜が適 当であるこ と,検 体 の漿尿

膜 に対す る毒性 の検 討には著 者等の考案 した トリパ ン青

染 色法が正確 で しか も簡単 である ことを明 らかに し,毒

性を示 さない濃度 で培養 後4倍 以上 の ウイルス増 殖の抑

制がみ られ る場合 は抗 イ ンフルエ ンザ ウイルス効 果を有

す る と判定 し得 る ことを実験 的に証 明 した。以上 の結果

よ りこの方法は イ ンフルエ ンザ ウイルスに対するス ク リ

ーニ ング法 として使用 され得 る方法 と云え よ う。

終 りに,御 懇篤 なる御 教示,御 鞭達 を賜 つた京都大学

薬学部 鈴木友二教授 に深謝 す る と ともに,御 激励,御

助言 を頑 い た 大 日本製薬 中央研究所長 筒井清博士 に感

謝致 します。又御助言下 され た加納晴三 郎博士並 びに熱

心に実験に協力下 され た 当研究所 中西 功氏に謝意 を

表 します。
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