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化 学 療 法 的 活 性 を も つ 生 体 成 分 の 研 究.I

Antivirin培 養細胞の生産する新らしい抗ウィルス性物質について
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高 奥 昌 子 ・藤 田 晴 久

慶応大学薬化学研究所生物薬品化学研究室

(昭和42年1月31日 受 付)

長野1)及びISAACS2)に よ るInterferon及 びInter-

feron様 ウ ィルス阻止物質の発見以来,ウ ィルスを細胞

に感染させるか,或 いはまた,異 種核酸 とか,菌 体内毒

一素またはStatolonの よ うな多糖類系抗生物質を与える

といったような ウィルス阻止因子誘発作用をもつ物質の

刺戟によりInterferonま たはInterferon様 物質 を生

産しよ5と する試みは数多く行なわれて来た3)。我々は

lnterferonの 研究の途申において,ウ ィルスを感染させ

ない細胞培養液中にもウイルスのブラック発現を阻止す

る物質の 存在することを 見出して,1962年 日本 ウィル

ス学会において,報 告 した4)。 我々より1年 お くれて,

ソ連においてもTSILINSKY及 びその研究者達5)は ウィ

ルスを感染 していない細胞培養液中にウィルス増殖阻止

作用を有する物質の存在することを報告 した。

TSILINSKYら の報告 した物質はその調整 した諸条件

が比較的我々の調整条件 と類似 しているが,得 た阻止物

質は我々の物質より熱安定性が 遙 かに 乏 し く,ま た

Trypsinな ど蛋白質分解酵素で簡単に失活される点より

みて単純蛋白質的性格が我々の阻止物質より強いものと

思われる。

我々は細胞が,た だ培養細胞のみでなく,一 般 にその

置かれた条件下で化学療法学的活性をもつ各種の物質を

生産するものであると考えている。その化学療法学的活

性はただ,ウ ィルスに対する抑制効果に留 らず,も っと

幅広いものであるとも考えている。我々はそのような物

質の中で培養細胞より生産される抗ウィルス性 物 質 を

Antivirinと 名付けた(以 下AVと 略 す)。

この報告はAVの 教種の動物ウィルスに対する抑制効

果に関するものである。

実験材料及び方法

培養細胞:こ の実験tc用 いたのは主としてHep・No・

2細 胞で,こ の細胞はNewYorkのSloanKettering

癌 研究所のC.SOUTHAM博 士 より送 られ,我 々の研究

室で保持されているものである。増殖培地には15%牛

血清加Y.L.A.培 地のを用い,維 持培地には5%牛 血

清加Y.L.A.培 地 を用いた。

ウィルス材料:実 験に用いた ウィルスは,Pelio1型

MAHONEY株,2型MEF1株,3型SAUKETT株,

ECHO-28型 ウ ィルスの内,GL-2060株,K-・779株 と

K--2211株,Rhinoウ ィルスのB--632株,Vacciniaウ

ィルスのDV-96株 とAdenoウ ィルスの1型 である。

Adenoウ ィルスの培養のための維持培地には5%馬 血

清加Y.L.A.を 用いたが,そ れ以外のウィルスの培養

には5%牛 血清加Y.L.A.を 使用 した。ECHO-28型

ウ ィルス及びRhinoウ ィルスの培養は33℃ において

回転培養法を用いて行なつた。

ウィルス量の測定はブラック測定によるPFUの 決定

と細胞変性効果を観測 してTCID50を 決定する2つ の方

法を用いた。ブラック測定のための寒天上層培地はIO6e

牛血清加2倍Y.L.A.を 基礎培地 として精製Difco寒

天 の2.2%液 を等量に混合 し,更 に中性赤を終末濃度

30,000倍 に加えたものを寒天上層培地とした。

粗Antivirinの 調製:実 験に用いた粗AVは 次のよ

うに して調整 した。25万/ccのHep.No.2細 胞を25

cc/培養瓶の割合で加え,37℃4日 間培養する。

細胞は培養瓶のガラス壁一面に単層細胞層を形成 して

いる。増殖培地を取 り去 り,pH7.4のPhosphateBu-

fferedSaline(PBS)6}で3回 細胞を洗つてか ら,AV生

産のための維持培地としてO・8%.Pelyvinylpyrrolidone

(PVP)加EAGLE培 地の培地を25cc加 え る。37℃10

日間放置したのち,培 養液を集め,3,000r.p.m.20分

遠心して上清を集める。この上清をセロハソバッグに入

れ,Carbowax6000に よ り10倍 に 濃縮 し,更 にこの

濃縮液を蒸溜水に対し透析し低分子成分を除去 し,ミ リ

ポアー濾過により滅菌してからpHを 乳2に 再調整 した

ものを粗AVと して実験に使用した。

個々の実験操作はそれぞれの部分で記述する。

実 験 結 果

1・ 数種の動物ウ ィルスの増殖に対するAntivirinの

抑制効果

始めて我々がAVの 存在に気付いた時,我 々はその測

定系 としてPolio-1型MAHoNEY株 ～FL細 胞 系を用

いた。次いで我々はAVのPolio各 型 ウィルスに対す

る抑制効果を検討 したが,AVはP。1ioの1型,2型 及
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び3型 の いず れ に 対 して も殆 ん ど全 く

同程 度 に 抑 制 効 果 を 示 す こ とが 見 出 さ

れ た。 この こ とは,AVの 抗 ウ ィル ス

効 果 はsero-typeに 無 関 係 な もの で,

相 当 幅 広 い 抗 ウ ィル ス スペ ク トル を も

つ の で は な い か と考 え させ る も の で あPolio

つ た 。

そ こ で,我 々は 以下 に記 す よ うな 数

種 の 動 物 ウ ィル ス の 増殖 に 対 す るAV

の効 果 を検 討 した。ECHO -・-28

実 験 の結 果 を表1に 示 す 。

20万/ccの 細 胞 浮 游 液 を1.Occつ

つ 培i養試 験 管 に 加 え て ,37。C3β ～4Rhi
no日間 培 養 した の ち

,増 殖 培 地 を ぬ き と

り,P.B.S.で 洗 つ た の ち,表 に 示 しVaccinia

た ウ ィル ス を 表 に示 した よ うなm・o・i.

(multip玉icityofinfectivity)で 試 験Adeno

管 内 に 加 え る。Vacciniaウ ィル ス の

場 合 は37。C3時 間,Adenoウ ィル ス

表1Antivirinの 投 与 に よ る数 種 の ウ ィル ス の 増 殖 阻 止

用い られた ウfル ス材料

種類及び型と株

1型MAHONEY

2型MEFi

3型SAUKETT

1型MAHONEY

GL-2060

K-779

K-2211

B-632

接 種 され
た ウ ィル
ス量

(m。{瓦i.)

0。4

0.3

0.3

3.0

0,4

0.4

0.2

0.4

24時 間の細胞内ウィルス量

DV-96

1型

一 一璽『FU/
m1ま た は

TCIDso/ml

対 照

3×106

5.3×10s

1。1×1ぴ

1×107

102・s

101.s

1,2×104

102.s

・・6i・ ・4・5

6。5105・s

・・5い ・s・5

筒バ

ト

止

ン

阻

セ

AV投 与群i(%)

3×104

2。6×104

1.5×105

1×107

〈10。*

<10。

4×103

<10。

102.5

105・s

101.5

0
り

4

ρ0

ハU

O
σ

0
り

Ω
U

>99

>99
66

>99

0
副

n
U

9

99

*稀 釈 しない細胞凍結融解原液でも細胞変性効果をおこさない。

の 場 合 に は37℃6時 間,Rhinoウ ィ'ルス とECHO-28

型 ウ ィル ス の場 合 は33℃1時 間,Polioウ ィル ス の 場

合 は3'1℃1時 聞,そ れ ぞれ ウ ィル ス を 細 胞 に 吸 着 せ し

め た の ち,未 吸着 ウ ィル ス を 完 全 に 洗 い 去 り,AVO.3

ccと 維 持 培 地O.7ccの 混 液 を加 え る。

対 照 群 に 対 して はAVの 代 りに0.3ccのP.B.S.を

用 い た 。ECHO--28型 ウ ィル ス とRhinoウ ィル ス を除

い て は37℃23時 間,上 記2つ の ウ ィル スは33。Cで23

時 間 培 養 し,細 胞 内 の 感 染 性 ウ ィル ス 量 をPFUま た は

TCID50の 測 定 に よ り求 め た。 阻 止 パ ー セ ン トは

(対 照のウィノ織 諾 雛 のウィルス量)×…

により求めた。

表1で 明かなように,AVはsero-typeに 関係なく,

かつまたRNA系 ウ ィルスとDNA系 ウ ィルスのいず

れに対 しても明かな抑潮効果を示 している。

2・Antivirinに よる細胞内ウィルス増殖の抑制

次に問題 となるのはAVは ウィルスの細胞内増殖のど

のステップを阻害するのであろうか と言 う問題である。

まつ考えられる点は,(1)AVが ウ ィルスの宿主細胞へ

の吸着を阻害 し,そ の結果 ウィルスの細胞内増殖を抑制

する。(2)AVは 細胞内のウィルス再生のどこかのステ

ップを阻止し,そ の結果 ウィルスの細胞内増殖を抑制す

る。(3)AVは 宿主細胞か らのウィルスの游 出 を 阻 止

し,そ の結果ウィルスの細胞内増殖を抑糊すると言 うこ

とである。これらの点の内どこがAVの 作用部位 として

考えられ うるものであるかを明かにするため次の実験を

表2Polio1型MAHONEY株 ウ ィ ル ス のHep.

No,2細 胞 へ の吸 着 に 対 す るAntivirinの

影 響

群

照

群V

対

A

接種された
ウィルス量

(全PFU)

7.0×105

7.0×los

着

トソ
)
セ
%
幡
(

吸

パ

着

量
)
ス
即
ル
P
イ
全

吸
ウ
(

着

量
)
ス
即

吸

ル
P
イ
全

未

ウ
(

4.48×104

5.32×104

6.65×10s

6.46×105

93.6

92.4

行なつた。

(A)ウ ィルス吸着に対す る影響

Hep,No、2細 胞の単層培養の成立した試験管にPolio

1型MAHONEY株 をm.o.i,が1と な るように稀釈し

てそれぞれの群に加える。AV処 理群ではこのウィルス

稀釈液にO.3ccのAV液 を加えて1試 験管あた りの接

種ウ ィルス液量を1.Occと な るようにし,対 照群 では

AVの 代 りにPBSをO、3cc加 え る。37℃60分 置 い

たのち,細 胞外液をとり,PBSで3回 洗い,洗 液と細胞

外液 との混合の全PFUを 測定し,こ れを未吸着ウィル

ス量 とす る。接種ウィルス量から未吸着ウィルスを差引

いたものが吸着 ウ ィルス量である。実験の結果を表2に

示す。

上の表で示されるように,AVを 加えても加えなくと

も接種ウィルスの90%以 上 が宿主細胞によつて吸着さ

れ,AVが ウ ィルス吸着に作用することはまつないもの

と言える。

(B)宿 主細胞よりのウ ィルス游出に対する作用

次に細胞よりのウ ィルス游出に対する効果 を 検 討 し

た。
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表3Polio1型MAHONEY株 のHep.No.2細

胞 よ りの遊 出 に対 す るAntivirinの 作 用

表4Polio1型MAHONEY株 のHep.No.2細

胞 で の再 生 に対 す るAntivirinの 影 響

群

対 照

AV群

細胞内ウィルス量

全PFU

1.81×104

1.31×10a

阻止 パ ー セ
ソ ト(%)

27.6

細胞外に遊出した
ウィルス量

全PFu隣 パあ

1.20×104

2.63×103

群

対 照

78.3

単層培養の成 立 したHep.No.2細 胞にm。o.i.を

0.1と してPolio1型MAHoNEY株 を接種し,37。C60

分吸着させ,未 吸着 ウィルスを洗い去つたのち,新 らし

い維持培地を加え更に培養をつづける。 ウィルス接種後

4.5時 間 目で細胞外液 をす てて,PBSで3回 洗つたの

ち,AV群 ではAVO.3cc含 有維持培地を1・Occ,対

照群ではAVの 代 りにPBSをO、3cc加 えた。維持培

地1.Occを 加 え30分37℃ 培養 し,対 照群 とAV群

の游出ウィルス量 と細胞内ウィルス量を測定 した◎

表3に 見 られるように,ウ ィルス接種後4・5時 間か ら

5時 間の30分 間AVを 培 養液中に加えると,ウ ィルス

の細胞 よりの游出は78・3%阻 止 される。同時にその時

の細胞内ウ ィルスを測定すると対照群 とAV処 理群の細

胞内ウィルス量には有意の差を認めないか ら,こ の游出

の抑制は細胞内ウ ィルスの減少の2次 的反応の結果では

ないものと思われる。ただ,こ のAVに よるウ ィルス游

出の抑制がAV作 用の本体 と考えるには余 りに微弱なも

のである。

以上の2点 がAV作 用 の本質ではないと考えると,ウ

ィルス再生機構に対するAV作 用の検討が重要な問題 と

して浮び上がる。

(C)ウ ィルス再生初期過程に対するAntivirinの 作

用

実験は2群 に分けて行 なつた。Hep・N◎.2細 胞 の単

層培養の成立 した培養試験管にP。lie1型MAHONEY

株をm.o.i.をO.1で 接 種して,こ れを37℃60分 吸

着させたのち,未 吸着ウ ィルスをとりのぞく。対照群で

はPBSO.3ccを 加 えた維持培地1.Occを 試験管に加

える。AV処 理群は2つ に分ける。第1群 はウィルス接

種後1時 間 より3時 間 目までの2時 間AVを 加 えたの

ち,洗 い去 り新鮮な維持培地を加えてウィルス接種後6

時簡 目に細胞内及び細胞外 ウィルスを定量する。第2群

はウ ィルス接種後3時 間までは対照群 と同じように処理

し,3時 間 目にAVを 加えてそのまま6時 間目『まで培養

して第1群 と同じようにウ ィルスを定量する。 この実験

で,第1群 ではウ ィルス侵入後か らウ ィルスRNAと ウ

ィルスタンパク質の合成を終 りRNAと タンパク質の結

合を開始するあた りまでAVを 作用させたことにな り,

AV

処理群

噌⊥

2

細胞内ウィルス量

全PFU

1.33×105

阻 止 パ ー
セ ン ト

(傷) .

1細 胞外ウィルス量

1.22×103

1.98×104

阻 止 パ ー

全PFUセ ン ト

(%)

6・63×1・31

99.00*

84.16。0×102

99以 上

90.9

*稀 釈 しない原液を接種 してブラックの発現をみとめ

ない。

第2群 ではウ ィルス構成成分の集合か ら感染 ウィルス粒

子の完成に至る期間AVを 作用させたことになる。

実験の結果を表4に 示す。

表4で 明かなように,第1群 ではウ ィルス接種後6時

間目にウィルス量を定量すると,細 胞内 と細胞外のいず

れのウィルス量も90%以 上の抑制を示している。これ

に対して,第2群 においては84%eの 細胞内ウィルス生

産の抑制である○この抑制度は推計学的に有 意 で あ る

が,第1群 の抑制度に比してその抑制は格段に低いもの

である。

考 察

我々がはじめてAVの 存在について報告した時,我 々

はプラヅク形成の抑制を指標として研究を進 め て 来 た

が,今 回の実験の結果で,明 かにAVの 作用はウィルス

増殖の抑制がその作用の本質的なものであることが示 さ

れたと言えよう。BALTIMOREら7)に よれば,Polioウ ィ

ルスはHeLa細 胞において,感 染後60分 以内にRNA

合成を開始し,そ のRNAは2時 間まではPolyribosome

には見出され るけれ どもウィルスの中にはと り込 まれ

ず,2・5時 間後に始めてRNAは ウ ィルス粒子の中にく

み込まれ始める。そして,4時 間近 くなると合成された

RNAの20%が ウ ィルス中にあると言われている。 今

回我 々の用いた実験条件では,ウ ィルス接種 後1時 間目

か ら2時 間AVを 作用させた場合に最も明かな阻止効果

を得たと言うことは,AVの 作用部位がウィルス再生の

初期～即ちウィルス核酸とウィルスタンパク質の合成の

はじま りからこれ ら2つ のウィルス構成因子のむすびつ

きまでの過程にあることを示唆 している。

今回の実験で示されたようにAVの 抗 ウィルススペク

トルはRNAウ ィルスとDNAウ ィルスの区別なく,ま

た血清学的分類にも関係なく至つて輻広いものである。

我 々が今回とり上げたウィルスの種類は或る限 られた範

囲のものであ り,実 際の病原性動物ウィルスの数はもつ

ともつと多いものである。しかし,今 回我々の得た結果

か らAVが まだ検討 していない多 くのウィルスにも作用
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しうる可能性のあることは理解しうると思われる。

AVの 各種 ウィルス感染に対する化学療法学的検討は

今後更に進めて行きたいと考えている。

要 約 ・

AVの 抗ウィルススペクトルを下記のウ ィルスを用い

て検討 した。Polio1,2及 び3型,ECHO-28型,Rhino・

Vaccinia及 びAdenoウ ィルス。 これ らウィルスの宿主

細胞への侵入後AVを 加えると著明なウ ィルス増殖の抑

制を来 し,そ の効 果は血清学的分類やRNA系 または

DNA系 ウ ィルスの区別なく認め られる。AVの 曳イル

スの増殖抑制効果の本質は,細 胞内ウ ィルス再生機構の

初期過程の抑制である。
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STUDIES ON THE HIGH MOLECULAR SUBSTANCES POSSESSING 

          CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY. I

Antivirin, a New Antiviral Inhibitor Produced from 

 Cultured Cells in the Absence of Viral Infection

 SHIGESHI  TOYOSHIMA,  YOSHIKO SETO, MASAKO TAKAOKU 

               & HARUHISA FUJITA 

    Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical 
            Institute, Keio Gijuku University

 The antiviral spectrum of antivirin, a new antiviral inhibitor produced from cultured cell lines in 
the absence of such Interferon inducers as viral infection, foreign nucleic acid, bacterial endotoxin and 
pol ysaccharides like Statolon was investigated. Antivirin was inhibitory on the intracellular  multi-
plication of polio (types 1, 2 and 3), echo-28, rhino, vaccinia and adeno viruses. The site of action of 
antivirin was considered to be the inhibition of the replicative step of the intracellular  multiplication. 
of susceptable viruses.




