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化 学 療 法 的 活 性 を もつ 生 体 成 分 の 研 究.II

Antivirinの 生産条件 と力価測定

豊 島 滋 ・瀬戸 淑 子 ・戸根木尚子

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)

Antivirin(以 下AVと 略す)は,前 報1・2)において報

告したように,Jnterferon誘 導 因子を全 く加え ること

なく培養細胞を維持することによつて生産される抗 ウィ

ルス活性物質である。われわれの報告以前にはAVの よ

うなウイルス増殖阻止因子についての記述はなく,わ ず

かにわれわれの報告より1年 お くれ て,TSILINSKYら

が類似の抗ウイルス性高分子物質を報告しているにすぎ

ない3)。今回は,AVの 生産の諸条件と,そ の力価測定

についての検討の結果を報告する。

実験材料および方法

培養細胞:以 下の細胞を使用した◎HeLa(野 生株 とS3

細胞を用いた。前者をHeLa-W,後 者をHeLa-S3と 略

す)。Hep.No.2,KB,G2V,Changに よる株化人肝細胞

(C肌 と略す)。 およびLな どの株化細胞 と,人 胎児肺

細胞(HEL)の 初代培養細胞を用いた。

培地:原 則 として,株 化細胞の培養には15%牛 血清

加Y.L.A.を 用 いたが,HELの 培養にはO.5%Lacta-

lbumin加 水分解物(LAHと 略す)を 加えたEAGLE培

地に牛血清を10%eの 割合に補充 したものを用いている。

AVを 生産するための維持培地にはO.8%,Polyvinyl-

pyrrolidone(PVP)加EAGLE培 地 とPVPを 含 まない

EAGLE培 地を使用 した。 われわれの最初の報告では血

清を加えた維持培地を用いたものであるが,血 清の中に

は抗体あるいは非特異的阻止因子などを含んでいるので

混乱をさけるために血清を含む培地を使用 しなかつた。

ウイルス:Polio1型MAHONEY株 ウイルスを使 用

した。ウイルスのプラック測定はつぎのよ うに した。

Hep・No・2の 単層細胞を含む培養期に ウイルス稀釈液

O.3ccを 加え,37。C30分 吸着後,10%牛 血清加2倍 濃

度YLAと2.2%精 製寒天を1:1に 加えた寒天上層

培地を1培 養瓶に加え,22℃15分 放置 したのち37℃ に

4日 間培養しPlaque数 を算 え,Plaqueformingunit

(PFU)1m1を 計算した。

AV力 価測定の一般的方式:AVの 力価測定条件の検

討は別として一般には下記の方法を用いた。25万/ccの

Hep・No・2細 胞を培養試験管に加えて37℃3～4日 培養

して単層培養が成立 したのち,MAHONEY株 をm・o・i・

0.1で 接種す る。37℃60分 吸着 し,未 吸着 ウィルスを

洗い去 り,AV標 本をO.3cc加 え,更 に維持培地0.7

ccを 加えて37℃23時 間培養 し,細 胞外ウイルス量を

PFU測 定 により定量 した。対照ではAVの 代 りにPBS

を0.3cc用 いた。AV処 理群のPFUと 対照のPFUか ら

阻止パーセソトを計算する。このため下の式を用いた◎

(対照のPF騙 農 署群のPFU)× …

実 験 結 果

1.各 種の培養細胞でのAntivirin生 産の検討

まつAVが ある特定の培養細胞でのみ生産 され るの

か,ま たは培養細定は一般にAV生 産の能力を有する

のか,こ の点を解明するための検討を行なつた。

中型角瓶に検討する細胞を200万 個加えて,37℃4

日間培養し完全な単層を形成させ る。増殖培地をすて,

PBSで3回 洗い,10ccのAV生 産用維持培 地を加え

る。PVP加EAGLE培 地 とPVPを 加 えないEAGLE

培地 を用いる。37℃ で培養 し,培 養完了後培地をとり,

4000RPM20分 遠心して,細 胞の破 片を除き,4℃ で

Carbowax6000を 用 いて10倍 に濃縮す る。つ いで,

蒸 留水に対 して透析を行な う。透析後内液をとり,Miレ

1ipore濾 紙(HA型)を 用いて滅菌濾過して抗ウイルス

活性のテストを行な う。AV活 性の検討は実験材料およ

び方法の章で記述した方法によつた。

実験の結果を表1に 示す。

表1で 見られるように,HeLa-S3,Hep.No.2,CHL,

G2Vあ るいはLの よ うな株化培養細胞のみでなく,

HELの ような初代培養細胞でも充分なAVの 生産を示

している。FLやKB細 胞 がAVを 生産するこ とは既

に前va1)で記述 した所である。この点よりみるとAV【 は

ある特定の細胞のみが生産するの で は な く,一 般細胞

に一今の時点では培養細胞と限定するのが妥当と思われ

るが一共通して認 め られ る現象と思われる。細胞間の

AV生 産効率の量的差異は表1に 示した結果からは判然

とせず,寧 ろほぼ同程度の生産効率をもつているように

見える。生産のための維持培地はPVP加EAGLE培 地

のほ うがPVPを 加えぬEAGLE培 地 よりす ぐれている

ものと思われる。
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表1各 種 培 養 細 胞 に よ るAntivirinの 生 産

生 産 条 件 活 性 測 定

用いた

細胞名

HeLa-S3

Hep.

No.2
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L
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G2V
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印
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(
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①
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PVP十
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EAGLE
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=**

2.8x10§

37
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3
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2.1×107

1.1×106

2.1×107

6.0×105

2.1×107

3.6×106

1.5×107

2.2×106

1.5×107

3.0×104

2.1×107

1.1×10s

1.3×106

3.4×106

9.0×107

1。2×106

1.5×107

3.5×105

1.3×106

阻 止 パ ー
セ ン ト

(%)

98

94

97

77

このことは,PVP加EAGLE培 地を用いるほ うが細胞

の維持が良好であるために起因するものと考えられる。

2.Antivirin生 産 と細胞維持日数との関係

AVは 培養経過 と共に細胞培養液中に游出されて来る

ものである。 したがつて,培 養開始前に細胞を破壊 して

もAV活 性は認められないことは前報1)で 示した所で

ある。そこで,培 養の経過 日数 とAV生 産 との関係を

検討した。

200万 個の表に示 した細胞を中型角瓶に加えて,完 全

な単層を作る。PBSで 洗つたのち,AV生 産 のための

維持培地を加え37℃ で培養する。

一定間隔で細胞培養液をとり,前 章のように操作して

表3Antivirin生 産 の時 間 経 過
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*十'はPVP加EAGLE ,一 はPVPを 加 え な い

EAGLEを 示 す

**分 母 は対 照 のPFU,分 子 はAV処 理 群 のPFU

を 示 す

KB

培養 臼数
(日)

2

4

凶0

8

ウ
醒

4

ρO

R
V

AU

」4

嘘三

-

2

4

ハリ

0
0

阻 止 パ ーセ ン ト

(%)

9

8

轟0

0

盛O

n6

ワ
醒

n6

0
0

《U

4
U

OO

O
O

Ω
り

3

5

ヴ
`

4
U

ワ
置

2

4

4

Q
V

ハU

-
孤

0
り

ρQ

8

表2Hep.No.2細 胞 で のAnti・

virin生 産 の 時 間 経 過

表4Antivirinに よる細胞内ウイルス量の抑制と細胞外 ウイルス量

の減少の平行性

培 養 日 数
(日)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

阻止 パ ー セ ン ト(

%)
用 い たARtivirin材 料

9

8

2

0

6

3

6

6

8

6

6

6

7

8

8

8

7

7

6

7

対 照

Hep・No.2細 胞37℃10日 培養後

採取AV

Antivirin活 性(PFU/m1)

細胞内ウイルス量陣 外ウイルス量

HeLa-Ss細 胞,37℃31日 間 培 養

後 採 取AV

HeLa-Sg細 胞,37℃37日 間 培 養

後 採 取'AV

Changの 人肝細胞,37℃14日 間

培養後採取AV

7。6×107*

9.6×10s

(98%)**

6.3×105

(99%)

3.1×105

(99・6%)

1.6×10s

(99.8%)

2.1×107*

6.0×10s

(97%)**

2.8×105

(98%)

1.1×105

(94%)

3。0×105

(99.8%)

維持培地 としてPVPを 加 えない

EAGLE培 地 を用いた

*上 段の数字はPFU/m1を 示す

**下 段 の数字は阻止パーセントを示す
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AVを と り,そ の活性を 測 定 した。表2で 維持培地に

EAGLE培 地を用い,AV活 性の測定を実験方法の部で

記述 した方法で行なつた結果を示 した。表3はPVPO.8

%加EAGLE培 地 を維持培地 として,AVの 活 性を下

の よ うに 変えて測定を行なつた結果を示 した。即ち,

Polio1型MAHoNEY株 の稀釈液と被検AV材 料を加

えて37℃60分Hep・No.2単 層培養細胞に作用 させ る。

60分 後,培 地をぬきとり,3回 洗浄したのち,被 検AV

材料を0.3cc含 有す る寒天上層4.Occを 加 え,37℃

に4日 間置いてそのブラック発現をみた。対照において

は,被 検AV材 料の代 りにPBSと 同 じ容量加えた。

対照のブラック発現数 とAV処 理群の それ より阻止パ

ーセγトを算出した。

表2で 示 され るよ うに,維 持培地 としてEAGLE培

地単味を用いた場合,当 然のことなが ら細胞 の維持が

PVPを 加 えたEAGLE培 地 を用い るより悪く,5日 以

後,と くに細胞の破壊が著明である。AV生 産もこの細

胞維持と平行し,細 胞に維持培地を加えて5～6日 で最

高の活性を示す粗AV材 料をうることが出来る。

表3の 実験はO.8%PVP加EAGLE培 地を用いた=場

合で,AV生 産効率は8～10日 の間で採取す るのが最

もよいように思われる。Hep.No.2細 胞 で14日 目採取

材料のAV活 性が低いのは細胞の維持の問題に関 係す

るのであろう。以上の表2とi表3の 結果よりみて,PVP

加EAGLE培 地 なら8～10t日,PVPを ぬ いた場合 な

ら5～6日 がAV生 産 に至適なのもこれ らが一般的 に

いつて細胞がよく維持され うる最大公約数的培養 日数で

あるとい うことであり,よ り維持状態が良好なら更に培

養 日数を延長すればよいのであろう。

3.Antivirin活 性の測定条件の検討

a:Antivirinに よる細胞内ウイルス増殖抑制 と細胞

外ウイルス量減少の平行性

AVの 活性を測定するにあたつて,日 常数多くのAV

表5

標本の活性をみるには,細 胞外 ウイルス量のみの定量で

充分であれば比較的取扱いが簡明である。しか し,も し

細胞外ウイルス量の測定が細胞内ウイルス量の反映でな

い とした ら,こ のような細胞外ウイルス量の減少でAV

活性の程度を考察するのは危険である。

この点を検討するためつぎの実験を行なつた。

Polio1型MAHONEY株 ウイルスをm.o.i.0.1で

単層培養の成立 したHep.No.2細 胞を含 む試験管に加

え,37℃60分 吸着させたのち,各 種のAV材 料を0。3

ccと 維 持培地0.7ccを 加え,37℃23時 間 さらに培養

を行ない,そ の細胞内ウイルス量と細胞外ウイルス量を

測定した。実験の結果を表4に 示す。表4で 見 られるよ

うに,い ずれのAV材 料を用いても,細 胞内ウイル ス

量の抑制と細胞外ウイルス量の減少は平行する。

以上の結果よりみて,AV活 性の測定に細胞外ウイル

ス量の減少は充分用いられ うる指標である。

b:接 種ウイルス量 とAntivirin活 性の関係

化学療法物質の活性はその物質の濃度と対象病原体量

の相互関係できまる◎ この点についてAV活 性が ウイ

ルスの接種量を変えるとどのように変化するかを検討 し

た。Polio1型MAHoNEY株 をm.o.L3.0,0.3,0.1,

お よびO.05で それぞれ,単 層培養Hep.No2細 胞 に

接種し,37℃60分 吸着後,Hep.No.2細 胞37。C10日

培養でえたAV材 料0.3ccを 各群に加え,37。C23時

間培養し,細 胞外ウイルス量を測定した。実 験 の結 果

を表5に 示す◎表5で 見 られるように,AVの 効 果 は

m・o.i.が0・3以 下の時に著明にみ られ,と くに0.1～

0.05で あ る場合に一層明らかである。

c:Antivirinの 最小有効濃度

つぎに検討する必要のあるのはAV活 性を現す有効量

である。 この点を明かにす るため,Polio1型MAHoNEY

株 ウイルスをm.o.i.0.1でHep.No.2細 胞に接種し,

37℃60分 吸着後,HeP.No・2細 胞37℃10日 培養によ

Antivirinの ウイ ル ス増 殖 抑 制 効 果 と接 種 ウイ ル ス量 の 関 係

接 種 され たPolio1型MAHoNEY株 の
m.o.i.

3.0

0.3

0.ユ

O.05

AV薫 ザHep.No。2の

加 え られ た量

(m1)

0.3

0.3

0.3

0.3

ウイルス接種後24時 間の細胞外 ウイル
ス量

PFu/ml*

3×107

4×107

2.5×10e

1.1×107

4.9×10s

3.1×107

2.1×105

2.5×106

阻 止 パ ー セ ン ト

(%)

0

77.3

84.2

91.6

Antivirinを 加 えた 群 の細 胞 外 ウイ ル ス 量
*
Antivirinを 加 え な い対 照 群 の細 胞 外 ウイ ル ス量
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表6粗Antivirinの 最 小 有 効 濃 度

加 え たAnt.i卯 えたAnti・ 抑 制 効 果

囎 容鴫 窟 タPFU/m1嚇 セ
001.7×106

0.32.51.1×10592.4

0.1512.5L8×10589.4

0.0756.251.6×10s90.'5

0.03253.1259.8×10s42.3

り調整されたAVを いろいろの容量で加え,37。C23時

間後の細胞外ウイルス量を測定 した。実験の結果を表6

に示す。 粗AV標 本中の タンパ ク量はLOWRYの 方

法4)に よ り定量 した。表か ら見 られるように,粗AV標

本の最小有効濃度は容量 として0.075cc,タ ソパ ク量

として6・25mcg/mlで あつた。

考 察

この報告において我々はAVが 各種 の細胞培養か ら

生産 され,し かもその生産は細胞の維持状態 と共に消長

を共にす ることを示 した。したがってAV生 産効率を

よくす るためには出来る限 り細胞を長くよい状態に保つ

ことが必須の条件 となつてくる。われわれはAV生 産

のためにPVP加EAGLE培 地 とPVPを 含 まな い

EAGLE培 地 を用いたが,も ちろん前者の方が細胞の維

持に適 しているので前者を用いて調整 したAV活 性の

方が後者を培地 として調整したAVの 活性 よ りす ぐれ

ている。ただ,精 製操作を今後行なつてゆくに つ い て

PVPの よ うな高分子物質が存在 していないほ うが望 ま

しいので,EAGLE培 地 単独でのAV調 整について検討

したのである。

前報2)においてわれわれはAVに よ り細胞外ウイルス

量の減少することを記述 したが,今 回の報告でさらにこ

の点を確認した。AVの 一般的活性の測定には細胞外ウ

イルス量を定量することで充分であ り,こ れは細胞内ウ

イルス量の抑制と細胞外ウイルス量の減少が平行性を保

つていることによる。AVの 活性はウイルスの接極量と

AVの 添加量により著るしく影響されるものであるが,

粗AVを 用いた今回の実験ではウイルス接種はm.o.i.

0・3以 下,AV量 は0・075cc以 上,即 ちタンパク量 と

して6・25mcg/ml以 上でその効果を現わすこ とが明か

にされた。このAVの 効果は抗ウイルス性化学療法薬

創製の見地か らみると必ず しも高度なものではないが,

よ り精製を加えることによりもつ と活性の高い標本をう

ることが出来 るものと思われる。

要 約

AV生 産能を各種の培養細胞について検討 した。AV

は広 く各種の培養細胞により生産されその活性は,ウ ィ

ルス接種がm・o・i・0.3以 下でAV添 加量が0.075cc,

タンパク量 として6・25mcg/mlの 時 に現われる。AV

は細胞内ウイルス抑制を来し,そ の結果細胞外ウイルス

の減少を来すので,日 常には細胞外ウイルス量の減少度

の定量でAV活 性を測定 しうる。
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STUDIES ON THE HIGH MOLECULAR SUBSTANCES 

POSSESSING CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY . II

The Conditions for the Production of Antivirin and for the Estimation of its Antiviral Activity .

 SHIGESHI TOYOSHIMA,  YOSHIKO SETO &  HISAKO TONEGI 

Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical Institute , Keio Gijuku University

 Antivirin can be produced from many types of cells , either of stable cell-lines or of primary cultured 
cells. The antiviral effect of Antivirin can be clearly observed when an inoculum size of m.  v. i. of  0
.  3---0.  05 susceptable virus is employed. The minimum inhibitory dose of Antivirin is  6.25  mcgiml 

as protein content. As the decrease extracellular viral amount of the group treated by Antivirin is 
clearly the reflection of the inhibition of intracellular viral multiplication, the routine assay of Anti -
virin activity may be performed by the determination of the decrease of extracellular viral amount .




