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化 学 療 法 的 活 性 を も つ 生 体 成 分 の 研 究.III

部分精製されたAntivirinの 性状

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)

前報1～s)にお いてわれわれはInterferen生 産促進因子

を作用させない細胞培養系でわれわれがAntivirin(以

下AVと 略す)と 名付けた新らしいウイルス増殖阻止因

子の生産されること,AVは ウイルスの細胞内再生過程

に作用 してRNA系 ウイルスのみならずDNA系 ウイル

スをも抑制し,ウ ィルス感染後に増殖阻止効果を現す こ

とを見出した。

AVは 多 くの培養細胞系により生産されるもので,こ

れを普遍すれば一般細胞系のもつ機能的代謝産物である

といえるであろう。

今回は硫酸アソモニウム処理により部分精製せられた

AVにつ いてその性状を検討したので,そ の結果につい

て報告する。

実験材料および方法

使用細胞}詮 懇 樋 じHep・No・ 表 、

2細 胞を用いた。細胞の増殖には15%

牛血清加Y.L.A・ を用い,AVの 生産

はPVPを ぬ いたEAGLE培 地 を用い・

37℃10日 間に採取 した。AV活 性の

測定はPolio1型MAHONEY株 ウイ

ルスを用い;m.o.i.0.1で 接種 し,24

時間後の細胞外感染ウイルス量を定量

した。

AVの 硫酸アソモニウム(以 下硫安

と略す)処 理,お よび この部分精製AV

に対 して加えた色 々な処理はそれぞれ

の章で記述する。

実 験 結 果

1.Anti▼irinの 硫酸7ン モニウム

による分画

前報のように37℃10日 間培養 して

調整されたHep.No.2細 胞 以 来 の

AVを 表1に 示すように硫安分画を行

ない,各 分画部を蒸留水に対し完全に

硫安の検討されなくなるまで透析を行

ない,そ の内液をMilliporeFilterで

滅菌濾過し,原 量に容量を調整 してか

らその活性を測定した。

まつAVの 硫安分画AVの 活性の測定の前に硫安が

抗ウイルス効果を有するか否かを検討した。Hep.No.2

の単層細胞の成立した培養瓶にPolio1型MAHONEY

株 ウイルスを接種し,37。C60分 後,硫 安を含む寒天上

層を加え,ブ ラックの発現について37℃4日 後に観測

を行ない,阻 止パーセソトを算出した。硫安の最終濃度

が10-4Mで あ る場合そゐブラック阻止パー セ ン トは

99.8%で,10"5Mで99%,10-6Mで20%で あ り,

この結果 よりみて硫安それ自体にプラック発現の抑制効

果があ り,こ のため硫安分画後の透析で硫安の除去が不

完全であると結果の判定を間違 うことがある。われわれ

は塩化バリウム法で硫酸イオソの検出を行ない,検 出さ

れなくなつたのち,更 に2日 間透析を続けて硫安の除去

を行なつた。

Antivirinの 硫 安 分 画 部 のPolio1型MAHONEY株 ウイ ル ス

に対 す る抑 制 効 果

分 画 部

25%硫 安 飽 和 沈 澱

33%硫 安 飽 和 沈 澱

50%硫 安 飽 和 沈 澱

62%硫 安 飽 和 沈 澱

68%硫 安 飽 和 沈 澱

硫安全飽和上清透析内液

PFUlml*

趨'「 翻 対 照 副 趾 謝 ント
7,66×103

1.33×103

1.66×10e

3.3×10ユ

2.6×103

1.5×102

1.33×103

阻 止 せ ず

0

阻 止 せ ず

99

阻 止 せ ず

88

*0 ・1のm・ ◎.LでMAHONEY株 ウ イ ル スを 接 種 し,

ウイ ル ス量

表2Antivirinの 酵 素 分 解 の検 討

8時 間後の細胞外

酵 素 分 解 の 条 件

作 用 し
酵 素 毫1(亀
Trypsin

RNase

DNase

Enzyme-freeの

PBSに 溶 解 した

Antivirin

2,000

10

10

0

反応温度(
℃)

7

7

7

Ω
》

Ω
り

3

37

反応時間(
時)

4

1

6↓

4

PFU/ml*

Ant癖剛 対 照 群 隙 一

1.0×105

2.2×105

1.9×105

2.2×10s

3.9×106

4
凸

FO

7
.

Q
》

0
》

Q
V

94

*0 .1のm.o.i.でPolio1型MAHoNEY株 ウイ ル ス を 接 種 し24時 間

後 の 細 胞 外 ウイ ル ス量
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実験の結果を表1に 示す。

MAHONEY株 ウ イ ル ス をm.o.i・

0・1でHep.No.2の 単層培養に接種

し,37℃60分 吸着せ しめたのち,各

検討すべきAVの 硫安分画0、3ccを

含 む維持培地を加え,37℃8時 間培養

後細胞外ウイルス量を測定 した◎表1

でみるように62%飽 和沈澱部 と,硫

安全飽和後の遠心上清を透析 した内液

部に増殖抑制効果がみ とめられる。後

者が62%e飽 和沈澱部の分解 した もの

か,あ るいは2種 類の活性物質が含有

されているものか,現 在の所では明か

ではない。今後詳細に検討する予定で

あるが,今 回の実験には以下62%飽

和沈澱部分を使用した。

2.Antivirinの 酵素分解の検討

この62%硫 安沈澱部は紫外線吸収

スペクトルを見ると215mμ と280mμ

に最大吸収を有し,各 種のタソパク質

呈色反応が陽性で ある◎260通 μ には

吸収を認めないので,ま つタソパク分

解酵素処理によるAV活 性の失活を検

討 した。 参 考 のた め に,RNaseと

DNase処 理によるAVの 失活の可能

性も検討 した。

実験の結果を表2に 示した。われわ

れの予想に反してTrypsinはAV活

性 に全 く何 らの影響をおよぼさなかつ

た。RNaseもDNaseもAVに 失活

効果を示 していない。AVがTrypsin

表3Antivirinの 熱処理に対する安定性 とP且 の変化に対する安定性

Antivirinに 加 え た 条 件

温 度(℃)

熱 安 定性 の検 討

4

25

37

56
'76

100

pHに 対する安定性

25

時 間

(分)

60

60

pH

7.2

2.0

5.0

7.0

9.0

10.0

PFU/m1*

Antivirin、

処 理 群

2.0×10s

4.2×10s

1.3×105

2.0×105

2.1×10s

6。0×10s

1。2×10s

1.2×105

1.4×105

1。4×105

1.3×105

【対 照 群

6.7×105

8.0×105

め軒
阻
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*O .1のm.◎.i. tでPolio1型MAHoNEY株 ウ イ ル ス を 接 種 させ て24

時 間 後 の細 胞 外 ウィ ル ス量

表4Antivirinの 過沃素酸による不活化の検討

被 検 材 料

対 照1

(辮 羅 膿 作用させずウイルスの)

対 照 皿

儒 孫 錨 鯉 潔 ち'ntactAn-)

処 置 群

(ウ イルスを接種したのち過沃素酸を反応せしめだAntivirinを 作 用させた ・)

作用させた
過沃素酸の

濃度

(M)

0

0

10-2

Antivirinの 効 果

PFU/ml

4.4×105

5.7×104

7.0×104

隣 パ1薦

87

83

で失活されないことは極めて興味あることで,今 日まで

報告せ られたすべてのInte「feronお よびInterferon様

物質t)は勿論TSILINSKYら5)に よ り報告せられた新抗

ウイル ス性物質 も,HOLLANDのReceptor6)も すべて

Trypsinに よ り失活される。AVの このようなタソパク

分解酵素抵抗性は今後更に検討すべ き性質であろ う。

3・Anti▼irinの 熱処理に対 する安定性とpHの 変

化に対する安定性

Interferonお よびInterferon様 物 質は概 して不安定

で常温ではpH3・0か らpH10.0の 間 で安定であるが,

耐熱性に乏しく,65～85℃60分 の加熱でその活性を失

うと報告されている4)。 前の章で記述 した酵素分解の実

験 で,AVとInterferonの 根本的相異を示す結果が得

られたので,AVの 耐熱性 とpH安 定性を検討 した。

実験の結果を表3に 示 した。

i表3で 見 られるように,AVは25℃ で観 察 した場

合,pH2・0か らpH10.0の 間 で全 く安定であ り,な

おまたpHを7.2と して,4℃ か ら100℃ までの任意

の温度に60分 反応せ しめても,AV活 性 に何 らの変化

を生 じない。ただ,100℃60分 反応せ しめた場合,タ ソ

パク変性を暗示する白濁を生ずるのを認めたが,AVの

抗 ウイルス活性の低下は認め られなかつた。

4・Antivirinの 過沃素酸による不活化の検討

以上の検討。

Interferon様 物質の多 くは糖 タンパク質で過沃素酸で

失活され る4)。上述の実験でAVがInterferonとTry・

psin抵 抗性 と耐熱性の2点 で異なることを明かにした。

更にわれわれはAVの 過沃素酸による失 活 の 態 度 が

Interferonと 異 なるか どうかを明かにするため実験を行

なつた。
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実験の結果を表4に 示す。

表に見 られるように,AVは 過沃素

酸による失活を 受 け な い が,Inter・

feron標 本でも比較的純度の低いもの

は過沃素酸化耐性であ り,AVに っい

ても結論は更に精製操作の進行をまつ

て出したい。

5・Anti▼irinの 紫外線不活化の検

討

i表5Antivirinの 紫 外 線 不 活 化 の検 討

被 検 材 料

Antivirinは260mμ の波長に特異

的吸収を示さないので,核 酸を含有し

ないものと考え られるが,こ の点を確

認するため紫外線不活化の検討を行な

つた。AVを4cmの 直径のペ トリー

対照 ・(ウ イルスを接種したのみでAntivirinを作用させてい
ない)

対照2(鞭 灘 礁 鋤

籔 葵駕i謬)

…

紫 外 線
照射時間

(分)

0

Antivirin効 果

lPFU/m1
4.2×106

L
阻 止 パ ーセ
ン ト(%〉

0 4.2×10s 90

シャーレに入れ,液 相を1cmの 厚 さ

にする。 このAV相 に対 して高さ10cmよ り紫外線を

照射し,AV活 性に対する影響を検討した◎実験の結果

を表5に 示 した。

表でみられ るようにAV活 性は紫外線照射で失活され

ない。

考 察

われわれは今回Hep.No.2細 胞培養よ り採 取 した

AVを 硫安により分画 し,62%飽 和沈澱部と硫安全飽和

遠心上清に活性の存在するのを認めた。後者は透析する

と内液に残ることよりみてなお高分子状態で存在するも

のと考えられる。前者が分解するか,タ ソパク部分が解

離 したものが後老であるか現在の状態では明か で は な

いo

われわれは今回は前者を用いてAVの 性状 を検 討 し

た。AVはTrypsinで 分解せず,RNaseとDNaseで

も分解せず,100。C60分,pH7.2に して加熱 しても失

活せず,pH2.0か ら10.0の 間で安定である。過沃素

酸および紫外線で不活化されない。

以上の諸性質よりみると,AVは 少 くとも単純 タンパ

ク質ではない。 しか し,複 合 タンパク質 と考えるとし

ても,今 回の実験では糖質の関与も,核 酸の関与も示唆

しうる結果は得られていない。 またか りに,AVが 単純

タンパク質でも複合タソパク質で もない としても,280

mμ と215mμ に最大吸収を有し,透 析されえない高分

子物質であることは,酸 アミド結合をもち,芳 香環の物

質をもつ高分子物質であると考えられる。AVの 本体は

その精製が進む と共に一層明かとなると思われる。 しか

し,今 回の実験で,AVは その産生の型式,作 用型式の

他に,そ の性状においてもInterferon様 物 質と異なる

1

2

4

4.」7×105

2.7×10s

3.1×10s

89

94

93

もの で あ る こ とが 示 され た と考 え る。

要 約

AVを 硫 安 分 画 操 作 す る と62%飽 和 沈殿 部 と全 飽 和

後 遠 心 上 清 部 の 透 析 内 液 部 に 活 性 が 認 め られ る。 前 者 に

つ い て の 検 討 の 結 果,つ ぎ の 性 質 を 有 して い た 。(1)

Trypsinで 失 活 され な い。(2)RNaseとDNaseで 失

活 され な い ◎(3)100℃60分pH7.2の 加 熱 で失 活 さ

れ な い 。(4)250CでpH2.0～pH10.0の 間 で 失 活 さ

れ な い 。(5)過 沃 素 酸 不 活 化 を うけ な い。(6)紫 外線 不

活 化 を 受 け な い◎
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STUDIES  ON THE HIGH MOLECULAR SUBSTANCES POSSESSING 

          CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY. III

The Properties of Partially Purified Antivirin

SHIGESHI TOYOSHIMA,  YOSHIKO SETO &  HISAKO TONEGI 

Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical Institute, 
               Keio Gijuku University

 By using the ammonium sulfate fractionation method, the activity of Antivirin was found to be in the 
 ,62% saturated fraction and the inprecipitable fraction . The antiviral activity of the former fraction 

was not inactivated by the enzyme-digestion such as trypsin, RNase and DNase. Antivirin-activity was 
very stable in the range of  2-10 of pH and was not inactivated by heating at  100°C for 60 minutes. 
The activity of Antivirin was not inactivated by the treatment of periodate and of ultraviolet irradia- 
tion, too.




