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化 学 療 法 的 活 性 を も つ 生 体 成 分 の 研 究V

Antivirinの 特性,特 にその熱抵抗性 と蛋 白分解酵素抵抗性について

瀬 戸 淑 子 ・戸根木尚子 ・豊 島 滋

慶応義塾大学医学部薬化学研究所生物薬品化学研究室

(昭和43年7月11日 受付)

前報1～3)において,我 々はInterferon生 産促 進 因 子

を作用 させない細胞培養系 でInterferon4)と は 異 な る

新 しい蛋白性 の高分子 ウイルス増殖阻止因子の生 産され

ることを見出 し,こ れをAntivirinと 名付けた。Anti-

virin(以 下,AV)はInterferen(以 下,IF)と 次のよ う

な点で異なる新 しいウイルス阻止因子である。(1)AV

はその生産のためにIF-inducer(s)を 必要 と しな い。

(2)AVはhostspecies-specificityが ほ とん ど認あ

られ ない。(3)AVの 活 性 は熱安定性 で100℃,10～

60分 の加熱に よつ ても失活 されない。(4)AVの 活性

は蛋 白分解 酵素処理 によつ て失活 され ない。 このよ うな

AVの 性状は,AV餉 が蛋 白性 のものでない ことを示唆 し

ているように一見み られ るが,AVは 紫外 部吸収 スペ ク

トルに於いて280mμ に極大吸収帯を,245mμ に最少

吸収帯を有 し,各 種の蛋 白呈色反応に陽性反応 を示す こ

とはAVが やは り蛋白性性格 のものであ るこ とを示 し

ている。 この よ うなAVの 耐熱性,及 び耐蛋白酵素性

はAVの 際立 つた特長であ り,こ の点 を解明す ることに

よ りAVの 性格を明かにするこ とが 出来 るで あ ろ う。

この報文は,AVの 耐熱性及 び耐蛋 白分解酵素性の解

明に,ついてであ る。

実験材料および方法

培養細胞:全 実 験 を 通 じ て,Hep.Ne・2細 胞を用い

た。増殖培地には15%牛 血清加YLA培 地を用い,維

持培地には5%牛 血清加YLA培 地を用いた。

ウ イルス材料:Pe1i。1型Mahoney株 ウイル スを使

用 した。 ウイルス量の 測 定 はPlaqueassay法 に よ つ

た。Hep.N'o.2細 胞の単層細胞を含む ブラック瓶に ウイ

ルス希釈液0.3ccを 加 え,37℃60分 吸着後,4%牛

血清加2倍 濃度YLAと,2.2%精 製寒天を1:1に 混

合 し,中 性赤を最終濃度3万 倍にな るように加 えた寒天

上層培地 を4m11プ ラック瓶に加え,再 び37℃ に4

日間 培 養 し,plaque数 を 算 え,plaqueforming岨it

(PFU)を 計 算 した。

粗Antivirinの 調整:実 験 に用いた粗AVは 次の よ

うにして調整 した。Hep.No・2細 胞の25万/mlを30m1/

培養瓶の割合で大型培養瓶に加え,37℃4日 間培養す る。

単層培養層の成立 した培養瓶か ら増殖培地 を取去 り,

pH7.4のPhosphatebufferedsaline(PBS)で3回 細

胞 を洗つた後,AV生 産のための維持培地 としてEagle

培地を30m1加 える。37℃5日 間培養 し,そ の 培養液

を集め,3,000rpm,20分 遠 心して上清を集め る。 この

上清をセPフ ァンバ ッグに 入 れ,Carbowax6000に よ

り10倍 に濃縮 し,さ らに この濃縮液 を蒸溜水に対 して

4℃1夜 透 析 し低分子成分を除去 した ものを粗AVと す

る。

Antivirinの 力価測定:測 定方法 は 前 …報2)に記述 され

てい るが,多 少変更 されてい るところは実験の部で記述

す る。

ゲル濾過に よる分子量の測定:ゲ ル濾過はANDREwss)

らの方法 に 従 つ た。SephadexG-200を2.6×72cm

のcolumnに 積め,0.1MTris-O.2MNaClbuffer,

pH7.6で 平衡にな るまで洗 濫 した。試料は同 じtris-

bufferに 溶解す るか,ま たは同一bufferに 対 して1夜

透析を行なつた後,カ ラムに1～2cc乗 せ,上 記buffer

でゲル濾過を行なつた。カラムか らの流出速度は21m1/

hr、であつた。分画を3mlず つ集め,そ の各 分 画 液の

吸光度 をOD215mμ についで測定 した。 このOD215

mμ に おけ るそれぞれ の ピークの前後3分 画を集め,元

量 に濃縮 し,蒸 溜水に対 して透析後,力 価を測定 した。

各OD215mμ ピー クの分子量は次の公式に従がい計算

した0

1匠V8=152[1,480-(v/ve)1/3]

実 験 結 果

1。Antivirin活 性の測定条件の検討

AVの 活性の測定には,従 来,感 染24時 間後の 細胞

外 ウイル ス量を測定 するこ とによ り行なつていたが,よ

り感受性の高い測定 方法 を求め る 目的 で次の実験 を行な

つた。

Polio1型Mahoney株 ウイ ルスをm.o.i.=O.2で

Hep,No・2細 胞の単層培養 の成立 した 試 験 管に加え,

37℃60分 吸着 させた後,PBSで 未吸着 ウイル スを洗い

去 り,AV材 料O,3ccと 維持培地0.7dcを 加 え,37℃

に更に培養を行ない,そ の細 胞内ウイルス量を一定時間
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第1表AntivirinのPoliovirus1型Mahoney株

の再 生 過 程 に対 す る作 用

ウイ ル ス

感 染 後 の

時 間

(hr.)

2

4

6

8

10

18

以

PFU/ml*

対 照 群

3.3×10

5.2×104

1.2×106

3,6×106

8.2×106

4.1×107

1.2×108

A=ntivirin

処 理 群

3.3×10

5.6×10

3.1×10s

1.3×106

3.0×106

1.4×10?

4.7×107

阻 止 バ ー
セ ソ ト

(%)

0

99.9

81.9

64.2

63、2

65.3

60.3

Hep.No..2の 単 層 細 胞 の 成 立 した培 養 瓶 に ウ イル

ス をm.o.i.・o.1で 接 種 し,1時 間 後 に 未 吸 着 ウ

イ ル ス を 洗 い去 り,A.ntivirinO.3mlを 含 む 維 持

培 地1.Omlを 加 え,37℃ で培 養 す る。一 定 時 間 ご

とに細 胞 内 ウ ィ ル ス量 を 測定 す る。

図1Potievirusl型 凹ahoney株の再生過程に対す5Anti》irinPt作用
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実験方法は津1数～二伺`.樗弧内馨阻止'やセントを示してい5.

実鼠ま対黙群.ゑ諏癖AV処 覆群

ごとに測定 した。そ の実験結果を表1に 示す。

表1に 見 られ るよ うに,ウ イル ス感染後4時 聞 目から

6時 間 目の細 胞内ウイルス量を測定 した場合に最 も強 い

阻 止作用が示 され ている。そ こで,感 染初期 に お け る

AVの 作用を更に詳細に検討 した。

図1-a),b),c)に 見られ るよ うに,m・o・i.を変 えた場

合 もAVの 最大阻止効果は感染後4時 間 目と5時 間 目

の細胞 内ウイルスの抑制において最 も強い。従 がつて,

この時期においてAVの 活性 を測定す るこ とが,最 も

感度の よい力価測定条件 と考えた。以下の実験 では,す

べてm・o・i・:5でPolio1型Mahoney株 ウイルスを

接 種 し,感 染後4時 間 目の細胞 内ウイル ス量を測定 し,

AVの 力価を得た。

このAVの 作用す る時期 は,ウ イルス再 生過程 の 立

上 りに相当 し,ウ イルスRNA及 び ウイルス蛋 白 の 合

成が活澄に行なわれ,且 つ また,そ れ らの集合 され る時

期で もあ る。従 がつ て,AVも これ らのいずれ かに作用

す るもの と思われ る。 この問題については次報6)に報 告

され る。

2.Anti▼irinの 熱安定性 と蛋 白質分解酵素抵抗性に

つ いて

AVは その産生条件お よび作用型式の他に,そ の性状

に おいて もInterferon様 物質 とは異な るもの であ るこ

とは前報s)です でに明 らかに されたが,中 で も大 き な差

は熱に非常に安定であ ること,蛋 白質分解酵素に極めて

抵抗性であ ることであつた。

そ こで,前 報で行なつた よりもさらに苛酷な条件の酵

素処理 お よび熱 処理 を行なつてみ た。

用いた蛋白質分解 酵素はすべ て,ovaalbumine,bevine

serumalubumine,91elatine等,数 種のi基質に対 して,

その活性を確 め,そ の最大 活牲単位 に相 当す る量 を使用

した。実験 の結果は 表2に 示 され てい る。

表2に 明らかなよ うに,AVは 熱 処理 と蛋白質分解酵

素に対 して著 しい抵 抗性を示 し,AV活 性は失活されな

かつた。 それ故 に,こ の2つ のAntivirin特 性 を検討す

ることに よ り,Antivirinの 本 質また は本体 を解 明ず る

ことが出来 るであろ うと考 えられ る。

3.無 処理AntivirinのSephadexG-200に よるゲ

ル濾過 とその分子量

無処理の粕AVをSephadexG-200を 用い て,ゲ ル

濾 過を行ない,ANDREWSの 方法5)に 従がい分子量の測

定 と分布 を調べ たo

その結果 は,図2に 見 られ るように,3つ のOD215mμ

第2表Antivirinの 蛋 白分解酵素処理 と熱処理

酵 素 名
分 解 条 件

(量mg)1璽℃辱1糊

失活%

Trypsin

ウ
解

曜↓

1

1

7
`

8

∩6

8

3

3

0δ

3

4

FO

OO

8

噌
↓

-
漏

0

ハU

2
U

4

1
晶

4

9
甜

Chymotrypsin
1

1

n
6

66

3

礎
り

8

8

噌
↓

噌
↓

0

0

Pmnase
0.1

0.1

38

38

18

18

39

0

Pepsin 0.05 38 18 0

熱 処 理 の 条 件

pH 温度(℃) 時 間(hr.)

失活%

5

7

21

120

120

120

2

2

2

0

0

0
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図3Antivirinの 硫 安沈澱分画 のザル炉過

阻止偽

iO2030405060708080100

分 画 番 号
62%硫 索沈澱分画竃5εP始d2xG-2eoカラムを遂してゲル炉過しk.その他は
図2こ團猟で部.粘

U'・一・クが 認 め られ,い ず れ もAV活 性 を 有 して い た 。

これ らの活 性 ピー ク3つ は 常 に 粗AV中 に認 め られ,そ

の各 々の分 子 量 は く30万,10～11万,4～5万 で あ つ

た0

62%硫 安 飽 和 沈 澱 分 画 よ り得 られ る部 分 精 製AVを

同様に ゲル濾過を行なつてみた。

図3に 示 され るよ うに,単 一な活性 ピークが得 られ,そ

の分子量 もまた4.4万 であつた。これ らの結果 から,AV

はおそら く分子量4～5万 の蛋 白質 であろ うと思われ る。

そ こで,分 子量4.4万 の活性部分 が先 の2つ の耐熱性お

よび耐蛋 白分解酵素牲 とい うAV特 性を有 して い るか

どうかを検討 した。

4.ゲ ル濾過によ り得ら れ た 分子 量4.4万 のAnti・

virinの 性状

SephadexG-200ゲ ル濾過か ら得た部分精製 された分

子量4.4万 のAntivirin(以 下,AV4・4)に つい て,

耐熱性 と耐蛋 白分解 酵素性を検討 した。 結果は表3に 示

した。

表3に 見 られ るよ うに,ゲ ル濾過に よ る部分精製AV

4。4も 同様に2つ のAV特 性を満足す る ものであつた。

従がつて,AVの 本体は分子量5万 位 の蛋 白質 であ り,

これ らが凝集 して分子量10万 あ るいは30万 位の もの

を形 成す るのではないか と考えられ る。

5.Trypsin作 用後のAntivirinの ゲル濾過

AVは 蛋 白質分解酵素に抵 抗性 であるが,酵 素処理 後

も果 してnativeと 同様の状態を維 持 してい るのか,あ

るいは酵素 の作用に よ り低 分子化 され てはい るが,そ の

活性 中心は侵 されないためにAV活 性を保有 している

かを明かにす ることはAVの 本体の解 明のた め に も興

味があ る。 この点を明かにす るため次の実験を行なつた。

AVにTrypsinを1mg/m1の 割合で加 え,38℃18

時間作用 した後,材 料を3つ に分け,1つ はその ままゲ

第3表 粗Antivirinと 部分 精 製Antivirin(AVe.e)の 性 質 の比 較

粗Antivirin 部 分 精 製Antivirin(AV4.4)

蛋白量

(mcg)
処置群PFU/対 照群

蛋白量阻止%

(mcg)
処置群PFU/対 照群PFU阻 止%

1/1 26
6.6×1e2

2.0×104
96.7 20

7.2×103

希

9.3×10G
92.3

1/2 13
3.3×los

2.O×104
83,7 10

■O×10e

釈
9。3×10s

駅

度

1/4 6.5
7.8×108

2.0×104
60.9 5

2.7×104

9.3×104

1/8 3.3
8.4×103

2.0×104
58.0 2.5

2.9×10`

9.3×104

Trypsin処 理* 26
1.1×104

93.5 20
1.3×103

89.3

70.0

68.8

1.7×105 3.1×104
95.8

熱 処 理** 26
1.5×104

1.7×105
91.2 20

2.0×143

3。1×10些
93.5

*Trypsinlmg/mlの 割 合 で加 え37℃18時 間 処 理

**pH12 .に調 節 し,120℃1気 圧2時 間 処 理
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ル濾過 を行 ない,い ま1つ は,Trisbufferに 対 し て4

℃1夜 透析を行 なつた後力価 を 測 定 し,残 りは,そ の

まま力価を測定 した◎

実験の結果は,図4に 示 された よ うに,無 処理の場合

に認め られ る3つ の活性 ピー クは消失 してい る。 しか し

なが ら,全 活性は残つてお り,こ の活性は透析に よ り除

かれ ることもない。故に,AVは 一般には分子量約5万

の蛋 白性の物質 として存在 してい るが,こ れは活性基本

体 ともい うべ き非透析性 のもつ と小 さい分子量の ものの

集 合体か らか,あ るいは,こ の活性基本体に安定化基本

体 が結合 した ものか ら成 るのではないか と想像され る。

考 察

この報告において,AVが ウイル ス再生過 程の初期段

階,す なわち,ウ イル ス核酸 とウイル ス蛋白が活発に合

成 され,そ れ らの構成因子が集合せ られ,感 染性成熟 ウ

イルスを形成す るまでの段階に最 も強 く作用す ることが,

前報 に引続いて確認 された。この時期に おいてAVの 活

性 を測定す ることに よ り,AVの より感度の高い力価測

定条件を求め ることが出来た。l

AVをInterferonと の比較においてみた場 合AVの

極め て特異的性状はAV活 性が熱お よび 蛋 白質分解酵

素抵抗性であ ることであ る。 この2点 を考 え る と,AV

を蛋 白性物質 として扱 うことに疑 問が起 るが,高 分子で

あ ること,各 種蛋白呈色反応に陽 性であること,蛋 白沈

澱試薬で沈澱す ること,お よび210～215塒 μ,280mμ

に紫外部極大吸収を有 し,245mμ に極少吸収を有す る

ことか ら蛋 白質様物 質であることを否定す ることは出来

ない。すなわち,AVは 典型的蛋 白性性格 と非蛋白性性

格を併せ有 している物質 であ ると考え られ る。

SephadexG-200ゲ ル濾過に よ り,粗AVは 分子量

30万 以上,10～11万,4～5万 と推 定 され る3つ の活性

ピー クを示 したが,部 分精製 され た場 合は4～5万 の分

子量の活性 ピークのみを残 し,他 の ピ・一クは見出 されな

かつた。そ して,こ の分画 もまたAntivirinの 特 性 で

あ る耐熱性及び耐蛋 白分解 酵素性を示 した。 従がつて,

その分子量4.4万 の部分 がAVの 本体 と考 えられ る。し

伽 しなが ら,こ の分画部をTrypsin消 化後Sephadex

G-200で ゲル濾過す るとそ の活性 は 保 有 さ れ る が,

AVそ の ものは,酵 素処理にに よ りもつ と低分子の,し

か し透析 されない くらいの大 きさの ものに分解 され るこ

とか ら,AVの 本体はおそ ら くは更に低分子の(お そ ら

くペプチ ッ ドと思われ るもの)か ら構成 されてお り,そ

れが,熱 お よび蛋 白分解 酵素の作用を受けない ものであ

ると考えられ る。前 報に記述 され た硫 安全飽和 遠心上清

に認 められ る活性 は,あ るいは活性基 本体 と一致す るか

も知れ ないが,今 後の検討 に待 ちた い。

要 約

感 染4～6時 間 後 の細 胞 ウ イ ル ス増 殖 に対 す る抑 制 効

果 を 指 標 と して,Antivir2n活 性 を 測 定 す る こ とに よ り,

今 ま で以 上 に 鋭 敏 な力 価 測 定 条 件 を うる こ と が 出来 た 。

Antivirin活 性 の 耐 熱 性 お よび耐 蛋 白 分解 酵 素 性はAn・

tivirinの 特 性 で あ る こ と が 確 認 され た 。 粗Antivirin

をSephadexG-200で ゲル 濾 過 を 行 な うと分 子 量30万

以 上,10～11万,4～5万 の3つ の 分 画 が 得 られ るが,

62%硫 安 飽 和 沈 澱 部 のAntivirinの 分 子 量 も4.4万 で

あ り,こ の 分 画 も耐 熱 性,お よび 耐 蛋 白分 解 酵 素 牲 を示

した 。 また,粗AntivirinをTryPsin処 理 後,Sepha・

dexG-200で ゲル 濾 過 を 行 な う と 全Antivirin活 性 は

保 有 され るが,SephadexG-200濾 過 で 認 め られ る ピー

クは な い 。 以 上 の 結 果 か らAntivirinの 基 本 体 は よ り.

低 分 子 の もの で あ り,nativeな 状 態 に お い て は 分 子 量

4～5万 の 作 用 体 を形 成 して い る もの と推 定 され る。
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STUDIES ON THE HIGH MOLECULAR SUBSTANCES POSSESSING 

 CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY

The Nature of Antivirin, especially its Resistance against Heating and 

                 Proteolytic Enzyme-digestion

 YOSHIKO SETO, HISAKO TONEGI and SHIGESHI TOYOSHIMA 

Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical Institute, 

                Keio  Gijuku University

 A highly sensitive Antivirin testing system was obtained by measuring the intracellular viral amou-
nts in treated and control cultures at 4 and 6 hours after infection. The resistance against  heating-
and proteolytic enzyme-digestion  was confirmed to be a characteristic of Antivirin. 

 From the experiments of Gel-filtration using Sephadex G-200, the three active molecules, over 30 X 
 104,  10-11  x104 and  4-5x10' in molecular weight, of Antivirin were found. 62% Ammonium sulfate-

saturated fraction also was 4.  4x10' in molecular weight, and then it was not inactivated by  heating-
and trypsin-digestion. When  Antivirin was filtered on the column of Sephadex G-200 after  trypsin-- 
digestion, the total activity of Antivirin was remained, while any of the three active molecules des-
cribed above was not detected. 

 From these results, it may be suggested that  Antivirin is about  5  x  104 in molecular weight in  the 
native status, but the active element is smaller one.




