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化 学 療 法 的 活 性 を もつ 生 体 成 分 の 研 究VI

ウイルス感染細胞におけ る蛋 白質及び核 酸合成 に対す るAntivirinの 作用
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前報において1～3,我 々はInterferon生 産促進因子を

作用 させない細胞培養系 で,Antivirin(以 下,AV)と 名

付けた新 しい ウイルス増殖阻止因子の生産され る ことを

見 出した。AVの 作用部位の検討 に おいて,我 々はAV

は ウイルスの細胞 内再生過程 に作用 し,ウ イルス感 染後

に増殖阻止効果を示す ことを見 出 した。

いつ ぼ う,AVが ウイルスの宿主細胞への吸着を阻害

しないこと,ま た,ウ ィルスの細胞 よ りの游出を阻害 す

るが,こ れをAVの 作用の本質 と考 え る に は余 りに微

弱であることよ りみ て,こ のAVの ウイル ス再生過程

へ の抑制が,AVの 作用部位 であると考 えられ る。 そ こ

で,我 々は ウイル ス感染細胞 におけ る蛋白質お よび核酸

合成 に及ぼすAVの 効果について検討 した。

この報告 はAntivirinの 蛋白質お よび核 酸 合 成 に対

す る効果に関す るものであ 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 使 用

した。

培地:細 胞 の増殖培地 には15%牛 血清加YLAを 用

い,維 持培地 として5%牛 血清加YLAを 用い,AV生

産のための維持培地 には0.2%PVP加Eagle培 地 ま

たはPVPを 加えないEagle培 地を 使 用 した。 ラベ ル

プ レカーサ ーの取 り込み実験にお い て はEagle培 地を

用い た。

ウイルス材料:ポ リオ2型MEF,株 ウ イルス を使 用

した。粗AVの 調整お よび ウイルスのブラ ック測 定 は

前報9)の記述 のよ うに行なつた。

感染性RNAの 抽 出法:ウ イルス感染細胞か らの感染

性RNAの 抽出はHOLLANDの 方法4)に準 じて次の よう

に行 なつ た。培養瓶のガ ラス壁か ら細胞を ラパ ーク リー

ナーでか き落 し,1,500rpm10分 遠心 して上清を集め,

この上清 にフェ ノールを加え,2分 間氷水中 で 振 量 す

る。再 び遠心 によ り集めた上 清 に 等 量 のエーテルを加

え,フ ェノールを5回 抽出除去す る。 そ して下層を冷 し,

室素ガスで過剰 のエーテルを除去 し,ミ リポアー濾過 に

よ り滅菌 した ものを感染性RNAと した。

感染性RNAの 測定:抽 出したRNA標 本を2M硫

酸 マグネシウムで稀釈 し,Hep.No・2の 単層細胞 に接

種す る。37℃12～15分 吸 着 後,PBSで1回 洗い,寒

天上層培地を加 え,PFU/mlを 計 算す る。

カパ ース リップ法に よるラベルプ レカーサ ーの蛋白質

お よび核酸への取 り込み実験:3枚 の カパ ース リップを

入れ たシ ャー一レに253/m1のHep。No・2細 胞を加えて,

37℃2日 間培養す る。単層培養成立後Actinomyc恥D

を,1μ9/シ ャーレの割合で加え て,37℃ で細 胞 を20

分 間前処理 し,次 いで,MEF,株 ウイル スをm.o,i.=2

で接種す るb37℃60分 吸着後,未 吸着 ウイル スを洗い

去 り,AVをo.3ml/シ ャー レの割 で加 え,さ らにEagle

培地 をo.7ml,HS一 ウ リジ ンを1μc/シ ャーレ加 えて,

370Cで 培養す る。感染細胞は冷酢酸:エ タ ノール(13

3)で4℃15分 固定 させ,冷70%エ タ ノールで3回 細

胞の表面 を洗 う。冷O.5M過 塩素酸を 加 え4℃30分

放置 し,酸 可溶性部 を除去す る。冷70%エ タ ノールで

5回 細胞を 洗 い,さ ら に エタ ノール:エ チルエーテル

(1:1)で1回,エ チルエーテルで1回 洗い,70℃ で乾

燥す る。乾燥 したカパース リップをパイヤル瓶 に入れ,

トルエ ン系 シ ンチ レーター(ト ルエ ン1L中 に2,5一 ジ

フェニール オキサ ゾール を49,P一 ビス2-(5一 フェニー

ルオキサ ゾール)一ベ ンゼ ンを100mgを 溶解)10mlを

加 え,ヌ クレアーシ カゴ液体シ ンチ レーシ ョンカ ウンタ

ーでカウン トす る。

実 験 結 果

1.AetinomycinD作 用 下 に お け る ポ リオ2型

MEF1株 ウ イルスの初期増殖に対するAntivirinの 抑

制 作用

ポ リオウイルス感染細胞 におい てActinomycinDは

そ の細 胞性RNA合 成は搾制す るが,ウ イル スRNA合

成 はActinomycinDに よ り抑制 されぬ ことはすでに よ

く知 られ た ところであるの。 ラベルプ レカーサーの 感 染

細胞での核酸 および蛋 白質へ の取 り込みの検討を行な う

にあたつては,ActinomycinDの 使 用 に よ り,細 胞性

RNA合 成 を抑 制 した条件下 で,ウ イルス核酸 お よび ウ

イルス蛋 白質へのAVの 作用を検討す る必要があ る。

したがって,こ の検討に先 立 つ て まずActinomycin
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第1表 アクチ ノマイシン作用下におけるポ リオ2型MEFi株 ウイルスの初期増殖 に対 す るアソチ ピ

リンの抑 制作 用
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Hep・No・2細 胞 の単層培養成立後,上 記の量 の7ク チ ノマイシ ンD作 用下 でMEF1株 ウイルスを接種す る。

37℃60分 吸着後,未 吸着 ウイルスを洗い去 り,AVま たは対照 としてPBSを 加 え,37℃2時 間培養 し,細 胞
内ウイルス量 をPFU測 定に よ り定量 した

に よつてAV活 性が どの ような影響 を受 けるか を 明か

にす る必要があ る。 この点 の検討を行なつた。25万1m1

のHep.No・2細 胞を培養試験管 に加 えて37℃3～4日 間

培養 して,単 層培養が成立 した後,種 々の量 のActine・

rnycinD作 用下でMEF1株 ウイルスを接種す る。37。C

60分 吸着後,未 吸着 ウイルスを 洗 い去 り,AVを0.3

血1加 えさらに維持培地0.7mlを 加えて,37℃2時 間

培養 し,細 胞内ウイルス量をPFU測 定 に よ り定 量 し

た。対照ではAVの 代 りにPBSO.3m1を 用いた。阻

止パ ーセ ン トは次の計算に よ'つた。

(対 照のPF撫 謬 鍔 群のPFU)× …

実験の結果を表1に 示す。

表1に み られ るように,AVを 感染後1時 間 目か ら4

時間 目まで加えて,細 胞 内ウイルス量を測定 した場合,

強い阻止作用を示 す。 この作用は5μg/m1のActine-

mycinD存 在 下で も同程度 に現われ,Actinemycinに

・よるAV効 果 の干渉は認 められなかつた
。 したがつて,

ActinomycinDの 存在下でAVは その効果 を干渉 され

ない。 したがって,ラ ベ ルプレーカーサ ーの取 り込み実

験 をActinomycinD存 在下に行ない うることが示 され

た。い ま一つ,こ の実験 で見出 された ことはXnterferon

の効果がActino颯ycinDに よ り打ち消され る の に 対

し6),今 回得 られた我 々の 結 果 はAVの 活 性 が 全'〈

Actinomycinに よ り,影 響を受けぬ こ とで あ る。 この

ことはAVがInterferonと その作用態度が異な ること

を示すものであ る。

2・Actinomycin作 用下 におけるポ リオ2型MEF,

株ウ イルス感染細胞でのH3・・ウ リジンの取 り込みに対す

るAntivirinの 抑制作 用

以上 の検討に引きつづ き,ウ イルス感染細胞におけ る

ウイルス核酸の合成 に対す るAVの 効果 を検 討 した。

実験の結果は図1に 示 され る。

図1に み られ るように,非 感 染細胞 で はAVはH8一

汐下図 アヲチ尺イシン作用下に劃拓ア)チ旺ワ〉のrieeオ2型MEFi株ウイルス

感染細胞へのHtウリジン取り込みに対する抑 制作用
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ウ リジ ンの取 り込みに対 し有意の抑 制を示 して い な い

が,MEF,株 ウイルス感 染細胞 では,AVはH3一 ウ リジ

ンの取 り込みを50%以 上阻止 している。

3。 種 々のウ イルス量で感染 され た細胞でのH3一 ウ リ

ジン及びHS・・バ リンの取 り込みに対するAntivirinの 抑

制 作用

以上の実験 に より,AVが ウイルス感染細胞でのウイ

ル スRNAの 合成 を阻 止す ることが明 らかにされ た。そ

こで,次 の段 階 として,AVの ウイル ス感染細胞 におけ

る蛋 白質合成 に対す る抑制効果について検討 を 行 な つ

た。 さらにまた,前 章 において,AVが ウイルス核酸の

合成 を抑 制す ることが示 されたので,ウ イルス感 染量を

変えた場合の ウイルス核酸合成に対す るAVの 作 用 に

ついて も検討 を行 なつ た。

実験条件は実験方法の章で記述 した もの と同じである

が,ラ ベルプ レカーサーと してH8一 パ リンおよびH3一 ウ

リジ ンを用い,こ れ らのラベ ルプ レカーサーを ウイルス

感染後3.5時 間 鼠か ら4時 間 まで加えて,パ ルスラベル

を行なつた。

実験 結果は 図2に 示 され る。

図2に 示 され るよ うに,m・o.i・=1で ウイルスを接種
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した場合,AVはHS一 ウ リジ ンとH3一 パ リンの取 り込 み

を最 も強 く阻止す る。 ウイル ス接 種 量 をm.◎ 。i.=2に

した時はm・O・i・=1の 場合 に くらべ て阻止効果は少い。

m・o・i・=0・5の場合はmo。i.=1の 場合 よ り阻 止 効 果

が劣つ てい るよ うに一・見み られ るが,こ れ はm.0.i.が

低いために ウイル ス再生過程の活動が充分 でな く,し た

がつて,ウ イル ス特 異的核 酸お よび蛋 白質の合成が充分

に行なわれ ていないのであろ う◎ このために,ウ イルス

特異 的に作用す るAVの 効果 が充分に発揮 されないの

であ ると考 えられ る。AVの ウイル ス核酸合成 抑制は蛋

白質合成 の抑制 よ り強 く,こ の ことか ら考えて,AVは

まず核 酸合成 に作 用 し,次 いでその2次 的現象 として蛋

白質合成 に作 用す る もの と考 えられ る。

4・ 感染性RNAの 生成 に対す るAntivirinの 作用

以上 の検討 によつ て,AVは ウイル ス感染細胞におけ

るウイルス特異的RNAの 合成 を抑 綱 す るが,細 胞性

RNAの 合成は抑剃 しないことが明 らかに な つ た。そ こ

で,AVの ウイル スRNA合 成に対す る影響を さらに明

らかにす る目的で,感 染性RNAの 生成 に 対 す るAV

の影響を検討 した。

培養瓶にHep・No・2細 胞 の単層細胞を 成立 させ る◎

1Pt9/mlのActinomycinD作 用下で,MEFi株 ウイル

スをm・o・i・=2で 接 種す る。37℃60分 吸着後,未 吸

着 ウイルスを洗い去 り,AVO・3m1を 加 え,さ ら に維

持培地 として2%牛 血清加YLAを 加 え37℃ 一定期

間培養す る。 ウイルス感染後各時間に細胞をか きとり,

実験 方法の章で記述 した方法に したがい感染性RNAを

抽出す る。

実験 結果 は表2に 示 され る。

表2に 示 され るよ うに,ウ イル ス感染後1時 間から5

時間 目までは,感 染性RNAは 検 出され なかつ たが,感

染後6時 間では,対 照では2×103PFU/m1,AV処 理群

*ウ イ ル ス感 染 後 の時 間

単 層 細 胞 の 成 立 したHep.No.2細 胞 に1μ9/m1

の ア クチ ノ マ イ シ ンD作 用 下 でMEF1株 ウ イ ル ス

をmo.i.2で 接 種 す る。37℃60分 吸 着 後,未 吸

着 ウ イル スを 洗 い 去 り,ア ンチ ピ リン を 加 え37℃

で 一 定 期 間 培 養 す る。 ウ イル ス感 染 後,各 時 聞 に細

胞 を か き と り,感 染 性RNAを 抽 出 す る

は10iPFu/ml以 下で,Avは99.5%以 上 の 阻止作

用 を示 し,感 染後18時 間では,対 照が1・54×105PFU/

m1,Av処 理 群は8.o×104PFu/m1で48.1%の 阻止

作用を示 している。 これ らの結果 と前章 におけ る結果 と

を総合す ると,AVは ウイルス感染細胞 におけ るウイル

スス特異的核酸 の生成 に対 し,抑 制 効果 を示す ものであ

ると言 える。

考 察

この報告にお い て,我 々 はAVが ポ リオウイル ス感

染細胞において,ウ イル ス再生の初期に最 も強い阻止作

用を示 し,し か もその阻止効果はInterferonと 異な り,

ActinomycinD作 用下で も発現され ることを明 らか に

した。 この ことは,AVの 効果が ウイル ス特異的素材の

生成の阻止作用にあ るのであ り,し か も細胞性核酸合成

には作用 しない もの であ ることを示唆 してい る。AVは

感染性RNAの 生成 とH3一 ウ リジ ンお よびH3一 バ リン

の ウイル ス核 酸お よび ウイル ス蛋 白質への取 り込 みをす

べて抑 制 したが,そ の抑制効果 は感 染性核 酸お よびウイ

ルス核 酸に対 して最 も強 く,ウ イル ス蛋 白に対す る阻止

効果は最 も強 く,ウ イルス蛋 白に対す る阻 止効果 は最 も

弱 く,し たがつて,こ の効果 はむ しろ核酸 合成阻止の2

次 的現象であ ると思 われ る。AVは ウイルスを感 染させ

ない細胞においては,そ の核酸 および蛋 白質 の双方の合 。

成 に対 し,有 意の抑鰯 を示 さない。 これ らの点 よ り考察

して,AVは ウィルス特異的核酸の合成 にまず作用す る

もの と考 えられ る。AVが ウイルスあ るいは感 染性RNA

の生成 に対 し,80%以 上の阻止効果を示すの に対 し,

H8一ウ リジ ンの ウイル ス核酸への取 り込 み は 僅 か に50

%程 度 しか阻止作用を示 さない ことか ら,AVの 作用機
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作 として次の ようなこ とが考 えられ る。

(1)AVの 存在に よ り不完全な ウイルス核酸 が生産

されていて,そ の結果,感 染性 ウイル スとして成 熟 しな

いo

(2)AVは まず ウイル ス核酸合成に作用 し,次いで,

さらに ウイルス核酸 とウイルス蛋 白の集約の ステ ップに

抑制効果を示 し,そ の結果,ウ イルスの成熟を抑制す る。

(3)AVは ウイルス特異的核酸の合成 を阻止 し,そ

の2次 的現象 として ウイルス特異的機能蛋 白質の合成 を

抑制す る。その結果 として,感 染性RNAの 形成の抑制

及びウイル ス粒子の形成 を阻 止す る。

これ らの諸点については,今 後 さらに検討 した上で,

AVの 作用機作 の主要部位を 明らかに したい と考える◎

要 約

AV'はActinomybinDの 存在下 において もウイル ス

の再生初期の段階に阻 止作用 を示 し,H3一 ウ リジ ンの ウ

イルス特異的核酸への とりこみ,お よび感染性RNAの

生成を抑制 した◎ しか し,H3一 ウ リジ ンの 非感染性細胞

のRNAへ の とりこみ には有意の抑制を示 さなかつた。

H3リ ミリンのウ イルス特異 的蛋 白質への と りこみ に対 す

るAVの 抑制効果は ウイルス核酸に 対す る作用 よ り弱

い もので あつ た。
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STUDIES ON THE HIGH MOLECULAR SUBSTANCES POSSESSING 

          CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY. VI

The Effect of Antivirin on Poliovirus Ribonucleic Acid and Protein 

               Synthesis in Infected Cells

      YOSHIKO SETO, HISAKO TONEGI and SHIGESHI TOYOSHIMA 

Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical Institute, School of Medicine, 

                       Keio Gijuku University

 Antivirin depresses the development of infectious poliovirus particles, the incorporation of  H3-uridine 

into viral specific RNA and the formation of infectious RNA in the early time of the multiplication-

step, even in the presence of actinomycin D. 

 Antivirin, however, does not depress the incorporation of  H3-uridine into cellular RNA. The inhibi-

tory effect of A antivirin on the incorporation of  H3-valin into viral specific protein is lower than 

that on viral specific RNA-synthesis.




