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化 学 療 法 的 活 性 を もつ 生 体 成 分 の 研 究VII

Antivirin-Eの 抗 ウイ ル ス性 につ い て

藤 田 晴 久 ・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)

Antivirinは 前報1～3)において報告 さ れ た と お り,

In・terferon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 ウイルス活性物質 であ

る。一般に細胞はその置かれた条件下 で化学療法的活性

を もつ各種の物質を生産す ると考 え,前 報4)に於 い て 悪

性腫瘍を接種 したマ ウスの腹水 中に腫瘍抗体 と異な る抗

腫瘍活性の因子 のあることを見出 した。 我 々は この阻止

物質 をAntivirin-E(以 下,AV-E)と 呼んでい る。 この

報告 はA、V-EのRNA系 お よびDNA系 ウイルスの細

胞 内増殖阻止効果に関す るものであ る。

実験材料および 方法

使用細胞:ウ イルスの増殖 のためには,全 実験 を通 じ

Hep.No.2細 胞 を用いた。細胞 の増殖培地 として,15%

牛血清加Y.L.A、 を,維 持培地 としては2%牛 血清加

Y.L.A.を 用いた。

ウイルス材 料:実 験 に 用 い た ウイルスはPolio1型

MAHONEY株,2型MEF1株3型SAUKETT株Vac-

ciniaウ イルスDV--7株 であ る。 ウイルス量 はブ ラック

測定 に よるPFUの 決定 と,細 胞 変 性 効果 を観 察 して

TCIDsoを 決定 に よる2つ の方法を用 い て定量 した。 ブ

ラ ック測定のための寒天上層 培 地 は4%牛 血清加2倍

Y。L.A.を 基礎培地 として精製Difc。 寒 天 の2.2%液

を等量に混合 し,さ らに中性赤を最終濃度3万 倍稀釈に

加えた ものを寒天上 層培地 とした。

粗Antivirin-Eの 調整:粗AV・-Eは 次 の よ うに し

て調整 された。体重25～309の マウスに エー リヒ癌 細

胞を300万 ～400万 個接種 して10日 後腹水を集め る。

3,000rpm20分 間遠心 して沈澱 した細胞 を 除 き,さ ら

e=10,000rpm60分 間遠心 した上清 をcarbowax#60gO

で原液量 の約2倍 に濃縮 し,4。Cで1夜phosphatebuf-

fersalineに 対 して透 析 し,3,000rpm15分 間 遠 心 し

た上清 を粗AV-Eと した。 使用に当つては 濾過 または

12,000rpm60分 間の遠 心滅 菌を行な う。 この ように し

て調整 された粗AV-Eは 次の ように して部分精製 され

た。

粗Antivirin-Eの 部分精製法:粗AV-Eに 活性炭 を

5%に 加 え濾過後,炭 末をpH3.0の エタ ノールで溶 出

し,減 圧 濃 縮 後,pH7.6のphosphatebuffersaline

を 加 え,さ らにpH7・4に 調 整 す る。 使 用 に 当 つ ては

前 述 の とお り滅 菌 す る。

Antivirin-Eの 酵 素 分 解 の 実 験:1)Trypsinに よ る

分解:200mcgのAV-Eと2,000mcgのtrypsinを

混 合 し37℃ で2時 間 反 応 させ,直 ち に氷 冷 して反 応 を

止 めtrypsininhibitorを 加 え る。 対 照 群 はTrypsin

freeのphosphatebuffersalineに 同量 のAV-Eを 加

え前 述 の方 法 で 反 応 させ た 。2):DNaSeお よびRNase

に よ る分 解:200mcgのAV-Eと20mcgのDNase,

あ るい はRNaseを37℃1時 間 反 応 させ,直 ち に 氷 冷

してpHを 酸 性 に して 反 応 を 止 め,使 用 に 当 つ てpHを

7.4に 再 修 正 した。

Antivirin-Eの 熱 安 定 性 の実 験 二pH7.4のAV-Eを

40,25。,37。,56。,75。 お よび100℃ で60分 間 処理 後

直 ち に 氷 冷 した もの の 効果 を 検 討 した 。

Antivirin-EのpH安 定 性 の 実 験:AV-Eを4℃ 下

でpHを そ れ ぞれ2.0,5.0,7、0,9.0お よび12.0に

調 整 し,25℃ で60分 間処 理 後,氷 冷 中 でpHを7.4に

修 正 した もの の効 果 を検 討 した 。

実 験 結 果

1,数 種 の動 物 ウ イル ス の増 殖 に 対 す るAnti▼irin-

Eの 抑 制 効 果

まつ 数 種 の動 物 ウ イ ル ス の増 殖 に対 す るAV-Eの 効

果 を検 討 した。Hep.Ne.2細 胞 の 単 層 培養 の 成 立 した

培 養 試 験 管 にPolio1型MAHONEY株,2型MEF1株,

3型SAUKETT株 を そ れ ぞ れm.o.i.=1に 接 種 し,37

℃ で60分 間 吸 着 さ せ た 。 吸 着 時 間 の終 了後,未 吸着

ウ イル ス を洗 い 去 りAV-EO.1m1維 持 培 地0.9m1対

照 群 に はAV-Eの 代 りに 同量 のpH7.6のphosphate

buffersalineを 加 え23時 間 培 養 後 の細 胞 外 の 感 染性

ウ イル ス量 を 測 定 してAV-Eの 阻 止 効果 を 求 め た。

Vacciniaウ イ ル ス で は ウ イル ス10倍 稀 釈液 をHep.

No・2細 胞 の 単層 培 養 の成 立 した試 験 管 に 接 種 し,37℃

で3時 間 吸 着後,未 吸 着 ウイ ル ス を 流 去 し,AV-Eを 加

え る。37℃5日 間 培 養 後TCIDseを 求め た。

表1の とお り・AVEはsero-typeに 関 係 な く,RNA
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表1Antivirin-Eの 投 一与に よ る数 種 の ウ イル スの

増 殖 阻 止

用い られた ウイル ス材料

種類及び型と株

Polio1型MAHONEY

2型MEF1

3型SAUKETT

VacciniaDV_97

24時 間後 の細胞外
ウイルス量

PFU/m1

対 照

1.5×107

1.7×107

1.5×107

AV-E

投与群

8.2×10s

8、4×105

8.3×105

5日 後 のTCID5。/
m1
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ウイルスであるPolioウ イル スに も,DNA系 ウイル

スであるVacciniaウ イルスにも増殖抑制効果 を示す。

2.Antivirin-Eに 対 す る蛋 白質及び核酸 分解酵素

の影響

次にAV-Eの 性状を知 るために 蛋白質分解酵素お よ

び核酸分解酵素の影響を検 討 した。まつ部分精製AV-E

の紫外部吸収 スペ ク トルを み る と,2ユ5mμ と2801nμ

に最大吸収を示 し,260mμ には吸着を認 めない の で,

まつ蛋 白分解酵素に よるAV-E活 性の失活 を検討 した。

またDNase,RNase処 理 によるAV-E失 活 の可能性

を検討 した。実験 の結果 を表2に 示す。

結果か ら」明かな ように,AV-EはTrypsin処 理 で完

全に失活を受けた。 いつぼ うDNaseとRNaSeで は失

活は認め られなかつた。 以上 のこ とか らAV・-Eは 蛋 白

性のものであ ると考 えられ る。

3.Anti▼irin-Eの 熱安定性 とpH安 定性

Interferonお よびInterferon様 物質は常温で はpH

3.0か らpH10・0の 間で安定 であるが,耐 熱性 に乏 し

く65～85℃60分 間の加熱でその活性 を失 な うと報告s)

されて いる。そ こでAV・-E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。

表3で み られる とお り,AV-Eは25℃60分 間 で観

察 した場合pH7.0で 安 定 で あ り,酸 性お よびアルカ

リ性側 で失活が認められ る。 またpH7・460分 間の 条

件では56℃ で約50%の 失活が認め られた。

4.Antivirin-Eに よる細胞内 ウイルス増殖 の抑制

次 にAV-Eの 作用部位を 明らかにするために次 の点

について検討 した。

(1)ウ イルス吸着 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

2型MEFi株 をM.O.i.=1で 接種す る。AV-E処 理群

では接種 ウイル ス稀 釈液に0.1ccのAV-E液 を 加 え

て1試 験管当 りの液量 を1ccと な るように し,対 照群

ではAV-Eの 代 りに同量 のPBSを 加 える。37℃60分

間吸着後,細 胞 外 液 を除去 し,PBSで3回 洗い,洗 液

と細胞外液を合 して,そ の全PFUを 測定す る。接種 ウ

イルス量からこの未吸着 ウイルス量の差 を吸着 ウイル ス

量 とす る。実験 の結果 を表4に 示 す。

表 で示 され るよ うに,AV-Eが ウイル ス吸着に作用す

る ことはまつ ないと言え る。

(2)宿 生細胞 よ りの ウイルス游 出に対す る作用

単層培養の成立 したHep.No.2細 胞 にm.u.i.=1と

表3AntivirinEの 耐 熱性 とpH安 定 性

AntivirinEに 加 え た

条 件

温 度

(℃)

熱安定性 の検討

4

25

37

56

75

100

pHに 対す る安
定性

25

閉

60

pH

7.4

2.0

5.0

607,0

9.0

12.0

PFUIm1*

AV-E

処 理 群

0.25×105

0.30×105

0.32×105

0.50×105

0.65×105

0.85×105

0。48×105

0.50×105

0.17×105

0.56×105

0.70×105

対 照 群

0.86×105

0、76×105

阻 止 パ
ハセ ン

ト(%)

72.3

65.0

62.7

39.4

21.7

0

36.0

33.0

77.3

25.0

7,0

*m ・e・i・=1でPo1io2型ME瑞 株 ウイ ル ス を 接

種 して24時 間 後 の細 胞 外 ウ イル ス量

表2Antivirin・-Eの 酵 素 分 解 の 検 討

酵 素 分 解 の 条 件

作用 した酵素

Trypsin

DNase

RNase

Enzyme-freeのPBSに

溶 解 したAV-E

量

(mcg)

2,000

20

20

0

反応温度
(。C)

7
`

7
ご

7
尋

3

轟」

つ
り

37

反応時間
(分)

120

60

60

120

PFU/m1

AV・-E処 理 群

2.27×106

0.38×106

0.31×106

O.42×106

対 照 群

2.94×106

阻 止 パ ーセ ン ト

(%)

19。4

87.0

89.4

85.7
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表4Polio2型MEFI株 ウイ ル ス の細 胞 のHep.

No・2吸 着 に 対 す るAntivirinEの 影 響

群

対 照 群

AV-E群

接種 ウィル
ス量

(全PFU)

4.45×105

4.45×los

未吸着 ウィ
ル ス量

(全PFU)

1.37×104

1.30×104

吸着 ウイル
ス量

(全PFU)

4.31×105

4.32×10s

着
ヂセ

%

吸
し
ー

ノ

97.0

96.7

表5Polio2型MEFi株 ウ イル ス のHep.No.2

細 胞 よ りの游 出 に 対 す るAntivirinEの 作

用

群

対照群

AV-E群

細胞 内 ウイル ス量

全PFu隣 パ1菊

3.5×104

3.6×104 0

細胞外に游出 した
ウイル ス量

全PFU隣 パCo/
eit)

6.6×102

6.6×102 0

表6Polめ2型MEF1株 ウイ ル スのHep.No.2細

胞 で の 再 生 に 対 す るAntivirinEの 影 響

群

対照群

AV_E

群

1*

2**

細胞内 ウイル ス量

全PFU

4.5×104

8.ユ ×103

1.1×104

阻止 パ ー セ
ン ト(%)

82.0

75.5

細胞外 ウィル ス量

全PFU

8.1×103

5.0×102

7.6×102

阻 止 パ ー セ
ソ ト(%)

93.8

90.6

*AV-Eを ウイ ル ス接 種 後1時 間 目～3時 問 目 ま で

加 え,6時 間 目に ウイ ル ス量 を定 量
**AV-Eを ウ イ ル ス接…種 後3時 間 目～6時 間 目 まで

加 え,6時 間 目に ウ イ ル ス量 を 定 量

してPolio2型MEF,株 を接種 し,37℃60分 間 吸着

させ,未 吸着 ウイル スを洗い玄つた後新鮮 な維 持培地 を

加 え,さ らに培養を続け る。 ウイルス接 種後4.5時 間で

細胞外液をす てて,PBSで3回 洗 つ た 後,AV-E群 で

はAV-・EO・1cc含 有維 持培地 を1.Occ,ま た対照群 で

はAV-Eの 代 りにPBSを 同量加え,37℃ で30分 間

培養 し游 出ウイルス量 と細 胞内ウイル ス量を測定 した。

表5に 結果を示 す。表 にみられ る ように,AV-Eは ウ

イル ス游出には影響を及ぼ さない。

(3)ウ イルス再生初期過 程 に対 す るAntivirin-E

の作用

以上の検 討でAV-Eの ウイルス吸着 と游 出 に 阻止効

果 を示 さない ことが 明らか であ るので,細 胞内 ウイルス

増 殖に対す るAV-Eの 効果 を検討 した。Hep.No・2細

胞 の単層培養 の成立 した 試験管 にPolio2型MEFi株

をm・o・i・=1で 接種す る。37。C60分 間の 吸 着 後 未吸

着 ウイルスを流去す る。対照群ではPBSO.1ccを 含む

維持培地1・Occを 試験 管に加 える。AV-E処 理群は2

つに分け る。第1群 は ウイルス接種後1時 間 よ り3時 間

目までの2時 間AV-Eを 加えた の ち,培 養 液 を 流 去

し,再 び新鮮な維持培地を加えて培養 を続け,ウ イルス

接種後6時 間 目に細 胞内お よび細胞外 ウイル ス量を定量

す る。第2群 は ウイルス接種後3時 間 目までは対照群 と

同様に処理 し,3時 間 自にAV-Eを 加 え て,さ らに6

時間 目まで培養 して細胞 内お よび細胞外 ウイルスを定量

す る。実験 の結果 を表6に 示す。

表6で 明 らかな とお り,第1群 では細胞外 ウイルス量

は93.8%,細 胞内 ウイルスは82%の 抑制 を示 した の

に対 して,第2群 は細胞外が90.6%,細 胞内が75%の

抑制を示 した。第1群 の細胞内 ウイル ス抑制度は第2群

の抑制度に対 し推計学的に有意であ り,こ のことか らウ

イル ス再生 の初期過程 にAV・-Eは 作用す るもの と考 え

られ る。

考 察

BALTIMORE6》 らによれば,Polioウ イル 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 イルスの中には とり込 まれず,2・5時

間後に初めてRNAは ウイル ス粒子の中 に くみ込 まれ始

める。 そ して4時 間近 くになる合成 されたRNAの20%

が ウイル スの中にあ ると言われてい る。今回我 々の用い

た実験 条件では,ウ イ ル ス 接種後1時 間 目か ら2時 間

AV-Eを 作用 させた場合に最 も強い阻止 効果 を 得 た。

この ことはAV-Eの 作用部位が,ウ イルス再生の初期,

す なわ ち,ウ イルス核酸 と蛋 白質合成 の始 ま りから,こ

れ ら2つ のウイルス構成 因子の結 び付 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・-EはRNA系 ウイル スで あ るポ リオ とDNA系 ウ

イルスであ るワクチニ アウイルスに血清学的分類 に関係

な く作用 した。 この ことはAV・-Eが 巾 広い抗 ウイルス

スペ ク トルを もつ ことを示唆 してい る。 我 々が今回 とり

あげた ウイルスの種類は限 られた範囲の ものであ るが,

AV-Eの 各種病原 ウイル ス感染に対す る化学療法的検討

は今後 さらに進 めて行 きたい と考えてい る。 またAV-E

はその紫外部吸収 スペ ク トル と蛋 白質分解 酵素に よる失

活 よりみて,蛋 白性 の もの と考え られ る。 今 日まで我 々

は培養 細胞の生産す る抗ウイルス因子を見 出 し,こ れを

Antivirinと 呼 んで来たがAV-EとAVは 熱 安定性,

pH安 定{1!IEi,および蛋 白質分解 酵素 に よる失活 のすべて

の点 で異 なつた別個 のもの であ る と考 え ら れ る。 また

AV-Eは 熱 安定性,蛋 白質分解 酵素に よる失 活 態 度 は

Interferonに 類似 してい るが,そ のpH安 定 性 の面で

安定領域がせ ま く,こ の点でInterferonと も異なつた

物質であ ると考えられ る。
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要 約

AV・-EはPolio1型,2型,3型 及 びVacciniaウ

イル ス を 著 明 に抑 翻 す る。AV-Eは 蛋 白 性 の も の で あ

り,細 胞 内 ウイル ス再 生 の初 期 過 程 に 抑 制 効果 を示 す。
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STUDIES ON THE HIGH MOLECULAR SUBSTANCES POSSESSING 

         CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY. VII

 Antivirin-E, an Antiviral Substance found in Ascites of Tumor bearing Mice 

          HARUHISA FUJITA and SHIGESHI TOYOSHIMA 

 Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical Institute, School of 

                 Medicine, Keio Gijuku University

 Antivirin-E, an antiviral substance found in ascites of Ehrlich ascites tumor bearing mice, was in-
vestigated. 
 Antivirin-E was inhibitory on the intracellular multiplication of polio (types 1, 2 and 3) and vac-
cinia viruses. The site of action of antivirin-E was considered to be the inhibition of the replicative 
step of the intracellular multiplication of susceptible virus. The antiviral activity was inactivated  by 

proteolytic enzyme treatment, but not with both RNase and DNase. Antivirin  Fs activity was un-
stable in the pH range of acidic and alkali sites, and was decreased to  50% by heating at  57°C for 60 
minutes.




