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1, 2-Bis [5(or 6)-methoxy-2-benzimidazolyl] 1, 2-ethanediolの

抗 ポ リオ ウイ ル ス作 用1)(そ の2)

秋 浜 澄 行

明治薬科大学

(昭和46年1月19日 受付)

1, 2-Bis [5(or 6)-methoxy-2-benzimidazolyl] 1, 2- 

ethanediol (BMBID)の 抗 ポ リオ ウイ ル ス作 用 機 序 と し

て,私 ど もは 現 在 ま で に,1)BMBIDは ポ リオ ウ イル

ス を 真 接 不 活 化 しな い,2)ウ イ ル ス の 宿 主 細 胞 に 対 す

る吸 着 を 阻 止 しな い,3)細 胞 内 で の ウイ ル ス増 殖 を 強

く抑 制 し,ウ イ ル ス収 量 をい ち じる し く低 下 させ る,こ

とな どを 明 らか に した1)。2-(α-Hydroxybenzyl) benzi-

midazole (HBB)の 抗 ポ リオ ウ イ ル ス 作 用 は ポ リオ ウイ

ル スRNA polymeraseの 誘 導 を抑 制 し,そ の 結 果 ウ イ

ル スRNAの 形 成 が阻 止 さ れ るた め と考 え られ てい る2)。

今 回 はHBBと 比 較 的 類 似 の 構 造 を も つBMBIDも ポ

リオ ウ イル スRNAの 形 成 を 阻 止す るか ど うか,ま た ウ

イ ル スRNAに 対 し て ど の よ うに作 用 す るか に つ い て検

討 を 加 え,BMBIDの 抗 ポ リオ ウ イル ス作 用 機 序 の 解 析

を 行 なつ た 。

実 験 材 料 と 実 験 方 法

宿 主 細 胞 と してHeLa S3細 胞 を,ウ イ ル スは ポ リオ

ウイ ル ス1型,(MAHONEY株)と2型(MEF1株)を,

また 増 殖 培 地 と して10%仔 牛 血 清 を 加 え たYLE培 地

(0.1%酵 母 エ キ ス,0.5%ラ ク トア ル ブ ミ ン加 水 分 解

物 を 含 むEarle塩 類 溶 液),維 持 培 地 と して4%仔 牛 血

清 を 加 え たYLE培 地,寒 天 培 地 と し て0.9%寒 天

(Difco製)を 含 む 維 持 培 地 を使 用 したO

Actinomycin Dは メル ク株 式 会 社 か ら供 与 を 受 け,

14C-uridine (50mcC/ml, 58mC/mM)は 日本 放 射 性 同

位 元 素協 会 の もの を,ま た 下 記 の 構 造 式 のBMBIDは

4-methoxy-o-phenylenediamineとDL-酒 石 酸 とか ら

合 成 して3)使 用 した 。

感染性RNAの 抽出

HeLa S3細 胞 の単層にポ リオウイルスをmoi約100

で接種 し37℃ で1時 間吸着させる。ウイルス接種液を

除き細胞 はPBS (phosphate buffered saline, pH 7.2)

で洗浄後維持培地を加えて37℃ で培養を続ける。ウイ

ルス接種後適当な時間に維持培地を除 き,ラ バーポ リス

マ ンで 細 胞 を 培 養 瓶 か ら は が しRNA抽 出液(1mM

EDTA, 0.14MNaCl含 有0.01Mト リス 緩 衝 液,pH

7.2)に 懸 濁 させ て か らWECKER4)ら の フ ェ ノー ル 法 を

用 い て 感 染 性RNAを 抽 出 した 。 ま た 感染 性RNAの

定 量 はCARP5)の 方 法 に した が つ て 行 な つ た 。

14C-uridineのRNAへ の 取 リ込 み

ウ イル スRNAへ の14C-uridineの 取 り 込 み は

BUCKNALLら6)の 方 法 を 利 用 して 行 な つ た 。 す な わ ち

培 養 試 験 管 にHeLa S3細 胞 の増 殖 培 地 懸 濁 液(約1×

106cells/ml)を1ml入 れ て37℃ で3日 間静 置 培 養

して 細 胞 単 層 を 作 る。 増 殖 培 地 を 除 きPBSで 洗 浄 後

Eagle培 地0.45ml, 50mcg/ml actinomycin D 0.05

m1を 加 え て37℃ で1時 間培 養 す る。 つ ぎ に ウ イル ス

希 釈 液0.1ml(moi約50)を 接 種 して37℃ で30分

間 吸着 さ せ る。 接 種 液 を 除 きPBSで 洗 浄 後Eagle培

地0.7ml, 50mcg/ml actinomycin D 0.1ml, 400

mcg/ml thymidine 0.05ml, 354mcg/ml (10-3M)

BMBID 0.1ml,お よび14C-uridine 0.1ml (0.1mcC)

を 加 え て 全 量 を1.0mlと し37℃ で 培 養 す る。 ウ イル

ス対 照 群 に はBMBID溶 液 の か わ りにPBS 0.1mlを

使 用。 ウイ ル ス 感 染 後3, 4, 5お よび6時 間 目に 細 胞 を

冷PBSで2回,冷10%過 塩 素 酸 水 溶 液 で2回,再 び

冷PBSで2回 洗 浄 後0.25%ト リプ シ ン溶 液(Difco製

を1:250)1ml加 え て40℃ で30分 間 消化 す る。 後

強 く振 盪 して 細 胞 を 培 養 試 験 管 か ら 離 し,ジ オ キ サ ン

-PPO-ナ フ タ リ ンの シ ンチ レー タ8mlを 加 え て液 体

シ ンチ レ ー シ ョ ンスペ ク トロ メー タ(堀 場 製)で カ ウ ン

トす る。

実 験 結 果

ポ リオ ウ イル スRNA形 成 に及 ぼ す影 響

BMBID 35.4mcg/ml(10-4M)の 存 在 下HeLa S3細

胞 にMAHONEY株 を 感 染 させ,後6お よ び10時 間 目

に 細 胞 内 の 感 染 性RNAを フ ェ ノー ル 法 で抽 出 して 測定

す る と,無 処 理 の 対 照 群 で は 感 染6時 間 後 で5×103

PFU/ml, 10時 間 目 で は1.4×104PFU/mlの 感 染 性

RNA形 成 が 見 られ るの に 対 しBMBID処 理 群 で は感 染

性RNAの 形 成 は 確 認 で き な か つ た 。 しか しBMBID

濃 度 を ウ イ ル ス増 殖 阻 止 効 果 の 低 い0.35mcg/ml(10-6
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M)に す ると感染性RNA形 成 は無処理対照群よりも低

いけれど認められる。また接種 ウイルス株 としてMEF1

株を使用した時で も35.4mcg/mlのBMBID処 理 では

感染性RNAの 形成は見 られなかつた。

いつぼう14C-uridineの ウイルスRNAへ の 取 り込

みは無処理対照群ではウイルス感染後増加しているのに

対しBMBID処 理群ではほとんど14C-uridineの 特 異

的な取り込みは見られ なかつた。した が つ てBMBID

は ウイルスRNA形 成を阻止するものと考えられる。

感染性RNAの 宿主細胞感染に及ぼす影響

MEF1株 の感染性RNAをHeLa S3細 胞 の単層に感

染させたのち,種 々の濃度のBMBIDを 含む 寒天培 地

を加えて感染性RNA感 染によつて起るブラック形成に

対する効果を調べてみると,35.4～0.35mcg/ml濃 度の

BMBID処 理 では完全にブラック形成を抑制している。

また感染性RNAをmoi 0.004でHeLa S3細 胞 に

感染させたのち,35.4mcg/mlのBMBIDを 含 む維持

培地を加えて37℃ で培養 し感染後8, 12お よび24時

間 目にご維持培地を除き,PBSで 細胞を洗 浄後 細胞内の

ウイルスを凍結融解によつて集め,そ のウイルス量をブ

ラック法で測定 してみると無処理対照群では培養時間の

延長につれて細胞内ウイルス量が増加 しているにもかか

わらずBMBID処 理群では細胞内ウイルスを確 認 で き

なかつた。

表1　 感染性RNA形 成に対するBMBIDの 効果

ウイ ル ス接 種 量=moi 100

図1　 14C-uridineの ポ リオウイルス

RNAへ の取 リ込 み

表2　 感染性RNA感 染 に及ぼす影響(1)

ブラック形成に対する効果

ブラック数は ブラック瓶4本 の平均値

表3　 感染性RNA感 染に及ぼす影響(2)

ウイルス収量に対する効果

感染性RNA接 種量=moi 0.004

BMBID濃 度=35.4mcg/ml

図2　 感 染 性RNAの 不 活 化 作 用
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この感染性RNA感 染に対す るBMBIDの 阻 止効果

はBMBIDに よる感染性RNAの 不活化作用によつて

起こる可能性が考えられる。この点を明らかにするため

にご2×105PFU/mlのMEF1株 感 染 性RNAを35.4

mcg/ml濃 度 のBMBIDと 混 合し37QCで 静 置 す る。

対照 としてBMBIDの 代 りにPBSを 用 い,1.5, 3お

よび5時 間後にご反応混液から少量サンプルとして取 り,

ブ ラック法で不活化されていない感染性RNA量 を測定

した。この結果,図2に ご示 す とお り,無 処理対照群 と

BMBID処 理 群の不活 化曲線に有 意な差が見 られず

BMBIDに は感染性RNAに 対する特異的な直接不活化

作用は無いものと考えられ,し たがつてBMBIDは ポ リ

オウイルスRNAの 複製を抑制するものと推定される。

考 察

BMBIDの 抗ポ リオウイルス作用機序 と して前 回 は

BMBIDは ウイルス不活化作用や吸着阻止作用を示さず

細胞内でのウイルス増殖の段階にご作用すること,今 回の

実験で感染性RNAの 形成を抑制することを明らかにし

た。 ウイルスが細胞にこ吸着 しRNAの 複製を起こすまで

に侵入と脱殻の2段 階の存在が考えられている。

HeLa S3細 胞にmoi 10のMAHONEY株 をBMBID

35.4mcg/mlの 存在下 で接 種 し37℃ で培養,ウ イル

ス接種後10～40分 に凍結融解を行なつてeclipseに 入

つていない残余ウイルスを集めプラック法で求めてみる

と無処理対照群 との間にほとんど差が見られない。 した

がつてBMBIDはeclipseに 入 る過程は阻害 していない

と推定される。 また表2や3に 示す ように 感染性RNA

をHeLa S3細 胞 に感染させた場合(脱 殻が完了 した状

態)で もBMBIDは ウイルス形成を阻止 し,こ の阻止は

感染性RNAの 不活化によるものでないことからBMBID

は前記の侵入,脱 殻の2段 階には阻止作用を示さず,ポ

リオウイルスRNAの 複製過程に対 して阻害 的 に 作 用

し,そ の結果ウイルス粒子の形成が阻止されるものと考

えられる。

総 括

BMBIDは ポ リオウイルスの感染性RNAの 形成を抑

制 し,ま た14C-uridineの 取 り込み をも抑制する。感

染性RNAをHeLaS3細 胞 に感染させた時でもBMBID

は ウイルス収量を減少させ,ま たブラック形成を抑制す

る。 しか しBMBIDは 感染性RNAを 不 活化しない。

したがつてBMBIDは ポ リオウイルスRNAの 複 製を

阻止するものと考えられる。
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表4　 Eclipseに 及 ぼ すBMBIDの 効 果

ウ イル ス接 種 量=moi 10

BMBID濃 度=35.4mcg/ml
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ANTIVIRAL ACTION OF 1, 2-BIS [5(OR 6)-METHOXY-2- 

BENZIMIDAZOLYL] 1, 2-ETHANEDIOL ON POLIOVIRUS (II) 

SUMIYUKI AKIHAMA 
Department of Biochemistry. Meiji College of Pharmacy 

1, 2-Bis[5(or 6)-methoxy-2-benzimidazolyl] 1, 2-ethanediol (BMBID) at a concentration of 35. 4mcg/ 
ml (10-4 M) clearly inhibited the formation of infectious RNA of poliovirus and the incorporation of 14C- 
uridine into poliovirus RNA. Marked reduction of virus yield and inhibition of plaque formation 
could be demonstrated when the infectious RNA was infected on HeLa S3 cells in the presence of 
BMBID, but BMBID did not have any direct inactivation effect on infectious RNA of poliovirus. It is 
thought therefore that the inhibitory effect of poliovirus growth by BMBID may be due to an inhibi- 
tion of viral RNA replication. 


