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人の 日常生 活の 中 で体 内に 摂 取 す る 環 境 物 質が,単 純疱 疹 ウイ ル ス,2型(HSV-2)の 感 染 症 に

いかに影 響を及 ぼ すか を 研 究 す る 目的 で,HSV-2の ブ ラ ッ ク形 成,一 段 増 殖,お よびHSV-2誘

導性thymidine kinase活 性 に対 す る環 境 物 質 の 作 用 を 検 討 した 。HSV-2の ブ ラ ッ ク形 成 に は,

食用色素 のamaranth,erythrosine,化 粧 品 色 素 のrhodamine Bが 抑 制 作 用 を 示 し,HSV-2の 一

段増殖に は,amaranth,erythrosine,rhodamine Bの ほ か,香 料 のsafroleに 抑 制 作 用が 認 め られ

た。一方,煙 草成 分 のnicotineに はHSV-2の 増 殖 促 進 作 用 が 認 め られ た 。nicotineに は,さ ら

に紫外線処理HSV-2の ブ ラ ッ ク発 現 を も促進 した 。nicotineに はDNA修 復 機 能 促進 作 用 が 報 告

され てい るので.そ の作 用 に よ ってHSV-2の 増 殖 な らび に 紫 外線 照 射 ウイ ル スの ブ ラ ッ ク形 成 を

促進 した と考 え られ る 。HSV-2誘 導 性thymidine kinase活 性 に つ い て は,amaranthの み が

thymidine kinase活 性 を 抑 制 した が,ウ イ ル ス増 殖 抑 制 濃 度 に 比 較 す る と 高 濃 度 を 要 した た め ,

amaranthの 抗HSV-2作 用 点 はthymidine kinase活 性 以 外に あ る と思 わ れ る。 この 研 究 に お い

て,我 々が 日常生 活 の 中 で 頻 回 に 摂取 し 得 る物 質 の 中 に はHSV-2の 増 殖 に 抑 制的 ,あ るい は 促 進

的に作用 す る もの が 存 在 し,HSV感 染症 に 何 らか の 影 響 を及 ぼ して い る こ とが 示 唆 され た 。

単純i庖疹 ウ イルス(Herpes simplex virus:HSV)

は,通常,人 では小児期に不顕性感染 し,ほ ぼ80～100

%の 人から抗体が検出されるが,感 染 性 ウィルスが検

出されることはなく,い わ ゆる静止感染状態 となる。 し

かし,最近,公 衆 衛生 の 向 上,お よび性意識 の変化か

ら,初感染年齢の上昇が認められ,重 篤度ならびに伝播

性に関して社会問題 となってきている。

また,癌 や臓器移植患者における再燃は,重 篤 な全身

症となる。さらに,2型 は子宮癌 との相関性が疑われて

いることから,こ のウイルスの感染及び再燃機構の解明

は極めて重要であると考えられ る。

HSVの 再燃には,紫 外線,外 傷,神 経 切断,発 熱な

ど,誘発因子が明らかな場合の外,直 接 的原因 とな るべ

き刺激が思い当らないことも多い。 即ち,HSVの 再燃

誘導に関与する物質,あ るいは抑制する物質が現在 まで

に知られている以外にも
,生 活 環境の中に数多 く存在す

るのではないかと考えられる。 そこで
,我 々の研究 グル

ープは
,食 品添加物,煙 草成分,医 薬 品な どについて,

HSVの 増殖に及ぼす作 用を検 討 し
,HSV感 染症 にお

ける環境物質の役割を考察 した。

I・ 実験材料および方法

生活環境物質:我 々が 日常生活 の中で
,経 口,経 皮,

経鼻的に摂取する 環境物質 として 食品添 加物か らama-

ranth(赤 色2号),erythrosine(赤 色3号) ,香 料 か ら

safrole,化 粧 品 用 法 定 色素 か らrhodamine B,医 薬 品

か らphenacetin,染 料 か ら2-acetylaminofluorene(2-

AAF),煙 草 成 分 か らnicotineを 用 い た 。amaranth ery-

throsineお よびnicotineは 精 製 水 に 溶 解 し,20mg/ml

を 薬 物 原 液 とした 。safroleはethanolで20mg/ml原 液

と し,phenacetinは 熱 精製 水 で2mg/mlと して 使 用 培

地 で適 宜 に 希 釈 して 用 い た。 各 物 質 の 最 高 非毒 性 濃 度 は

次の よ うに 決 定 した 。 即 ち,96穴 の マ イ ク ロプ レー ト

(NUNC,Denmark)に 培 養 したFlow2000細 胞(人 胎

児 肺 細 胞),ま た は,Vero細 胞 の 単 層培 養細 胞 に,各 被

験 環 境 物 質 の 種 々 の濃 度 の 希 釈 液 を0.1m1入 れ,36.5℃

で5%CO2イ ンキ ュベ ー タ ー中 に て 培 養 し,細 胞 の形 態

的 変 化 を倒 立顕 微 鏡 下 で7日 間 観察 し,形 態 上 対照 正常

細 胞 と等 し く,何 ら細 胞 毒 性 作用 を発 現 しな い 最 高濃 度

を 測 定 した 。

細 胞:Flow2000細 胞 お よびVero細 胞 は そ れ ぞ れ

継 代 数16代 と144代 の もの をFlow Lab.Co.(USA)

よ り購 入 した 。 細 胞 の 維 持 増 殖 に はEagle's minimum

essential medium(MEM,日 水製 薬 〔株 〕)に 牛 胎 児 血

清(Flow Lab.Co.)を10%添 加 した培 地 を用 いた 。

ウイ ル ス:単 純 疱 疹 ウ ィル ス,2型,169株(HSV-2)

は,北 里 大 学 薬学 部,西 村 千 秋 博 士 よ り分 与 され た 。
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Table 1 Nontoxic maximum dose of each environmental substances

in Flow 2000 cells

HSV-2をFlow2000細 胞に撞種 し,2%牛 胎児血清添

加MEMで ウイルスに よる細胞変性(Cytophathicef ef-

fect:CPE)が 細胞層のほぼ90%以 上に連す るまで培

養す る。その後。培 養瓶 よ り感染細胞を掻 き落 し,超 音

波発生装(BransonSonicPower Co.USA)で20秒

超音波処理を行ない,3,000rpm,10分 聞遠心後 の上清

を-80℃ に凍結保存 し,ウ イルス材料 として用いた。

ウイルスの感染価 はVero細 胞 において ブラックア ッセ

イ法に よ り測定 した。

HSV-2の ブラ ック形成 に 及 ぼす環境物質の 作用の検

討:5×105個 のVero細 胞を径35mmの プラスチック

デ ィッシュ(NUNC,Denmark)に 蒔 き,2日 間 イソキ

ュペーター中で培養 し,単 層培養細胞を得る。 細 胞 面

を リン酸麟衝生 理食塩 水(pH7.2,PBS)で 洗い,1%

牛血清 アル ブミ ン(fraction v.Sigma,Sigma,USA)含 有

Hank's生 理食塩水(HBSS)で,ディッ シ轟当りのブラ

ック敬がほぼ50個 に なるよ うに希釈 したウイルス渡の

0.1mlを 撞 種した0.37℃1時 間吸詔 後,各 濃度の環奨

物質,10%仔 牛血清(極 東製炭〔株〕),0.6%agarose

(Seakeam。USA)を 禽むM£Mを 加え3日 聞堵養し,

neutm1red(Merck,WestGernany)で 生細胞を染色

し,プ ラ,ク 数を計敬 した。 ウイルス感染価鳳 プラ,

ク形成単位(plaque forming unitPFU)で表 わす。

HSV-2の 一段増殖に及 ぼす環境物質の 作用の検詐

プ ラスチ ック培 炭管(Ambitube(R),Lux Co.USA)に

6×105個 のFlow2000働0細 胞 を 蒔 き,2日 間培炭偽

Fig.1 Effect of environmental substances on plaque formation of 

wild type HSV-2
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Fig.2 Effect of environmental substances on one-step growth

of wild type HSV-2

HSV-2を 細胞 当 りの感 染 率(moi)0.3で 接 種す る。1

時間吸着後,各 濃度 の被 験 物 質お よび10%牛 胎 児 血 清

を含むMEMを 加 え,20時 間培 養す る 。細 胞 を 超 音 波

処理にて破壊 し,3,000rpm,10分 間 遠 心後 の 上 清 に つ

いて,ブ ラックア ッセ イ法 で感 染 価 を 測 定 した 。

IHSV 。2誘導性thymidine kinase活 性 に対 す る環 境 物

質の作用の検討:3H-thymidine(56mCi/mmole,Amer-

sham,UK) ,ATP(Sigma,USA),MgCl2お よび β-

mercaptoethanol(和 光 純薬 〔株 〕)を 用 い ,リ ン酸 化 チ ミ

ジンの分離はDEAE-cellulose disk(Watman,DE81)

を用いてLOWRYら1)の 方 法 に 準 じて測 定 した0

11-成 績

1.環 境物質の細胞 に 対す る毒 性

用いた環箋物質の培 養 細胞 に 対 す る 毒 性 は,単 層培 養

状態の細胞の形 態変化 で 測定 し,細 胞 形 態 に 変 化 を来 た

さない最高濃度を最 高非 毒 性濃 度 と してTable1に 示

した。

2.HSV-2の ブ ラ ッ ク形成 に及 ぼす 環 箋 物 質 の 作 用

各環境物質 の 最高 非毒 性 濃 度 以 下 の濃 度 に つ い て,

HSV-2の ブラ
ック形 成に 及 ぼ す 影 響 を,Vero細 胞 に お

いて測定した
。そ の結果,amaranth,erythroSine,お よ

びrhodamine Bに,ブ ラ ッ ク形成 阻 止作 用 が あ る こ と

が 認 め られ,そ れ ぞれ の50%ブ ラ ッ ク 形 成 阻 止 濃度

(PDD50)は,150,55,お よび20μg/mlで あ った 。

phenacetin,safrole,nicotineお よび2-AAFは,最 高

非 毒 性 濃 度 以 下 で は,HSV-2の ブ ラ ッ ク形 成 に 何 ら作

用 を及 ぼ さな か った 。

しか し,プ ラ ッ クア ッセ イ は,1個 の 感 染 単位 を 測 定

す る こ とであ り,ブ ラ ッ ク発 現 と,そ の 感 染 単位 か らの

ウ ィル ス産 生 量 は 必 ず し も 平 行 す る もの で は な い。 即

ち,ブ ラ ッ クの 数 に は 変 化 を 来 さ ない が,ウ イ ル スの 産

生 量 に 何 らか の 影 響 を 与 え る物 質 が 存 在 す る可 能性 もあ

る。 そ こで,次 に,こ れ らの環 境物 質 に つ い て,HSV-2

の 一 段 増殖 に及 ぼ す 影 響 を 検 討 した 。

3.HSV-2の 一 段 増 殖 に 及 ぼす 環 境 物 質 の 影 響

Fig.2に 示 した よ うに,amaranth,erythrosine,rho-

damineBは ブ ラ ヅ ク ア ッセ イの時 と同様 にHSV-2の

増 殖 を 抑 制 した 。 そ の50%ウ イ ル ス 増 殖 阻 止 濃 度 は,

そ れ ぞ れ,170,6.7お よび30μg/mlで あ った 。 な お,

プ ラ ッ クア ッセ イで は 抑 制 作 用 の 認 め ら れ な か っ た

safroleはHSV-2の 一 段 増 殖 を 抑制 し,そ の50%ウ イ

ル ス 増 殖 阻 止濃 度 は25μg/mlで あ った 。一 方,nicotine
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Table 2 Effect of nicotine on the plaque formation of

UV-irradiated HSV-2.

は,100μg/mlと200μg/mlに おい てHSV-2の 増 殖 を

明 らか に 促進 す る こ とが 見 出 さ れ た。2-AAFお よ び

phemcetinはHSV-2の 増 殖 に 何 ら作 用 し数 か った。

4.紫 外線 照 射HSV-2の ブ ラ ッ ク発 現 に 及 ぼ す

nicotineの 作 用

テ ス トされ た 環 境 物 質 の中 で,nicotineはHSV-2の

一 段増殖を促進 したが,プ ラヅク発現に は作用を及 ぼさ

なか った。nicotineは 損傷を受けたDNAの 修復機構を

促 す ことが 報 告されて いるのでHSV-2の 増殖促進作

用 も,お そ らくウイルス感染 に よって 誘導 された 細胞

DNA修 復機構がnicotineに よって促進 されたか らで

あろ うと考え られる。 もし,細 胞DNA修 復機構が促

進されてい るな ら,障 害を受けた ウィルスDNAも 修

復 されるであ ろ う。そこで紫外線照射に より軽 度に障害

を与えたHSV-2の ブラック形成に対す るnicotineの 作

用を検討 した 。ウイルスは,殺 菌 ランプ(15W,東 芝)

下40cm,平 均紫外線強度246.5μwatt/cm2で5分 間照

射 し,感 染価 として原材料のほぼ1/2,000に 減少 した

材料 を用いた。 ウイルス吸着後,3時 間細胞をnicotine

で処理し,細 胞表面 をPBSで 洗浄後agarose培 地を加

え72時 間後のブラ ック数をカ ウン トした。

Table 2に 示す よ うに,紫 外線処理 を受けたHSV-2

の ブラック発現はnicotineに よって明らかに促進され,

nicotineが 損傷を受けたHSV-2のDNAをrescue

する ことが確認 された。また,テ ス トした範囲ではni-

cotineの 濃度 と,発 現す るブラック数 には相関関係はな

く,一 定濃度以上のnicotineが 必要であ りかつ,充 分で

あると考え られる。

5.HSV-2誘 導性thymidine kinase活 性へ及ぼす環

境物質の影 響

これ までの実験に より,環 境物質の中にHSV-2の 増

殖を抑制す るもの と,促 進する ものが見 出されたので,

次に,ウ イルス増殖の初期に,ウ イルスの遺伝情報 に よ

って合成され,ウ イルスDNAの 合成に重要な役割を持

っthymidine kinaseの 活性に及ぼす作用を検討 した。

環境物質として,amaranth safrole,phenacetin,お よ

びnicotineを 用いた。

Fig.3 Effect of environmental substances

on HSV-2 induced thymidins kinase

activity

Concentration(ƒÊg/ml)

Fig.3に 示 す よ うに,almmnthの みが 農濃 度にわい

てthymidine kimse活 性 を抑制 し,gafrdeお よびmi-

cotineは,ほ とん ど作 用 を 示 さ な か っ た。 またama-

ranthこ お い て も,50%カ ッ発現阻 止濃度は150

μg/ml,50%一 段増 殖阻 止 農 度 は180μg/mlで あった

の に 対 し,50%thymidine kinase阻 止濃 度は500μg/

mlで あ っ た。 した が って,thymidine kinase活 性の阻

止作用はamaranthの 主な作用点 とは考難 く,それは

外の ウイルス増 殖過程の どこかに作用 しているものと考

え られる。

6.そ の他の ウイルスの ブラック形成に及ぼす環境 闘

質の影響

HSV 1型,及 びRNA系 ウイル スであるpolio-vi-

rus(1型,Mahoney株)とVenezuelan encephalitis

vims(TC-83,ワクチン 株)の ブ ラ リ ク形成能に及ぼす

作 用 をamaranth,safrole,phenacetinお よびnicotine

について検討 した。 その結果.HSV-1に 対いamaranth

は最高非毒性濃度で,ブ ラック発現阻止率として16.5%

を示 したがRNA系 ウイルスには作用しなかった。さり

にsafrole,phenacetin及 びniotineは いずれのウイル

スのブラ ック発現に も影響を及ぼさなかった。

III.考 察

単純 癒疹 ウイルスの感染症に対 し,日 常生活の中に瑚

在する さまざまの物質が どの ように影響しているか糊

らかにす る目的で.い くつ か の環 境物 質について,

HSV-2の ブ ラ ッ ク発 現 と,一 段増 殖,さ らにHSV-2

誘導性thymidine kinase活 性に対する作用を検討した。

その結 果,用 いた数種の物質の中にHSV-2の 増殖を抑

制する もの と促進す るものが見出された。
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amaranthは 美しい紅色と低毒性 に よ り多 くの国 々で

食品添加物として使用されていた。しか し,SHTBNBERG2)

が1976年 に受精率の低下お よび催奇性を報告 したため

アメリカ合衆国においては食用への使用が禁止 された。

しかしその後の研究で発癌性 は確認で きず,変 異原性や

胎児への毒性も認 められなか ったので3,3)現在 多 くの 国

で々使用されている。この研究でamaranthはHSV-2

のプラック発現 と一段増殖を抑制 した。作用機序の詳細

は明らかではないが,ウ イルス増殖の基本的 な過 程を抑

制すると思われる。また,い くつかの色素は,可 視光線

でphototoxicとなるので5,6),この場 合 も同様の作用に

よる可能性も考えられる。抗 ウイルス作用 はHSV-1よ

りHSV-2へ の作用の方が強かった。

erythrosineは現在のところ 発癌性 その他の危険性 は

認められていない7)。この研究では,HSV-2の ブラ ック

発現と一段増殖を 抑制 した。erythrosineを 含むxan-

thene誘導体の多くに,pkototoxicityが 報 告 されてい

る8)。このphototoxicityは細胞分裂のS期 に最 も強いの

でこのこともHSV増 殖抑制作用の一つの因子 と考 えら

れる。

safroleは,かつ て 石けんの香料に使用 され ていたが

授乳前幼若マウスに強い発癌性 を示す ことが報告 されて

以来,多 くの研究グループか ら変 異 原 性 が 報 告 され

た9～11)。この研究でsafroleはHSV-2の ブラ ック発現に

は作用しなかったが一段増殖を抑制 した。このことに関

しては次のことが考えられ る。(i)safroleは 水に難溶

なのでブラック法で用い られ るagarose内 で は拡散が

遅いこと,(ii)Flow2000細 胞 と,Vero細 胞で は由来

する動物の種属が異なるので代謝系が 違 うこ と,(iii)

in putされたウイルスによるブラ ックの 発現は 阻 害 し

ないが,各ブラック中での,ウ イルスの増殖が遅延 され

ているか,または抑制されてい るか も知れない ことな ど

である。

nicotineにはDNA修 復機構促進に よ り,変 異原性物

類の活性を促進することが知 られている12,。本研究 にお

いても,nicotineはHSV-2の 一段増殖,紫 外線処理

HSV-2の ブラック発現を促進 した。 しか し,紫 外線処

理をしないHSV-2の ブラック 発現 には作用 しなか っ

た。このことは,即 ち,HSV-2の 感染に よって誘導 され

た細胞のDNA修 復機構を ニコチ ンが 促進す るこ とに

よりHSV-2の 増殖 も促進され る。その ことが さ らに損

傷ウイルスDNAの 修復を も促進 す る ことを 示 唆 して

いる。したがって
,損 傷を受けていないwildなHSV-

2のDNAに は作用 しないためwildウ イルスの ブラ ッ

ク発現には影響しない ことと予盾 しない
。

本研究により,日 常生活の中で,人 が体 内に摂取す る

環 境物質の中には,HSVの 増殖に抑制的に働 くもの と,

促進的に働 くもの とが少なか らず 存在す ることが明 らか

とな った。

この ことか ら,あ る種の環境物質への頻回の曝露,あ

るいはその蓄積 によ り,HSVの 感染,発 症,再 燃,さ ら

にそれ らに対す る治療効果の発現が重要な影響を受 けて

いる ことが考え られ る。 したが って,こ れ らの環境物質

について,生 体防御機構 との相互作用の観点か ら,さ ら

に,HSVの 静止感 染か らの ウィルス再活性化に対す る

作用の検討を行なってい る。

本 論 文 の 要 旨 の 一 部 は,第6回 国際 ウ イ ルス学会

(1984,仙 台)に おいて発表 した。

なお,本 研究の一 部は,第7回 日産学術 研究助成金に

よ り行なわれた。
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EFFECT OF ENVIRONMENTAL SUBSTANCES ON THE 

REPLICATION OF HERPES SIMPLEX 

VIRUS IN VITRO

MARIKO FUKUMA, YOSHIKO SETO, HARUHISA FUJITA and  SHIGEO TOYOSHIMA

Division of Chemotherapy, Pharmaceutical Institute,

School of Medicine, Keio University

Some environmental substances which are taken into the body daily may affect the onset of virus
infectious diseases and may influence the expression of chemotherapeutic effect.With this concept,
various environmental substances were evaluated in some infection systems of HSV-2  is vitro. It
was found that some food and cosmetic dyes (amaranth, erythrosine, rhodamine B) inhibited the

plaque formation of HSV-2. Tobacco constituent (nicotine), aromatic (safrole), antifebrile drug
(phenacetin) and materials of dyestuff (2-acetylaminofluorene;2-AAF) did not affect the plaque
formation of HSV-2. In one-step growth test, amaranth, erythrosine, rhodamine B and safrole
inhibited the growth of HSV-2,while nicotine enhanced it. Also, nicotine enhanced the plaque
formation of UV-irradiated HSV-2. Nicotine is known to enhance the DNA repair system. With
a similar mechanism, nicotine may enhance the replication of HSV-2 and repair the UV-damaged
viral DNA in infected cells. Phenacetin and 2-AAF did not affect the growth of this virus.  HSV-2-
induced thymidine kinase activity was reduced by amaranth with higher doses compared to which
inhibit the virus growth. Other compounds tested, did not affect the thymidine kinase activity from
HSV-2 infected cells.

From those experiments it was shown that some environmental substances affect the replicatImkof

HSV-2,and it was suggested that those substances may influence the onset and chemotherapy of

HSV-infectious diseases.


