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わ れ わ れ は これ まで,単 純 ヘ ルペ ス ウ イル スI型(HSV-I)の 早期pre-mRNAに 対 す る ア ンチ セ ン

ス オ リゴ ヌ ク レ オチ ドを合 成 し,ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 を中 心 と し た 配 列 に相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド

に 高 い抗 ヘ ルペ ス 活 性 が あ る こ と を見 い 出 して き た 。 しか し,Gが 連 続 して 含 まれ て い る 配 列 に は 塩 基

配 列 非 特 異 的 な 反 応 も認 め られ る こ とか ら,ア ンチ セ ン ス法 以 外 の メ カ ニ ズ ム も 考 え ら れ た 。 そ こ で,

オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの ウ イ ル ス吸 着 阻 止 効 果 に つ い て 検 討 した 。 細 胞 膜 表 面 に 吸 着 した ウ イ ル ス 量 を感

度 の 良 いPCR法 に つ い て 測 定 し た と こ ろ,フ ォ ス フ ォ ロチ オ エ ー ト型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに は 感 染 の

初 期 に 明 らか な ウ イ ル ス 吸 着 阻 止効 果 が 認 め られ た 。 ま た,ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 は0.5～10μMの い ず れ

の 濃 度 で も認 め られ た 。
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ア ンチ セ ンスDNAが 医 薬品 と して期待 され精 力的 な研究

が 行 われ る よ うにな って15年 あ ま り経過 した。 その 間,臨

床 試験 が進 み1),ア ンチ セ ンス効 果が 証 明 され る一 方で,塩

基 配列 非特 異的 な反応 も無 視で きず に いるの もまた,事 実 で

あ る2)。ウ イル スの ラ イ フサ イ クルは 吸着 ・侵 入に 引 き続 き

ウ イル ス内 部のDNAが 放 出 され る。早 期あ る いは初期 の蛋

白合成,そ して後 期蛋 白の 合成 が 見 られ,成 熟 した ウイ ルス

へ と成 長 し,細 胞 外へ 放 出 され る3)。抗 ウ イル ス薬 は ウ イル

スの どの ライフサ イクル を阻害 す るか に よって開 発の戦 略 が

異 な って くる。 われ わ れ は,早 期pre-mRNA4/5が 単純 ヘ

ルペ ス ウ イル ス1型(HSV-1)の 増 殖 に 重要 な役 割 を果 た

す こ とか ら1,有 効 な ター ゲ ッ ト部位 で あ る と して検 討 を進

めて きた。 われ われ はこれ まで,HSV-1の 早 期pre-mRNA

に対す るア ンチセ ンスオ リゴヌ ク レオチ ドを合成 し,ス プ ラ

イシ ング部位 を申心 と した配列 に相 補的 な オ リゴ ヌク レオチ

ドに 高 い抗 ヘ ルペ ス活 性 が あ る こ とを見 い出 して きた5)。後

期 蛋 白 を ター ゲ ッ トと した時や ミスマ ッチ配 列で は効 果が 認

め られ なか った こ とか ら,ア ンチセ ンス法の メ カニ ズムで働

い て いる こ とが 示唆 された5)。 しか し,連 続 したG配 列 を含

む オ リ ゴヌ ク レオチ ドは ア ンチ セ ンス配 列 を持 たな いに もか

か わ らず,抗 ヘ ルペ ス 活 性 が 認 め られ た (unpublished

data)。 抗 ヘ ルペ ス活性 の メカニ ズム と して は,ウ イル ス吸

着 阻害,DNAポ リメ ラーゼ 活性 阻 害 な どが考 え られ る。 本

研 究 で は,ア ンチ セ ンス法以 外 に オ リゴヌ ク レオチ ドの ウ イ

ルス吸 着 阻害効 果 につ いて検 討 した。 ウ イル スの 定量 に はプ

ラー ク法 を用 いた。 しか し,細 胞 膜 を吸着 した微量 の ウ イル

ス 量 を 検 出 で きな い こ と が 懸 念 さ れ,さ ら に 感 度 の 良 い

PCR法 も用い た。

I.材 料 と 方 法

1.オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 合 成 ・精 製

単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル スI型(HSV-I)の 早 期

pre-mRNAに 対 して 相 補 的 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド(5'GCG GGT GAG CCC C3')をDNA全 自

動 合 成 装 置(ア プ ラ イ ドバ イ オ 社,394型)に て β-シ

ァ ノエ チ ル法 に て 合 成 し た6).天 然 に 存 在 す る フ ォ ス フ

ォ ジエ ス テ ル 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド(D-oligos)な らび

に リ ン酸 結 合 の 酸 素 原r1個 を イ オ ウ に 置 換 した フ ォ

ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト型 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド(S-oligos)7)

の2つ の アナ ロ グ を合 成 した 。 精 製 はHPLCに て 行 い

凍 結 乾 燥 し,実 験 に供 す る まで-20℃ に て 保 存 した 。

2.ウ イ ル ス感 染 と投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル

ウ イ ル ス 吸 着 試 験 はRaoら の 方法 を 改 良 して4℃ 下

に て 行 っ た8)。Vero細 胞 に てHSV-I (Miyama株,

GC+5 pfu/well)を4℃ に て2時 間 感 染 させ,良 く洗

浄 しそ の 後37℃ に て,24時 間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン し

た 。 そ の 後,細 胞 を 凍 結 ・融 解 を く り返 し,部 は プ

ラー ク法 に 残 りは ウ イル スDNAを 抽 出 しPCR法 に供

した 。D-oligosな らび にS-oligosを 加 え る時 間 の ス ケ
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HSV-I Miyama GC+(5 pfu)

Fig. 1. Time schedule for drug administration and virus

inoculation.

ジ ュ ー ル をFig,1に 示 し た、.投薬 す る 時 間 は 時 間 依 存

性 を 検 討 す る 実 験 以 外 は ウ イ ル ス 感 染30分 後 と した 。

加 え る濃 度 は 実 験 に よ り0.5～10μMを 用 い た 。

3.プ ラー ク法 に よ る ウ イ ル ス量 の測 定

細 胞 を 凍 結 融 解 した 後,適 宜 希 釈 し,Vero細 胞 を

単 相 に 撒 い た シ ャー レに 加 え た 。72時 間 後,1%ク リ

ス タル バ イ オ レ ッ ト/エ タ ノー ル 溶 液 で 染 色 し,形 成 さ

れ た プ ラー ク 数 を 計測 し,plaque forming unit (pfu)

と して 表 わ し た 。 希 釈 した 場 合 は,測 定 プ ラ ー ク数 に

希 釈 倍 数 を か け てpfuと して 表 わ した.同 様 の実 験 を3

回 行 い,平 均 値 と して 表 わ した。

4.PCR法 に よ る ウ イ ル ス量 の測 定

ISOGEN(ニ ッポ ン ジー ン)を ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に

加 え,ウ イル スDNAを ク ロ ロホ ル ム抽 出 した 。 抽 出 し

たDNAテ ンプ レー トはDEPC処 理 した蒸 留 水 に溶 解

し,PCRに か け た9)。 使 用 した プ ラ イマ ー はHSV-I

-F(5GTT AGG GAG TTG TTC AAT CAT AAG CT

3')な らび にHSV-I-R(5'TCG GCC ATC TTG

AGA GAG GCA TTC3')で あ る。PCRの 条 件 は94

℃7分 処 理 した 後,94℃1分, 61℃1分, 72℃ 1.5

分 を35サ イ ク ル く り返 した。PCR産 物 を2.5%ア ガ

ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 を か け た 後,コ ン ピ ュ ー タ ー

に よ る 画 像 処 理 に よ り,泳 動 バ ン ドの 濃 さ を測 定 し た 。

プ ラ ー ク 法 に よ り定 量 し た 既 知 ウ イ ル ス 駐 を コ ン トロ

ー ル と し
,半 定 量 し た 値 を 百 分 率 で 表 記 した 。 吸 着 阻

害 実 験 に お い て は,薬 剤 を 加 え な い と きの ウ イ ル ス 最

をPCR法 に て 測 定 した 値 を コ ン トロー ル と し,百 分 率

で 表 わ した 。 同 様 の 実 験 を3回 行 い.平 均 値 と して 表

わ し た,

II.結 果

1.プ ラ ー ク 法 とPCR法 の 相 関 につ い て

横 軸 に プ ラ ー ク法 に て 測 定 した ウ イル ス量 を,縦 軸

にPCR法 に て 測 定 した ウ イ ル スDNA量 を 示 した

(Fig.2)。 こ の と き,35サ イ ク ル 数 で は,各 濃 度 の

PCR産 物 の 量 は,ま だ プ ラ トー に 達 して お らず,直 線

部 分 で あ る こ と を サ イ ク ル 数 を 変 え た 別 の 実 験 に て 確

認 し て い る 。Fig.2に 示 す よ う に,正 の 相 関 が 認 め られ,

Fig. 2. Relation between viraly yeild by plaque forming
assay and viral DNA by PCR method.

プ ラー ク法 に 比 べ,PCR法 は 感 度 が 良 く,半 定 量 化 が

可能 で あ っ た。

2.ウ イ ル ス 吸 着 阻 害-ア ナ ロ グ に よ る 違 い 一

D-oligosあ る い はS-oligos10μMを ウ イ ル ス吸 着

30分 後 に加 え,ウ イ ル ス 存 在 下 に120分 間 イ ンキ ュベ

ー シ ョ ン し た 。D-oligosとS-oligosを 比 較 す る と,

D-oligosは ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 が み られ ず, s-oligosで

は ウ イ ル スの 吸 着 阻 害 が 観 察 され た 。 こ の 傾 向 は プ ラ

ー ク法 な らび にPCR法 い ず れ に お い て も 同 様 で あ っ

た 。 プ ラ ー ク法 で は 完 全 に ウ イ ル ス の 吸 着 を 阻 害 して

い る か に 見 え た が,PCR法 で は 阻 害 率 は 約70%で あ

っ た(Fig.3)。

3.ウ イ ル ス 吸 着 阻 害-時 間依 存 性-

Fig.1に 示 す よ う に,S-oligosを 投 薬 す る時 間 を変

化 させ て,ウ イ ル ス を 感 染 させ120分 間 イ ンキ ュベ ー

シ ョ ン し た 。 プ ラ ー ク 法 で は,ほ と ん ど ウ イ ル ス は 検

出 され ず,完 全 に ウ イル ス の 吸 着 が 阻 害 さ れ て い る よ

う に思 わ れ た 。PCR法 で は,感 染30分 後 ま で は,ウ

イ ル ス の 吸 着 阻 害 が 観 察 さ れ た が.感 染60分 後 に

S-oligosを 加 え た 場 合 は ウ イ ル ス 吸 着 は 阻 害 さ れ なか

った 。 感 染60分 後 に は ウ イ ル ス の 吸 着 ・侵 入 が 成 立す

る もの と思 わ れ,S-oligosの ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 は,感

染 の ご く初 期 に の み に お こ る もの と思 わ れ た(Fig.4)。

4。 ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 一濃 度 依 存 性.

S-oligosに よ る ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 が 濃 度 依 存 的 (0.5

～10μM)に お こ る か ど う か を 検 討 し た と こ ろ
,い ず

れ の 濃 度 で も,ウ イ ル ス の 吸 着 阻 害 が 観 察 さ れ た 。 こ

の 傾 向 は,プ ラー ク法 また はPCR法 で も同 様 で あ っ た

(Fig.5)。 ウ イ ル ス吸 着 阻 害 が 濃 度 依 存 的 に お きて い る

か 否 か につ い て は,明 確 な 結 果 は得 られ なか っ た 。
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(A) (B)

Fig. 3. Inhibitory effect of viral absorption by different type of oligonucleotides analogues.

Vero Cells were incubated with 10ƒÊM of S-oligos or D-oligos at 4•Ž for 30 minutes

under the presence of HSV-I (Miyama strain GC+, 5 pfu). After the washing cells by

PBS, cells were incubated at 37•Ž for 24 hours. Viral yield were assessed by plaque

forming assay and viral DNA were measured by PCR.(A): plaque forming assay, (B):

PCR method.

(A) (B)

Fig. 4. Time dependency of inhibitory effect of viral absorption by S-oligos. Vero Cells were

incubated with 10 ƒÊM S-oligos at 4t for different time course (-15,-30,-60, 0, 15,

30, 60, 120 minutes) under the presence of HSV-I (Miyama strain GC+, 5 pfu). After

the washing cells by PBS, cells were incubated at 37•Ž for 24 hours. Viral yield were

assessed by plaque forming assay and viral DNA were measured by PCR.(A):•@ plaque

forming assay, (B): PCR method.

(A) (B)

Fig. 5. Dose dependency of inhibitory effect of viral absorption by S-oligos.Vero Cells were incu-

bated with S-oligos in different concentration at 4•Žfor 30 minutes underthe presence of HSV-

1 (Miyama strain GC+, 5 pfu). After the washing cells by PBS, cells were incubated at 37•Ž

for 24 hours. Viral yield were assessed by plaque forming assay and viral DNA were measured

by PCR.(A): plaque forming assay,(B): PCR method.
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III.考 察

プ ラー ク法 よ り感 度 の 良 いPCR法 を 用 い る こ と に よ

り.細 胞 膜 に わ ず か に 吸 着 した ウ イ ル ス を半 定 量 的 に

検 出 す る こ とが 可 能 で あ っ た 。 本 実 験 に さ き だ っ て,

PCRの 条 件 を 種 々検 討 し,各 濃 度 に お い て,35サ イ ク

ル で は 直 線 部 分 に あ る こ と を 認 め て い る 。 こ れ よ り,

35サ イ ク ル で 半 定 量 が 可能 で あ る と 判 断 し た。 プ ラ ー

ク法 とPCR法 との 結 果 多 少 異 な っ て い るが,こ れ は,

検 出 感 度 の 違 い に よ る も の と思 わ れ る。PCR法 に る 半

定 量 化 に は 写 真 に よ る 画 像 判 定 を 行 っ て い る た め に,

百 分 率 で 表 示 して あ る が,実 際 に はPCR法 に よ り,プ

ラ ー ク法 に よ る 検 出 感 度 以 下 の ウ イ ル ス 量 を 測 定 し て

お り,デ ー タ と して は,感 度 の 良 いPCR法 の 結 果 を優

先 させ た。

s-oligosが 塩 基 配 列 非 特 異 的 効 果 を 有 す る こ と は し

ば しば指 摘 され て お り,な か で もG3ま た はG4以.上 の

連 続 したG配 列 を 含 む と き に,こ の 傾 向 は強 く認 め ら

れ て い る10)。ひ とつ に は連 続 したG配 列 を 含 む 時 に は

Gカ ル テ ッ トと い う特 異 な 立体 構 造 を と る もの と推 測

され て お り11),こ の 立体 構 造 が ウ イ ル ス吸 着 阻 害 に 関連

し て い る か も し れ な い,,同 様 の 配 列 を 有 し て い て も

D-oligosに は ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 効 果 は 認 め ら れ ず,ウ

イ ル ス 吸 着 阻 害 効 果 はs-oligosに 特 有 の もの と思 わ れ

た 。 ま た,s-oligosが 直接 ウ イ ル スへ 吸 着 す る こ と も

確 認 さ れ て い る(unpublished data)。 こ う した こ と も,

s-oligosがD-oligosと は異 な った 挙 動 を 示 し,塩 基 配

列 非 特 異性 を示 す 一因 と な っ て い る もの と思 わ れ る 。

PCR法 に よ り明 ら か に な っ た こ とだ が,感 染30分

後 にs-oligosを 加 え た と き に は,ウ イ ル ス吸 着 阻 害 が

認 め られ,感 染1時 問 後 にs-oligosを 加 え た 時 に は,

ウ イ ル ス 吸 着 阻 害 は お こ らな か っ た 。 こ れ よ り,オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る ウ イ ル ス の 吸 着 阻 害 は 感 染 初 期

に お こ る も の と思 わ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 抗 ヘ

ル ペ ス活 性 を 検 討 す る際 に は,い つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ドを 加 え る か と い う こ とが 重 要 に な っ て くる 。 ウ イ ル

ス 感 染 と同 時 にs-oligosを 投 与 す る場 合 に は,ウ イル

ス 吸 着 阻 害 効 果 も メ カ ニ ズ ム の ひ と つ と し て 含 まれ て

い る もの と思 わ れ,そ の 解 釈 に は注 意 が 必 要で あ る 。

本 実 験 系 を 用 い る こ と に よ り,ウ イ ル ス 吸 着 附 害 効

果 を有 す る 物 質 の 探 索 か 可能 と思 わ れ た 。 ヘ ル ペ ス ゥ

イ ル ス の よ う に,細 胞 一細 胞 間 に よ る 感 染 が お こ る場

合 は,た と え,ウ イ ル ス の 吸 着 阻 害 が お き て も,有 効

な 治 療 薬,予 防 薬 と して は 難 し い も の と思 わ れ,HIV

の ような感染経路 をたどるものには有効 な探索系 と思

われる。S-oligosの ウイルス吸着阻害効果が連続 した

G配 列に起因するものか どうか,あ るいはヘルペ スウ

イルスに特有な ものかどうかにつ いては今後の課題 と

して残った。

謝 辞

本研究の一部は文部省科学研究費補助 金(C)(No.

08670540)の 援助を受 けてお り,こ こに深謝致 しま

す。

文 献

1) Bishop M R, Iversen P L, Bayever E, et al.: Phase

I trial of an antisense oligonucleotide OL (1) p53

in hematologic malignancies. J. Clin. Oncol. 14:

1320•`1326, 1996

2) Burgee T L, Fisher E F, Ross S L, et al.: The anti

proliferative activity of c-myb and c-myc antisense

oligonucleotides in smooth muscle cells is caused by

a nonantisense mechanism. Proc Natl. Acad. Sci.

USA 92: 4051•`4055, 1995

3) White D O, Fenner F J: Medica virology (Fourth

edition) Chapter 3: Viral replication. p31•`52.

Academic Press. 1994

4) Preston C M, Cordingley M G, Stow N D: Analysis

of DNA sequences which regulate the transcription

of a herpes simplex virus immediate early gene. J

Virol 50: 708•`716: 1984

5) Tamura N, Iwatani W, Shoji Y, et al.: Antiviral

effects of phosphorothioate oligonucleotides comple-

mentary to 3' splice region of herpes simplex virus

immediate early pre-mRNA5. Nucleic Acids

Symposium Series 31: 73•`74, 1994

6) Bulletin for DNA synthesizer (Applied Biosystem)

7) Asseline U, Geiser T, Zon G: Synthesis of antisense

phosphorothioate analogues for pharmacokinetics

and pre-clinical studies. Nucleosides Nucleotides 8:

967•`970, 1989

8) Rao P V, Kumari S, Gallagher T M: Identification

of a contiguous 6-resideu determinant in the MI-IV

receptor that controls the level of virion binding to

cells. Virology 229: 336•`348, 1997

9) 青 野 利 哉, 山 西 弘 一: ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 検 出 ・解 析2

ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 。 蛋 白 質 核 酸 酵 素41: 669～675,

1996

10) Tamura N, Iwatani W, Shoji Y, et al.: Aptameric

inhibition of in vitro DNA polymerization by phos-

phorothioate oligonucleotides. Nucleic Acids

Symposium Series 34: 93•`94, 1995

11) Bishop J S, Guy Caffey J K, Ojwang J O, et al.:

Intramolecular G-quartet motifs confer nuclease

resistance to a potent anti-HIV oligonucleotide. J.

Biol. Chem. 271: 5698•`5703, 1996



VOL. 46 NO. 9 オ リゴヌ ク レオチ ドの抗 ヘ ルペ ス効 果 367

Anti-herpetic activities of oligonucleotides

Assessement by PCR method-

Yoko Shoji12), Miki Norimatsu', Misa Yoshida2),
Jingoro ShimadaL2 and Yutaka Mizushima2'
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We synthesized antisense oligonucleotides toward to immediate early pre-mRNA4/5 of herpes
simplex virus type I (HSV-I ). We've found that complementary sequences of splicing site pos-
sessed potent anti-herpetic activities in in vitro assay. Since sequences contatining consecutive G
sequences showed sequence non-specific anti-herpetic activities, it might involve another mecha-
nism other than antisense manner. In this study, we studied inhibitory effect of oligonucleotides
on virus absorption onto the cell membrane. Virus yeild absorped onto the cell membrane were

measeured by PCR technique. It was obviously recognized that phosphorothioate oligonculeotides
showed inhibitory effect on virus absorption onto the cell membrane in the early phase of infec-
tion. This inhibitory effect was recognized in a range of 0.5-10,u M concentrations.


