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P h y lh l n th u s n i 7 m ri 抽出物が H B V － D N A ポリ メ ラ ー ゼ 及び

他の D N A 合成酵素 に与える影響 とその作用機序に つ い て

金沢大学医学部内科学第
一

講座 く主任 こ 小林健 一 教授，

柳 昌 幸

く平成 2 年2 月 9 日受付う

邦画 加 商 捕 扁 ね れ 匿 乃 納所 は ， 古く か ら イ ン ド を 中心 に 黄痘 の民間治療 に 用 い られ て き た薬用

植物 で あ るが
，
試験 管内で の 反応系 にお い て B 型 肝炎ウ イ ル ス くH e p a ti ti s B v i r u sこ H B V l 及 び ウ ッ ド

チ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス くW o o d c h u c k h e p a ti ti s v i ru Sニ W H V J の 内在性 D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ 活性 を抑制

す る こ とが 報告さ れ た ． 今 回
，
P n i n L ri 水抽出物 を用 い て ， 内在性 H B V － D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ活性及 び

他 の D N A 合成酵素 に 与 え る影響 と そ の作用磯序 に つ い て 検討 した ． ヱ 乃古川 r才水抽出物は ， 試験管内に

お い て H B V － D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ活性 を用 量依存性 に 阻害す る と と も に
，
他 の T 4 － D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ
，
K l e n o w フ ラ グメ ン ト

，
D N A ポ リ メ ラ ー ゼ I 及 び ト リ 骨髄 芽球性白血病 ウ イ ル ス くA v i an

m y el o b l a st o si s v i r u s i A M Vン 由来 の逆転写酵素 に よ る D N A 合成系に 対 して も 同様 に阻害効果 を示 す

こ とが 明 らか とな っ た ． また その 作用 機序 に 関 して ， 阻害形式は テ ン プ レ ー

トの量 や基質 と な る ヌ ク レ

オ チ ド の 濃度 に 関わ らず ，
D N A 合成酵素と抽出物中の阻害物質と の 間の 直接的な相互作用 に よ る 可能

性 が示 唆 され た ， 他の 核 酸関連酵素であ る T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー

ゼ や T 4 リ ガ ー ゼ及 び 各種制限

酵素に対 し て は ， D N A 合成酵素活性阻害効果 を認め る有効濃度下 に お い て酵素活性 に 影響 を与 えな

か っ た ． さ ら に H B V 産生培責細胞株 H B 6 11 を用 い た抗 H B V 薬 剤評価系で は
，
P n i r u ri 抽 出物の

濃度が約1 ． 1 JL g J
，
m l で H B 6 1 1 細胞 内で の H B V － D N A の複 製が50 ％抑制 さ れ ， ま た細胞毒性 を示 す最

小濃度 は ， ン16 JL g I m l で あ っ た ． f l n i r u ri 抽 出物中の有効阻害物質 は ， H B V の複製系に 於 て 内在性

D N A ポ リメ ラ
ー ゼ 活性 を抑制 し ， 肝炎 に 対す る 治療薬 と して の 有用 性が 示唆 さ れ る と 同時 に ， 逆 転写

酵素 を含 む他 の広範な D N A 合成酵素 に 対 して も 抑制効果を 示 す こ と か ら今後抗 ウ イ ル ス 剤 と して の 有

用性が 示 唆 され る ． 有効成分の 精製 ． 単離 に つ い て は 現在検討中で あ る ．

E e y w o rd s 勒 Ild n ih u s n i r u ri ， H B V － D N A P oly m e r a s e ， r e V e r S e t r a n S C rip －

t a s e
，
a n tiv ir al a g e n t ， H B 6 11 c ell li n e

世 界各地 に お け る B 塾肝炎 ウ イ ル ス くh e p a ti ti s B

V i r u s i H B V J の 感染状況 か ら ，
お よ そ 2 億人 以上 の

キ ャ リ ア
ー

が い る と推測さ れ て い る ． その 大部分 は無

症候性 キ ャ リ ア ー

で あ る が
， 約10 ％の キ ャ リア

ー

は
，

慢 性肝炎 ， 肝硬変 に 移行す る と 言わ れ
，
また

，
肝癌発

生 の リ ス ク フ ァ ク タ
ー で あ る こ とが 明 らか とな っ て い

る ．

B 型肝 炎の慢性化 ， 肝硬変 へ の 進展 に は H B V の 持

続感染が重要な役割 を果た し て い る ． H B V の 持続感

染に よ る 慢性肝炎で は ， 増悪 に 先立 っ て H B V の 活発

な増殖 が認め ら れ る こ と ， 逆 に 肝組織内の H B V 増殖

の 消退 に よ っ て 肝病変の改善 す る症例 が存在 する こ と

な どの 臨床的観察は
，
感 染症 と し て の B 型慢性肝炎の

原因療法， す な わ ち起因ウイ ル ス の増殖 を抑制し ， さ

A b b r e vi ati o n s 二 A M V
，
a V i a n m y el o b l a s t o sis vi r u s i E a

32

Pコ d C T P ， d e o x y c y tid in e 5
，
－ E a

3 2 Pコ t ri ph o s p h a t eへ三 d A T P ， d e o x y a d e n o si n 5
，
－t ri p h o s p h at e ニ d G T P ， d e o x y g u a n o si n

5
，
－t ri p h o s p h a t e ニ d T T P ， d e o x y th y m id in e 5

，
－ t rip h o s p h a t e ニ D N A p ， D N A p oly m e r a s e ニ D T T ，

d ith i o th r eit o l 三 E D T A ， et h y le n ed i a m i n e t et r a a c e ti c a cid ニ E G T A ，
et h y l e n e g l y c ol bis



P ク転 職 わ 抽出物の 抗 D N A ポ リメ ラ ー ゼ作用 と そ の 機序

らに生体か ら ウイ ル ス を排除 しう る抗 ウイ ル ス 剤の 開

発が待ち望ま れ て い る ． しか しな が ら ， これ まで B 型

慢性肝炎に 対 して治療薬 と して 臨床的 に 検討 され て き

たイ ン タ
ー フ ェ ロ ン

1

や A r a － A
2I
な どの 抗 ウ イ ル ス 剤

に 関して は ， 適応症例がある程度制限 され
，
また そ の

治療効果に お い ても H B e 抗原 の陰性化率 は投与患者

の10 旬 30 ％程度 と
，
必ず しも満足す べ き臨床効果が得

ら れて い な い の が 現状で あ る 錮 ．

1 9 8 7年 に V e n k a te s w a r a n ら
SJ
に よ っ て

， 古く か ら

イ ン ドを 中心 に 各地で黄痘 の民間治療 に 用 い られ て き

た 邦扉 加相 聞 用 血 抑 圧R 捌 減れ と い う 薬用 植物の 水

抽出物 が ， 試験管内での B B V 及び ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝

炎ウイ ル ス くw o o d c h u c k h e p a titi s v i r u s i W H V l の 複

製系に 於て D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ活性を 抑制 し， 血 清 中

の H B s お よ び W H s 抗原力価 を下げる こ と が報告 さ

れ
，
ウ ッ ドチ ャ ッ ク 財 戊r 椚 0 ね 椚 0 乃d わ を用 い た動物

実験で その 効果に つ い て検討さ れ た ． さ ら に19 8 8 年 に

は T h y a g a r aj a n ら
6I
に よ っ て

，
H B V キ ャ リ ア ー 患者

に対する 人体投与実験が行わ れ血清中の H B s 抗原力

価を下げる こ と が報告 され ，
B 型肝 炎に 対 す る治療薬

と しての 臨床効果お よ び有用 性が示 唆 さ れ た ． し か し

なが ら ， 抽 出物中の 清性物質の 分子 量 や構造 な ど に つ

い て は未だ十分解明 され てお ら ず
， 作用 及 び その 機序

につ い て も明 ら か に され て い な い ．

そ こ で 今 回著者 は ， 本研究に お い て ア ブ転用 力 水抽

出物 を用い て ， 試験管内での 反 応系を中心に H B V 内

在性 D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ活性及び他 の D N A 合成酵素

に与 える影響 と その 作 用 機序 に つ い て検討 した ．

材料お よ び方法

工
．
P l 扇和 肌 水抽出物の 調 整

今回本実験で 用 い た ヱ 乃才用 わ水抽出物の 調整法は
，

V e n k a t e s w a r a n ら
5
切 方法に 準 じ た ． す な わ ち 乾燥

．
し

た 君 如 拙 小樽物全体1 を細 か く 粉砕 し
， 約40 g を

20 0 m l の蒸留水と混合 し， 6 0
0

C 2 時間 ， 周期的に 横枠

させ なが ら抽出 した ． そ の 混合物 をナ イ ロ ン メ シ ュ に

て濾過 し ， B e c k m a n J A lO ロ
ー

タ
ー

くべ ッ ク マ ン ジ ャ

パ ン
， 東京I に て20

O

C 8 0 0 0 r p m l 時間遠心 し た ． さ ら

に
， その 上 清を0 ．4 5 ノJ

m ミ リ ポア フ ィ ル タ
ー

旧 本 ミ

リポア
， 東二釦 に て 濾過 した ． ヱ 乃g アぴ rダ水抽 出物の 濃

度は
， 凍結乾燥 させ た 際 の 乾燥重量 に て表 し た ．

3 7 3

工工 ． 患者血 清か ら の 打B V 粒 子 の 分 離

慢性の H B e 抗原 キ ャ リ ア ー 患者か ら採取 し た新鮮

凍結血清か ら シ ョ 糖密度勾配遠心法に て 分離 し た
刀

．

T E N 緩衝液 く10 m M T ri s － H C l 綬衝 液 ， p H 8 ． 0
，

1 00 m M N a Cl ， 0 ． 1 m M eth yl e n e di a m i n e t e t r a a c e ti c

a cid くE D T A H を捧媒 と した60 ％ のシ ョ 精液3 m l の 上

に20 ％の シ ョ 糖液 4 m l を重層し
，
さ らに その 上 に 血 清

試料 を重層 し B e c k m a n S W 2 8 ロ ー

タ
ー

くべ ッ ク マ ン

ジ ャ パ ン いこ て 4
C

C 2 5
，
0 0 0 r p m 5 ． 2 5 時 間 遠 心 し

H B V 粒子画分 を回 収 した ． そ の試料に 7 m M に な る

よう に C a Cl 2 を添加 し2 単位ノml の S t a ph yl o c o c c u s

a u r e u s ヌ ク レ ア ー ゼ S 7 くべ ー

リ ン ガ
ー

マ ン ハ イ ム 山

之 内 ， 東 斜 に て37
0

C 3 0 分 処理 し， 最終 濃度 10 m M の

e th yl e n e gl y c o l b i s く2 － a m i n o e th yl eth e rl t et r a a c e ti c

a ci d くE G T A I を添加 し反 応 を停止 さ せ た ．

つ ぎに その 混 合液を ， 3 m l の60 ％シ ョ 精液 に 3 m l の

2 0 ％ シ ョ 精 液 を 重 層 し た 上 に 載 せ B e ck m a n S W 4 0

ロ
ー

タ ー くべ ツ ク マ ン ジ ャ パ ン いこて 4
O

C 3 5
，
0 0 0 r p m

1 3 時間遠心 し H B V 粒子 画分 を回収 した ．

H L 内在性 H l箋Y ． D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ 活 性測 定

H B V 粒子 画分試料 を界面活性 剤 N P － 4 0 処 理 し

くH B V の c o r e を露出させ るl ， M gC 1 2 の 存在下 で 4 種

の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド3 リ ン酸 を基質 に ． く
－

1 鎖の

H B V ， D N A を 鋳型 と して
， 試験管内で く＋1 鎖 の伸長

反応 を行わ せ た の． D N A ポ リ メ ラ ー ゼ活性 は ，
D N A

合成 に 伴 う E a ．

32
Pコd e o x y c ytid i n e 5

，
－t ri p h o s p h a t e

くd C T P I の 取 り込 み に よ り測定し た ． 内在性 H B V ． D －

N A ポリ メ ラ ー ゼの 反応液組成 は ， 5 0 m M T ri s － H C l

綬衝液
， P H 8 ． 3

，
5 0 m M N a C l

，
7 m M M g C 1 2 ， 0 ． 1 ％

N P － 4 0 くSI G M A ， U S A l
，
6 7 JL M 3 d N T P くd e o x y a d e －

n o si n e 5
，
－t ri p h o s p h a t e くd A T P 汁 d e o x y g u a n o si n e

5
，
－t ri ph o s p h a t e くd G T PI 十d e o x yth y m id i n e 5

，
． t ri ph o

－

S p h a t e くd T T P 巨 SI G M A J ， 1 p C i E a
－
3 2
Pコ d C T P

くン3 ，90 0 C il m m o り で 行 い ，
そ れ ぞ れ の 反 応液中 に

H B V 粒子 画分10ノノ 1 と
一 定 の 希 釈濃度 の ア． 乃才用 r才

水抽出物 を加 え総容量50 メイ 1 と し た ． 反応 は37
0

C 3 時

間イ ン キ ュ ベ ー

ト した後 ， 氷水に て急冷し フ ェ ノ ー ル

添加に よ り停止 さ せ た ． フ ェ ノ ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 抽

出後 ，
エ タ ノ ー

ル 沈 澱 を行 い ，
E B V － D N A を3 叫 1

の T E 緩 衝 液 く25 m M T ri s ． H C l 緩 衝 液 ， 1 m M

E D T A l に 再溶解さ せ た ． 試料の 一 部 を1 ． 5 ％ ア ガ ロ ー

く2 － a m i n o et h y l e th e rJ t et r a a c e ti c a cid ニ H B V ， h e p a titis B v i r u s ニ P B S ， p h o s p h at e b u ff e r e d

S al in e 三 P ． ni r u ri
，
P h y ll a n t h u s n ir u ri ニ S D S ， S O di u m d o d e c y l s ulf a t e ニ W H V ， W O O d c h u c k

h e p a titis vi r u s



3 7 4

ス ゲ ル に て 電気泳動 を行 っ た ． ゲ ル ドラ イ ヤ
ー

に て乾

燥 さ せ た 後 ， サ ラ ン ラ ッ プ に 包 み X 線 フ イ ル ム

くX － O m a t A R フ イ ル ム X A R
－5 ニ K o d a k

，
U S A l に て

－

8 0
0

C で オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー を行 っ た ■ さ ら に 残 り

の 試料の
一 部 を ，

直径2 ． 3 c m の Wh a t m a n D E 8 1 セ
ル

ロ
ー ス ． ペ ー パ ー くW b a t m a n L td ．

，
E n gl a n d い こ プ

ロ ッ トした 後 ，
5 ％ N a 2 E P O 4 で 洗浄 し ，

そ の 後水 ，

エ タ ノ
ー ル で 洗浄 し乾燥 させ て ， シ ン チ レ

一

夕
ー 溶液

くトル エ ン 10 0 0 mi ，
P P O 5 ． O g ， D i m

－ P O P O P O ． 1 4 g ニ

P A C K A R D ， U S A l に 入 れ て 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ

ウ ン タ
ー に て 測定 した ．

IV ． 他 の 種類 の D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ活 性測 定

T 4 ． D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ

，
D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ I
，

E l e n o w フ ラ グメ ン ト を用 い て P っ雇 用力 水抽出物 の

効果及 び作用機序に つ い て 種々 の 検討 を行
っ た ■ テ ン

プ レ
ー

ト と して H i n d III に て 消化 した p U C l 1 9 D N
A

を用い ， 各種 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 反応液組成 は 以下 の

要領 で 行っ た ，

1 ．
T 4 ． D N A ポ リメ ラ

ー ゼ反 応液組成

33 m M 酢酸 ト リ ス 緩衝軋 p H 7 ．9
，
6 6 m M 酢酸ナ ト

リ ウム ，
1 0 m M 酢酸 マ グ ネ シ ウ ム ，

5 m M d ith i o th r －

eit ol くD T T ニ S I G M A l ， 6 7 JL M 3d N T P くd
A T P ＋

d G T P ＋d T T Pナ， 1 JJ Ci E a 一

刀
Pコ d C T P くン 30 0 0 C il

m m ol1

2 ．
D N A ポ リメ ラ

ー ゼ 工反応液組成

67 m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝液 ， p H 7 ． 4
，
1 0 m M

M g C 1 2 ， 1 m M 2 メ
ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル
，
6 7 JL M

3 d N T P くd A T P ＋d G T P 十d T T P l ， 1 JL C i L a
－

3 2
pコ

d C T P くD 3 0 0 0 Cil m m o11

3 ． K l e n o w フ ラ グメ ン ト反応液組成

D N A ポ リメ ラ
ー ゼ 工 反応液組成 く椚 m M リ ン 酸カ

リ ウ ム 緩衝乳 p H 7 ． 4
，
1 0 m M M g C 1 2 ， 1 m M 2 メ

ル カ

プ ト エ タ ノ
ー ル

，
6 7 JL M 3 d N T

P くd A T P 十d G T P ＋

d T T Pl ， 1 J L C i E a
－
3 2
Pコd C T P くン 30 00 C il m m 叫ナ と

同様の もの を 用い た 一

各反応系 に 対 して テ ン プ レ
ー ト D N A l 声 g ， 各種

酵素くD N A ポ リメ ラ
ー ゼ 川 － 1 単位使用 し ，

一 定 の 希

釈濃度の 且 っ雇用雨 水抽出物 を加 え総容量50 月
l と し

た ． 反応 は37
0

C 1 5 分イ ン キ ュ ベ
ー

ト した 後 ，
氷 水に て

急冷し フ ェ ノ
ー ル 添 加 に よ り停 止 さ せ た － フ ェ ノ ー

ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 抽出後 ，

エ タ ノ
ー ル 沈澱 を行い ，

反

応産物 D N A を30 FL l の T E 緩衝 液に 再溶解 させ た
一

試料 の
一

部 を1 ．5 ％ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動 し乾

燥させ た 軋 オ
ー

ト ラ ジ オ グラ フ イ を行 っ た ■ さ ら に

残 り の 試料 を ，
Wh a t m a n D E 8 1 セ ル ロ

ー ス ． ペ ー

パ ー

に プ ロ ッ ト した 後， 5 ％ N a 2 H P O 4 で 洗浄 し， そ

の 後水 ，
エ タ ノ

ー ル で 洗浄 し乾燥 さ せ て シ ン テ レ
一

夕
ー 溶液 に 入 れ て液体 シ ン チ レ

ー シ ョ ン ． カ ウ ン タ ー

に て測定 し た ．

V ． 逆転 写帝素活性測定

トリ 骨髄芽球性白血病 ウイ ル ス くA v i a n m y el o bl a s
．

t o si s v i ru Si A M V l 由来の逆転写酵素くべ
ー

リ ン ガ
ー

マ

ン ハ イ ム 山之 和 を用 い て P ． 乃オァ祝わ 水抽出物の 効果及

び作用機序 に つ い て検討 を行 っ た ■ テ ン プ レ
ー トとし

て 逆転写酵素活性を み る た め に p o l y くA l
－くd Tl

15

くべ ー

リ ン ガ
ー

マ ン ハ イ ム 山之 和 を 用 い た ． 逆転 写酵素反

応液組成 は 50 m M T ri s － H C l 緩衝 乳 p H 8 ． 3
．
5 0 m M

N a Cl ， 1 0 m M M g C l 払 5 m M D T T ，
1 0 JL C i 亡a

－
32
pコ

d T T P くン3 ，0 0 0 C il m m oll で行 い ，
それ ぞれ の 反 応液

中 に 逆転写酵素0 ． 1 単位 ，
テ ン プ レ

ー ト 50 0 n g と
一 定

の希釈濃度 の P ク正和 力 水抽出物 を加 え総容量5 叫 1

と し た ． 反応 は37
0

C 2 0 分イ ン キ ュ ベ ー 卜 した 乳 フ ェ

ノ
ー ル 添加 に よ り停 止 さ せ た ． フ ェ ノ

ー ル ． ク ロ ロ ホ

ル ム 抽出後 ，

エ タ ノ
ー ル 沈澱 を 行 い ， 反応産物 を30

メ 1 の T E 緩衝液 に 再溶解 させ た
． 試 料 の

一 部 を －

Wh a t m a n D E 8 1 セ ル ロ
ー ス ． ペ ー パ ー

に プ ロ ッ ト し

た後 ，
5 ％ N a 2 E P O 4 で洗浄 し， そ の後 水， エ タノ

ー

ル で 洗浄 し乾燥さ せ て ，
シ ン チ レ

一

夕
ー 溶液 に 入 れて

液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン ． カ ウ ン タ

ー

に て測 定した ．

v I ． H B Y 産 生 培 養細胞株 H B 6 1 1 に お け る 抗

耳B Y 効 果

本実験 に お い て細胞内で の ウイ ル ス 増殖系
に お ける

抗 H B V 効果 を検討す るた め に ， 大阪大学細胞
工学セ

ン タ
ー 遺伝子 構造機能調節部門 ，

松 原謙 一 教授か ら

H B V 産生培養細胞株 H B 6 1 1 の 供与 を受 けた ．

H B 6 1 1 細 胞 即 は ，
ヒ ト肝 芽細胞 腫 由来細胞株

H u b 6 に 図1
珊
に 示 す よ う に 3 タ ン デ ム の

H B V ゲノ

ム が 組 み込 ま れ安定 に H B V を産生 し ， 抗
H B V 薬剤

評価系と して の 有用性が確立 され た
10 舶 培 養細胞株で

ぁ る ． 本実験で は ，
N a g a h a t a ら

11，
の 方法 に 従っ て以

下の ご と く行 っ た ．

1 ． 細胞培養

E B 6 1 1 細胞 は ， 直径 35 m m の 6 ウ エ ル ク ラ ス タ
ー

デ ィ ッ シ ュ くC o s t a r ， U S A l を用 い ，
1 0 ％牛胎児血清

くG e n e r a l S ci e n tifi c L a b o r a t o ri e s ，
U S A ト加ダル ベ ツ

コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 くGI B C O ， U S A l に G e n et
ici n

くG 4 1 勘 SI G M A 1 2 0 0 p gl m l を加 えた 培地
に て2 日間

培養 した 後， 培地中に そ れ ぞ れ
一

定濃 度で P 一 犯 加わ

水抽出物 を加 えて 3 日間 勧 こ培地交換 し て 2 週間培
養

した 後 ， 各デ ィ ッ シ ュ よ り D N A を抽出 した
．

2 ． D N A 抽出

G rif fi n ら
12，
の ア ル カ リ法 に 準 じ て 以下 の ご と

く
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ゼ作用 と その 機序

P r e g e n o m ic m R N A

3 ■5 K b
5
．

1
1 － ，－ － －

1
1 M 1 －

－ 1 ．
－
．． J ． J ．中一 m R N A

l

D R l

S l n gl e
－

St r a n d D N A
t

D R 2 D R l

馳 w 魯 帽魯 苛野鼠岡亀母野梱軸内

D R l

P a rti aIly d o u bIe
－ S t r a n d D N A

く＋I 5 一過－ 一 一 －．
－

D R 2

5
－くう S

D l

D 2

団 ニDi r e ct
R e p e at

37 5

Fi g ． 1 ． T h e i n t e g r a t e d H B V g e n o m e i n H B 61 1 c ell s a n d r e pli c a ti v e i n t e r m e d i a t e s of th e v i r al
D N A － T h r e e t a n d e m l y a r r a n g ed H B V g e n o m e s w e r e li n k e d t o p T k

， n e O n e O m y Ci n r e si s t a n c e

g e n e u n d e r c o n t r o l of th e th y m id i n e k in a s e p r o m o t e r f r o m h e r p e s si m pl e x v i r u s ． T h e
n e o m y c l n－r e Si s t a n t tr a n sf e ct a n ts w e r e s el e c t e d a n d t e st ed f o r th o s e th a t e x p r e s s ed th e s a n d e
a n ti g e n s a t h i gh 1 e v el s ． T h e 3 ．5 ．k b R N A a c ts a s a p r e g e n o m e a n d i s r e v e r s e tr a n s c rib e d i n t o

f u lトsi z e d si n gl e s t r a n d く
－

J D N A くSl ． S i s th e n u s e d a s a t e m pl a t e f o r th e 什1 s tr a n d D N A
S y n th e si s の11 ． T hi s く＋I st r a n d i s i n c o m pl e t e a n d th e r ef o r e th e p r o d u c t i s ob t a i n e d a s

p a r ti a 11 y d o u bl e － St r a n d ci r cl e s くD 2l o r it s di s s o ci a te d f r o m D l ． S
，
D l a n d D 2 c a n b e s e p a r a t e d

b y el e c t r o ph o r e si s ．



3 7 6

行 っ た ． 各ディ ッ シ ュ の 細 胞 を ，
リ ン 酸 緩衝食塩水

くp h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e i P B S l に て 2 回洗浄 し ，

デ ィ ッ シ ュ あ た り 0 ． 5 m l の T E S P 溶 液 く10 m M

T ri s 欄 C l 緩 衝 液 ， p H 7 ． 4
，
5 m M E D T A ， 1 ％

S D S
，
1 0 0 ノJ gノm l プ ロ テ ア

ー

ゼ K くべ ー リ ン ガ ー マ ン

ハ イ ム 山之内H を加 え37
■

C 3 時間消化 し ，
さ ら に マ イ

ク ロ チ ュ
ー

ブ に 移 し ， 2 4時 間ゆ っ く り攫拝 しな が ら消

化 した ． 1 0 0 JL gJ m l の リ ボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ A くR N a s e

A l くべ
ー

リ ン ガ
ー マ ン ハ イ ム 山之 剤 を加 え6 5

0

C l O 分

処理 し ， 等量の フ ェ ノ
ー ル 及び CI A A くク ロ ロ ホ ル ム

とイ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル を24 ニ 1 の 割合で 混合 した も

のI に て 2 回 抽出 した後 ，
エ タ ノ

ー ル 沈澱 を行 っ た ．

回収 した D N A を T E 緩衝液1 50 J L l に 溶解 した 一

3 ． サ ザ ン プ ロ ッ ト法

ウイ ル ス D N A の解析 はサ ザ ン プ ロ ッ ト法
1割
を 用 い

た ．

い 制限酵素 に よる D N A の 切 断と電気泳動

抽出 した D N A 溶液70 JL l に 対 し H B V
－ D N A に 対

して切断部位 を持 た な い 制限酵素 E i n d工王1 を60 単位用

い て37
0

C 1 2 時間消化 し フ ェ ノ
ー ル 及 び CI A A に て 2

回 抽 出後 ，
エ タ ノ ー ル 沈 殿 し ， 回 収 し た D N A を

T E 緩衝液3 叫 1 に 溶解 した ． う ち 3 月 1 を 1 月 gノm l

の エ ナ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む1 ．5 ％ ア ガ ロ
ー ス ゲ ル

に て電 気泳動 を行 っ た ． D N A サ イ ズ マ
ー カ ー と し て

は Hi n d III 消化1 フ ァ
ー

ジ D N A 断片 を用い た －

2 フ D N A 断片 の フ ィ ル タ
ー

へ の 移行

泳動終了後 f
l ．5 M N a C l を 含む0 ．5 M N a O H 溶液

中に て ア ル カリ 処理 を30 分 し ， 次い で 3 M N a Cl を含

む0 ．5 M T ri s － H C l 緩衝液， p H 7 ．0 に て2 0分 2 回の 中和

処理 を行 っ た ． その 後 ，
毛 細管現象 に よ り 20 x S S C

く3 M N a C l ， 0 ． 3 M ク エ ン酸 ナ トリ ウム 潜 掛 に て ゲ ル

か ら ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 くS c h l ei c h e r 8 t S c h u ell ，

F R G l に D N A を移行さ せ た ． 次 に ，
そ の ニ ト ロ セ ル

ロ ー ス 膜 を 2 X S S C に て洗浄 し風乾後 ，
80

0

C 3 時間熱

処理 し て D N A を膜に 固定 した ．

3 1 プ ロ ー ブの 作製

本実験 に お い て 使用 し た H B V ． D N A プ ロ ー プ は
，

大阪大学細胞工学セ ン タ
ー 遺伝 子構造機能調節部門，

松原 謙
一 教授 か ら供与 を受 け た ． 標識プ ロ

ー

ブ の 調整

は
， E a －

3 2
Pコd C T P くン3 ，0 0 0 C iノm m o ll を 標識基質と し

て マ ル チ プライ ム D N A ラ ベ リ ン グ シ ス テム に て 反応

さ せ た後 ，
0 ．1 ％ S o d i u m d o d e c yl s ulf a t e くS D Sl を含

む T E N 緩衝液 に て セ フ ァ デ ッ ク ス G
－ 5 0 くPh a r m a －

ci a
，
S w e d e n J ス ピ ン カ ラ ム に て 未反 応 の F a

T

3 2

Pj

d C T P を除去 し ， 9 5
O

C 5 分間加熱 し プ ロ
ー

ブ D N A を

変性さ せ氷水 で急冷 した ． 本 方法 に て7 ． 7 X l O
8
c p m ノ

声 g D N A の 比 活性 を有す る標識 プ ロ
ー ブ を得 た －

4 コ ハ イ プ リ グイ ゼ
ー シ ョ ン

プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は
，
プ レ ハ イ プ リダイ

ゼ
ー シ ョ ン 溶液 く6 X S S C ， 0 ．1 ％ S D S

，
1 0 0 p gl m l

熱変性 サ ケ精子 D N A くSI G M A l ， 1 m gノm l ウ シ 血清ア

ル ブ ミ ン tf r a cti o n V i 生化学 工 業 ， 東 京1 ， 1 m gl m l

フ ィ コ
ー ル くSI G M A l ， 1 m gl m l ポ リ ビ ニ ル ピロ リド ン

くSI G M A lナ 中で65
O

C 2 時 間行 っ た ． プ レ ハ イ プ リダ

イ ゼ
ー シ ョ ン 溶液除去後 ，

9 ． 6 X l O
6
c p m の 標識 プ ロ

ー

プ D N A を含 む新た な プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ
ー シ ョ ン溶

液 を加 え ， 6 5
0

C 1 8 時 間 ハ イ プ リダイ ゼ
ー シ ョ ン を行っ

た ． 2 X S S C に て 5 分 2 回洗浄 した後 ，
0 ． 1 ％ S D S を

含む 2 X S S C に て65
O

C 3 0 分処理 を 2 回繰 り返 した ． 処

理 後
，
フ ィ ル タ

ー

を 乾燥 させ ，
サ ラ ン ラ ッ プ に 包みX

線 フ イ ル ム くX － O m a t A R フ イ ル ム X A R －51 に 密着さ

せ て － 8 0
0

C で 約20 時間オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ ー

を行っ

た ． 阻害効果 を定量的 に 解析す る た め ，
オ

ー

トラジオ

グラ フ イ
ー

し た フ イ ル ム をデ ン シ トメ
ー

タ
ー

で 測定し

た ．

刊l ． 試 薬類

特 に 会社名 の 記載 の な い ア ガ ロ
ー ス お よ び各種酵素

は宝酒造株式会社く京都1 の製 品を ，
マ ル チ プ ライ ム

D N A ラ ベ リ ン グシ ス テ ム くコ ー ド R P N ． 1 6 01I およ び

各種 アイ ソ ト ー プ はい ずれ も ア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン株

式会社く未到 か ら購 入 した ． こ れ 以 外の 試薬で特に会

社名 の記載の な い も の は い ず れ も 和光純薬株式会社

く大阪1 の 製品 を用 い た －

ま た
， 各種 D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ お よ び逆転写酵素の

4 0 0 8 0 4 0 8 0

P ． n i r u r i e x t r a c t く．u il i tTl
l I

Fi g ． 2 ． I n hib iti o n o f e n d o g e n o u s H B V
－ D N A p b y

a n e x t r a c t f r o m P n i r u ri i n v i t r o ． T h e 3 ．2 k
b

b a n d くa r r o w l ， W h i c h i s a c l o s e d ci r c ul a
r

H B V － D N A
，
i n d i c a t e s H B V － D N A p a c ti v

ity ．

B y a d d iti o n o f P ni n L ri e x t r a c t i n e n d o g e
n o u s

H B V － D N A p r e a c ti o n ， H B V
－ D N A p a cti v ity

w a s i n h ib it e d ． T h e a c ti v it y b e c a m e u n d et e c
．

t a b l e a t th e c o n c e n t r a ti o n o f 4 0 0 JL g くd r y

w ei gh tlJ
l
m l ．
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n
U

ま

よ
ー

ち
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口

付

d

く

Z

q

ン

ロ

H
－
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O

芝
空
ょ

こ
l

10 40 8 0 100 4 0 0

伽 血 rノe x t r a c t 川9くd ry w ei 9hりノm l

F i g ． 3 ． D o s e r e s p o n s e of P ni n L Yi e x t r a c t o n

e n d o g e n o u s H B V
－ D N A p a c ti v it y ． S e ri al

dil u ti o n s o f P n i n E Yi e x t r a ct w e r e a s s a y e d f o r

th ei r a b ilit y t o in h ib it H B V
． D N A p a c ti v i ty ．

T h e l o g a rith m o f th e P n i n L ri c o n c e n tr a ti o n

V S ． th e i n h ib iti o n r a t e o f H B V － D N A p a c ti v it y

W a S pl o tt ed ． I n hi bi ti o n of e n d o g e n o u s H B V
．

D N A p b y P ． n i r u ri e x t r a c t w a s di r e c tl y

p r o p o rti o n a l t o t h e P n i n L ri c o n c e n t r a ti o n ．

反応液組成 に つ い て は ， 酵素 を購入 した 際 ，
つ い て く

る添付書 を参考 に して 決め た ．

成
1

績

工 ． 内在性 H B V － D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 活性 に 与 え る

阻害効果

慢性 の H B e 抗原 キ ャ リ ア ー 患 者 か ら 採取 し た

H B V くD a n el 粒子 画分 を用 い て
，
P n i r u ri 抽 出物 が内

在性 H B V ， D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 活性 に 与 える 阻害効果

に つ い て検 討 した ． 図 2 は反応産物 D N A を1 ． 5 ％ ア

ガロ し ス ゲ ル 電気泳動 に よ り分画 した 結果で あ る ． 約

3 ．2 K b の バ ン ドが ユ ニ ッ トサイ ズの 線状 H B V － D N A

に相当 し， そ の 濃淡が 内在性 H B V － D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ活性 を示 して い る ． P フ雇 用力 抽出物 の添加 に よ り
，

H B V － D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 活性に 対 す る 阻害効果 が認

められ た ． さ ら に その 阻害効果を定量 的に 解析 す るた

め
， 反応産 物 D N A を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン ． カ ウ ン

タ
ー

に て 測定 し た ． 図 3 に 示 す グ ラ フ は
，
そ れ ぞれ の

反 応系 に お け る P 二最血涙 抽 出物 の 添加 濃度 と

H B V － D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 活性阻害率 を片対数 グ ラ フ

に プロ ッ ト した もの で あ る ． 約90 声 g く乾燥 重 量1ノm l

にて50 ％阻害が 観測さ れ ，
4 0 0 声 gノm l ま で は抽出物濃

度と H B V － D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ 活性阻害率 と の 間 に

は
， 比例関係が認め られ た ．

3 7 7

F i g ． 4 ． I n h ib iti o n o f T 4
－ D N A p b y a n e x t r a c t

f r o m P n i r u ri i n vit r o ． T h e 3 ．2 k b b a n d

くa r r o w l ， W hi c h i s H i n d III di g e s t of p U C l 1 9 －

D N A
，
i n di c a t e s T 4 － D N A p a c ti v it y ． B y

a d d iti o n o f P ni r u ri e x t r a c t i n T 4 － D N A p

r e a c ti o n
，
T 4 p D N A p a cti vi ty w a s d o s e

－d e p e n d
－

e n tly i n h ib it e d si m il a rl y t o H B V
－ D N A p

a c ti vi ty ．

H ． 種 々 の D N A 合成酵素 に お け る 影響

ヱ 乃才r 祝アブ 抽出物が他 の D N A ポリ メ ラ ー ゼ に 与 え

る 影響 を調 べ る 目的で ， まず T 4 － D N A ポリ メ ラ ー

ゼ

反応系 を用 い た ， 図 4 は Hi n d III 消化 p U C l 1 9 D N A を

テ ン プ レ ー

トと して T 4 － D N A ポリ メ ラ
ー

ゼ に よ る 修

復反応 に お い て 検討 した 結果で あ る ． ゲ ル 電気泳動に

て3 ． 2 K b の バ ン ドが Hi n d III 消化 p U C l1 9 D N A に 相

当し
，
そ の濃淡が D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 活性 を示 し て い

る ． P n i r u ri 抽 出物 は ， H B V － D N A ポ リメ ラ ー ゼ の

場合 と同様 に T 4 － D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ活性に 対 し て 用

量依存性に 阻害効果 を示 した ．

さ らに 逆転写酵素 を含む他 の 各種 D N A 合成酵素活

性 に 対す る fし 乃わ働 れ 抽出物の 阻害効果 を検討 し た ．

本実験で は ， T 4 － D N A ポリ メ ラ ー ゼ の ほか に 大腸菌

K l e n o w フ ラ グ メ ン ト
，
D N A ポ リ メ ラ ー ゼ I

，

A M V 由来の 逆転写酵素 を使用 し た ． A M V 由来の 逆

転写酵素活性 は ， p O l y くAJ ． くd Tナ
1 5

を テ ン プ レ
ー

トと

し て F a －
3 2
Pコ d T T P の 取 り 込 み に て 測定 し ， 他 の

D N A ポ リ メ ラ ー ゼ は
，
H i n d m 消化 p U C l 1 9 D N A を

テ ン プ レ
ー

ト と し て E a ．

3 2

Pコ d C T P の 取り込 み に て

測定 した ． 各酵素 は ， そ れ ぞれ0 ． 1 単位使 用 し た ． P ，

n i r u ri 抽 出物 は ， 内在性 H B V － D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ だ

け で な く
，
T 4 － D N A ポリ メ ラ ー ゼ

， 大腸菌 K l e n o w フ

ラ グメ ン ト
，
D N A ポリ メ ラ ー ゼI

．
A M V 由来 の 逆

転写酵素な どの 各種 D N A 合成酵素に 対 して 活性阻害

効果を有 し
，
そ の 阻害濃度 はそ れ ぞ れの D N A ポ リメ

ラ ー ゼ に よ っ て 異 な っ て い た ． 反 応 中の 各酵素量 は

0 ， 1 単位 に 統 一

し たが ， 活性定義が異 な り
，
ま た 標 品

の 比 活性が異 な るた め有効阻害濃度を直接相互 比 較す
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0 ．01 8 ．0 5 0 ．1 0 ．5

凡打 血 バ e x t r a c t
，

F ig ． 5 ． E ff e c t o f P n i r u rt o n v a ri o u s ki n d s of

e n tl y i n hi bi t ed e n z y m e a c ti vi ti e s o f n o t o n l y

O f D N A p ol y m e r a s e i T 4
－ D N A p ， K l e n o w

1 5 1 0 5 0 1 0 0

Ll g くd r y w e ig h tl ノm l

D N A p a c ti vi ty ． P n i r u ri e x t r a c t d o s e
．d e p e n d

－

H B V － D N A p ol y m e r a s e b u t al s o th e o t h e r k i n d s

Fl a g m e n t ， D N A P o l y m e r a s e I a n d R e v e r s e

T r a n s c ri pt a s e f r o m A M V ． A n a p p r o x i m at el y

O f v a ri o u s k i n d s o f D N A p a c ti v it y a n d th e

g r a d i e n t i s a p p r o x i m a t el y s a m e ．

る こ と は で き な か っ た ． 図 5 に示 す グラ フ は
，
反 応系

に お け る ヱ 乃よナ働 r才抽出物 の 添加濃度と各種 D N A ポ

リ メ ラ ー ゼ の活性阻害率 を片対数グラ フ に プ ロ ッ ト し

た も の で あ る ． 且 っ扇相 加 抽 出物 の添加濃度 と各種

D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼの 活性阻害率 と の 間に は ， 有 効濃

度に お い て1 00 ％阻害濃度 に 至 る ま で 比例関係 を認 め ，

また そ の傾 き が各種 D N A 合成酵素間で ほ ぼ等 しい 結

果 を得た ．

そ こ で 且 っ雇 用力 抽 出物 に よ る 阻害効果の作用機序

を明ら か に す る た め に ，
T 4 － D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ を用

い て 以下の検討を行 っ た ．

nl ． ア． 乃わ髄 rブ抽出物 に よ る 阻 害効果 に お け る基 質濃

度の 影響

T 4 － D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ に よ る 反応系 に お い て ， 基

質 と な る 3d N T P 濃 度 と P ． 矧 玩附
■

オ 抽 出物 に よ る

D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 活性阻害効果 と の 関係 を検討 し

た ． 図 6 に そ の 結果 を示 す． P フ雇 用 力 抽 出物 に よ る

D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ活性阻害効果 は ， 基 質濃度 を増加

させ て も変わ らず ，
基質濃度 に 影響 さ れ な か っ た ． 今

1i n e a r r el a ti o n s hi p e x i s t s b et w e e n th e i n h ib iti o n

C O n C e n t r a ti o n o f P ． n i n E ri e x t r a c t
，
a n d e a ch

回 デ
ー

タ に は示 さな い が
， 他の 大腸菌 E l e n o w フ ラ グ

メ ン ト
，
D N A ポ リメ ラ

ー ゼ I
，
A M V 由来の 逆転写

酵素 に お い て も 同様 の結果 を得た ．

N
．
P 乃Z r 祝 rZ 抽出物 に よ る 阻害効果 に お け る テ ン プ

レ ー

ト量 の 影響

T 4 ． D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ に よ る反応系 に お い て
，
テ

ン プ レ
ー

ト と な る D N A 量 の 変化と ヱ 据わ■祝アブ抽出物

に よ る D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ活性阻害効果 と の 関係を検

討 し
，
そ の 結果 を図 7 に 示 す ． テ ン プ レ

ー ト D N A 量

を増加 させ て も ， そ の 阻害効果 は影響 され なか っ た ．

今回 デ ー タ に は示 さ な い が
，
A M V 由来の 逆転写酵素

にお い て p ol y くAJ ． くd Tl
15

を テ ン プ レ
ー

ト と して 用い

て も 同様 の 結果 を得 た ．

V 了D N A 合成酵素 の 量 と P ． 犯才r祝アブ抽出物 に よ る阻

害効果 と の 関係

T 4 － D N A ポ リメ ラ ー ゼ の 酵素量と ヱ 乃オr祝デブ抽出物

に よ る 阻害効果 と の 関係 に つ い て 検討 し た ． そ の 結果

を図 8 に 示す ． 抽出物 を10 声 gノm l 加 え た反応系では，

酵素 量を増や す に つ れ て 阻害効果 は低下 し ， 酵素量4



ヱ 邦吉用 rブ抽 出物の抗 D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ 作用 と その 機序

単位に て ， 抽 出物未添加 の コ ン トロ
ー ル 反応系 に お い

て酵素量0 ． 5単位 を使用 し た時と 同等 の 活性 を認 め
，

抽出物 に よ る阻害効果 は殆 ど解消さ れ た ． ま た ， 抽出

物を10 伸 gノm l 加 えた 反応系 に お い て も ， 酵素量 1 単

位以上加え て い く と次第 に 阻害効果 は低下 した ■ した

が っ て ， P ． 雅言r 祝rg 抽出物中の 有効成分 と D N A ポ リメ

ラ
ー ゼの 結合 に よ る酵素活性阻害の 可能性 が 示 さ れ

た ． 今回 デ
ー

タ に は示 さ な い が ， 他 の 大腸菌 Kl e n o w

幻
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n i r u ri t o i n h ib it D N A p a c ti v i ty ． I n s pit e o f

S u b s t r a t e く3d N T PI c o n c e n tr a ti o n ， P

e x t r a c t in h ib it e d th e T 4 － D N A p a c ti vi ty

d o s e －d e p e n d e n tl y ．
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Fi g ． 7 ． E ff e c t o f t e m pl a t e d o s e o n th e i n h ib iti o n

b y P n i r u ri ． O n e a c h d il u ti o n s o f P ni n L

e x tr a c t く1 0 jL g J
I
m 1 8 E l O O JL g J

l
m ll ， th e r el a ti o n

b et w e e n th e t e m pl a t e d o s e a n d th e a b ili ty o f

P n i r u ri t o i n h ib it D N A p a c ti vi ty w a s i n v e s
－

ti g a t e d ． I n s pit e o f t e m pl a t e d o e s ， P ni n t ri

e x tr a c t d o s e －d e p e n d e n tl y i n hi bi t e d th e T 4 －

D N A p a c ti v i ty ．
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フ ラ グ メ ン ト
，
D N A ポ リメ ラ ー ゼI

，
A M V 由来の

逆転写酵素 に お い て も 同様の 結果 を得た ．

V工 ． H B V 産 生 培 養細胞林 H B 6 1 1 に お け る 抗

H B Y 効果

H B 6 1 1 細 胞 内 で の ウ イ ル ス 複 製系 に お け る ヱ

乃才用 r才抽 出物 の 抗 H B V 効果 をサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て

比 較検討 した 結果 を図9 に 示 す ． ヂし 乃わ朋わ 抽 出物 は ，

細胞内で の ウイ ル ス D N A の 複製 過程 に お い て ， 組 み

込 まれ た H B V ゲ ノ ム り1 か ら m R N A と して 転写 さ

れ た プ レ ゲ ノ ム に 対 し ，
H B V 由来の D N A ポ リメ

ラ
ー

ゼ の逆転写酵素活性 に よ りく十1 鎖 D N A くSI が複

製さ れ る プ ロ セ ス で の 阻害効果を ま ず認め ， さ ら に そ

れ をテ ン プ レ
ー

トと して H B V － D N A ポリ メ ラ
ー

ゼ活

性 に よ りく十ン鎖 D N A くD ェ1 の伸長反応 が起 こ り ， さ ら
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E

き
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三
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Fi g ． 8 ． E ff e c t o f E n z y m e D o s e o n th e I n h ib iti o n

b y P ． n i r u 7i ． O n th e r e a c ti o n o f P n i r u

e x tr a c t l O J L gノ m l ， th e i n h ibi ti o n eff e c t o f P －

ni r u ri d e t e ri o r a t e d ， a S th e e n z y m e d o s e of

T 4 － D N A p w a s a d d ed i n th e r e a c ti o n ． B y

a d di n g 4 u n it s of T 4
－ D N A p th e m a x i m u m

a c ti v it y o f T 4－D N A p ， W h i c h w a s e q u a l t o th e

m a x i m u m a c ti v ity o f O ．5 u n it e n z y m e i n th e

c o n tr o l r e a c ti o n
，
W a S Sh o w n o n th i s r e a cti o n ．

T h e i n h ib iti o n eff e c t o f P ． n i r u ri c o ul d n o t b e

d e t e c t e d b y a d d i n g 4 u n it s o f T 4
－ D N A p ． O n

th e r e a cti o n of P ． ri r u ri e x t r a c t lO O JJ gl m l ，

th e i n h ib iti o n e ff e c t o f P ． n i n m g r a d u a ll y

d e t e ri o r a t e d ， a S th e e n z y m e d o s e of T 4
－ D N A p

w a s a d d e d m o r e th a n l u ni t i n th e r e a c ti o n ．
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に 部分2 重鎖環状 D N A 任局 が 形 成 され る プ ロ セ ス に

お い て も
， 阻害効果 を認め て い る ．

そ の 阻害効果 を定量的 に 解析 す る た め に デ ン シ ト

メ
ー

タ
ー

で測定 し
， 組 み込 ま れ た H B V ゲ ノ ム りナ を

マ
ー

カ
ー

と し て それ に 対す る フ リ
ー

． ウイ ル ス D N A

の 量くS 十 D l ＋ D カ を比較 して 判定 した ． ヱ 乃わ
■

祝アブ抽出

物を80 ノ上 gノm l 加 えた ディ ッ シ ュ か らは ， 細胞 毒性 の

た め D N A を回収で き な か っ た が ，
0 ． 8

一
－ 1 6 JL gl m l 加

P ． n l r u r l ■ X t r 8 C t
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Fi g ． 9 ． S o u th e r n bl o t a n al y si s o f H i n d l工I di g e s
－

t e d c ell ul a r D N A o f H B 6 1 1 c ell s c u lt u r e d i n

th e p r e s e n c e o f P ．
n i r u ri e x t r a ct ， T h e sl o w －

m i g r a ti n g b a n d くIl r e p r e s e n t s c h r o m o s o m ally

i n t e g r a t e d H B V
－ D N A

，
a n d th e f a s t － m i g r a ti n g

b a n d s くS ， D I D 21 a r e th e e x t r a ch r o m o s o m al ，

r e pli c a ti v e i n t e r m e d i a t e s o f H B V
－ D N A ．

P －

n i r u ri e x t r a c t i n t e rf e r e d w ith v i r al D N A

r e pli c a ti o n wi th o u t a ff e c ti n g c ell u l a r D N A

r e pli c a ti o n i n a p p r o p ri a t e c o n c e n t r a ti o n

r a n g e s f r o m O ．8 JL gl m l t o 1 6 JL gl m l ．

え た デ ィ ッ シ ュ で は培養中の 細胞形態 お よ び組み込ま

れ た H B V ゲ ノ ム くり を マ
ー

カ
ー

と した D N A 回

量 か らは
，
明ら か な細胞毒性 を認 め な か っ た ． 添加し

た 抽出物濃度と ウイ ル ス D N A の 複製 阻害率 との 間に

は ほ ぼ比例関係が認め られ ， 0 ， 8 月 gノm l 加 え た ディ ッ

シ ュ で は3 9 ． 4 ％ ，
1 6 ノJ gノm l 加 えた デ ィ ッ シ ュ では

94 ． 5 ％の ウイ ル ス D N A の 複製阻害率 を認 め た ． 本実

験の デ ー

タを 片対数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト し
，
5 0 ％阻害濃

度 を求 める と1 ． 1 〆 gノm l で あ り ，
細胞毒性 を示 す最小

濃度 は ， ン16 声 gノm l で あ っ た く表 い．

考 察

こ れ ま で の と こ ろ
，
B 型 肝炎 ウイ ル ス 感染症に 対し

て ， 画期的な 治療効果 を示 し た抗 ウイ ル ス 剤は ほと ん

ど な い と い っ て よ い ． す なわ ち
，
ウイ ル ス の 複製サイ

ク ル は ， 基 本的 に 宿 主細胞の 機能 と密接 に 関連して お

り
，
ウイ ル ス 増殖 だ け を選択的 に 抑制 す る こ と の 難し

さ に 起 因 して い る ． B 型肝炎 ウイ ル ス の 増殖過程に お

い て
，
D N A ウイ ル ス で あ り なが ら レ ト ロ ウイ ル ス で

み ら れ る逆転写 の 段階を通 っ て複製 す る と い う ． 特異

的 な ウ イ ル ス 核 酸の 合成 ス テ ッ プ で ，
そ の 重 要な役割

を演 じて い る ウイ ル ス 由来の 核酸合成酵素 は ， 抗ウイ

ル ス 剤の研究開発 の面で注目 さ れ て い る タ ー

ゲ ッ トの

一

つ で ある ．

今回 の 研究 に お い て ， 且 ク正和 カイ憶物全体1 抽出物

は
，
試験 管内 で の 反応系 に お い て ， 内在性 H B V ．D

N A ポリ メ ラ
ー

ゼ 活性を 阻害 し， さ ら に ，
T 4 － D N A ポ

リ メ ラ
ー ゼ

， 大腸菌 K l e n o w フ ラ グ メ ン ト， D N A ポ

リ メ ラ ー ゼ 工 な どの 各種 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ
，
そして

レ ト ロ ウイ ル ス で ある A M V 由来の 逆 転写酵素 によ

T a bl e l ． A n ti － H B V a cti vi ty o f P ． n i r u ri e x t r a c t ．

C o m p o u n d M T D I D の

く声gノm り く声gノm り

P ． 乃よ化 rf ン16 1 ． 1

T o q u a n ti t a ti v el y e v al u a t e th e i n h ib it o r y a cti vi t y o f

c o m p o u n d くP ． n i r u riJ ， th e b an d a r e a s S ， D l ， D 2 a n d I w e r e

m e a s u r e d b y d e n si to m e t ri c a n al y z e r ， a n d th e i n h i biti o n

p e r c e n t a g e w a s c al c ul a t e d a s f o1l o w s ニ

くS 花王r lげf ＋D lナヱか祝rf ＋D 2 乃f rlf rfIノI乃 か祝 rよ
I n h ib iti o n く％ユニ u － i

くS c o n t ．＋D I c o n t ．＋D 2 c o n t ．1J
I
I c o n t ．

ユX l O O

M T D r e p r e s e n t s th e m i n i m u m c y t o t o x i c d o s e ． A n ti v i r al

a c ti vi t y i s r e p r e s e n t e d b y I D 50 0 n H B V
－ D N A s y n th e si s ． T h i s

V al1 1 e W a S O b t ai n e d b y pl o tti n g th e l o g a ri th m o f th e

C O n C e n t r a ti o n o f P ． n i r u ri v s ． th e i n h i bi ti o n p e r c e n t a g e of th e

Vi r al D N A s y n th e si s i n th e t r e a te d c ell s ．



P フ正 閏力 抽出物の 抗 D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ作用 とそ の 機序

る D N A 合成系に 対 し ても 阻害効果 を示 す こ とが 確認

さ れ た ． しか も それ ぞれ の 反応系 に お け る P ． 加ゎ 椚

抽出物の 添加濃度 と各種 D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ の 活性阻

害率と の 関係 を片対数 グラ フ に プ ロ ッ ト する とほ ぼ比

例関係 を認 め ， 阻害反 応が ほ ぼ 1 次反応 をと り
，
そ の

傾きが類似 し て い る こ と か ら
，
各種 D N A 合成酵素 へ

の有効成分 の 阻害効果が共通 の 作用機序 に 基づ く 可能

性が 示唆 され た ．

今回 デ ー

タ に は示 さ な か っ た が
，
ヱ 花王和 r才抽 出物

は ， 他の 核酸関連酵素で あ る T 4 ポ リヌ ク レ オ チ ド キ

ナ ー ゼや T 4 リ ガ ー ゼ 及 び 各種制限酵素 に 対 し て
，

D N A 合成酵素活性阻害効果 を認め る 有効濃度下 で 影

響を与 えな か っ た こ と は ， 抽出物質中の 阻害物質が ，

D N A 合成活性酵素群 に 比 較的特異的 で あ る こ と が 考

えられ る ． ま た完全 二 重 鎖 D N A と P 乃オr以デブ抽出物

の共存下 で ，
D N A の 切 断 は 全 く 観測 さ れ ず ，

D N a s e 活性は認 め ら れ なか っ た ．

P ． 矧わ紆 わ 抽出物に よ る D N A 合成 酵素活性阻害効

果の機序 に つ い て検 討 した と こ ろ
， 反 応系 に お け る テ

ン プ レ ー トと な る D N A や p ol y 仏J ． くd T l
15

の 量や
，

ある い は基質と な る デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 3 リ ン酸濾

度に よ っ て 阻害効果 は影響さ れ な か っ た ． す な わ ち

ヱ 乃オr 祝アオ 抽出物中に よ る D N A 合成酵素活性阻害効

果が ， 抽出物中の 阻害物質と基質と の 競合 に よ るも の

では ない こ と
，
ま た阻害物質の テ ン プ レ ー ト に 対す る

結合ある い は修飾 に よ るも の で は な い こ とが 推測さ れ

た ． 酵素量 と ア 7正憫 力 抽出物に よ る 阻害効果 と の 関

係 に つ い て 調 べ た 結果 は
， 抽 出物中 の 阻 害物質 と

D N A 合成酵素と の 直接的な相互作用 に よ り 酵素活性

を失宿させ る可能性が 示 さ れ た ． ま た
， 高濃度 の 抽出

物に よ る酵素の 前処 理 の 効果 はな く
， 阻害程度 は反 応

時の 抽出物の 最終濃度 に 依存す る 結果 を得て い る ． こ

れら の 結果は ， 抽出物中の 阻害物質 が化学量論的 に 酵

素を可逆的に 失括 させ て い る 可能性 が推測 され た ．

さ ら に 今 回 ，
P ． 扁九粛 抽 出物 の 抗 H B V 効 果 を

H B V 産 生 培養細胞株 E B 6 1 1 を用 い て検討 し た ． 培

養細胞を用 い た H B V 感染と増殖系が確立 して い な い

現状で は ， 細胞内 に お ける B 塑 肝炎 ウ イ ル ス の 複製系

モ デル と し て
，
ヒ ト肝 芽細胞腰由来培養細胞株 H u b 6

田u h 6 － C 1 5J に 3 タ ン デ ム の H B V ゲ ノ ム が 組 み 込 ま

れ安定に H B V 粒子 を産生 す る H B 61 1 培養細胞株

は
， 有用な 抗 H B V 薬剤評価系で あ る ． し か し な が

ら
，
この 系で は

，
ウイ ル ス の 感 染， 脱穀 お よ び c o r e 粒

子中の 部分二 重鎖 ゲ ノ ム か ら完全二 重鎖 へ の 複製過 程

に与える 影響に つ い て は観測 で き な い ． 図1 に 示 す よ

うに
，
H u h 6 細胞 内 に て 組 み 込 ま れ た H B V ゲ ノ ム
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川 か ら m R N A と して 転写 され た3 ． 5 K b の R N A が

プ レ ゲ ノ ム と して
，
H B V 由来の D N A ポ リ メ ラ ー ゼ

の 逆転写酵素活性 に よ り 卜1 鎖 D N A くSJ が 複製 さ

れ
．
そ れ を テ ン プ レ ー

トと し て H B V － D N A ポ リ メ

ラ ー ゼ活性に よ り 什l 鎖 D N A くD ．1 の 伸長反 応が 起 こ

り ， さ ら に 部分 2 重 鎖環状 D N A くD 21 が形成さ れ
， 安

定か つ 持続的 に H B V くD a n eJ 粒子 を産生 して い る ． し

たが っ て
，
H B 6 11 細胞 に よ るサ ザ ン プ ロ ッ トの 結果

く図机 は ，
た 乃わノ祝r才抽出物が ，

0 ．8 旬 1 毎 gノm l の 濃度

範囲に お い て 宿 主細胞 で あ る H B 6 1 1 の D N A 量

くり に 影響を与 えず に
，
H B V 由来 D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ の 逆転写酵素活性 およ び D N A ポリ メ ラ ー ゼ活性 を

阻害し ， ウイ ル ス D N A の 複製 を阻害 して い る こ と を

示 し てい る ． ま た50 ％阻害濃度と細胞毒性を示 す最小

濃度 との 間に 有意差が存在 し て い た く表 け

今回 の H B 6 1 1 細胞を用 い た 系で ， た 紹Z r 祝r才抽出物

に 細胞内で の H B V の 逆転写及 び D N A 複製段階 で 阻

害効果が観察 され た こ と は
， 有効成分の 抗 H B V 治療

薬と して の 有用 性 を示 し て い る ． 試験管内で の 実験の

結果 か ら は
， 酵素量 に よ っ て 阻害濃度 が変化 し ，

ア．

扁ね粛 抽出物中の 阻害物質と酵素蛋白と の 結合が 示唆

さ れ て い る ． した が っ て有効阻害濃度は ， 結合可 能な

標的蛋白く酵熱 量 に 依存 して い る こ と が考 え られ る ．

一 方 ， 培養細胞系で は ， 培地 中に 牛胎児血清蛋白お よ

び細胞由来の 蛋 白 が 多量 に 存 在す る 条件に も関 わ ら

ず
， 試験管内に お ける D N A 合成 系の D N A ポ リ メ

ラ
ー

ゼの 阻害濃度 と同程度で あ り
，
A M V 逆転写酵素

の 阻害濃度よ り はる か に 低濃度で あ る こ と は興 味深い

現象 で あ る － こ の こ とは
， 有効成分の 結合は ， 牛胎児

血 清蛋 白等の 他 の 蛋 白と の 結合性 が極め て低 い か ， あ

る い は細胞内 で は ， 代謝 に よ り試験管内で の 阻害物質

よ り 阻害効果の 高い 活性成分 に転換さ れ た可能性が考

えらオt る ． い ず れ に し ても ，
D N A 合成酵素活性 と の

特異 的相互作用 の 可能性 を示 唆し て い る ．

有効成分の 作用機序を考え る上 で
． 最乱 核酸 合成

酵素 の 遺伝子構造の 解析が進 み ， 原核生物か ら 真核生

物に わ たる 各種 の 核酸合成酵素の 活性部位 に 比較的，

進化的 に 保存 さ れ た ア ミ ノ酸配列が存在 する こ と が報

告され て t l る
1 封

． こ の 事 実は
， 今回 用し1 た グ 乃ノアz．f アブ抽

出物が ， 逆転写酵素を含 む広範な D N A 合成 酵素 を阻

害 した 結果を考 える 上 で 重要 な示 唆を 与えて し 1 る と と

も に ， P ． 乃g ア祝 rブ抽出物中の 有効成分 が レ ト ロ ウ イ ル ス

を含め た H B V 以 外の ウイ ル ス に 対 し て も複製阻害効

果 を持 つ 可能性 を示 唆 して い る ．

今回 の 実験 で は ， 原核細胞及 び ウ イ ル ス の D N A 依

存 D N A 合成酵素活性と ， レ ト ロ ウイ ル ス 由来逆転写
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酵素活性に 対 す る P ． 払正弘 ガ抽出物の 効果 を検討 した ．

検討 した す べ て の D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 活性に 阻害的に

働 く こ と は， 宿主 細胞 の 各種 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 活性

に 対 す る阻害効 果 の 可能性 も推測 さ れ る ． した が っ

て
， 今後宿主の D N A ポ リメ ラ

ー ゼ活性 に 対す る阻害

効果 の 検討が ， 宿 主 と の 分別的 な阻害薬剤 の開発 に

と っ て ， 検討す べ き 点と して残 さ れ て い る ． ま た
，
各

種 D N A ポリ メ ラ
ー

ゼお よ び R N A ポ リ メ ラ
ー

ゼが 共

通 ア ミノ 酸配列 を保存 して い る こ と が 最近示 さ れ て お

り ， R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 活性 に 対す る効果の検討 も残

さ れ て い る ．

一 方
，
有効成分に つ い て の予備的知見 で ， 各種 カラ

ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を用 い て 現在分離精製中で ，
有

効成分の化学的 ． 物理 的特性 の解析 を進 め て い る ． 8 0

8

C 6 0 分の 熱処理 で 全く 阻害活性 は失清せず ，
耐 熱性 で

あ り
，
蛋白分解酵素処理 や 酸処 理 に よ っ て ， 阻害晴性

は失 われ な か っ た ． これ らの 点か ら ， 有効成分が非蛋

白成分 で ある こ と が推測 され る ． 阻害機序の よ り詳細

な解明， よ り特異性 の高い 誘導体 の 開発 に と っ て阻害

物質の 単離同定 は欠く こ と が で き な い ． 試験管内で の

簡便な D N A ポ リメ ラ
ー ゼ 阻害効果判定法の導入 は ，

阻害物質の活性分画同定に と っ て ，
有用 な フ ァ ー ス ト

ス クリ
ー ニ ン グ法 と して利 用 す る こ とが 可能で あ る ■

今後 ， 有効 成分を明 らか に し ， 分子 量及 び構造決定

を目指す と 同時に ，
今 回検討で き な か っ た各種 D N A

ポ リ メ ラ
ー ゼ

， 真核細胞由来 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ な ど

に 対す る影響 を調 べ ，
よ り詳細 な作 用機序に つ い て検

討 を進め て い く予定 で ある ．

結 論

ヱ 乃ブ用 rf 水抽出物を 用 い て ， 試験管内 での 反応系 を

中心に H B V 内在性 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ活性及 び他の

D N A 合成酵素 に 与 える影響 と そ の 作用 機序 に つ い て

解析 した ．

1 ． P ． 乃わ
ノ

鋸デブ抽出物 は ， 試験管内で の 反応系に お い

て内在性 H B V － D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 活性 を用 量依存性

に 阻害 し ， さ ら に ，
T 4 － D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ
， 大腸 菌

Kl e n o w フ ラ グメ ン ト ， D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ I な どの

各種 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ
，
そ し て レ トロ ウイ ル ス で あ

る A M V 由来逆転写酵素に よ る D N A 合成系 に 対 し

て も 阻害効果 を示 す こ と が確認 さ れ た ．

2 ． P ．
乃わノ祝 rf 抽出物 に よ る D N A 合成 酵素括性阻害

効果 の 機序に つ い て検討 した と こ ろ ， 反 応系 に お ける

テ ン プ レ
ー

トや あ る い は基質 に よ っ て阻害効果 は影響

さ れ ず， 抽 出物中の阻害物質 と D N A 合成酵素 との 直

接的な相互作用 に よ り酵素活性 を失宿 させ る 可能性が

示 さ れ た ．

3 ． 抗 H B V 薬剤評価系と し て 確立 され た H B V 産

生培養細胞株 H B 6 1 1 に お い て
．
，
ヱ 乃よr 鋸妬抽 出物の B

型肝炎 に 対 す る治療薬 と して の 有用性が 示 さ れ た －

さ ら に 逆転写酵素 を含 む他の広範な D N A 合成酵素

に 対 して も抑制効果 を示 す こ とか ら ， レ ト ロ ウイ ル ス

を含 め た他 の ウイ ル ス に 対す る抗 ウイ ル ス 剤 と しての

有 肝 性が 示 唆さ れ る ． 有効成分の精製 ． 単離 に つ い て

は現在検討中で あ る ．
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