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癌細胞障害活性に よ っ て 選 ら ば れ た 口腔 内細菌，
凡 郁 庖 血 涙 わ和 才紺 地 舶 用 7 H O 3 1 －3 B

，
エ戊 油 ムー

戊ぐ 肋 s c昂ぶe 川12 3
，
エ戊Cわゐ戊C 肋 s ぶ戊gオロ戊7イ祝ぶ L S 3 薗株 の 菌体抽 出液の 細 胞お よび ウイ ル ス 増殖 に お よ ぼす

影響 に つ い て検討 した － こ れ ら 3 菌株 を T a m a i － F u k u d a 培地 C T F 培 榔 で増殖させ た後， 超音液処理 を

し て か ら遠心 分離 し
， その 上 清を粗抽出液と し た ．

ヒ ト胎児小 腸由来細胞 く1 n t 朝 7 細胞I を こ の 粗抽出液

く蛋白濃度 200 JL gl m ll で 2 4 時間処理 した場％， 処理 細胞 当りの E c h o vi r u s t y p e 6 くE c h o
－6 ウイ ル ス1

産生畳 は明 ら か に 減少 した が
， 細胞増殖 は僅か な抑制 を受 けた に す ぎな か っ た

．
こ の E cll O 牒 ウイ ル ス 増殖

抑制は
， 特 に エ毘 加 ぬd 肋ぶ C 那 e 川 1 2 3 件の 粗抽出液 瀾 抽出液 L Cン 処理 に お い て 著明 に 認めら れ た ． 粗

抽出液 L C に つ い て は
，

さ ら に 硫酸 ア ン モ ニ ウム 塩 析と， S e p h a d e x G －2 0 0 に よ る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー で部分 精製 を行 っ た

－
f n く分 子 量 200 K 以 上l

，
f b く分子量 100 Kl ， f

c
く分 子 量 20 へ ペO Kl と名付け

た S e p h a d e x G －2 0 0 の 主要両分は S D S － P A G E 分析 に よ る と
，

そ れ ぞれ 異 なる 分子 量の い く つ か の 蛋白の

混合物 で あ っ た ． こ れ ら の 各画分 に つ い て 細胞又 は ウ イ ル ス 増殖抑 制活性 を測定 し た ． E c h o
－6 あ る い は

C o x B － 5 ウイ ル ス 感 削 nt － 4 0 7 細胞 系に お い て
，

10 w 50 FL gl m l の f b あ る い はf c 画分 で 2 旬 2 4 時間処理 し

た細胞 で は
， 細胞当 りの ウイ ル ス 塵 生畳 が 10 旬 4 0 ％減少し た

．
しか し

， イ ン タ
ー フ ェ ロ ン く工F N l 産生誘

発 は見 られ ず
，

こ の ウイ ル ス 増殖抑制 に はI F N の 機構 は関与 して い ない と 思われ た ． 次に b a b o o n e n d o g e －

n e o u s vi r u sくB a E V I 持続感染 A 20 4 くB a E V 糊 過 と
，

h e p a titi s B v i r u s 持続感染 P L CノP R F15 細胞に つ い

て
，

細胞お よ び ウ イ ル ス 増殖抑制効果 を検討 し た
．
f

c 両分処理 A 2 0 4 くB a E V I 細胞で は
， 細胞増殖と細胞

当 りの B a E V の 放出が 明 ら か に 抑 制され た ． 同様 に f b ，
f e 画分処理 P L CI P R F 1 5 細胞 に お い て も細胞増殖

と
，

h e p a titi s B v i r u s s u rf a c e a n ti g e n くH B s A gl ，
a

－f e t o p r o t ei n t A F Pl 両者 の 塵 生 に 抑制効果 が 認め られ

た ． 特 に f c 画分 では
， 低濃度 で も 細胞 へ の 持続的処理 あ る い は 少数細胞 コ ロ ニ ー 形成で み ると

， 強 い 抑制

効果 が み られ た
．

以 上 の 結果 か ら，
こ れ らの 口 腔細菌構成分は， 腫瘍細胞増殖と

，
ウイ ル ス増殖あ る い は

放出 へ の 抑制効果 を示 す こ とが 分 っ た
．

K e y w o r d s L a ct o b a cill us
，
b a c t e ri al e x t r a ct s

，
C u lt u r ed c ell s

，
Vi r u s m ultipli －

C a ti o n
，

V i r u s p e r si st e nt i n f e c ti o n

ウイ ル ス の 細胞内増殖 を左 右す る因 子 と して 多くの 異 的抑 制物質， 例 え ば血 清中の 非特異的抑制 複合 蛋

も の が 知 ら れ て い る
．

そ の 中 で細胞 に 作用 して 細胞自 白3，
な どが ミ ク ソ ウ イ ル ス

，
ピ コ ル ナ ウイ ル ス な どい

身に は副作用 な く ， ウ イ ル ス 増殖 に 抑制的に 働 く もの く つ か の ウイ ル ス で知 られ て い る ． そ の 他に
， 或 る種

と して i n t e rf e r o n 口F N J
112I

が あ る ．

一 方
，

ウイ ル ス 自 の 蛋白又 は 核酸合成 阻害 肘 は特定条件下 で 細胞毒性
身に作用 す る もの と し て は

， 特異的抗体の 他に
， 非特 なく

，
ウイ ル ス の 増殖 に 抑制効果 を示 す こ とも あ る が

，

A b b r e vi a ti o n s 二 A F P
，

a
－f e t o p r o t ein ニ B a E V

，
b a b o o n e n d o g e n e o u s vi r u s ニ B S A

，
b o v in e

S e r u m al b u m in 三 C I R
，

C ell i nj u ri n g r e a cti o n ニ C o x B A 5 ウイ ル ス
，
C o x s a c k i e B vir u s t y p e 5

F a ulk n e r 勘 C P M
，

C u ri e p e r m i n u t e i D B S
，
D ulb e c c o

，

s b uff e r e d s alin e 三 E c h o － 6 ウイ ル ス
，

E c h o － Vi r u s t y p e 6 D
，

A m o ri 勘 E C －2 0 r
－5

，
E a gl e

，

s m i ni m u m e s s e n ti al m e di u m s u p pl e m e n t e d
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化学療法剤 ． 抗生物質 と して
一

般化 され る に は至 っ て

い な い
．

一 方， 微生物代謝産物又 は抽 出物 の 示 す 生物活性 に

は医薬生物学的に 有用 な もの が 多く ， 抗生物質 は い う

ま でも な く ， 諸種酵素及 び そ の 阻害物質， 免疫捉進強

化剤 くi m m u n o p o t e n ti a t o r 又 はi m m u n o a dj u v a n tl な

どが 実用化さ れ て い る ． これ ら の 中で
，

ウイ ル ス の 細

胞 内増殖 に 抑制的に 働く も の と し て ， 菌内毒素又 は抽

出物の IF N 誘発 能り勾引風が 知 られ て い る
．

こ の 誘発機

作 は
， 通常の in d u c e rく合成二 重鎖 ヌ ク レ オタ イ ド や ウ

イ ル ス な どコ に よ る も の と は 異 な り
， 細胞 内既 存 の

IF N p r e c u r s o r が遊離され るも の で
， そ の誘発I F N も

ウイ ル ス 誘発 の もの と やや 異な る性状 を示 す とさ れ て

い る
．

これ ら工F N 誘発 の か らん だ ウイ ル ス 増殖抑制 の

外に
，
I F N 産生 の 関与 し ない 干渉効 果に よ る抑制機構

も 異種 ウイ ル ス 間の 組合せ で 報 告 さ れ
， 内在 性干渉

くin tri ns i c i n t e rf e r e r K eJ
り21

と呼ば れ てt l るが
，

その 機構

は分っ て い な い
．

こ の事は 生細胞 に 働 い て IF N 産生が

なく て も
，

或る種の ウイ ル ス に 感染 した細胞 を， 異な

る ウイ ル ス の 増殖抑制 に 導く場合も あ る こ と を示 して

い る ．

著者は
，

これまで 口腔内分離嫌気性菌の 産生す る癌細

胞傷害活性物質 を c e11 i nj u ri n g r e a c ti o n くCI Rl法
7 糊 で

検索 した き た ． その 中で， 癌細胞 に 対 して 選択 的傷害

活 性 を有 す る 3 菌株 の ひ と つ で あ る エd C わぁ戊Cオgg鋸5

捕 eZ O 1 2 3 株 の抽出液 は， 2 ． 3 の ウイ ル ス に対 して

増殖抑制 を示 す こ と を見 い 出 した ． 乳酸梓薗の あ る株

に は
，

マ ウ ス 接種癌細胞 の 増殖 を抑 制す るi m m u n o
－

a dj u v a n t 活性が 既 に知 られ て い る
9l

． そ こ で癌細胞 へ

の ど乃 び言わり 直接作用 に よ る増殖抑制能 ，
I F N 誘発能か

らの ウイ ル ス 増殖抑制な どの 生物活性 の 検討 を菌体粗

抽出液及 びそ の部分精製標品 を用 い て行 な っ たの で
，

その 結果 に つ い て述 べ る ．

材料お よ び方法

工 ． 使用菌株

口腔 内分離嫌気性 菌株 合計 148 株 中 CI R a s s a y で

陽性 を示 した薗株か ら
，

が ん細胞選択的傷害清性 の 比

較的高く み ら れた 3 菌株 エd C わゐ戊CggJ 描 以ばg才 0 12 3 株，

エ戊ごねゐ戊CfgJ 祝5 5 戊J古び戊rグ祝ざ L S 株 ，
爪 抑 止 鋸 転 流 州

別 血 路 加 耶 K O 3 1 －3 B 株 を用 い た
．

II ． 培 養方法

被 検 菌 株 は R o g o s a 培 地 を 改 良 し た T a m a i ，

野

F u k u d a 培地くT F 培地l 川
を用 い て S e m i s y n c h r o n o u s

C u lt u r e
7 刷

を行 っ た
． 既 ち 20 m l く中試I に て 37

0

C で 2 4

時 間培養 し た 菌液 0 ． 5 m l を 20 m l の T F 培地 に 植薗

し 37
0

C
，
1 2 時間培 養し た ． 同様の 操作 を 3 回行 っ た後

，

最終培養の 定常期の 初期 く培養20 時間1 に 菌体 を集菌

し D B S で 3 回 遠心 洗源 を行 い 菌体 を得 た ． な お定常

期初期 に お ける 菌の 発育量 は
， 光電比 色計 くボ シ ュ ロ

ム ス ペ ク ト ロ ニ
ッ ク ス

， 島津
， 東京ンで O D 5 6 0 m 声 値

が約 1 ． 2 で あ っ た
．

H L 菌体 抽出嘩の 調 整と その 部分 精製

1 ， 粗抽出液の調整

5
，
0 0 0 x g ，

1 5 分，
遠 心 し て 集菌 し た 菌体 を

，
O D が

10 ． 0 に なる よ う に D B S
7 糊 で再浮遊 し た ． 菌体浮遊液

5 m l を B r a n s o n
，

s s o n ifi e rくU ．S ． A l を用 い 4
手

C ，
4 0 w

，

5 分の超音波処理 を行 っ た ． 破砕菌液 を 6
，
0 0 0 x g ，

2 0

分遠心後， そ の上 清 をさ ら に ミ リポ ア フ ィ ル タ
ー く0 ．4 5

jL ，
M i11i p o r e C o ．1 で 濾過 した もの を粗抽 出液と し

L o w r y ら の 方法 川 で 蛋 白濃度 を測 定 した ．
L ． c a s ei

O 12 3
，
L ． s ali v a ri u s L S

，
F n u cl e a tu m K O 3 1 － 3 B の 粗抽

出液 を各々 粗抽出液 L C
，
L S

，
K O 31 －3 B と した ．

2 ． 粗抽 出液の 部分精製 くf a ，
f b ，

f c 画分の 調整ン

粗抽出液の 中，
L C は さ ら に 硫 酸ア ン モ ニ ウ ム く硫

安う を 50 ％ 飽和 に な る様 に 加 え， 4
0

C
，

一 晩放置後

6 ，0 0 0 x g ，
2 0 分速心 して沈遼 を葉め た ．

こ の 沈埴 を硫

安塩 析時 と 同量 の D B S に 再浮遊 し
，

D B S に 対 し て

4
q

C
，
9 6 時間透析 し た ．

こ の蛋白液く4 ． 7 へ 2 0 m gノm り

の 2 へ 5 m l を S e p h a d e x G －2 0 0 け ア ル マ シ ア社，
ス

ウ ェ
ー デ ンう で カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー を行 っ た
．

S e ph a d e x は1 7 X 8 6 0 m m の カ ラ ム で
，

一 画 分 は 10 0

d r o p s く約 2 ． O m ll と し4 m lノ5 分で 約 7 0 画分 を集め

た ． 同 一 カ ラ ム を用 い
， 同 一 条件下 で 正 常 ヒ ト血清分

画 を行い
， 各画分 の 分子 量 を推定 した ．

3 ． S D S － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法

くS D S － P A G El

各画分の 分子量 を知 るた め に
，
b o v i n e s e r u m al b －

u m i n くB S Al ，
O V O alb u m u n くO vン を マ

ー

カ
ー

と して

S D S － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 くS D S －

P A G El を常法
1 2I に 従い 行 っ た

． 蛋白染色 はク マ シ プ リ

リ ア ン トブル ー

R －2 5 0 くC B Bl を用 い た
．

王V ． 使用 培 養細胞と ウ イ ル ス 及 び 関連活 性物質の 測

定

1 ． 使用 継代株 化細胞 と培養法

I n t －4 0 7
1 引1 41くヒ ト胎児小腸由来細胞l

，
e L 細胞 川くヒ

W ith 2 ％ o r 5 ％ c alf s e r u m 三 H B V
，
h e p a titis B vir u s 三 H B s A g ，

h e p a titi s B vi r u s s u rf a c e

a nti g e n 3 I F N
，
in t e rf e r o n i K O 31 － 3 B

，
n iS Ob a c te ri u m n u cle at u m K O 31 －3 B ニ L C

，
L a ci o b a cill us

C a S ei J L S ， L a ct o b a cilh LS S ali v a ri u s J O D
，

O p tic al d e n sit y ニ O v
，

O V O al b u m i n 三 P F U ， pl a q u e

l

t

t
t

一
書

t
t

t

l

t

一
事

里

．．レ

．．
．
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．
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口 腔細菌抽 出液の ウイ ル ス 増殖抑制

ト胎児肺由来細胞う，
F L 細胞 期 くヒ ト羊膜由来細胞う

，

持続感染細胞 と して A 2 0 4くB a E V l お よ び P L CI P R F 1

5 細胞 を使用 した ． A 2 0 4くB a E V J
1 6u 7， 細胞 は ヒ ト横紋

筋肉 腫 由来細 胞 株 仏2 抽 に ヒ ヒ 内在 性 ウイ ル ス

くb a b o o n e n d o g e n e o u s v i r u s
，

B a E V l を持続感染さ

せ た細胞で あり， P L C I P R F 15 くP L C 巨細胞 は H B s 抗

原 くh e p a ti ti s B vi r u s s u rf a c e a n ti g e n
，
H B s A gl 及 び

a ． フ ェ トプ ロ テイ ン くa－f e t o p r o t ei n
，
A F P l 産生肝が

ん由来細胞 である ．

こ れ ら 各紙胞 は 5 お よ び 10 ％仔 牛 血清 加 E a gl e
，

s

mi n i m u m e s s e n ti al m ed i u n くM E M H E C ．5
，

－

1 01 で墳

蓑を行 い， 継代培養 に は通常 の 0 ． 0 2 ％ e th yl e n e di a m i ．

n e t e t r a a c e t a t e くE D T A I くDif c o
，

U ．S ．A ．J と 0 ．2 5 ％

t r y p si n のif c o
，
U ．S ．

A
．1 を使用 す る方法 に依 っ た

． 細

胞数計算は
，

白血球計算盤上で の 鏡検 に よ り 計数 し
，

使用稀釈倍数か ら原 細胞総数を算定 した
．

2 一 使用 ウイ ル ス と その感染力価測 定

E ch o v i ru S t y p e 6
，
D

，

A m o ri 株 くE c h o －6 ウイ ル スI

はI n t ．4 0 7 又 は e L 細 胞 で 増 殖 さ せ
，

F L 細 胞 で の

Pl a q u e a s s a y ， C o x s a c ki e B v i r u s t y p e 5
，
F a u lk n e r 株

くC o x B － 5 ウイ ル スJ は工n t －4 0 7 細胞 で増殖さ せ
， e L

細胞 で の pl a q u e a s s a y ，
V e si c ul a r st o m a ti ti s v i ru S

くV S VI N e w J e r s e y 株 は F L 細胞で 増殖さ せ
， F L 細

胞で の pl a q u e a s s a y を各々 行っ た
． そ して それ ら 各々

の pl a q u e a s s a y は各 ウイ ル ス に 常用 さ れ る方法 に 従

い
， その 感染力価は pl a q u e f o r mi n g u n it くP F UJ で表

わ した
．

3 ． ウイ ル ス 関連活性物質の 測定

り 逆転写酵素 くr e v e r s e t r a n s c ri p t a s e
， R T l a s s a y

既報 川 2 り2 2
服 従 い

， 酸不溶性画分 へ 取 り込 ま れ た
3
廿

T M P tth ym id i n e m o n o p h o sh a t eJ の 放射活性 くcp m l

を細胞当り に 換算 して 表わ した
．

こ の R T 活性 測定 は

B a E V 産生の 定量 と見 なさ れ と い る
1 71 2 31

2 J H B s A g お よ び A F P の 測定

H B s A g 産生 は 持 続感 染 H B V ゲ ノ ム の 発 現 と し

て
，

r a d i o i m m u n o a s s a y くRI Al ，
逆受 身赤血球凝集法20，

亡r e v e r s e p a s si v e h e m a g gl u ti n a ti o n くR P H A り で測

定した
．

R I A に は A U S R I A キ ッ ト げ イ ナ ポ ッ ト社，

東刹 を
，

R P H A に は市販 キ ッ ト く富士 臓乳 東 副

を使用 し
，
R I A 値は相対的カ ッ トオ フ債 で

，
R P H A は

稀釈倍数で 表わ し た
．
A F P 産生は

，
P L C 細胞の 肝細胞

特異ゲ ノ ム の 発現 と して RI A 法で
， 同じく 市販 キ ッ ト
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く栄研化学社， 東 副 を用 い 測定 し
，

n gノm l で表現 し

た
．

V ． 各抽 出液又 は画分 に よ る る培養細胞処理法

各抽出液又 は画分を
， 蛋白濃度が 1 ． 0 へ 2 0 0 ．0 ノ上gノ血

に な る よ う に し て
，
各紙胸培養に加 え37

0

C ， 2 へ 2 4 時

間培養細胞 に 作用 さ せ た ． そ の後， 細胞 を洗い
， それ

ぞれ の ウ イ ル ス の感染 を 行 っ た後 37
0

C で培 養 を行 っ

た ． 経時的 に 細胞内又 は外の ウイ ル ス 畳 を測定 した
．

細胞 内ウイ ル ス 量は
，

感染細胞 を B r a n s o n
，

s s o nifi e r

で 4
0

C
，
3 0 w

，
1 分処 理 した も のか ら定量 し， 細胞外ウ

イ ル ス 量 は， 培 養液中 に放 出され た もの を定量 した
．

ウイ ル ス 持続感染細胞の場合 に は処理 く作用1 後培養

を行 い
， 培養液 中に 出現 す る ウイ ル ス 又 は ウイ ル ス ゲ

ノ ム 発現産物 を経時的に 測定 した ． 前項 の い ，
21 ，

の定量又 は測定 した 量は
， 各測定時の 細胞数当り の値

と し て表現 した ． 同時に 細胞総数も計測 し て細胞増殖

へ の影響を み た ． 特 に処理 細胞の コ ロ ニ ー 形成能 を比

較 した
． 即 ち

，
2 0 0 へ 4 0 0 細胞ノ3 ．5 c m 径 シ ャ ー レ を 2

へ

3 枚つ く り ， 3 7
0

C
，

5 ％C O 2 ，
2 4 時間培養後洗源 を

行 い
， 抽 出液 ． 画分含有培養液を添加 して培 養を続 け

た
．

7 日以 上 培養 した後， 0 ． 1 ％ク リス タ ル 紫で染色，

鏡検 を行 い
， 少な く と も細胞数8 個以上 か ら な る集落

を計算 した ．

VI
． 推計学 的検索

S t u d e n t の t テ ス トを行 い 危険率 5 ％以下 を有 意と

した ．

成 績

工
． 租抽出液 の 生 物活 性

1 ． I n t －4 0 7 細胞増殖 へ の 影響

粗抽 出液 E O 3 1 － 3 B
，

L C
，

L S を c o n fl u e n t お よ び

S u b c o n fl u e n t な状態の I n t －4 0 7 細胞 に 作 用させ て
，

そ

の 細胞増殖が どの よ う に 変化 をう ける か を検討 し た ．

表1 の E x p －1 に 示 し たよ う に
，

C O n t a Ct i n h ib iti o n を

示 し てい る c o n fl u e n t な状態の 細胞 で は
， 処 理作 用後

24 時間で は粗抽 出液 L C に よ り 20 ％，
4 8 時間 で は い

ずれ の 粗抽出液 に よ っ て も増殖 阻害が 認め られ， そ の

程 度 は 3 2 へ 4 8 ％で あ っ た
．

ま た E x p ． 2 の s u b r

C O n fl u e n t で 増殖 期に あ る 状態 の細胞 で は その 傾 向が

更に 著 し く ， 特 に 48 時間後 で は 5 卜 68 ％の 増殖阻害

が認 め られ た くP く0 ．0 5 で 有意J ．

2 ． 粗抽 出液処 理 王n ト40 7 細胞 に お け る E c h o
－ 6 ウ

イ ル ス の 増殖

f o r m i n g u n it ニ P L C
，

P L C I P R F 15 3 RI A
， r a di oi m m u n o a s s a y ニ R P H A

，
r e V e r S e p a S Siv e

h e m a g gl u t in a tio n ニ R T
，

r e V e r S e t r a n S C rip t a s e ニ S D S － P A G E
，

S O di um d od e c y l s ulf a t e p ol y a c －

ry l a mi d e g el el e c t r o p h o r e sis i V S V
，

V e Sic ul a r s t o m a titis vi r u s ．
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次 に 処理 後4 8 時間で は前述 の よ う な細胞増殖 阻害

をう けたが ， その 程度が よ り軽 い 処理 後24 時間の I n ト

4 0 7 細胞に お け る E c b o －6 ウイ ル ス の 増殖 を検討 し た

く表2 コ． E cb ひ 6 ウイ ル ス が吸着 して 感染が 成立 し
，
ウ

イ ル ス が 増殖可能な細胞数は ， 処理 に よる細胞増殖の

程度 で 大き く 左右 され るの で
， 増殖 E c b o － 6 ウイ ル ス

野

の 力価 は P F UI c ell で 表現 ， 比 較す る こ と と した
．

表 2 に 示 した よう に
， 粗抽 出液処 理 に よ る E c h o ．6

ウイ ル ス 増殖の 抑制 は
， 粗抽出液 L C に よ る 処理 で 特

に 顕著 に 認 めら れ
，
処理 後 1 2 時間で は 細胞 外ウイ ル ス

で 82 ％， 細胞内 ウイ ル ス で は 45 ％の増殖阻害が みられ

た く何れ も P く0 ． 0 5 で有意l ． 粗抽出液 K O3 1 － 3 B
， L S

T a bl e l ． E Ff e ct of tr e a t m e llt Of I n ト40 7 c e 11 s w ith c r u d e e x tr a c t K O 31一二iB ．
L C o r

－

L S o n th eir

g r o w th

E x p e ri m e n t T r e a t m e n t

N し1 m b e r o f c ells くX l O ll p e r b o ttl e af t e r i n c u b a ti o n

P e ri o d o f

2 4 b r 4 8 h l
一

E x p ． 1 N o n e くc o n tr oll

K O 31－3 B

L C

L S

E x p ． 2 N o n e くc o n t r o ll

K O 31－3 B

L C

L S

5 2 1 仙10
串

ラ

11 t
－ ．

4 2 1 く8 0さ

n t

2 9 8 し川0ラ

17 4 く581

2 6 1 は7ユ

27 2 く9 11

5 9 6 川1くり

3 鋤 く65コ

5 1 8 く6 射

こう川 く521

54 3 く1く1く1う

21 5 く391

2 48 く45J

1 7 6 く32ユ

M o n o l a y e r of I n t －4 0 7 c ell s i n c ul tu r e b o ttl e く5 m ll s h o w i n g c o nfl u e n t g r o w th くE x p － 1 l o r s u b －

c o n 且u e n t g r o w th くE x p ， 21 w a s tr e a t e d w ith 20 0
J Jg I

l
m l of c r u d e e x t r a c ts i n E a gl e

，

s M E M c o n－
t ai n in g 2 ％ c alf s e r u m くE C －2 m e di u m l f o r 2 4 h r a t 3 7

0

C ．

ホ
N u m b e r s i n p a r e n th e s e s a r e p e r c e n t a g e s o f n u m b e r s o f c ell s g r o wi n g af t e r t r e a t m e l－t t O th a t

a ft e r n o n
－ tr e a t m e n t ．

H

N o t t e st e d ．

T a b le 2 ． C o m p a r a ti v e m u lti pli c a ti o n of E c h o－6 vi r u s i n I n t ， 40 7 c e ll s tr e a t e d w it h c r u d e e x tr a c t

K O 3 1 －3 B
，
L C o r L S

V ir u s s a m pl e T r e a t m e n t

工nf e cti o u s tit e r of E c h o－6 vi r u s くP F U
ノ
c elll a ft e r

i n c u b a ti o n p e ri o d o f

8 h r 12 h r 2 4 h r
．

E x tr a － C ell ul a r vi r u s N o n e くc o n t r o ll

K O 3 ト3 B

L C

L S

I n tr a
－

C ell ul a r v ir u s N o n e くc o n tr oll

K O 3 ト3 B

L C

L S

1 ． 0 0 く10くJ
揮

う

0 ． 研 く71

0 ．t14 く4 1

rJ ． 0 4 く4 1

9 ． 0 く10 0 j

3 ． 5 く39コ

2 ． 5 く27う

7 ．tl く77フ

6 ． 5 く1 0rり

3 ．0 く4 41

L 2 く18j

l ． 5 く2 3ラ

11 ． 0 く1く州

9 ．亡1 は射

6 ．
く1 く5 5 う

8 ． 0 く77 1

4く1 ．
く1 くHlく1う

6t
．
1 ． 0 く1 5tl1

2 4 ．く1 く6 侶

25 ． 0 く6 2J

7 0 ．rJ くH 川う

くう5 ．
く1 く9 21

19 ． 8 く2とり

67 ． 2 く9 61

C o n 乱1 e n t I n t －4 0 7 c ell s i n c ult u r e b o ttl e く5 m ll w e r e tr e a t e d w ith 2 O O FLg l m l o f c ru d e e x t r a c t s i n

E C ，2 m e di u m f o r 2 4 h r a t 3 7
8

C ， T h e tr e a t e d c ells w e r e w a sh e d o n c e wi th H a n lくS
，

b al a n c e d s a lt

s ol u ti o n a n d th e n i n f e c te d w i th E c h o
－6 vi r u s a t m u lti pli cit y o f i n f e c ti o n 血 0 力 of l ．O ． A f t e r o n e

h o u r a d s o r p ti o n of vi ru S e S
，
5 m l o f E C 2 m e di u m w a s a d d e d t o th e c e ll s ■ E x t r a－C ell u l a r vi r u s誓S

r el e a s e d i n t o th e m e di u m a n d i n tr a
－ C ell u l a r vi r u s e s e x t r a c t e d f r o m th e i n f e c t e d c e 11 s b y a s o n l

－

c a ti o n u s l n g B r a n s o n
，

s s o n i丘e r f o r 2 mi n a t 40 W w e r e e x a mi n ed b y pl a q u e a s s a y a t 8
，
1 2 a n d

2 4 h r a ft e r i nf e cti o n ． I n th e si m il a rl y t r e a t e d c ell s w ith o u t th e vi r u s i n f e c ti o n ， t O t al c ell n u m b e r

i n th e b ot tl e w a s c o u n t ed a n d i nf e cti o u s tit e r くP F U I c elり w a s c al c u l a t e d ，

醸
N u m b e r s i n p a r e n th e s e s a r e p e r c e n t a g e s o f i nf e c ti o u s tit e r s i n t r e a t e d c ell s t o th a t i n n o n

－

t r e a t e d c e 11 s ．



口腔細菌抽出液の ウイ ル ス 増殖抑制

に よ る 処理 で も
，
感染後 12 時間ま で は細胞外放出 ウイ

ル ス 量に お い て増殖抑制が観察 され た が
， 細胞内蓄積

ウイ ル ス 量で は， そ の 抑制程度 は 12
，

2 3 ％と 軽度 で

あ っ た
．

さ ら に 感染後 24 時間く処理後 48 時 間フで は
，

粗抽出液 L C 処理 が特 に細胞 内ウイ ル ス 量 に 強い 影響

を与 え て い た． な お こ の 実験で 各粗 抽出液処 理 後 の

工n t ． 4 0 7 細 胞 へ の E ch o
－6 ウ イ ル ス 吸 着の 変化 は 見 ら

れず， 前述の増殖抑制が 抽出液処理後 の細胞 へ の ウイ

ル ス 吸着阻害に よ るも の で は ない こ と は確 めて ある
．

H ． L C の 硫 安塩 析 お よ ぴ S e pll a d e x G ． 20 0 画 分

げa ，
f b ，

f cl の 生 物活 性

前述 の 結果よ り
， 使用 粗抽出液 K O 3 1－3 B

，
L C ， L S は

工n ト4 0 7 細胞の 増殖 を抑制 し
，

か つ I 山 一4 0 7 細胞に お け

る E c b o
－6 ウイ ル ス の 増殖 を抑制す る こ と が 分っ た

．

中で も粗抽出液 L C は
， 細胞増殖抑制 が比較的軽度 で

ある に も拘ら ず
，
E c h o

－ 6 ウイ ル ス増殖抑制が 他の 2 粗

抽出液 よ り 高度 に 認 め ら れ た ． そ こ で こ の 粗抽 出液

L C をさ ら に 部分精製 して， その 生物活性 の測定を他

の細胞
－

ウイ ル ス 系も 含め て行 っ た ．

部分精製の第 一 歩と して得ら れ た硫安沈澱蛋白溶液

く50 ％飽和1 は，
打直4 07 細胞

－

E c h o
－6 ウイ ル ス 系で ，

もと の 粗抽出液 の も つ 細胞増殖抑制，
ウ イ ル ス 増殖抑

115 9

制活性を 同程度も っ て い たくd a t a 略プ． そ こ で こ の 沈澱

蛋白 に つ い て S e ph a d e x G － 2 00 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー

を行 っ た結果， 3 主要蛋白画分が得 られ た く図

い ． 画分 2 い － 2 3
，

2 7 へ 2 9 ， 6 4 へ 6 6 に 浮出 した 画分 を

各々 f a ，
f b ，

f 。 画分と し以下の 実験 に 供 した ． f 8 ，
f b ，

f 。

画分の分子 量 を
，

マ ー カ と して 伺い た正 常 ヒ ト血 清の

溶出画分か ら ， 各々 ン20 0葺く
， 約 10 0 K

， 約20 へ 4 0 K と

推定 した
． な お これ らの 3 画分は

，
S D S － P A G E を行 っ

た結果， 必ら ず しも 単 一

で はな く
，

異なる 分子 量の 蛋

白の 混合で あっ た く図2 う．

1 ， f a ，
f b ，

f c 画分処理 I n t ． 40 7 細胞に おけ る E c h o ．6

ウイ ル ス の 増穂

粗抽出液 L C の f 8 ，
f b ，

f c 各画分処理 工n t －4 0 7 細胞で

の E c h o － 6 ウ イ ル ス増殖度 を比較 した く表3 う．
こ の場

合， 粗抽出液 に よる 実験 く表1 及 び2 ン の使用 濃度の

1ノ4， す な わ ち 50 声gノm l 処理 で も f b 画分 処 理 で 7

へ 4 8 ％，
f

c 画分処理 で 13 旬 3 3 ％の E c h o
－6 ウ イ ル ス の

増殖抑制 が見 い 出さ れた ． 表2 の 粗抽出液処理 の 実験

と同 じく
， 細胞内蓄積 ウイ ル ス 量 へ の 抑制効果の 方が

や 1 高度 に認め られ た ． しか しf a 画分処理で は抑制効

果よ り も む し ろ
， 約 10 へ 5 0 ％の促進効果が細胞内及 び

外両ウイ ル ス 増殖 で見ら れ た
．

5

言
亡

冨
N

こ
三

三
し

冨

芸

川 2 0 3 0 ヰ0 5 0 8 0 川

Fi g － 1 ． G el filt r a ti o n o f くN H 4J 2S O 4
－

p r e Ci pit a t e d p r o t ei n f r o m e x t r a c t L C o n a S e ph a d e x G －

2 00 c o l u m n く17 X 8 60 m m l w ith O －1 M ph o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e
， p H 7 ．2 a s th e el u e n t ． T h e

2 －O m l of s a m pl eく40 m g p r o t ei nJ w a s a p pli e d t o th e c o l u m n ． O n e f r a c ti o n w a s c oll e c t e d i n

2 m l ． H u m a n －I g M
，
－I g G a n d

－

al b u m i n w e r e u s ed a s th e m a rk e r s u b s t a n c e s ．
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Fig ． 2 ． A n al y si s o f f 8 ，
f b a n d f c f r a ct in o s f r o m e x t r a c t L C o n S D S － P A G E ． B o vi n e s e r u m

al b u mi n くB S Al a n d o v o a lb u m i n くO v I w e r e u s ed a s th e m a rk e r s u b st a n c e ． A p p r o x i m a t el y

2 0 JL g p r O t ei n o f f r a c ti o n s w a s a p pli ed i n th i s a n al y si s ． T h e l eft 5 1 a n e s o f ph o t o g r a ph

w e r e s D S － P A G E p a tt e rn a n d 3 1 a n e s ill u st r a t e d i n th e ri gh t h alf sh o w e s ti m a t e d m ol e c u l a r

w ei gh t o f f 8
，
f b a n d f c ．

T a bl e 3 ． C o m p a r a ti v e m ulti pli c a ti o n o f E c h o
－6 vi r u s i n I n t －4 0 7 c ell s t r e a t e d wi th f ll

，
f b O r f

r
f r a ．

ti o n o f c r u d e e x t r a c t L C
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I nf e cti o u s tit e r o f E c h o
－6 vi r u s くP F U I c elll a ft e r

in c u b a ti o n p e ri o d o f

6 h r 8 h r 2 4 h r

E x tr a
－

C ell ul a r vi r u s N o n e くc o n t r o ll
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－
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f
a
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f c
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f b O r f
c
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＋
N u m b e r s i n p a r e n th e s e s a r e p e r c e n t a g e s of i nf e cti o u s tit e r s i n t r e a te d c ell s t o th a t i n n o n－
t r e a t e d c ells ．

相
N o t 上e ste d ．
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2 ． f a ，
f b ，

f c 画分処理 I n t－40 7 細胞 に お ける C o x B －

5 ウイ ル ス の 増殖

本実験 で は
，

こ れ ま で の 表2 と 3 に お け る よう な ウ

イ ル ス 産 生 量 の 比 較で はな く
， 各画 分処 理 I n t － 4 0 7 細

胞上 に お け る少量 ウイ ル ス の pl a q u e 形成能 を比 較 し

た．
しか も

，
処理 濃度も よ り少な い 10 声gノm l

，
処理 時

間も 2 ，
1 2 時間とい う 短時 間で 行 っ た く表 4 I ．

そ の 結果 ，
こ の よ う な短 時間， 低 濃度 処理 で も 約

10 ％ の pl a q u e 形 成抑 制が 各 3 画分 処 理 で 見 ら れ た

が ， pl a q u e の 大き さ ， 形態等に 変化は なか っ た ． 表 3

の 実験で み ら れ たf a 画分処理 に よ る増殖促進効果 は
，

Iロト4 0 7 細胞 －

C o x B － 5 ウイ ル ス 系で は認 ら れ な か っ

た
．

こ の 表 4 の 実験 と同様 の 方法で F L 細胞 を処理 後，

V S V の pl a q u e a s s a y を行 っ たが ， 形成 pl a q u e 数 ， 形

態，
大 き さ 等 に 各 3 画 分処 理 に よ る影 響 は な か っ た

くd a t a 略l ．

3 ． f モ．，
f b ，

f c 画分 の 持続感染細胞 へ の 影響
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ホ
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n o n －tr e a t e d c ell s ，
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T r e a t m e n t
光浩志黒滝霊は
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f
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W e r e tr e a t e d w ith lO J Lgノm l of e a c h f r a c ti o n i n E a gl e
，

s M E M c o n t ai ni n g lO ％ c alf s e r u m くE C－10 m e di u m l
f o r 1 2 h r a t 3 7

D

C ， T h e t r e a te d c ell s w e r e w a s h e d o n c e w ith H a n k s
，

b al a n c ed s al t s ol u ti o n a n d r ef ed wi th
f r e s h E C －1 0 m e di u m ． C u lt u r e m e d i a w e r e c h a n g e d e v e r y 2 4 h r d u ri n g i n c u b a ti o n p e ri o d ． A f t e r 2 4

，
4 8

a n d 7 2 h r o f i n c u b a ti o n p e ri o d c ult ur e m e di a w e r e h a rv e S te d a n d a s s a y e d f o r th e a c ti vi t y of r e v e r s e

tr a n s c ri p t a s e ． T h e tr e a t e d c ell s af te r r e m o v al of c ult u r e m e di a w e r e s u b m itt e d t o c o u n ti n g of t o t a l c ell s

p e r di s h ．

串
N u m b e r s i n p a r e n th e s e s a r e p e r c e n t a g e s o f v al u e s i n t r e a t e d c ell s t o th o s e i n n o n

－tr e a t e d c ell s ．
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次 に
， 処理細胞 ヘ ウイ ル ス を感染 させ る前述 の 実験

方法 と は異な り
， 既に ウイ ル ス の持続感染が成 立し て

い る細胞 へ
，
各画分 を作用 く処理1 さ せ た ． そ こ で の

持続感染細胞自身の増殖 へ の 影響が 同時 に 細胞 よ り の

持続感染 ウイ ル ス の放出，
また は 関連活性物質産 生に

変化 を与 える か を検討 した ．

野

1 l ． f a
，

f b ， f e 画分 の A 2 0 4くB a E Vl 細 胞増殖及 び

B a E V 放 出 へ の 影響

細胞増殖 へ の 影響 をみ る と
，
f b 画分処理 が 27 旬

38 ％

抑制， f
c
画分 で は 7

ノ
1 1 0 ％抑制 と， そ の 程度 は軽微で

あ っ たく表 5う． し か しf 8 画分処理 に 僅か な が ら
，

むし

ろ増殖促進傾 向が 見 られ た ．
こ れ ら増殖 へ の 影響と ほ

T a bl e 6 ． E ff e c t of tr e a t m e n t o f P L CノP R F1 5 c ell s w i th f a ，
f b O r f

ぐ
f r a c ti o n o n th e i r g r o w th

，
th e p r o d u c ti o n

O f h e p a titi s B vi r u s s u rf a c e a n ti g e n くH B s A gI a n d u
－f e t o p r o t ei n

T ， e a t m e n t
崇訂洗P言霊畠f誌ヱぢと荒5Sp

tri

恕言霊孟S冨J慧
n gノ1 0 6

c ell s， a fte r 烹霊岩三8三漂慧祭

圭
一

ー

一．慮
1

1
．
．

ォ
ー
I

j
且
一
っ
．

－
－
J

．■こ

．こ

．一こ

．
．こ

．．こ

．．．．一．
一

．
．．－

三

．了

ノ

．．．．．．．

う
1
－

j

48 h r 72 hr 9 6 h r 120 h r 48 h r 72 h r 9 6 h r 12 0 h r 48 h r 7 2 h r 96 h r 120 h r

N o n eくc o n tr o1 73 く100 り115 く10 0J 1 81 く1 OO1 2く酎1 OOl 13 ．2 く100I 20 ．6 く10 01 12 ．3 く1001 17 ． 4く10 01 1 こ88 1 こ8 1 こ8 1 こ32

f
．
f r a c ti o n 7 1く9 7I l13 く98J 184 く10 1J 2 06 く1001 14 ．

0 く106I 24 ．3 く11 71 14
．
3 く1161 32 ．

2く18 5J l こ8 1 こ8 1 こ8 1 ニ32

f b f r a c ti o n 75 く10 幻 108 く93J 162 く8 鋸 1 96 く9 5J 13 ．
5 く1くI2J 20 ．5 く9 9I 16 ．

1く130I 25 ．7 く14 7フ l こ8 1 こ8 1 こ8 1 こ16

f
c
fr a c tio n 77 く1 051 104 く90J 162 く8 91 18 1く8 8J ll

．
0 く8 31 18 ．

6 く9 0J lO ． 3 く8 31 17 ．0 く97I l 二4 1 I 8 1 こ4 1 こ8

Fi v e h u n d r ed th o u s a n d P L CノP R FI 5 c ells w e r e s e e d e d i n t o c ult u r e b o ttl e く5 m P a n d 2 4 h r l a te r t h e c ells w e r e t re a te d

wi th lO
J Lgl m l o f e a c h fr a c tio n i n E a gl e

，

s M E M c o nt ai ni n g 5 ％ c a lf s e r u m くE C ．5 m e di u m l f o r 12 h r ． C ultu r e m e di a w e r e

c h a n g e d e v e r y 24 h r d u ri n g i n c u b a ti o n p e ri o d ．
A ft e r 4 8 ， 7 2

，
96 a n d 12 0 h r c ultu r e m e di aI w e r e h a r v e st e dl a n di a s s a y e d f o r

H B s A g a n d A F P p r o d u cti o n ， T h e t r e a te d c ells a fte r r e m o v al o f c ulttlr e m e di a w e re s u b mi tte d t o c o u n ti n g o f t ot al c e11s

pe r b o ttl e ．

．
N u m b e r s i n p a r e n th e s e s a r e p e r c e n t a g e s of v al u e s i n tr e a t e d c ell s to th o s e i n n o n ．tr e a te d c ells ．

T a bl e 7 ． C ol o n y f o r m i n g a b ilit y o f f o u r ki n d s o f cl o n e d P L CノP RF1 5 c ell s
，
H－4

，
H －9

，
L －7 a n d L －1 0 i n

th e p r e s e n c e o f f c f r a c ti o n

E x p e ri m e n t 誓言還
d

A m o u n t of f
cくJL gl

m lJ u s e d f o r tr e a t －

m e n t o f c ell s

N u m b e r o f c o l o ni e s

V al u e f o r e a c h

e x p e ri m e n t

P l a ti n g
e缶 c i e n c y

佃

E x p ． 1 H －4
＋

0

1 0

5 0

L －1 0 0

1 0

5 0

E x p ． 2 H －9

し7 0

0

0

1

5

4

6

2

9

4

2

1

1

1

6

8

5

ハ

X
U

7

9

2

1

1

3

4

4

5

0

2

1

2

n
U

9

2

0

2

3

．1

ソ
一

l

1

8

7

5

4

仁
U

1

2

1

1

8

9

2

3

4

2

2

1

1

4

8

2

5

3

5

13

5

1

9

6

4

1

7

3

4

5

4

12

2

4

0

7

5

1

24 0 く10 0
ヰ

1 0 ． 6 0 1

1 5 7 く6 51 0 ． 3 93

1 4 0 く58ン 0 ． 3 5 1

2 2 8 く10 0う 0 ． 5 72

1 4 8 く6 4う 0 ． 3 70

1 2 3 く53う 0 ． 3 0 8

l
ノO

1
－
ノ

1
1
一

ノ

O

1

7

1

4

3

4

2

7

2

5

4

1

ハ
H

U

．．－
ノ

ー

ll

ノ

0

3

n
U

1

5

4

2

5

9

1

6

4

0 ． 6 20

0 ． 2 60

0 ， 2 3 5

0 ．
6 1 0

0 ． 3 2 5

0 ． 2 4 5

F o u r h u n d r e d くE x p ． 1J o r 2 0 0 くE x p ． 21 cl o n e d c ell s w e r e s e e d e d i n t o P e tri di sh く3 ，5 c m in di a m e te rI ． T w e n ty－
f o u r h o u r s l a t e r th e c ell s w e r e f r e s hl y f ed w ith g r o w th m ed i u m くE C － 5 m e di u m l c o n t ai ni n g O

，
1 0 0 r 5 0 J Jgl m l

O f f c f r a c ti o n a n d rn ai n t ai n e d f o r 7 d a y s a t 3 7
d

C ． F o r m e d c o l o ni e s o f th e c ell s w e r e c o u n t e d mi c r o s c o pi c al －

1 y a ft e r st ai n i n g of th e c ol o ni e s b y l ％ c r y st al vi 01 e t s ol u ti o n ．

＋
H － 4

，
し1 0
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，
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，
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口腔細菌抽出液 の ウ イ ル ス 増殖抑制

ぼ比 例 し て
， 時 に 多少の く い 遠 い はあ る も の の

，
B a E V

放出を反 映す る R T 活性の 低下く34 へ

4 9 ％
，
P く0 ．1 0 で

有意う ま た は僅 か な 上 昇が認 め られ た
．

2 J f
a ，

f b ，
f e 画 分 の P L C J

I
P R F 15 細 胞増 殖 及 び

H B s A g と A F P 産生 へ の 影響
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T h e c ell s r e m a i n e d a ft e r th e r e m o v a l o f m e d i a

W e r e S u b mi tt e d t o c o u n ti n g o f c ell n u m b e r sl

b o ttl e ．

11 C ell g r o w th ．
21 A F P

． 3I H B s A g ．

1 16 3

次 に H B V が 持続感染 して い る P L C 細胞 へ の 影響

を み た ．

i ． 1 2 時間処 理 に よ る影響

表 6 に 示 す よう に
，
f b とf

c 画分処理 で約 10 ％ の 細胞

増殖抑制 を認 め たが
， 顕著な効果 と は言い 難か っ た

．

た だ
，

こ の よ う に 処理後 4 8 勺 12 0 時間の 間，
2 4 時間毎

に 培養液 を交 換 して 得 られ た培養上 清 へ 放出 さ れ た

H B V ゲ ノ ム 発現 産 物で あ る H B s A g 量 は
，
f e 画分処

理 で 4 8 及 び 96 時間後 で は 1ノ2 へ 低下 し， 殊 に 12 0 時

間後 の 1ノ4 へ の 低下 は 有意と 思われ た ． しか しf
e 及び

f b 画分処理 の 影響 は ほと ん どな い と言えよ う
．

P L C 細胞の 肝細胞 ゲ ノ ム 発現産 物 で あ る A F P 塵生

は f
c 画分処理 で 3

〆
－ 1 7 ％と軽微 な低下 をみ た ． しか し

な が ら
，
f a

，
f

c 画分処理 は 全く 影響 なく
， 時に 産生促進

と思 われ る場合 もあ っ た
．

ii ， f c 画分持続的処理 に よ る影響

前述の 表6 の 実験で f
c
画分処理 が短時間く12 時間1

処理 で も H B s A g 及 び A F P 産生 に 軽度な が ら抑 制 を

示 し た ． そ こ で
，

よ り低漉度の f c 画分で
，

よ り長時間

持続的に 処理 し た場合の 影響 を検討 した ．

図 3 に 示 す よう に
，
1 ．0 及 び 5 ． 0 ノJ gノm l ，

f
c 画分含有

培養液 で 4 日毎 に 5 X l O
5
P L C c ell slb o ttl e を植 え込

む継代培養 を 4 回繰返 し
， 常 に f c 画分処理 を 計20 日

間持続す る と い う 方法 を 行っ た
．

その 結果，
1 ． 0 及び

5 ． 0 ノノg ノm l 両 濃度 の f c 存在下 で細胞増殖度 は次 第 に

低下 して
，
10 へ 4 5 ％前後抑制さ れ た ．

こ れと 関連 して
，

H B s A g と A F P 産 生 は処理 培養 12 時間ま で は余 り影

響が なか っ た が ， 1 6 へ 2 0 日 に 及 ぶ と何れ も約 1ノ3 へ 1ノ

4．に 低下 し た
．

3 1 H B s A g 及 び A F P 高又 は低産生 ク ロ
ー ン P L C

細胞 へ の f
c 画分処理 の 影 響

先 に ク ロ ー ン 化され ， H B s A g 及 び A F P が共 に 高又

は低産 生 ク ロ
ー

ン を選 ん で f c 画分処 理 の 影響 をみ た ．

表 7 に 示 す H－4 及 び H ．9 は高産生 ク ロ ー ン で あ り ， し

7 及 び L－10 は 低産 生 ク ロ
ー ー ン で あ る

川
． こ れ ら 各ク

ロ
ー ン 化 P L C 細 胞 の コ ロ ニ ー

形 成能 がf c 画分 10 及

び 50 メイ gノm l の 存在 で どう変 るか を検討し た く表 7コ．

そ の 結果 ， 高 ． 低塵 生 ク ロ
ー ン に 関係なく

， 各濃度

f c 存在 下 で 35 ル 6 3 ％の コ ロ ニ
ー

形成抑制又 は pl a ti n g

effi ci e n c y 低下 が み られ た ． 従 っ て ， 比 較的少数細胞 の

増殖 に は
，

か な り明 ら か な抑制効果が ある と 考え られ

た ．

考 察

微生物 の 細胞壁骨格 や， そ の 他の 各構成分の 示 す 生

物活性 の 中， 抗腫 瘍活性や免疫学的 adj u v a n t 活 性 に



1 1 6 4 天

つ い て は よ く 知 ら れ て お り， B C G
2 欄 1

，
C o り明 e

－

b a c t e ri u m
2 61 2 71

，
h e m o l y ti c S t r ep to c o c ci

2 8I 2 9 I
，

C 血ざわ滋7f d
3 0 削 I等 その他数多く あ る

．
こ の 中で

，
い くつ

か の もの は腫瘍の 免疫療法剤 と し て
，

人 に も既 に 応用

さ れ てい る の は周知の 通 りで あ る2 9I 3 2 ト 3 引
．

こ れ ら の活

性 を 担 う 細 菌 性 p e p tid o gl y c an
3 6ユの 必 須 構 造，

N －

a c e t yl m u r a m yl
－ し a l a n y トD ．i s o g l u t a m i n e

くM D PI
3 7 ト 吋

も現在明ら か に さ れ る に 至 っ て い る ．

一 方， 抗腫瘍活性 と も 関連 し て
，

い く つ か の 細菌

類
5 刷

， 特 に 5 わ
〆

ゆ わC 8 C Cf 相 川 の 示 す IF N 誘発能 も注目

に催 す る ． さ ら に ，
こ の抗腫瘍活性 は最近， 口 腔 内嫌

気性細菌，
凡 ざロムd C ね妬以 椚

42 卜 瑚
， 勒 わc o c 飽 5

4 6
りこも見

い 出され て い る
．

これ ら従来の
一 連 の研究を 背景 と し て

，
著者 の こ 1

に検討 した 口腔細菌抽出液の 生物学的活性 一 細胞増殖

抑制及び ウイ ル ス 感染増殖抑制効果 は
，

あま り強力で

は な か っ た が
，

常 に再現性を も っ て見 られ た ． 先 に 述

べ た ご と く，
C I R 活性7 糊 で選別 され た 3 薗株 の 中，

月 収 姑 狙 お 血 椚 ナ紬 砲 血 醐 柁 K O 3 1 ．3 B 株 の培養上 清 に

は
，
現在抗腫瘍活性が 認め られ て い る

4 2 卜 瑚
． しか しな

が ら， そ の菌体抽 出液で処理 した I n ト4 0 7 細胞 で は ， 腸

内 ウイ ル ス
，
E c b o － 6 の増殖が 感染初期く8 － 1 1 2 時間ま

でI で若干抑制 され たが
，

2 4 時間以 降 は殆 どそ の効果

は消失したく表2 う．
こ の 粗抽出液 と培養上 清 に放 出さ

れ る抗腫瘍活性物質は 同 一 と 思わ れ るが
， 細胞 又 は ウ

イ ル ス 増殖抑制活性と抗腫瘍活性 を 同
一

サ ン プ ル で何

れ 検討す る必要が ある と思わ れ る ．

他の 2 菌株は
， 何れ も エ鋸 ねねd 肋ば 属で

， 特 に 粗抽

出液 L C は
，
工n t － 4 0 7 細胞増殖 に 10 へ ■2 0 ％の 抑 制 を 示

す 濃度 で E c h o
－ 6 ウ イ ル ス の 細 胞 内， 外 で の 増 殖 を

40 〆 －

7 0 ％抑制 した ． そ こ で
，

こ の 粗抽出液 を硫安塩析，

S e ph a d e x G － 2 0 0 で画分 してみ る と
， 分子 量

，
1 0 0 K 前

後の f b 画分と 20
■

－ 4 0 K 前後の f c 画分 に
，

これ らの 生

物活性物質が見 い 出さ れ た ． しか し 200 E 以 上 の f 8 画

分 に は活性が認 め られ な か っ た
．

こ の活性は
，
I n ト4 0 7

細胞
－

C o x B ． 5 ウイ ル ス 系で も 3 画分に 低 い なが らも

認 める こ とが で き た ． こ れ ら部分精製f b ，
f c 画分が 粗

抽 出液と異 な り，I n ト4 0 7 細胞 に 殆 ど細胞 増殖抑制能 を

示 さ ない がくd at a 略1 ， 腸 内ウイ ル ス
，

E c h o －6 と C o x

B － 5 増殖 を低下 させ得 る事 は臨床的に 意味が あ ると 思

わ れ る ． その 理 由と して
， エ戊Cわぁ戌 CブJ お 属菌 は ヒ ト腸

内常在細 菌瑚 で非病原性で ある の で
， その 菌体 崩壊産

物 の
一

部に 前述の よう な腸 内ウイ ル ス 増殖抑制能が あ

る こ とは ， ウイ ル ス 感染増殖 を免れ させ て
，

腸管機能

維持 に 好都合 と言え る か らで ある ．

こ さ に 示 した ウイ ル ス 増殖抑制 に 働 く機構 に つ い て

は
，

ウイ ル ス 吸着阻害で は な い こ と
，
及 び王F N 産生誘

野

発 で ない こ と は確認 し た
．

さ ら に
，
工n t － 4 0 7 細胞 と い う

小腸 由来細胞 以外 の ヒ ト細胞処理 で も前述の活 性が 見

い 出され る か と， 腸 内ウイ ル ス 以外 の もの
， 例 えば呼

吸器 系ウイ ル ス くミク ソ ウイ ル ス
，

ア デ ノ ウイ ル ス な

ど1 感染増殖 に も 有効 か どう か は今後 に 残 され た問題

で ある ．

一 方， 上 記腸 内ウイ ル ス の外来性感染増殖 へ

の 影響 と共 に
， 既 に 内在 的に 持続感染 して い る ウイ ル

ス の放 出 へ の 効果も 興味ある検討課題 で あ る ． その日

的 に 選ば れ た A 20 4くB a E V 巨細胞と P L C 細胞 は， 何れ

も ヒ トが ん 由来株化細胞で
， 腸 内ウイ ル ス 増殖抑制実

験 に 見 られ た と 同じく，
f b 又 は f c 画分処理 が両細胞増

殖 へ か な りの抑制効果 を与 えた ． 同時 に， 処理細胞当

り
，

持続感染内在 ウイ ル ス くB a E V l 又 は その ウイ ル ス

ゲノ ム 発 現物産 くH B s A gン産生 も抑制 を う け る こ とが

見 い 出さ れ た ． 特 に P L C 細胞の 場合， 1 6
旬 20 日前後 の

比較的長 時間持続処理 を した場合 に
， 低濃 度処理 で も

有効 で あ る こ と は ヒ ト生体 に と っ て 意義深 い で あ ろ

う ． な ぜ な らば ， 前述の 腸内ウイ ル ス 増殖抑制能と同

じく， 腸 内常在細胞と して の ム 鋸ね 如狛沼ぬ 属菌の崩壊

菌体構成分が長 期に 亘 り H B V 性 ヒ ト肝 が ん細胞増殖

抑制 と
，

内在化 く持続感染化1 H B V ゲ ノ ム 発現 へ も何

ら か の 抑制的な作 用 の可能性 を示唆 して い る か らで あ

る ．

こ の よ うな ヒ トが ん 細胞増殖抑制能と 関連 して， 最

近 L a c io b a cill u s 属 薗 の も つ m it o g e n 括 性
48 刷

及 び免

疫 adj u v a n t 活性坤 咽 りが 液性 な い し は細胞性免疫に お

い て 報告さ れ て い る ． また本菌 は， エゐね，壷 肌 0 乃叫y
一

わ酢朋 郎
へ の 非特 異的免疫 を増強 瑚

す る と 言 わ れ て い

る ． 加 え て実験 的に は ム鋸 ね血灯 沼ね 産生食品， 例 えば

ヨ ー

グ ル トの 経 口投与が
，
動物 が ん移植に よ る腫 瘍形

成 を抑制 す る と い う例52I
も ある ．

これ ら はす べ て生 体

宿主機能， 例 え ば免疫 を介 して のが ん 抑制 な どである

が
，

が ん細胞 へ の直接抑制作用 も今回の 実験 で 多少認

め られ ， 少数細胞 また は 2 へ 3 遇以 上 の 長 期的作用に

はか な り の効果 が見い 出さ れ て い る
． その が ん細胞増

殖抑制 に 働く機構 は
， 現在得 ら れ てい る数種の 分子量

蛋白 の 混合物 の 状態か ら さ ら に 有効 活性物質 を精製

し， 単 一 物質と してか ら追求さ れ る必要が あろ う ． 同

時 に
，

こ さ に 得 た画分，
f a ，

f b ，
f c さ ら に そ の 精製物が

生体宿主機能 へ も免疫学的 に何 らか の 活性 を示 すか ど

う か も今 後検討 さ れ る べ き 問題 で問 あ ろう ．

こ れ と同様 の事 は
， 細胞処理 で

， 細胞の どの よう な

生理 的状 態が変化 し， 外来感染 ウイ ル ス 増殖，
又 は内

在持続感 染ウイ ル ス ゲ ノ ム 括性 が抑制さ れ る の かも将

来 の問題 で あ る
．

た ゴ
， 今回用い た処理 条件 で は ， 少

なくて も 工F N 産生誘発 は認 め られ な か っ た の で
，
そ れ

以 外 の 機 構， 例 え ば 内在 性 干渉 くin t ri n si c i n t e rf －



口 腔細菌抽 出液の ウイ ル ス 増殖抑制

e r e n c e ト 棚 に 類似 し た もの も考 え られ る が
，

これ らも

将来の 問題と して 残 され て い る
．

結 論

1 ． 口 腔 内 分離細 菌，
ダ那 扉 胱 鹿力 雛 柁 二郡 山k 肋 間

E O 3 ト3 B 株，
エ那 加血路 沼払r c 耽 噺 0 12 3 株， ム 打 払

ぬ扇閥舶 ．甜ガ 相加如 L S 株の 3 薗株 を T F 培地 に 培養

し，
そ の 菌体 を 超音 波処 理 し て 粗 抽 出液 K O 3 ト3 B

，

L C
，
L S を得 た

．
こ の 中， 粗抽出液 L C か ら さら に 硫安

塩析－S e ph a d e x G －2 0 0 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

で ， 分子 量200 K 以 上 くf 8l ， 約 10 0 K くf bl ， 2 0 旬 4 0 K

仇ぅ の 3 蛋 白画 分 を得 た ． こ れ ら 各 画 分 は S D S ．

P A G E で は 単
一

では な く ， 数種 の 分子 量の 蛋白混合物

で あ っ た ．

2 ■ 各粗相出液く蛋白濃度200 月gノm り で ヒ ト胎児小

腸由来細胞く工nt －4 0 7 細胞うを24 時間処理 す る と
， 細胞

増殖は 9 旬 4 2 ％抑制 され た が
，

E c h o vi r u s t y p e 6 の 処

理細胞 当り の 塵 生 増殖 量 は低下 し
， 特 に 粗抽出液 L C

処理 で 著明 で あ っ た ．

3 一 粗相出液 L C の f b 及 び f c 画分処理 で は
， 細胞増

殖に は余 り影響 な く
，
I n t －4 0 7 細胞 岬 E c h o vi r u s t y p e 6

系及 びI n t － 40 7 細胞 p

C o x s a c k i e B v i r u s t y p e 5 系の

各々 に 処 理 細胞 当 り 1 0 へ 4 0 ％程度 の 産 生 抑制が 認 め

ら れた ．

4 ． こ れ らf b 又 はf c 画分処理 で
，
王n ト4 0 7 細胞 に はイ

ン タ ー フ ェ ロ ンく工F N l 産生 誘発 は見 られ ず
， 前述の ウ

イ ル ス 増殖抑制 に工F N は関与 して い な い と思わ れ た
．

5 ． B a b o o n e n d o g e n e o u s v i ru S くB a E V l の 持続感

染ヒ ト横紋筋肉腰由来細胞 A 204くB a E V I 細 胞 を処 理

する と
，
f b 画分 に 細胞増殖及 び細胞 当りの B a E V 放出

の 各抑制能が 認め られ た
．

6 ． H e p a titi s B v i ru S くH B V l 持続感染 ヒ トが ん 由

来細胞
，
P L CI P R F 1 5 細胞処理 で は f b ，

f
e 画分に 細胞増

殖 及 び H B V ゲ ノ ム 発 現 産 物， h e p a titi s B v i r u s

S u rf a c e a n ti g e n くH B s A gl と と 卜肝細胞 ゲ ノ ム 発 現 産

物
，

aLf e t o p r o t ei n くA F P l の 両者産生抑制 が 1ノ2 へ 11 4

及び約 1 0 ％ 見 い 出さ れ た ． 特 に f
c 画分は低濃度 で も持

続的処理 ， 又 は少 数細胞 コ ロ ニ ー 形成 に 有意 に 抑制効

果を発 揮し た ．
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工m m u n ol ．
，
26

，
1 63－1 65 く19 821 ．

43I T a m a i
，

E ．
，

N a k a o
，

J ．
，

N a k a g a w a
，

E ．
，

W a t a n a b e
，

K ．
，

S a k a s h it a
，

H ．
，
N i s h i w a k i

，
Y ． 良

N a k a s h i n
，
Y

． 二 A n tit u m o r a c ti v it y i n th e c c ult u r e

S u p e r n a t a n t fl ui d o f n L S O b a ct e yi u m n

1 1 6 7

S tr a i n K O －3 1 ． J a p a n J ． E x p ．
，
53

，
2 51

－

2 5 6 く19 8 3I ．

4 4I 渡辺 好 三 こ 蝕 ロム戊どよg ね紀綱 乃録ごね戌ね仰 の 抗 腫瘍

活性 に 関す る研究． 十全医会誌，
93 ， 3 1 6 － 3 2 9 く19 瑚 ．

4 5I 西 脇幸博 二 蝕 0古庄C fe ガ祝別 乃祝Cね虚血 研 K O －3 1 の

腫瘍細胞障害作用に 関 する 実験的研究． 十全医会託，

94
，
1 3 9

－

1 7 2 く19 8引．

4 6I 坂 下英明 こ 物 加 o c c 拡 椚嘩坪 捕 の 抗腫瘍性 に関

す る研究． 十全医会誌， 93 ， 1 4 ト15 8 く19 叫 ．

4 7I M i t s u o k a ， T ． 二 V e r gl ei ch e n d e u n t e r s u c h u n g e n

ub e r di e L a k o b a zill e n a u s d e n f a c e s v o n m e n s ch e n
，

S C h w ei n e n u n d h tih n e r u ． Z e n t r a lbl ． B a k t e ri ol ．

P a r a sit e n k r ． I n f e k ti o n sk r ． H y g ．
，
2 1 0 ， 3 2

－

5 1 く19 69J ．

4 8I Bl o s k m a
，
N ．

，
E t t e k o v e n

，
H ．

，
H o fh u i s

， F ． M ．
，

N o o rl ej a n s e n ， L ．
，
D e R e u v e r ， M ． J ．

，
K r e e ft e n b e r g ，

J ． G ． 鹿 W ill e r s
，
J ． M ． こ E ff e c t s of l a c t o b a c i11i o n

p a r a m e te r s o f n o n
－

S p e Cifi c r e si s t a n c e of m i c e ． M e d ．

M i c r o b i ol ． I m m u n ol ．
，
1 7 0

，
4 5

－

5 3 く19 81J ．

4 9I S h i mi z u
，

T ．
，

M if u c h i
，
I ． 及 Y o k o k u r a ， T ． ニ

M it o g e ni c e ff e c t of l a ct o b a cilli o n m u ri n e l y m p h o
．

C y t e S ． C h e m － P h a r m ． B u ll ．
，
2 9

，
37 3 ト373 4 く1 98 1J ．

5 0I Y a s n t a k e
，
N

．
，
E a t o

，
I ．

，
O tl W a k i

，
M

り
Y o k o －

k u r a
，
T ． 良工M 血t a i ， M ． ニ H o st ．

m ed i a t ed a n tit u m o r

a c ti vi t y o f L a c io b a cill u s c a s ei i n m i c e ． G a n n
，
7 5

，
7 2

－80 く19 8 4I ．

5 11 K a t o
，

I ．

，
E o b a y a s hi

，
S ．

，
Y o k o kn r a

，
T ． 鹿

M u t ai I M ． こ A n tit u m o r a c ti vi ty o f L a ci o b a cill u s

C a S ei in mi c e G a n n
，
7 2

， 5 1 7
－

5 23 く19 叫 ．

5 21 R e d a y ，
G ． V ．

，
S h a h a n i

，
K ． M ． 鹿 B a n e rj e e

，
M ．

R ． こ I n h ib it o r y e ff e c t o f y o g u rt o n E h rli c h a s cit e s

t u m o r c ell p r olif e r a ti o n ． J ．
N a tl ． C a n c e r I n st ．

，
5 0

，

8 1 5 － 8 17 く19 7 31 ．



1 1 6 8 天 野

E f fe ct of B a c t e ri al E x t r a c t s f r o m O r al B a ct e ria
，
P arti c u l a r y L a c t o b a cH l u s c a s e i O 1 2 3

，
O n C ell

G r o w t h a n d Vi r u s M ulti p li c ati o n S hi g e o A m a n o
，
D e p a rt m e n t o f V i r ol og y ，

C a n c e r R e se a r c h

I n stit u t e
，
K a n a z a w a U n i ve r sit y ，

K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 4

，
1 1 5 5 － 1 1 6 8 t 1 9 8 5I

K e y w o rd sこ L a c t o b a cillu s
，
B a ct e ri al e x t r a c t s

，
C u lt u r e d c ells

，
Vi r u s m ulti p li c ati o n

，
Vi r u s p e r si st e n t

i n fb c ti o n ．

A b st r a c t

B i o l o g l C al a c ti viti e s o f e x t r a c t s f r o m o r al b a c t e ri a
，

F u s o b a c t e ri u m n u cl e a t u m K O 3 1 － 3 B
，

L a c t o b a cill u s c a s ei O 1 2 3 a n d L a c t o b a c ill u s s a li v a rt u s L S w h i c h w e r e s el e c t e d b y t h ei r t u m o r

i nJ u rl n g r e a C ti o n
，

W e r e e X a m i n e d w it h r e s p e c t s t o t h ei r e ff e c t s o n c e11 g r o w t h a n d v i r u s m u l ti pli
－

C ati o n
． C e11 s o f th e s e t h r e e st r a i n s g r o w n i n t h e T F －

m e d i u m w e r e s o n i c a t e d a n d th e n c e n t ri f u g e d ．

R e s u lt a n t s u p e r n a t a n t s w e r e u s e d a s c r u d e e x t r a c t s K O 3 1 － 3 B
，
L C a n d L S

，
r e S P e C ti v ely ． W h e n

I n t － 4 0 7 c e ll s w e r e t r e a t e d w i th t h e s e c r u d e e x t r a c t s く2 0 0 p gI m l a s p r o t ei n c o n c e n t r at i o n J f o r 2 4

h o u r s
，
t h e y i el d o f E c h o v i r u s t y p e 6 くE c h o

－ 6 v i r u sJ p e r t h e t r e a t e d c ell cl e a rly d e c r e a s e d
，
W h il e

C ell g r o w t h w a s sli g h tl y i n h ib i t e d ． T r e a t m e n t w it h c r u d e e x t r a c t L C w a s p a r ti c u l a rl y e ff e c ti v e o n

t h e i n h ib iti o n o f m u lt ip li c at i o n o f E c h o
－ 6 vi r u s ．

F r o m t h e s e r e s u lt s
，
t h e e x t r a c t L C w a s s u b m it t e d t o f u r th e r p a rti al p u rifi c at i o n b y くN H 41 2

S O 4
－

P r e C ip it a ti o n a n d s u b s e q u e n t c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y o n S e p h a d e x G － 2 0 0 ． T h e m a i n

f r a n c ti o n s d e sig n a t e d a s f
a くm o r e t h a n 2 0 0 K o f m o l e c u l a r w ei g h tJ ，

f b くa b o u t l O O K J a n d f
c く2 0 －

4 0 KJ w e r e s h o w n t o b e m i x t u r e s o f p r o t ei n s w it h s o m e d if f e r e n t m o l e c ul a r w eig h t s b y S D S －

P A G E a n al y si s ． T h e y w e r e a s s a y e d f o r t h ei r a c ti vi ti e s o n c ell g r o w t h a n d vi r u s I Tl u ltip li c at i o n ．

I n I n ト4 0 7 c ell s i n f e ct e d w it h E c h o
－ 6 vi r u s o r C o x s a c k i e B vi r u s ty p e 5

，
t h e y i el d o f t h e s e t w o

V i r u s e s p e r c ell w a s r e d u c e d b y l O － 4 0 p e r c e n t a ft e r t h e t r e a t m e n t o f t h e c ell s w i th l O － 5 0 p gl m l

O f f b O r f
c

f r a c ti o n f o r 2 － 2 4 h r ． H o w e v e r
，

n O i n d u ct i o n o f i n t e r f e r o n p r o d u c ti o n w a s f o u n d
，

S h o w i n g n o i n v o I v e m e n t o f i n t e r f e r o n i n t h e i n h ib it o r y a c ti vi ti e s t o th e v i r u s m u lti p li c a ti o n ．

T h e s e b i o l o gi c al a ct i vi ti e s m e n ti o n e d a b o v e w e r e f u rt h e r e x a m i n e d b y u si n g b a b o o n e n d o －

g e n e o u s vi r u s くB a E V ナp e r si st e n tl y i n f e c t e d c ell s L A 2 0 4くB a E V J c e11 sj a n d h e p atiti s B v i r u s くH B V J

p er sist e n tl y i n f e c t e d c ell s くP L CI P R F1 5 c e11 sJ ． B y t h e t r e at m e n t o f A 2 0 4くB a E V I c ell s w ith

f b f r a c ti o n t h e c ell g r o w th a n d B a E V r el e a s e p e r c e ll w e r e sig n i fi c a n tl y i n h i b i t e d ． S i m il a rl y
，
th e

fb a n d f
c

f r a c ti o n s i n h ib it e d t h e c e ll g r o w t h
，

a n d t h e p r o d u c ti o n o f H B V s u r f a c e a n tig e n a n d cr

－ f e t o p r o t ei n b y th ei r t r e a t m e n t o f P L CI P R F1 5 c ell s ． P a rti c u l a r y ，
f

e
f r a c ti o n cl e a rl y s h o w e d t h e s e

a c ti viti e s a ft e r p e r si s t e n t o f a s m all n u m b e r o f t h e c e11 s ．

T h e r e s u lt s o b t ai n e d s e e m t o i n d i c a t e th a t c o m p o n e n t s o f th e o r al b a c t e ri a e x a m i n e d h a v e

i n h ib it o ry e f f e c t s o n t u m o r c ell g r o w t h
，

Vi r u s m u l ti p li c a ti o n a n d v i r u s r el e a s e
．


