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骨 の要 t::=. 
国

日本脳炎ウイノレス(JEV) の光化学的不活化反応を追求し，その反応に関与する構成凶子と反応ω

機構に関する知見を得ようとした。

〔方法〕

1 .ウイノレス材料 :JEV 材料は中山株感染成熟マウス脳10%乳剤ω8，500x g, 15 分遠心上清 (Sl)

及び Sl を 90，000x g, 90分と 2 ，000x g) 15分の分別遠心 2 回で得られたもの (U2) を用いた。

2. RNA の抽出: GIERER and SCHRAMM の cold phenol 法に ethanol 沈澱と 1 M Nacl 沈澱

を併用した。

3. 感染価 (PFU) の測定 :JEV 及び JEV・RNAωPFU 測定には 10 日目ニワトリ旺の初代培養

細胞を用いた。

4. 可視光線照射: Proflavine (PF) を含む， あるいは含まない JEV あるいは JEV-RNAω浮遊

液 2 ml の入った試験管を 40C で 20 ワットの昼光色盆光燈で照射した。各試験管は光源より等距離

に配置され，照射時以外は黄色の安全ランプ下で操作された口

5. 吸収スペクトノレ: PF 及び PF と Yeast RNA 混合液の吸収スペクトノレを島津自動記録型分光

光度計で求めた。

6. Action spectrum: PF による JEV の光不活化の Action spectrum を， Hilger monochromator 

による単色光を用いて求め，これと上記吸収スペクトノレを対比した。

7. Sephadex ge1 1p過: Sephadex G・ 100 column に PF と.JEV の混合液 2ml を負荷し 50C dark 

で炉過分画したロ

8. 血球凝集能 (HA) の測定:.JEV の HA 活性は Clarke and Casals の方法によって測定したり
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〔成績〕

1. ]EV の plaque 形成能はト10μg/ml の PF 存在ドで可制光線照射によって single hit curve 

で不活化され，各照射段階の ]EV から phenol 法で抽出される感染性 RNA もそれと平行して不活

化されている。遊離の感染性 RNA も PF 存在下に single hit で光不活化される D この不活化反応

は PF と光が直接同時に ]EV に作用することを要し，不活化速度には OOC-3rc で有意差なく，

気相を N2 に置換すると不活化は著しく抑制される。

2. PF は可視部の波長 445mμ に吸収ピークを持ち，この光の励起で 510mμ に蛍光を発するが

Yeast RNA の添加によって吸収ピークは 458mμ に移動し笹光は消失する。牛血清・アノレブミンの添

加ではこの変化はおこらない。 ]EV-PFU の PF による光不活化の Action spectrum は 400-550 mμ 

の問で PF-Yeast RNA 混合液の吸収スペクトノレに一致し， 458mμ での 37% 生残量: Do・ 37ニ 39.4x

10"erg/cm2, Inactivation Cross Section: a=1.10x 10-17 cm2/Photon である口

3. ]EV-PF 混合液の光感受性の程度は， 照射前の PF と ]EV の preincubation time に関係せ

ず，またこの未照射の混合液は Sephadex gel 漉過によって光抵抗性となる。光感受性の ]EV-PF 混

合液から Phenol 法で得た感染性 RNA も光抵抗性である。これらの光抵抗性となった試料も新たに

PF を加えることによって，もとの試料と同じく可逆的に光感受性となる。

4. ]EV の HA 活性は PF と可視光線の作用に影響されない口光不活化 ]EV の庶糖濃度勾配!こ1:1

での沈降の pattern は非不活化 ]EV のそれと差がない。

〔総括〕

]EV は Poliovirus と異なって，細胞外の状態で色素存在下に容易に光感受性となる円 その光不活

化に関しては，

1 ]EV 及び遊離 ]EV-RNA のいずれも single hit で不活化されるつ即ち感染能を失活させるに

は l 個の photon で充分である。

2. 酸素に依存し，抗度には影響されない口

3 .感染能に関して損傷を受ける部位は内部の RNA であり， Action spectrum と in vitro のモ

デソレ実験の対比から PF と ]EV-RNA との直接の結合が示唆される。

4. PF と ]EV との結合は非常に速く，また可逆性である D

5. ウイルス粒子の表面に存在すると考えられる HA 活性は， PF による光不活化を受けない。

6. 光不活化された ]EV 粒子も正常粒子とほぼ同じ大きさを保っている。

以上の結果から， PF はウイノレスの表面構造を通過して内部の RNA と直接可逆的に結合し，その

状態で可視光線を吸収し，そのエネノレギーによって RNA が何らかの損傷を受けるため活性が失われ

るという光不活化の機構が考えられるの

論文の審査結果の要旨

ある種の色素存在下におけるウイノレスの光化学的不活化反応については，約30年以前に報告されて

q
u
 

門iai 



いるが，この反応における可視光線の効果に注意を払われたのは 1960年頃からである。一般に，細胞

外でもアクリジン系色素存在下に容易に光感受性となるウイノレスと，増殖ω場に色素が存在しない切­

合は光感受性とならないウイノレスとがあり， 1] 本脳炎ウイ jレスは前者の type ~こ属するが，従来この

光不活化反応の機構の研究は殆んどなされていない。本論文は，日本脳炎ウイノレス(JEV)の性状を明

らかにする一方法として，その光不活化反応を追求し，その反応に関与するウイノレス粒子の構成因子

と反応の機構の一部を明らかにしたものである。得られた結果は， 1. ]EV 及び遊離の ]EV-RNA の

いずれも single hit で不活化される。即ち感染能を失活させるには一個の photon で充分である D

2. この光不活化反応は酸素に依存し，温度 (40C-37 0 C) には影響されない。 3. 感染能に関して損

傷を受けるウイノレス粒子の部位は内部の RNA であり， action spectrum と in vitro のモデ、ル実験の

対比から色素と ]EV-RNA との直接の結合が示唆される。 4. 色素と ]EV との結合は速く，また可

逆性であるロ 5. ウイルス粒子の表面に存在すると考えられる血球凝集能はこの光不活化を受けな

いの 6. 光不活化された ]EV 粒子も正常粒子とほぼ同じ大きさを保っている口

以上の結果から，色素はウイノレス粒子の表面構造を通過して，内部の RNA と直接，可逆的に結合

しその状態で可視光線を吸収して，そのエネノレギーにより RNA が何らかの損傷を受けるためウイノレ

スの感染能が失われる，という光不活化反応に対する説明1が可能となった。

ウイルスの不活化方法として，ウイルス約:子の表面活性及び内部の核酸の両者に 10傷を与えるもの

としてフォルマリン不活化，紫外線不活化などがあり，表面活性だけを失活させるものとしては適度

の熱不活化，デオキシコール酸ソーダなどの界面活性剤による不活化等が知られているが，ウイルス

牧子の内部の核酸だけに損傷を与える不活化方法として光化学的不活化をあげる乙とができるように

なった。この不活化方法は，不活化ワクチンの不活化方法として利用される可能性があり，また光不

活化ウイノレスを用いてのウイ lレスと細胞との相互作用の研究，あるし可はウイルス相互間の干渉現象の

研究等により，ウイノレス学に寄与することが期待されるゥ
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