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論文

内

容 要

旨

 ミキソウィルスの生物活性の一つに,多糖体のシアリドラクトース末端からN一包ce七y1-ng-

 uraminiCacid.(NANA)を遊離せしめる1浮葉であるノィラミニダーゼがある。この酵素

 がミキソウイルスの構成単位のひとつであって,粒子表面に存在し,トリプシンで:廉去し得るこ

 とが知られているが,果してウイルス核硬の遺伝指令でつくられた構成単位なのか,又は宿主細

 胞由来のものであるかという問題はなむ解明されて卦らず,Ada等がインフルエンザウイルス

 のノイラミニダーゼ活性と発育鶏卵漿尿膜及びコレラ薦液のノイヲミニダーゼ活性とを免疫学的

 に比較し,この酵素がウイルスに特異的た構成単位であると推論しているにとどまっていろ。

 この慌畢告は1知で増殖したSend.包土vir1⊥6〔E-80nd.ai)とし細胞で増ダ直した.Selld.ai

 virus(L-Sondai)及び卵で増殖した各種のミキソウイルスを用い,それ等の酵素活性の

 至適pHを比較し,又抗体による酵素活性の阻止の特異性を調べることによ弘ミキソウィルス

 のノイラミニダーゼの由来を検討した。

 、や

 実験材料と方法

 お

 1)ウイルス:(那一論n面1110醗育細螺尿膜恩こ耗肛D5、(5嘱卵感染価)の
 Senaaエ▽iru6を接種,56C,72時間培養,得られた漿尿液を2,000夕,15分と,

 450009,5D分の分別遠心を2度行1/・,PHZ2のM/100の燐酸緩衝食塩水(PBS)中に

 赤血球凝集素価(HAU)52,600/寵君に1調製して諭く。(診L-SGnd.ai;L細胞にinpu七mu-

 1七iphoi七ylOO:1で感染せしめ,1時間及び2時間後にHank8液で充分に洗って未吸

 着ウイルスを除去レ25麗の維持液中で5アじ,ア2時間培養した。得られた培養液はE-Se一

 且αaiと同じ分別遠心し,PBS中に52、000HAU/1叱に濃縮した。③その他のミキソウイ

 ルスニイン7ルエンザウイルス群としてA型のPR8,FM1、NWS,及びJapa・n/505,B型の

 LE£並びにパラインフルエンザウイルスに近縁なNe脾Ca自tle邑i巳ea.geviru8(N⊃V)

 等を用いたが・各々1噛日発育鶏卵漿尿膜腔に40勉工D50の濃度で感染せしめ,57む,48

 時間培養後その漿尿液から,2,0009,15分と,5義OGOヲ,50分の分別遠心を2回行い,PBS

 中に32,ロOOHAU/π君の濃縮ウイルスを得た。

 2)Sendai▽iru8のノイラミニダーゼ分劃の調製152,000HAU/麗のウ・Pレス液

 に1/2量の麻酔用工一テノレとエマゾー・レ"30(po!yoxy3七hyユenego「bi一晦nemonOq
ぐり

 laura'ヒe)を1㎎/10HAUの割合に加え氷命下で処理.後,水層を100,000憂,2時間遠心し

 酵素分割を上清に得た。この分割にはな科1,e口口～1.0、000HAU/呪のSmallHAを含む。

 5)E-Sendaiのノイラミニグー七分劃に対する抗体こ四一Se1鳳aiのノイラミニタ㌧

 七分劃にFreun邑の1aCompエeteadjuvan七を加え,家兎の足蹠に皮下注射して免疫血

 清詑得た。硫安城析法によリガンマグロブリンを精製して50配91/川Zに食塩水に調製し,E一
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 8euaaiノィラミニタ㌧ゼ分割に対する抗体どして用いた。

 4)ノイラミニ夕嵐ゼ活性の測定:基質にはヒト血漿からSChmiαの方法で分割したoro一

 日o皿u.coiαを用いた。0.1η君の基質と0.」π乏の酵素材料を混合し,57U,50分後,遊離

 した塾協聾AをWarrenの2一チオパルビツール駿法で定冠し,酵素活性を求めた。すべての・

 酵素材料はあらかじめ生理食塩水に透析後、緩衝液で適当たpHに調整して用いた。

 実験成績並びに考按

 1)8endai▽iru6の酵素活性の至適PH:E-Sendai酵素活性の至適pHを求めるた

 めに醋酸(pH4.0～5.5)及び燐酸(pH5.5～15)緩衝液で調整したウイルス液ロ.1厩と

 0,1観の基質を用いた結果至適pHは4.0から5,5の間にあり,L-8gnこa酵素活性もほと

 んど同一で,pH5,ロ～5、5の範囲でE-Sgndaiのものに比し活性が低いのが唯一の相違点で

 あった。この結果はSenαaiウイルス粒子を用いた場合も,その酵素分割を用いたゴ,場合と異な

 らなかった。

 2)・各種ミ.キソウイルスの酵素活性の至適pHの比較:次に各種のミキソウイルスの非分解粒

 子のノイラミニダーゼ活性の1至適PHを前記SGnd.ai▽iru,Bの場合と1司じ方法で測定し,そ

 れぞれの比較を行った。PR8及びFM1はpH5.0～6』の尚に至適pHが認められたoJap-

 an/505は最も活性の強いpHが5.5～6.Oで7他のウイル.スては活性の認め難いpH55に

 むいても高い活・陸を示した。又NWS及ひLEEはP且5,5からZ5の尚で全く酵素活性を示さ

 ・ず,基質としてOroeOmucoi吐が適しないという結果を得た。一方Sgnd・aivirusに

 近縁なNDVの至適p旦はSend.aivirusとほ1費1司一である。

 5)Send・ai▽iru8の置惨}隠†舌・1生¢)づ巳'斐学自勺η寺異・1生:彰不言己のことから,Send.ai▽i-

 ru8のノイラミニダーゼ活性はインフルエンザウイルスのものと異友っておるが,N⊃Vと相

 違点は認められなかったので・NDVとの相違の有無を免疫学的に検討した。即ちE-Sendai

 の酵素分蘭に対する抗体グ・プリンはE一$end-ai,E-Senαaiの酵素分割,L-Sendai及

 びL-Send-aiの酵素分割の醒素活性を一様に抑を聞するけれども,E-Send.aiと同じく発育.鶏

 卵で増殖したPR8やNDVの酵素活性を全く抑制しない。

 以上の実験から宿主をかえて培養したE-8ena巳iとし-Senaaiのノィラミニダーゼは至

 適pH及び免疫学的特異・准から同一酵素と考えられるが,卵で培養し,至適pHがSgnd.ai

 viru8と同一であるNDVの離素活性は血清学的にSena麗viru6のものと全ぐ異なって

 いる。ミキソウイルスのノイラミニダーゼは宿主細胞成分がウイルス粒子に組込まれることによ

 って由来したものではなく,ウイルス遺伝指令に基づいて合成されたものと結論された。
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