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絞も不括化繊が商いことがわかっている¢）D－リボース  

について，スーパーオキシド検出系であるニトロブルー  

テトラゾリウム（NBT）週元反応の性質とょ紀両ウイル  

ス不活化反応における金属イオンやラジカル阻顔剤の影  

轡を調べることを目的とした。なお，D－リボースなど各  

種の遜元機による DNA鎖切断反応が佼近森田ら7〉 に  

よって報告された。  

乗験材料および方法   

1．試 薬 簸   

D州リボースは KOHJ王N Co．，Ltd．（東京）奥様品  

（Product1900〉をそのまま用いた。タバコモザイクウイ  

ルス（TMV）は文献法に従い㌣TMVを全身感染させ  

た〃．′αわαぐ〟椚L．var．BrigbモYel10Wから分離椅製した  

礫晶（TMV…OM，4購／4獅ぞ1・16）を用いた。¢X174は  

森田らの方法射により調製した。他の統率頬は特に記載  

のない限り，SigmaC王1em王caトCo．の櫻品を用いた。   

Z．TMVの不語化反応と生存率の露出   

TMV（70〃g／m7），金属イオン，阻寒剤の0．1Mリン  

政経衝溶液（pH8．1，5mJ）に，D－リボースを溶解し，パ  

ラフイルムで綴った後直ちに，370Cで0～3時間の反  

応を恒温水槽申に静思して行った。対照としては同汲魔  

のTMVのみを含む緩衝液を用いた。反応終了後，あ  

らかじめカーボランダムをふりかけたタバコ検定輩 〃．  

招あβどfJ椚C．V．XantiliIl．C．の看単発（検定区）に反応液  

を，左単葉（対照区）に対照溶液を綿球を用いて捻布し，  

水道水で水洗した後，バットに並べサランラップで覆い，  

螢光燈照射下250Cで，2～3日静澄培養を行った。  

TMVの不倍化反応の綺様には，反応液中のTMVの生   

緒  

近年，レダクトン，抗魔物蟹，放射線あるいは酵紫  

（オキシターゼ新）などによるウイルスα）玩＝め耽不活  

反応および核酸鎖切断反応の研究が盛んに行われてい  

る1）。これらの反応では，薬剤の自動酸化で吸成する活  

性観衆ラジカルが蛮要な役割を演ずると推察されており，  

輩剤の生物活性の特質を明らかにするためには，ラジカ  

ル妾l三成機構の検討，横道仙生物活性相関，構造一反応性  

相関の研究，および各棟の酸莱ラジカル生成系の比較が  

濃栗で興味ある課題となっている。   

我々は，これまでにレダクトンより温和な避元カを有  

する糖質請噂体即ちピラノシドゥロース，還元性糖リン  

酸エステルおよぴアルドベントースが綾衝液吼 嚢温で  

スーパーオキシド（0丁2）を奴成し，Cu2ヰの存在により，  

ウイルスを不活化することを見出した狛㌔ これらの糖  

類誘導体は細胞轟性がなく，濠た∫′‡Vg汀βのウイルス不  

倍化反応や核酸銃切断反応については研先例はほとんど  

ない。塘蔚は，レダクトン頬とくらペて，種々の立体構  

造，官能基を有する誘尊体の調製が比較的容易である。  

そこで新しいウイルス不活化系としてその性質を明らか  

にし，また，これまでの還元剤による生体成分損傷反応  

特にレダクトンによる核酸鎖切断反応と比較検討するこ  

とほ窓教のあることと考え，本研究を行った。   

本研究では，アルドベントースのなかでタバコ竃ゲイ  

クウイルスおよぴバクテリオファージ¢X174に対して   
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スの不活化に関する研究節2報。  



帝村檀樹・佐藤郁夫・熊渾き脊三郎り州」司朗。酒井昭弘  10日   

存率を用い，これほ，検定臥 対照区で生成したTMV  

局部病斑数を劉・数し，対照区との比を％で襲わした。   

3．¢X174の不活化反応と生存率の露出   

¢X174，金属イオン，阻溶剤の 0．1Mリン酸緩衝液  

（pH8．1）を調製し，D－リボースを押飽後直ちに溶解し，  

アルミキャップで嘉をして，370C，3時間恒温水槽中に  

静間して反応を行った。反応液の一山定数をとり，希釈後，  

∬．ぐOJg CN株を指示歯とした寒天濃蘭法10）により，プ  

ラ…クを劉倒し，反応0時間のプラーク数に対する3時  

間反応液のプラ【ク数の比く％）を虫存率とした。また，  

阻窃剤の阻審率の劉・静は，次の式によった。   

阻寒準（％）  

ニ粗餐剋獲賽廻華迦吸盤憂選×100  
10000阻懇剤無添加時の奴存率  

4．ニトロブルーテトラゾリウム（NBT）還元反応  

測定開始10分前に，D－リボースを0．015M または0．01  

M炭酸絨砺波（250C，pHlO．4）に溶解し，測定開始腱繭  

に同じ緩衝液で調製したニトロブルーテトラゾリウ  

ム（NBT）（敢終池戊50〃M）溶液，金属イオン溶液，  

および阻魯剤溶液を加え，560nm における吸光政の増  

加を測定した。還元力は，250cの吸光度の増加塵∴鋤  

560／min で変わした。反応はすペて開放系で行い，吸  

光度は，敢初の20分間は寓線的に増加した。阻寧剤を用  

いた爽故における阻魯率の計静は次の式を用いた。  
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Pig．1．Inactivatまon of TMV by D－Ribose and／or  

CLl：＋，Detel■111incd by LoealLesioIlAssily On  

HalトieavesoトⅣ∴旭飯把招甘  

TMV was treaモed with D－ribose（101Ⅵg／王Ⅵ乃  

and／orCu2十（10－4M）at37Ofor3hr．Foroth¢r  

reactionconditionsseet¢Xt．  

阻容剤存在下のぶ4購葎in  阻額率（％）   ×100  
阻窃剤触添加時の』4榊函由  

以下ではほとんどTMV不倍化の促進効果はみられず，  

10‾ヰ～10‾5Mで10％以下の敷布率が観察された。この  

敷皮は，D－リボ岬スに対して3×10－2～3×10‾3薫ル当  

厳にあたる。以上の結果とこれまでに得られたプラク  

トース6仙リン磯エステルによるTMVの不活化川，お  

よびピラノシドゥロースによるTMVの不活化S）の結  

果をくらペると，D岬リボースの不倍化機は上記こ稀の遜  

元糖より小さいことがわかった。   

D－リボース（5mg／l雨）とCu2＋（10け4M）存在下で，  

バクテリオファージゆX174は，著しく不活化されるこ  

と（生存率0事1％以下）はすでに報蕾したが6〉，今i乳  

Cしlヱ▲トの非存在下でD－リボース汲皮の影響をしらぺた  

とこる，対照実験タ1％生存率の反応条件下で，生存率  

78・2％（5mg／mg），50・8％（201Ⅵg／i雨），44．5％（25mg／  

m乃，および42▼0％（40mg／mJ）（かっこ内は糖泌庶）の  

生存率が得られた。山方，糖が存在しない時のCu2＋の   

結  果  

Fig．1は，D劇リボース（10mg／mJ），およびCu2‾ト（10－4  

M）それぞれj終独の存在下でのTMVの不活化反応と両  

者の共存下での反応の結果を示したものである。生存率  

の平均値は，92％（Cu2り，106％わ山リボース），およぴ  

8．5％（D－リボース＋Cu2十）であり，明かに，D－リボー  

スまたはCuヱ十単独では，対照に対して有意の不倍化は  

みられないが，両者郁明磯すると馨しく不活化反応が進  

行することがわかった。節2図は，TMVの不活化に及  

ぼすD－リボースおよぴCuエートの狼皮の影静についての  

袈政経来を示したものである。10榊ヰMのCu2ヤの存在  

下で，数寄率が10％以下になるにはD－リボース 5mg／  

m～（0．033M）が必賽であり，1mg／mg以下では不活化の  

効率は著しく低下した。・山方，Cuヱ中の浪皮は10‾‘M  
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0．1 0．2  1  2  5 10  
ConcentrQtionofD－ribose（mg／mL）・－・。l・”  

l了ig．2．CollCentrntiollD叩CndcnccorTMVlnnc－  

tivatioilbyD・RiboseandCu2十．  

TMVwastreated wiぬCu2’か（10ン4M）and  

indicated amount of Dイまboseぐ…○－－“），Or  

witb D－ribos¢（5mg／m′）andindicated  

amount orCu2＋卜叫×－－仙），at370for3hr．  

Forotberreactionconditionsse8teXt．  

濃度の膠轡については，対照爽験91．1％生存率の反応灸  

件下で，生存率73．2％（10‾4M），80．6％（10血5M），85．7  

％（iO‾6M）（かっこ内Cu2」一浪皮）の舷兇が得られた。   

次にTM二Vおよび¢X174の不活化が金属イカーンの  

種籾によってどのように変るかを調べた。第3図は，  

CL121‾，Fe3‘ト，Niヱ＋，Zn之率，Co2十 のTMV不活化促進作  

用を調べた突放結果を示している。各爽駄における生存  

率の平均はそれぞれ，1．9，94．0，71．dゝ 63．6，74・6％  

であった。明らかに，CuエーーのみにD…リボースの不活化  

を促進する効果が認められた。今回行った爽牧園放で払  

Cu2＋以外のイカ・ン間での有意差は，95％倦締限界では  

認められなかった。同じ目的の粟験を¢X174について  

就みたところ，金属イオン1×10】6M，D刷リボース 5  

mg／m7におけるぬ存率は，Cu21■，0・04％；Fe3＋，26．4  

％；Ni2十，18．0％；Zn2十，15・4％；Co之十，13・8％であっ  

γカ  150  50  
S」rVi伯Iratio（○／。）   

Fig．3．E汀ect orMetalIons onInactivation or  
TMVbyD・Ribose．  

TMV was treated wi痛D－ribose（10n鳩／  
m7）and meはIions．（1000ヰM）．Fo1lowing  
metalchlorides were used：CuCl2，FeC王3，  

MnCl：．NiCl二．ZnCl：．CoCl二．Fol■ OlllCr  
reactionco‡lditio11SSeeteXt．  

た。以上の結果にみられるように，金属イオンの影響は，  

TMV，¢X174ともほぼ平行しており，これまでに得ら  

れているプラクトース6…リン敢エステルによる ¢X174  

の不洛北の場合8〉と同じ傾向がみられた。   

以上に示した結果とこれまでに得られた遅発性磯磯磯  

体によるウイルスの不活化反応の性質から，D…リボー  

スーCu2十系によるウイルスの不精化は，ウイルスの核   
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る。チロンば，0㌔の12），DÅBCOは一盗噴酸衆の13），  

D－マエトールおよぴSOdiumわrmateは水酸ラジカル  

の14〉，特興的阻聾剤と考えられているものである。また，  

thymidineおよびthylllidine5′－mOnOphospbateは，核  

酸構成成分として添加した。来鹸は特定浪皮の阻窃剤に  

ついて行ったが，DABCOおよびカタテーゼの添加効果  

より不倍化反応において，0㌔およぴH之0ヱが関与し  

ていることを示している。カタラーゼおよぴチロンの  

効果は，フラクトーストリン酸エステルによる不活化  

（Cu2＋非存在下）2〉においても認められた。水酸ラジカ  

ル阻溶剤によっては全く阻窃されなかった机 この終発  

もこれまでの糖リン徴エステル，ピラノシドゥロースに  

ついての絃栄2・8）と同じである。   

ウイルス不倍化能や酸紫ラジカルによる高分子損傷反  

応と糖の構造との相関性について調べるには，酸栄ラジ  

カル樅の分覇や発生速皮を知る必繋があり，我々のこれ  

までの一連の研究では，0㌔の虫成反応をひとつの指標  

として怨た。糖リン駿エステルのウイルス不倍化鰍ま，  

p‡110．4で測定した NBT遊元速度とよく相関したの  

で，本爽鹸においてもNBT遜元反応をこついて検討し  

Tablc．ErrcctorCatnlasc，SupcroxidcDismutasc，  
RadiealScn＼・engCrS，a11d Sol11C Ol・ganic  

Compounds on少X174Inactivation by D－  
Ribos¢andCuヱ＋．  
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Fig．4．E汀cct orSし1Pel・OXidc DisIllutaSC and  

Cntnlasc onlnaetivation orTMV by  
D・Riboseand Cu2＋．  

TMV（6．7×10‾3mg／Id）肌・as treated  

WitllD－ribos¢（10mg／m∫）and Cu紬  

（10‾4M）in tb¢ absenc¢（control）or  

prcscncc or SOl）（4．［！g／ml，148units／  

mJ）orcaモalas¢（4′唱／m～，11．6units／m7）．  

For olhcr rcこICtion conditionssectcxl．  

酸が，D－リボースの自動酸化反応で生成した様々の触発  

還元楼（0㌔，Hヱ0ヱ，OH・など〉 によって損傷をうける  

ためにおこったことが強く示唆された。そこで，次に，  

各様のラジカル阻寒剤の影啓をしらペた。Fig．4は，  

TMVの不活化に対するカタラーゼおよぴスーパーオキ  

シドジスムクーゼ（SOD）の形容を調べた結果である。  

同好釆はそれぞれ，Hヱ0ヱおよぴ0㌔の特界的阻沓剤  

と考えられ，対照区，SOD添加区，およぴカタラーゼ  

添加における平均数存率は，それぞれ，12，分，18％で  

あった。対照区SOD添加区間では，有意の遜ほみられ  

なかったれ 対照区カタテーゼ添加区間では有意差は  

／j、さいが認められた（95％摺矧汲界）。Tableは，Dwリ  

ボースーCu2＋による¢X174の不活化に対して，各様酸  

素ラジカル阻窃剤の彫額を調べた練兼を示したものであ  

課蒜ぷ concentration蒜‡芸1泌  

10′堰／m～  40．O  

10．′唱ノ’l11J O・0ヱ  

10‾之M  82．9  

10‾1M  O．0  

10‾1h・1  0．0  

10‾1h4  0．0  

10‾ユト1  0．0   

10‾きM  O．0   

Catalase＊  

SOD＊＊  

tlrOn＊＊＊  

DABCO痺＊＊＊  

D－111こlIlnitoI  

sodium formate 

t】1〉・111idi【1e  

thyn扇dim¢  
5／－pbospbate  

¢X174（3×107p．乙uノm7）wastreatedwitbCuヱ十  

（10－4M）and D－ribose（5ⅠⅥg）in抽e absence or  

presence or radicalscav朗唱erS，Survivalratio  
for co111rol＼VnS5．1〉く10‾ヰ％．For othcr reactioII  

COIlditioIISS亡C tCXl．   

＊ECl．11．1．6，bovincli＼′Cr，＊＊sし1PCrOXidc  
disIllutnSC，ECl．15．1．1，bo＼′iIICb100d，＝＊ 4，5－  

dihydrox）・－1，3－bc11ZCllCdisulronic acid disodium  

salt，＊＊＊＊1，4－djazabic）・clo［2．2．2］octanc．   



D川リボースによるタバコモザイクウイルスおよぴバクテリオファージ少X174のわ‡V抽β不活化反応について111  

皮依存性とSODおよぴCu2＋による阻番をしらべた。  

Fig．5は，Cu2ヰ非存在下のNBT還元反応，Fig．6は，  

SODおよぴCu2＋による阻窃をしらペた始発を示して  

いる。D－リボースの遼元カは，20mg／mJ（0．13M）まで，  

1帖視的に増大し，l）一リボース5－リン醜エステル＝）やピ  

ラノシドゥロース5〉  にくらべると桟めて小さかった。  

Fig．6 に示されているように，NBT還元反応はSOD  

によって約90％阻窃され，0㌔をこよる遅元反応であるこ  

とが礫済された。0ヱてと非特異的に反応すると考えられ  

るCu21●1ヰ）では阻窃が認められたが，低濃度のCu3＋  

では若干の反応促進が観測された。  

考  察  

通常の避元性アルドースは，ウイルスやファージに  

対して，また，その宿主細胞に対して血vかび，わ＝gVク  

とも不括化作用や藤牧を有しないが，如両加）におい  

ては，分子内にリン酸エステルやケトンを導入した場  

合2・5），緩衝液にリン酸イオンが食まれている場合8）又  

は，Cu鈷が共存する場合に，宿登内増殖能が低下し，  

その原因がウイルス核酸の切断にあること3）訊 これ  

まで示されてきた。アルドベントースはアルドへキソー  

スより山般に遜元カが大きく，またp－リボースは4種  

のアルドペントース申叡も遼元カが大きい。D叫リボース  

がTMVのRNAや外被たん白または宿主細胞に対し  

て特典的な相互作用をすることはこれまでに報告されて  

いないので，以上の挙爽と本来験の結果から，D－リボー  

スによってCuエ＋の存在下，ウイルス核酸兢の切断がお  

こることが強く示唆される。今後，不活化したTMV  

のRNAの分析を行って確認したい。TMVと¢Xま74  

のD－リボースに対する感受性の違いについては，ウイ  

ルス粒子の形態とウイルス核酸の稀斬の違いが原因と考  

えられるが，生物活性測定法も興るので現時点でははっ  

きり結論できない。フラグトース6－リン磯エステルに  

よる各種ファージの不落化爽験では，ファージの橙淑  

によって不活化能がかなり興なることが報告されてい  

る1S）。   

本乗数の不活化反応がCu2十によって促進されること  

は，酸素ラジカルによる核酸の損傷反応がおこっている  

1つの証拠と考えられる。その機構としてHabeトWeiss  

奥の反応が考えられるが18），Fe3＋の効果があまり認め  

られなかったことから，我々はむしろ，Cu之1■がD岬リ  

ボースの自動酸化反応に関与しているのではないかと考   
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NBTb），D－RiboscinSodiumCarbonatc Bu汀cr  

（0．01M，pHlO．4）at250．  

た。丁ルドベントースヰ種のpHS．1およぴpHlO．4の  

NBT還元力（dd560／min）がウイルス不括化能と相関す  

ることばすでに報告した6）ので，今回はさらに，椒汲  
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本爽放で得られたデーターとこれまでの研究で得られ  

た結束から，本ウイルス不溶化作用の可能なメカニズム  

（複数）が推察されたが，そのなかで，D－リボースの日  

動酸化におけるCu21■の関与および酸紫の－魔手還元に  

おいてエンジオールの中間体としての率卑が考察された。  
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えている。例えば，護鋳型D－リボースから生成するエ  

ンジオールがCu2車とCOmplexを形成して，02の心  

機予覚たはこ電子還元を容易にしている機構である。今  

後，D→リボースの各樫一致換体を用いて検討する予産であ  

る。本不倍化反応に対するカタラーゼおよびSODの効  

溌は，還元糖－Cu紬系によるウイルス不活化に典通の  

特徴と考えられる。不活化繊がNBT遼元力即ち0㌔  

の生成能と相関するが，SODによる不活化の阻容が少  

いので，Cu2＋が存在する場合は，Hヱ0ヱの生成反応が  

主体とも考えられるが，前述の松嶋Cu21’－02のCOmpiex  

による0㌔の数成系でSODが有効に作用するかどう  

かわからず，今後さらに検討する必要がある。¢Ⅹ174の  

不活化実験で，DABCOの効栄が認められなかったが，  

この結果は，プラクトース6－リン酸エステルを用いた  

爽験始発と対照的であり，臆断ま明らかでない。   

今回の突放によってCu2ヰの非存在下，D－リボースが  

微弱ながら0㌔を及成することが確認された。この反  

応における中間体として，前述のエンジオールが考えら  

れる。アルドースが無触媒塩基性の条件17）で酸衆の扉  

磯子還元を嚢こすのは興味深い始発であり，NBT遊元  

反応が低浪皮のCu之＋によって若干促過されたことはひ  

とつの傍証となるが17），今後，さらにESRを用いて確  

認する必繋がある。  

要  約  

遊元性糖刹のウイルス不落化作用の機構を解明する  

ため，D－リボースによる，タバコをザイクウイルス  

（TMV）とバクテリカ‾ファージ¢X174の飯γ加p不活化  

およびエトロブルーテトラゾリウム（NBT）の遜元が研  

究された。TMVと¢X174は，10‾ヰMのCu2十の存在  

下，D－リボースによって効率よく不活化された。しか  

し，他の金属イオン，例えばFe3＋，Mn鈷，Zn2＋は不活  

化を促進しなかった。   

不括化反応は，カタラーゼまたはチロンで阻窃された  

が，このことば，不活化が，D－リボースの自助酸化で生  

成した酸素ラジカルによってウイルス核酸の鉱物活性が  

失われたためであることを強く示唆した。NBT還元反  

応がスーパ岬オキシドジスふクーゼによって阻寒される  

ことでわかるように，D－リボースは，スーパーオキシ  

ドを生成することが見出された。また，D－リボースの  

NBT還元速度はD－リボース5－リン酸エステルやピラ  

ノシドゥロースの速度よりもかなり遅いことがわかった。  



D00リボ〝スによるタバコ・モザイクウイルスおよびバクテリオファ岬ジ¢X174の玩γ骨相不活化反応について113  

Sll】llIllこIr〉・   

hlVflrOinactivation oftobacco mosaic virus（TMV）and bacteriophage¢X174，and reduction ofNitro Blue  
tetrazoiiumchloride（NBT），byD－ribosewerestudiedR）rtheelucidationofthereactionmechanismofvirusinactiva－  
tionbyrcducingsugars．TMVand¢X174wereeLrbctivelyinactivatedbyD－riboseinthepresenceofCu2＋（10‾4M），  
butotllermetalionssucbasFe3十，Mn2十，andZn2十didnotstimulatelheinactivatioll．   
TheirlaCtivationreactiorlSWereinllibitedbycatalaseortiro王ユ．Thisぬctslronglysuggestedtllatlheinactivationis  
血Ie10thelossorbiologicalactivityoFtlleVirusnucはcacidscausedbyoxygenradicalsgenerate（ibytlleautOXi（】a－  
tionofD－ribose．‡twasfbundthatD－ribosegcneratessupcroxideasrevealedbyinhibitionbysuperoxidedismutase  
OfNBT rcduction，and that the rateofNBT reductionis much slower than those ofD－ribose5－phosphale and  
pyraIlOSiduloses．   
Fromthepresentdata，tOgethcrwithpreviouslyobtainedresults，POSSiblemechanisms払rthevirusirlaCtivations  
WereprOpOSedinwhichcontl■ibutionorcuprlCiontotheautoxidationorD・ribosea涙＝heinモermediacyorendio加e  
aIlioninLlnivalentreductionofoxygenbyl〉－ribosewerediscussed．   




