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神大医保健紀要第18巻， 2002 

セリンプロテアーゼのセンダイウイルス活'性化作用と

小分子インヒビターによるその阻害

奥宮明子、片岡陳正、小西英二

要 約

ウイルス感染防御におけるプロテアーゼ-インヒピターの有用性を明らかにする目的で、

セリンプロテアーゼによるセンダイウイルス活性化作用と小分子合成インヒピターの阻害効

果を検討した。トリプシンはO.l~g/ml まで、プラスミンは200μg/ml まで酵素濃度に依存し

てセンダイウイルスの感染力価を増加させたが、 トロンピン (loounits/mI)およびトリプター

ゼ(5μg/ml) は活性化作用を示さなかった。トリプシンによる活性化作用は活性部位指向

型のインヒピター MNAPPA( ( 2 R， 4 R) -4 -phenyl-[Nαー(7 -methoxy-2 -naphthalenesulfonyI)-

L-arginyl]-2 -piperidinecarboxylic acid) により強く阻止された。また、フプ。ラスミンによる活性

化作用は活性部位指向型のインヒピ夕一 PAS釘15臼35(Nα-( 4 -amin削O凹met由h】ηηylb悦en回lZO句yl)-4 -ベ(3 -

pic∞O叶lylo侃xyρ)-L-phenylalanine nトトト咽-斗剛帽.

s幻it臼e指向型のインヒピタ一 tι-AMCαHA(川t汀rans凶s一寸aminomethylcyclohexylcarboxylic acid) は阻害を

示さなかった。以上の結果は、活性部位指向型の小分子合成インヒピターがin vitroでウイ

ルス感染を阻害する有用な手段であることを示している O

索引用語:プロテアーゼ、合成インヒピタ一、センダイウイルス、トリプシン、プラスミン
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緒昌

ウイルスはさまざまな細胞の膜表面のレセプ

タ一分子に接着するが、それだけでは感染しな

い。感染が成立するためには、レセプターと接

着後、細胞内に取り込まれ(侵入)、外皮を脱

いで遺伝子を露出し(脱殻)、細胞内で増殖す

る(複製)ことが必要であり、ウイルス膜と細

胞膜との融合とそれに続くウイルス遺伝子の細

胞内への侵入は感染初期の重要なステップであ

るO インフルエンザウイルスやセンダイウイル

スでは外膜蛋白質の限定分解(開裂)によって

はじめてウイルス外膜の膜融合活性が発現し、

細胞内へ侵入することができる O すなわち、開

裂はウイルスが感染性を獲得する(活性化され

る)上で必須の過程である O 開裂作用を持つプ

ロテアーゼとしてトリプシンをはじめとするセ

リン酵素が知られており、ウイルスのトロピズ

ムを規定する因子としてのみならず、ウイルス

感染の治療薬開発の標的として注目されてい

神戸大学医学部保健学科

る1.21 

筆者らはセリンプロテアーゼ-インヒピター

の構造・活性相関研究を通じて、 トロンピン、

トリプシン、プラスミンなどのトリプシン様酵

素に対する選択的な合成インヒピターの構造要

件を明らかにした3刷。その結果、 トロンピン、

トリプシン、プラスミンにおのおの選択的な一

連のインヒピターを得、これらは血栓症をはじ

めとする種々の病態を臨床的に統御する上で、

あるいは実験的病態モデルにおけるこれら酵素
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の役割を解析する上で、有用な手段となること

を示してきた。セリン酵素による外膜蛋白質開

裂作用が感染性獲得に必須の過程であることに

着目すれば、われわれの開発した活性部位指向

型の小分子合成インヒピターがウイルス感染防

御の一方策となりうる可能性があると考えられ

るO 本論文ではいくつかのトリプシン様酵素す

なわちトリプシン、プラスミン、 トロンピンお

よびトリプターゼのセンダイウイルス活性化作

用について基礎的な検討を行い、選択的な小分

子合成インヒピターを用いてウイルス活性化作

用を阻害する手段を提示した。

材料と方法

1 )酵素;トリプシン(ウシ膳臓、 Sigma社)、

プラスミン(ヒト血紫、 Chromogenix社)、ト

ロンビン(ウシ血紫、持田製薬)、トリプター

ゼ(ヒト肥満細胞、 CortexBiochem社)を用い

た。

2 )センダイウイルス活性化作用の測定;セン

ダイウイルス株 (MVC株)は神戸大学医学部

伊藤正恵博士より分与された。このセンダイウ

イルス株を LLC-MKz細胞に感染させ、トリプ

シンを含まない MEM培地で24時間培養した上

清をウイルス原液として実験に供した。このウ

イルス原液は酵素処理をしなければ感染性をも

たない(図 1)。センダイウイルスと酵素(お

よびインヒピター)を37t:で10分間反応させた

後、 MEM で1O~1000倍に希釈し、 24穴プレー

トに培養した LLC-MKz単層細胞に接種した。

CO2インキュベータ内 (37
0

C)で 1時間吸着さ

せた後、 MEMで洗浄し、 37t:で24時間培養後、

アセトン・エタノール(1: 1)液で固定した。

感染細胞を抗センダイウイルス抗体を用いて

ABC法 (Avidin-Biotin-Peroxidase液および基質

VIP ; Vector Lab社)で染色し、顕微鏡下で1.2

mm2区画内の染色細胞数を計測した。

3 )インヒピター;trans-aminomethylcyclohex-

ylcarboxylic acid (t-AMCHA、第一製薬)およ

びダイズトリプシン・インヒピター (SBTI、

Sigma社)を用いた。 (2R， 4 R)幽 4明 phenyl-[Nα

ー(7 -methoxy-2・naphthalenesulfonyI)-L-arginyl] 

-2 -piperidinecarboxylic acid (MNAPPA) は三

菱化学術により、 Nα明 (4叩1inomethylbenzoyl)-

4 -( 3 -picolyloxy) -L-phenylalanine n-hexylamide 

(PASI535) は昭和電工(械により合成・提供さ

れた4九

結果

1 )セリン・プロテアーゼのセンダイウイルス

活性イヒ作用

図 1(左)に示すように、トリプシン処理に

より活性化されたセンダイウイルスに感染した

図1. トリプシン活性化センダイウイルス接種 LLC-MK2細胞(左図)と卜リプシン未処理センダイウイルス接
種 LLC-MK2細胞(右図)

左図の濃く染まっている細胞がウイルス抗原を産生している細胞である(倍率100倍)。図中の挿入線は100μm
を示す。



LLC一MKz細胞は抗センダイウイルス抗体を用

いた免疫染色法により鮮明に染色された。酵素

処理をしないウイルスを接種された細胞は全く

染色されず(図 1(右))、本法はウイルス活性

化を測定するのに適切な方法であると考えられ

た。

トリプシンは 0.1μg/mlまで酵素濃度に依存

してセンダイウイルスを活性化した(図 2)。

トリプシンと同じくアルギニンおよびリジンの

C末側を切断するという基質特異性をもっ線溶

酵素プラスミン、凝固因子トロンピンおよび肥

満細胞トリプターゼのセンダイウイルス活性化

作用を+食言すしたところ、プラスミンは200μg/ml

まで酵素濃度に依存してセンダイウイルス活性

化作用を示した(図 3)。一方、トロンピンは

100units/mlまで、 トリプターゼは 5μg/mlまで

共に作用がみられなかった。

2 )センダイウイルス活性化に対する小分子イ

ンヒピターの効果

トリプシンによるセンダイウイルスの活性化

はトリプシン・インヒピター MNAPPAにより

強く阻止された(図 4)0 MNAPPA はトリプシ

図2. トリプシンのセンダイウイルス活性化作用
トリプシンとセンダイウイルスを37t:で10分間反応

させた後、 LLC-MKz細胞に COzインキュベータ内 (37
t:)で感染させた。 1時間後にウイルス液を洗浄除

去した後、 37t:で24時間培養し、アセトン・エタノー
ル液で固定したO 感染細胞を抗センダイウイルス抗
体を用いて免疫染色し、顕微鏡下で染色細胞数を計

測した。縦軸に 8区画内の染色細胞数を示した。
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図3. プラスミンのセンダイウイルス活性化作用

センダイウイルスをプラスミンと37t:で10分間反応

させた。ウイルスの LLC-MKz細胞への感染および感
染細胞数の測定は図 2と同様におこなった。縦軸に

8区画内の染色細胞数を示している。
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図4. 卜リプシンによるセンダイウイルス活性化に

対する MNAPPAとSBTIの回害効果

センダイウイルスをトリプシン (0.1μg/mI)および
各インヒピターと37t:で10分間反応させた。ウイル

スの LLC一MKz細胞への感染および感染細胞数の測定
は図 2と同様におこなった。縦軸はインヒピタ一存

在下での感染細胞数をコントロールを100%として表

示した。
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ンに選択的な活性部位指向型の可逆的な小分子

合成インヒピターであるヘまた、蛋白性のイ

ンヒピターである SBTIは、ウイルス活性化反

応をO.lJlg/mlでほぼ完全に阻害した。この

SBTI 濃度は、用いたトリプシン濃度 (0.1

μg/mI)とモル比がほぼ等しく、 1 1の複合

体を形成して酵素活性を阻害する濃度であっ

た。

プラスミンによるウイルス活性化はプラスミ

ンの活性部位指向型の選択的な小分子合成イン

ヒピターである PASI535により用量依存的に阻

止されたが、 lysinebinding site (LBS)指向型

のインヒピターである t-AMCHAはほとんど阻

害を示さなかった(図 5)。

図5.プラスミンによるセンダイウイルス活性化に
対する PASI535とt-AMCHAの阻害効果

センダイウイルスをプラスミン(100μg/ml)および
各濃度のインヒピターと37'Cで10分間反応させた。
ウイルスの LLC-MK2細胞への感染および感染細胞
数の測定は図2と同様におこなった。縦軸はインヒ
ピタ一存在下での感染細胞数をコントロールを100%
として表示した。

100 

紙草「ム〈

ヤ 50
f、
ム、主TTFE H 』

O 

O 4.25 1.7 42.5 170 

PASI535 (μM) 

140 

} 紙{次k dミ 120 1∞ 
80 

主苦Z、R「、曲拍20 

O 

O 10 30 100 300 

t-AMCHA (μM) 

考察

センダイウイルスの感染性獲得にはセンダイ

ウイルス膜表面の F糖蛋白の開裂が必須であ

る11。開裂を引き起こすプロテアーゼとしては

トリプシンが知られており、開裂により F1 (分

子量51，000)とF2 (分子量15，000)を生じ、

F1糖蛋白質の N末端に出現した疎水性構造が

細胞膜との融合を引き起こすために必要とされ

ている O 発育鶏卵柴尿膜腔やマウス肺細気管支

上皮細胞内にも開裂を誘導する酵素があり、イ

ンヒピターに対する挙動から、これらはトリプ

シンではないがトリプシンに似た酵素であると

報告されている l九

本報告では、精製酵素によるセンダイウイル

ス活性化作用とインヒピターによる阻害効果

を、 LLC-MK2細胞感染系を用いた酵素抗体免

疫染色法により測定した。この方法は簡便かっ

定量性があり、 トリプシンとプラスミンによる

ウイルス活性化作用が用量依存的に示された

(図 2、 3)。トリプシンの活性化作用は SBTI

のみならず、活性部位指向型の可逆的な小分子

合成インヒピタ-MNAPPAで強く阻止され

た。また、プラスミンのウイルス活'性化作用は

活性部位指向型の小分子合成インヒピター

PASI535で阻止されたが、 LBS指向型小分子合

成インヒビター t-AMCHAでは阻害をうけな

かった。これらのことは、セリンプロテアーゼ

による活性化に酵素の活性部位が必須であるこ

とを示すとともに、 MNAPPAや PASI535に代

表される新しい活性部位指向型の小分子合成イ

ンヒビターがウイルス外膜蛋白質の開裂を制御

するのに有効であることを示唆している O

トロンピンは多くのインフルエンザウイルス

株について活性化作用はきわめて弱いと報告さ

れているが刻、センダイウイルスでも活性化作

用は見られなかった。炎症の場で遊離される可

能性のある肥満細胞トリプターゼには用いた濃

度範囲でセンダイウイルス活性化作用は見られ

なかった。

ウイルスのプロテアーゼによる活'性化につい



ては、インフルエンザウイルスと黄色ブドウ球

菌の混合感染時に死亡率が高いことが報告され

ており、菌の放出するプロテアーゼによるウイ

ルス活性化が注目されているヘ黄色ブドウ球

菌はプラスミノーゲンをプラスミンに活性化す

るスタブイロキナーゼを放出することが知られ

ておりヘインフルエンザウイルスと黄色ブド

ウ球菌の混合感染時に、感染部位でプラスミン

が生成される可能性が考えられる。本研究で、

プラスミンによるウイルス感染を制御するため

には、 LBS指向型の抗プラスミン剤 t-AMCHA

ではなく、新しい活性部位指向型のインヒピ

ター PASI535が有効であることが明らかにな

り、プロテアーゼ、・インヒピターによるウイル

ス感染防御の方策を in vitroの実験系で原理的

に示すことができた。
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Proteolytic activation of Sendai virus and its inhibition 
by active site-directed synthetic inhibitors 

Hijikata-Okunomiya A， Kataoka N and Konishi E 

Facu1ty of Hea1th Science， Kobe University School of Medicine 

ABSTRACT : To evaluate the efficacy of protease inhibitors in the protection of viral infection， we studied 

the activation of Sendai virus by serine proteases and its inhibition by synthetic inhibitors using LLC-MK2 

cells. Treatment with trypsin and plasmin increased the infective titers of Sendai virus dose-dependently， 

whereas thrombin and tryptase had no detectable effect on activation within the dose range used in the pre-

sent study. MNAPPA (( 2 R， 4 R) -4・phenyl-[Nα-( 7 -methoxy-2 -naphthalenesulfonyl) -L-arginyl]・ 2・

piperidinecarboxylic acid)， an active site-directed trypsin inhibitor， inhibited the trypsin-induced activation of 

Sendai virus. PASI535 (Nα-( 4 -aminomethylbenzoyI) -4 -( 3 -picolyloxy)ーしphenylalaninen-hexylamide) ， 

an active site-directed plasmin inhibitor， inhibited plasmin-induced virus activation， but the lysine binding 

site-directed plasmin inhibitor t-AMCHA (trans-aminomethylcydohexylcarboxylic acid) had no detectable ef-

fect. The present study provided an experimental basis for potential use of active site-directed synthetic in-

hibitors as preventive tools for viral infection. 

Key Words: Protease， Synthetic inhibitors， Sendai virus， Trypsin， Plasmin 


