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アヒルB型肝炎ウイルス (DHBV)に対する
グリチルリチンの抗ウイノレス作用

一一アヒル初代培養肝細胞における検討一一

田 キす 徹

広島大学医学部内科学第一講座 (1ニ任:町山相印l教段)
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B型肝炎ウイ/レス (HBV)に対する薬剤の抗ウイ/レス作用についての解析は， HBVとIliJじくへ

パドナ ウイ /レス科に属するアヒルB型肝炎ウイルス(DHBV)とその宿主であるアヒルをけい 、た

感染実験系を主に使用して行われている アヒル初代培養肝細胞における DHBV感染実験系は，

ウイ/レスのライフサイクルで、あるウイ/レスの肝細胞への吸若伝入，肝細胞|什でのウイ/レス介jN:，お

よび培養液中へのウイノレス政出が解析できるので，有用な実験系である 雫百ーは， DHBV DNA 

probe を作製し，アヒル初代培養肝細胞における DHBVの感染実験を行い， グリチ/レリチン

(GL)の抗ウイルス作用を検討した

GLは 1.0mg/mlの濃度では肝細胞毒性を認めなかったω 同濃度の GLをJliL、た実験にて，GL 

は DHBV接種開始時から添加するとウイ/レス増殖を抑制したが，接種終了時よりの添加てはウイ

/レス増殖を抑制しなかった。 また GLは肝細胞内の一定量 DHBVあたりの政出 DHBVfitを抑制

した。 しかし GLには DHBV粒子の不活性化作用はなかったむこれらの結果より， GLは肝細胞

毒性のない 1.0mg/mlの濃度で DHBVに対して抗ウイルス作用を示し， この GLの抗ウイ/レス

作用の機序としては， DHBVの肝細胞への吸着侵入と肝細胞からのウイルス放Hlの抑制か考えら

れ，肝細胞内での DHBV増殖に対する抑制作用や DHBV粒 fに対する直接的な不活性化作川に

よるものではなL、と 考えられた また， GLの50% inhibitory doseは 0.46mg/mlてあった

万， GLは 0.25mg/mlの低濃度では DHBVに対する抗ウイルス作用はほとんどI認められな

かった このことは，臨床で HBV感染症に投与されている GL冠ては HBVに対する GLの抗

ウイルス作用は軽微であることを示唆しており， GLのトランスアミナーゼ改善の機序として，こ

の抗ウイノレス作用は優位には働いていないと推測された
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抗ウイルス作用

B型肝炎ウイ/レス (HBV)の宿主域は霊長類のみ

と狭いため， HBVの動物実験系はチンパンジーを用

し、た限られた方法しかなく，また培養細胞を用いた

HBVの感染実験系も未だ確立されて L、ない 近年.

HBV類似ウイルスとして ウッドチャ ック肝炎ウイ

ルス (WHV)3O， リス肝炎ウイルス (GSHV)20，ア

ヒルB型肝炎ウイルス (DHBV)21が発見され，総称

してへパドナウイルスと呼ばれてレる6 これらへノ。

ドナウイルスは，血中で Dane粒子様の形態を呈し，

ウイルスの DNAは doublestranded DNAであるヵ.

4音gsingle stranded DNAてあり， jJ'J [J羽生の DNA

polymerase活性を有し，肝細胞に持続感染を引き起

こす，などの共通点を有する また，へパドナウイ/レ

スの臼lは，長期間にわたる持続感染によりその約上

にIlf痛を発生させ，特に WHVは HBV関連Ilf婚の

発生機序解明のモデルとして研'先されてL、る

4 万， DHBVはその宿主であるアヒルの入手や感

染実験カ・比較的容易てあり，ウイ/レスの持続感染状態
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を時・()~に作製てき る すなわち， ij昨化l官後のアヒルに

DHBVを接待すれば HBVとfiiJ様に持統感染状態と

なり.ま たアヒル初代倍長肝細胞 (以下アヒ/レ初代肝

細胞)に討しでも，出産j夜中への DHBVの添加によ

り感染か成 l止する このため，現在はも っぱらこのウ

イルスを!Th、た感染実験がri-われ，へパドナウイルス

の什成過紅やウイルス遺伝子の機能についての解析が

なされてL、る また HBVに対する薬剤の抗ウイル

ス作川ゃをの作川機!子を解明する子段としても，この

DHBVの感染実験系をfiJl、た検索がfTわれてL、る33

現{I:臨床ではB型慢性肝炎に対してグリチルリチン

(GL)を L成分とする強力ネ オ ミノファーゲンC

(SNMCJが投与主れており，肝機能の改善やさらに

はそのよ町長則投7-で肝組織像までも改書したと報告
されてレる8.11.12. 17.32 この GLは中薬11-草の主サポ

ニ ンてあり，グリチルレチン倣と 2分「のクVレクロン

円安が他fTしたものである ノド薬剤には抗炎爪作用，抗

アレ/レギ-('1ご川に)111え， JJく1長.';Ji;1たJ也1套ウイ/レス

(VZV)3， human immunodeficiency virus (HI 

V l I3.1~ など純々のウイルスに対し て抗ウ イ ルス作 11 1

が あ る と報行されている しかしながら， GL の

HBVに刈する抗ウイルス作用について検討した報fl 

は少ない

そこ で 悼行は DHBVDNA probe を作'製し，

Tuttleman35， Uchida36 らが確立したアヒル初代肝

細胞を使JtJlた DHBVの感染実験系を1Mいて， GL 

の DHBVに対する抗ウイルス作HJを検討した

材料 と 方法

アヒル初代肝細胞の作製

明I'f'化俺 2----3週の DHBV;Jド感染アヒル (11本産ペ

キンダック ) をJtJい， Seglen25の変法にてIIF細胞の

分閣をfJ-1た すなわち，麻~ドにて開胞し， I"J脈に

カニュー レーショ ン後.イl心IJ}を切開しiACIU路を作

1;¥(，伐に liifl付Ini.川緩衝液(0.5mM EGTA， 10 mM 

HEPES pH 7.4， Ca~ f (ー1Mg2+(ー1Hanl也被)

100 ml にて 前市，l*tを行 った 俺， collagenase 溶液

(10 mM HEPES pH 7.4， collagenase 0.5 mg ml， 

Hanks ì(~ 1 100 mlで!砕流し.消化し た肝臓を取り 11¥

し七 collagenase的液中に ζIJf細胞を分離し.細胞

懸i埼i(~を十イロ ン メ ッシ ュ て' lI.長 jf& l tι 500 rpm 2 

分間の~心により制胞をベ レ ツ 卜 と し， ;) % fetal 

calf serul11， 15 111M HEPES pH 7.4， 1 mg liter in-

sulin， 1.5 mg liter glucose， 0.01 111M prednisolone， 

300 mg liter penicillin， 100 mg liter streptomycin 

を添加し た L15 J庁長液¥Gibcofl製川こr'}i手段 3せ，

さらにこの遠心による細胞の洗沖操作を 2凶行った

肝細胞を L-15培養液に浮遊させ， トリパンブルーに

て細胞の生仔ギが90%以上であることを確認後，1 x 

105 cell/0.2 ml培養液/cm2の濃度でカ/レチヤーボト

ル (ファルコン社製プライマリアフラスコ )にまき，37 

OCの条件下で培養を行った 府長液交換は連日または

2 11に a度行った

2. DHBV-DNA probeの作製

DHBV陽性アヒル血清 (約1010virion/ml) 1 ml 

を20% sucrose 4 mlに毛層した後， Beckman SW 

50.1ローターにて 50000rpm 2時間遠心し， DHBV 

を合むペレッ トを得た この DHBVの DNAは dou-

ble stranded DNAであるが部 singlestranded 

DNAとな っている (partiallydouble stranded DNA) 

ため， DHBV が有する内内件ー DHBVDNA 

polymerase 活性を利用し， Kaplan らの }j法15.16に

て partiallydouble stranded DHBV DNAを com-

plete double stranded DHBV DNAとした次に，

proteinase K 溶液 (20mM Tris HC1， 0.1 M NaCl， 

5 mM EDTA， 0.5% SDS pH 7.4， proteinase K 0.5 

mg!ml1にて5rC12時間蛋(1を消化した後， フェノ-

lレークロロホルムで DNA を抽出し，エタノール沈

j殿にて DHBV-DNAをfJ;tた この DHBV-DNAを

TE溶液(10mM Tris HC1， 1 mM EDTA pH 8.0) 

に栴解した後， 1 % agarose gelにて電気泳動し，約

3.7 kb に ある relaxedcircular double stranded 

DHBV DNA のバンドを切り 出 し川4又した この

DHBV DNA と plasmidpYEJ 001 を制限酵:点

EcoR1にて処理後 ligationを行レ， DHBV-DNAを

pYEJ 001に組み込んだ plasmidDNA を作製し，

competent E. coliに移入したf表情養した 情養した

E. coli より plasmidDNA を抽11¥精製L.， この

plasmid-DNA を EcoR1 にて処j唱した後， 1 % 

agarose gelにて電気泳動を行い， 3.0 kbの cloned

linear DHBV DNA を同似した 得られた c10ned

DHBV DNAに randomprimer extention labeling 

il~4 にて 32P -dCTP をラベルし，約 108cprn!μgの

比hTi性を有する 32P-DHBVDNA probeを作製した

3. Southern blot hybridization 法制による

肝細胞内 DHBV-DNAの解析

採取した出遅肝細胞に proteinaseK 溶液を加え57

CI2IL'flb%Ue:させ，フェノールークロロホ/レム抽山後

エタノール沈澱にて核問委をflU11¥，次に RNase溶液

(20 mM Tris HCl， 0，1 M NaCl， 5 mM EDTA， 0.5% 

DS pH 7.4， RNase A 0.1 mg mllにて5rc1 f.t年間

反応1{:，proteinase K を 0.2mg mlの濃度 て加え2
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時間反応させ，フエノールークロロホルム抽11¥とエタ

ノー/レ沈澱をrTl、DNAを抽出し て TE俗液に溶解

した抽出 DNA符 10μgを1% agarose gelにて

電気泳動後 nylonmembraneにトランスファーし.

紫外線で同定した prehybridization 溶液(0.18M 

NaCl， 10 mM Na2HPO.¥， 1 mM EDTA， 1.0% SDS 

pH 7.4， 5 g!liter non-fat powdered milk， 0.01% 

sodium azide， 0.5 mg!ml salmon testis DNAJにて

prehybridization後， hybridization 栴液 (prehybridi-

zation溶液十 32P-DHBVDNA probelで68C 12H;J 

問 hybridization を行い， Kodak XAR 5 film で

autoradiographyを(jった

4. spot hybridization法による培養上清中及

び肝細胞内 DHBVDNAの測定24)

採取した出産 L消 1ml を20% sucrose 4 mlに，n
層し，Beckman SW 50.1 ロー ターにて 50000rpm 

2時間遠心して府産上清巾の DHBVをペ レツ トとし

た後，50μ!の TE昨液に丙斤避させ， この DHBV

溶液を nylonmembrane Iこspotし， DNAを 0.4N 

NaOH にて変性 さ せた後，紫外線で I ，~I定した 以トー

Southern blot hybridization と|【朴菜に prehybridiza-

tion， hybridization 及び autoradiography を行い，

film 仁の spot を densitometer に て定 iitし'

DHBV-DNA 肢を求めた 一部肝細胞より抽11¥した

DNAも spotし，肝細胞内の DHBVDNAを?と泣し

Tょ

5. DHBV陽性アヒル血清の調整

印字化後 111けのアヒ/レの腹腔1人jに DHBV防性I(rlrr'f

をJを陪し.DHBV t.'f杭!岳染アヒルを('1'1製し た J長持

後 7H 11に心臓係血に てアヒルJirl'(r¥"を採lLl.し， spot 

hybridization 法により血清巾の DHBVDNA r;干のiH11

定を行い， DHBV 陽性I[rl<t'fをアヒ/レ初代IJF制胞への

出陣用l血清とした

6. アヒル血清中の DHBV濃度の測定

DNA のー出品の、ド均分子量は約324て あり，

DHBVは 3.0kbpの ニ長鎖、DNAウイ/レス てあるこ

とより， DHBV 1 virionあたりの DHBVDNAは約

3X10-6pg と算 11¥される この結果 とI(llil'f 11'の

DHBV-DNA rr'(の測定伯より， f(Jl'(占rj1の DHBV濃

度を求めた

7. 薬剤

GL (ミノファーゲン製薬より供与)は Ca2・(ー)

Mg2~ - phosphate buffered saline (PBS (ー)1

に溶解 L，pH7.4に調整してHh‘た
8. GLの肝細胞毒性実験

アヒル初代flf細胞作製 2Ll後に号待{良i立の GL

を合むJì'Ht i(~ (0， 0.1， 1.0， 5.0， 10 mg ml)に抗換l

た H段位の Gし を汗むj庁長 H~に て ~ 11 1I \Lì'~ 11 J丹氏

液 交j換を f[ 1た佐， J{r.' jft 111制胞を0.01% EDTA， 

0.16% trypsin処J甲にて11'1収 Lた I"I~{ lたj日長細胞

r11の'1:-({制山政は卜リ パンブルーにて1I111~どし た か，

GL 1.0 mg/ml 以ドの添加灯では‘ conlrol 比較[

て生(r:制H胞数にゆiかなi?:は121Eめなか・3た (Fig.ll ぜ

こで GL1.0 mg ml添加併につい _rは， Gし を911 

間添加した後の午(O!T細胞数につい とも険".Jしたか.

control と泣はなか-)た ニれ1')の こと 上り ，GLは

1.0 mg/ ml 以ドの棋)立 て は 111 紺IJJ包 11) 1' 1 を'I.~. めな L 、土

考え られ， U ドの実!換は GL1.0 mg/mlの{112ほてr[
-) t二

9. DHBVの肝細胞への吸着侵入及び肝細胞内増

殖に対する GLの影響(実験 1) 

rtl~t 1の スケジュ ールは Fig.2Aにぷ lt:..ごとく

てあ り， DHBV ~産科はアヒル初代 111 和111包 f'l i~ ，¥il 11よ

り 2411 与1l~J([ )た すなわち. DHBV同什IfJl111j'を出仇

utl夏約 1000 て j庁長 1(~r l' に)J11 え ， 2411.1JIl¥P庁長後にI月五決

をIV1'JIし， PBS (ー)て :~ 1"IIJU'fl Lてよq吸J'lのウイ/レ

スを取り |味レた GLは 1.0mg / ml の It~1良 て .ウイ

ルス持何q同I(fill.'t(Q hr)， f主将1J/1ilfi 6 11剖Bj後 (6hrs)， 

12時間後(12hrs) ，及びJ妾将終 (11.1f(24 hrs)の作

時間よりI庁長液rl'lこ添加 L，ウイルスJ産科俺911 1."こ

I行主11F細胞を1111似して， IJi制胞 DNA を ~Ih11 ¥した

符11F紺ill包 DNA5μg を spot してnI約TI胞内の

DHBV DNA 止を 'ぷ 11¥-l. 1，，111.ケに Soulhern blot 

Duck Ilepatocyte 
( X 106 cells/buttle) 

• .. 41 .・、@、
2 

。
() 0.1 l.0 

Concentration {)f GL in medium (mg/ml) 

Fig. 1. Cytotoxicity of GL againsl duck 

hepatocytes in primary cullure. Duck 

hepatocytes were exposed to various concentra-

tions of GL in the maintenance medium for five 

days and lhen counted by lhe lrypan blue dye 

exc1usion method. 
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Fig. 2B. Southern blot analysis of 

DHBV DNA and amount of DHBV-DNA in 

duck hepatocytes. DHBV -DNA in 5μg of total 

DNA were measured by spot hybridization 

The amount of DHBV-DNA was expressed as 

the average value for each group. 

RC; relaxed circular double stranded DNA， 

SC; supercoiled DNA. 
Concentration of GL (mg/ml) 

Fig. 3. Inhibitory effect of GL on DHBV. 

From the beginning of DHBV inoculation， duck 

hepatocytes were cultured with GL (0.25，0.50， 

1.0 mg/ml) supplemented medium for nine 

days and then harvested. DHBV DNA in 5μg 

of total DNA was measured by spot hybridiza-

tion. Experiments were carried out in triplicate. 

なカ‘った

4. GLの DHBV不活性化実験(実験4) 

GLてウイ/レス粒「のliii処pgをffレ， ~左手下後 9 rl I1 

のHf細胞内 DHBVDNAを Southernblot 71;により

検出した (Fig.6J DHBVは GL1.0， 10 mg/ml併

ともに controlとl.fj程肢に用舶し，r;~ を認めなか った

5. 培養液中の GL濃度の検討(実験 5) 

GL 0.09， 0.80 mg/ml添加群とも倍長液中の GL

濃度は経時的にあまり変化な く，lf:i濃度状態か持続し

た (Fig.7)

6. DHBV DNA-P活性に対する GLの影響(実

験 6) 

in vitroての GLの DHBV-DNAP (，百円二に対する

LR:娃的な影響を検討したか， DHBV DNA P活性備

は， GLを 0.01------1.0mg/mlの作締濃度て添加した

すべての群 とも control と比杉 して 差はなカ‘っ た

(Fig.8! 

のバンドである supercoiledDNA， 1.4 kb 以 Fのス

メアーである singlestranded DN Aを認めたが， con-

trolと GL添加群の DNA泳動ノξターンには変化が

なく， DHBV-DNAの合成過程には差がなかった

次にウイルス接種開始時(0hr)より培養液中に各

傾濃度の GLを9円間添加した後，肝細胞 DNAを

抽出し，肝細胞 DNA5μgあたりの DHBV-DNA

lkを測定して control と比較した (Fig.3) DHBV 

に対する GLの50% inhibitory dose OD50) は，

0.46 mg/mlであった

2. 肝細胞からの DHBV放出に対する GLの影

響(実験 2) 

肝細胞への DHBV 接種終 f時より GL 0.0 

mg/ml)を培養液に持続的に添加して，ウイ/レス接

待後9日11の肝細胞内の 一定量ウイルスあたりの放出

ウイルス量を controlと比較した (Fig.4)

controlは 0.206::1:0.021(Mean::1:SD)， GL添加群

は 0.063土0.037であり， GL添加群の肝細胞から肱

出されたウイルス量は controlに比し有意に低値て

あった (p<O.OlJ

3. GLによる肝細胞前処理実験(実験 3) 

GLで肝細胞の前処理を千日 、 DHBV接陣後91I 

11の肝細胞内 DHBV-DNAを Southernblot法によ

り検出 し， controlと比較した (Fig.5J GL前処理

群の DHBVは controlと同程度に増殖し，長を認め

した 尚 GL10 mg/ml 昨では，ウイ/レス接種時に培

養液中の GL濃度は希釈されて 0.3mg/mlになるた

め， controlと GL1.0 mg/ml群にも，ウイルスJ妾種

時に府養液中の GL濃度が 0.3mg/mlになるように

GLを調節し添加した ウイルス接陣後24時間11に培

養肝細胞を PBS(一)で洗浄し，その後は各群とも

GUー)の出ー養液で培養し， ウイルス接縄後 911 11の

IJf細胞内の DHBV-DNAを比t絞したむ

13. 培養液中の GL濃度の測定(実験5) 

アヒル初代肝細胞作製 211後より， 0.09 と 0.80

mg ml の濃度の GL を含む情養液に置換し， II~{換時

より48時間後まで経時的に培養液を採取し，採取した

I育英液中のGL濃度を測定22 した

14. DHBV-DNA polymerase活性に対する

GLの影響 (実験 6) 

DHBV 陽性l血清を超遠心により濃縮し て得た

DHBV溶液に， GLを最終濃度ヵ、それぞれ 0.01，0.1， 

1.0 mg/ml になるように添加して， DHBV DNA 

polymerase (DHBV DNA-P)活性を測定し，試験

管内での DHBV-DNAP 活性に対する GLの影響を

controlと比較した この DHBV-DNAP活性の測

定には 3HdTTを使用し， Kaplan らの}j法15.16'に

準じた

15. 統計学的解析

成績の統計学的解析は ， 二昨聞の比較にたIし

Mann Whitney検定を用い， p<0.05以下を有怠差

あり とした
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Fig. 2A. Experimental design. Duck 

hepatocytes were inoculated with DHBV-

positive duck serum for 24 hrs. Duck 

hepatocytes were cultured with GL free 

medium (controll or GL (1.0 mg mlJ sup-

plemented medium from the indicated times (0 

hr GL------24 hrs GL) and then harvested nine 

days after inoculation 
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1. DHBV の肝細胞への吸着侵入及び肝細胞内増

殖に対する GLの影響 (実験 1) 

ウイ/レス接陣後9卜111の Southernblot法による各

群のIIf細胞内 DHBV-DNA解析と DHBV-DNA量

の平均値を Fig.2Bにぷした

各昨の DHBV-DNA量を controlと比較する と.

ウイルス接稀Il年(0hr""'-'12 hrs)から GLを添加した

群のIjf細胞内の DHBV増摘は32""'-'42%に抑制主れ，

その内でもItLJ切より GLを添加した昨において抑制

が強い傾向を認めた しかし，接待.終 f時 (24hrsJ 

から GLを添加した昨では， DHBVは controlと同

限度にj哲殖し， GLによる DHBV増嫡抑制lは認めな

かった また Southernblot法による解析において，

control 昨では DHBV-DNAの肝細胞内での稀々の

ιι様式， すなわち 3.7kbのバンドてある relaxed
circular double stranded DNA とそれ以下のスメ

アーてある partiallydouble stranded DNA， 2.0 kb 

績成

hybridizationを行い， GL (一)の府長液で培養した

controlと比舵した 実験は duplicateで行った

1 Q. 肝細胞からの DHBV放出に対する GLの影

響(実験2) 

定験 2は，定験 !とIJij様の }j法でt育英Hf細胞に

DHBV 持傾を24fl与問fJレ， PBS (一)で洗浄後より

述11l.0 mg/mlの濃度の GLを含む情養液にて府長

決を交険し， ウイルス搾陣後91'1円のI育英ーと消と情養

IJ l' *111胞を保lf)(した ，としてJ庁長上清巾と肝細胞内の

DHBV DNA 1ftをil11J定し，培長l-.清中の総
DHBV DNA :止をtJf細胞内の総 DHBVDNA吐で害IJ

) t-前，すなわちIJr細胞内のー'ぷ吐ウイルス あたりの

快11¥ウイ lレスli;を GLtー)のよ庁長液で防長した con-

trolとJt'l立し た

11. GLによる肝細胞前処理実験(実験 3) 

ア ヒ Jレ初代 ~r 納IJJ包 f'l' i製 -~~ r 1上り， 24f1寺I}司GL を

l.0 mg mlの浪l良て.J ì'~ 長液rllに添加|し，PBS(ー)で

札仰向 GL (-l のj-('i fi: ì{~ に íi"l~換 L て DHBV 持柿を24

11年Il¥JfJ し. との{をも GLtー )のj庁長液てt庁長し. ウイ

'レλJ庄師怜り 1111のIJI~111 胞|人j の DHBV DNAを GL

仁川市111))包をliiji(!1J1HL C しない controlと比較し た

12. GLの DHBV不活性化実験(実験4) 

仁験4では， DHBV 陽ドI'.lflL<r'j' (約1010virion ml! 

に GLを1，H宅設1([カ・ 1.0lえび 10mg mlになるよ う
こ t試験什 IJ~ こ 加 ，七 ( con trol は PBS ~-Iを添加1)，37 

Cζl H .'ilHJ イ ン キ ュベー 卜 した i~ ， j-庁長IH細胞に持陣
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Fig. 4. Suppression of the release of DHBV 

by GL. The ratio of DHBV DNA released into 

the medium to DHBV DNA in duck 

hepatocytes was measured on the ninth day 

after inoculation 

考 察

.iu: ~-， ~ . B It!↑母性IJr炎に対する治1京薬芹IJは多 く|出発 C
れてL、るが ， これら~斉IJの抗ウイルス作川を検定する

in lIiuoの'ι!肢は， uこ HBVとIriJじへパドナウイル
ス刊に11.(，する DHBVと，せの前，-:であるアヒルをrll

いた感染主験系を使川 してfJわれている -}j， 同様

の険II.tを(J・.)IJI細胞Jr'';j主系と Lては， ヒ 卜肝1W:庁長細

胞株 (HepG2lへのク ローン化 HBVDNAの嘩人

(transfection 1による HBVのIJf細胞内什h立と前長波

r1 1 への lj~H\ 丈験系26.31 と. DHBVとアヒル初代肝細

胞をIlll、た感染定験系がある 前 丹の'た!検系は，ヒト

IJli:\:; 制 11)1包を(~川しているので\ ヒ卜インターフエロン

すの何特異刊を (Jずる金作IJについての)jf細胞jl、lでのウ

イルス iil}(に刈寸るfAウイ/レス1'1')11を検討19 できる

利f人があるが. クローン化 HBVDNAを{ヒマ:j栄作に

より 1I1制胞|人]に将人寸るため， HBVのIJF細胞へのl吸

tif-.(人に丸Jfる前析はて Jない それに付 L. iをおの

U怜系は DHBVをIIll、てL、るが.ウイルスのライフ

サイクルてあるウイルスのl}f細胞へのl吸nf.):人.IJf細

胞内でのウイルス iil}(. およびj庁長液rl'へのウイルス

lj'<: 11 ¥が解析で主る利J'.'.'.カ¥仇る

j見(1B 町!↑~l{Jlllf 災 lこ~•. t-jるめ1市と Lては，抗ウイル

('1 !l1をn-っ怯存IJでふるイン々ーフエロンや adenine

RC-

SC-

Control GL l.Omg/ml 

Fig. 5. Pretreatment of duck hepatocytes 

with GL. Duck hepatocytes were pretreated 

with GL (1.0 mg/mlJ supplemented medium 

for 24 hrs before inoculation of DHBV. From 

the start of inoculation， duck hepatocytes were 

cultured with GL free medium for nine days 

and then harvested. DHBV DNA in duck 

hepatocytes were detected by Southern blot 

analysis. 

arabinoside (Are A l などか臨休応!l 1~ れている もの

の，その効'*は必すしも充分ではなレ また GL を

l ~ !J¥(分とする SNMC も臨床上多111されているが，

SNMC nl)二の Lな"的としては，鈴木ら32がlりjらか
にしたように. トランスアミナーゼ改持を期待しての

使川てある この GLのトランスアミナーゼ改斉の

機け;としては.本義斉IJのステロイド様作川18 1I f細胞

映友定化作川23.27 natural killer 凶作の用強if'1')1I ~ 

などかぷH安さhているか， ~与"は. GLの HBVに士、I

-tるthウイ Jレス作川を検討-fる11fÍ~J て . DHBV をr!1

111村:アヒル HBVに対するグリチルリチンの抗ウイルス('， 111

GL GL 

10mg/ml 

Kb 
Kb 

fE E [1n附1

I，GL州)町Iml
~ 0.80 
U 』J

-4.4 、令0ーー・

-4.4 

RC-，i 
23 0.40 

i rυにq 1 1~伽g/ml
計九-2.3 咽E l'帯 司曹

0.10。()()()--o-一一一ο
-2.0 δ o  2 6 12 

Time (hrl 

-2.3 Fig. 7. Concentration of GL in the medium 

C- ;漉_ l' 凋_! -2.0 
of duck hepatocyte primary culture. 

Control 
1.0mg/ml 

Fig. 6. Inactivation of DHBV with GL 

DHBV were pretreated with GL at various con. 

centrations for 1 hr at 37 oC before inoculation. 

From the beginning of DHBV inoculation， duck 

hepatocytes were cultured with GL free 

medium for nine days and then harvested 

DHBV DNA in duck hepatocytes were 

detected by Southern blot analysis 

いてアヒル初代IjF細胞におけーる!感染実験をfJった

GLは DHBV~主種開始H年から添加する と DHBV

m舶を抑制lしたか， f妾待:終 (H、干よりの添/Jllてはウイ/レ
ス増舶を抑制しなかった このニとより. GL は

DHBVの!感染初j胡段附，すなわち肝細胞へのI弘行似

人を抑制するか.その後のIlf細胞I)'Jでのウイルス核問委

fT成は抑制 しないと考えられた また GLはIjf制胞

[人jの一定位 DHBVあたりの欣11¥DHBV 止を抑制IL

たことより ，GL は肝細JJ包からの DHBVの放If¥もjfjl

;tIJしていると考えられた しカ‘し GLには DHBVP 
fの不同性化作HJはなかった

馬場ら3 は，防長細胞感染実験において GLが 1](

4':i .慌状抱疹ウイルス IVZV に対して抗ウイルス

作用を認め. GL の VZV に汁する ID:;n は 0.55

611 
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Fig. 8. lnhibitory effect of GL on 

DHBV DNA polymerase activity. Experimenls 

were carried out in triplicate 

mg/mlてあり， 二の GLの VZVfill~ìIJf， ')11 機!ト と l

て VZV のヒト llfì リ日北京甘え制1111包への似人 m~'I~-Ijと制 11臼 b ・

らの VZV }jI，.[ II\ の抑制カ • 1) ~I唆され仁と部 ~ I ， Lており，

DHBVと VZVに付する GLのウイルλ1111:1，11('，-)11は

矧似 Lた機If:によると.J5えられfニ ニの GL の

DHBV IVJ.，{f似人に対する抑制!の間r(ftlリ1CJかアはな

L 、か • DHBVを GLてliii処JIJl.Iアもウイルスィ、(，r，化

('j' fIlは n.~ められず，ま t_Ji~ fi)j I制!胞をウイルス出府'liIf

に GLてliij処flJlL ，ウイルス持何開始"'f上り GLを

合まなl1:計持政てi庁長!ても DHBVのIVi./1U人はt)11

市1I~れなカ・ったことより. DHBVのl以/;U人trllrt~IJ に

は.IYllf似人H'fに GL/)イ{イ1:するニとん・ 4記、製てある
と考えられfニ 伊藤ら13.14 は. MT 4 制胞への

human immunodeficiency virus ( HIV ) 感染七月~に
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対する GL の抗ウイルス作用を plaqueforming 

assay 法にて倹Jした とこ ろ， GLは HIVによる

plaque形成を 0.5mg/mlの濃度で完全に抑制し，

GLの ID50 は 0.125mg/mlてあったと報告してい

る また MOLT4細胞をr!J~ 、た実験より ，HIVに

対する GLの抗ウイルス作用機Jfとして， HIVがレ

セプター てある細胞の CD4 と結介すると .細胞の

proteinkinase C によ って CD4がリン円安化され，そ

の札県 HIV か制U~包 l付に似人-1""る 5 か， GLはこの

proteinkinase C を抑制するために HIVの細胞内へ

の民人を抑制JLてL、ると考察している

このように GL は， DNA 型ウイルス WHBV，

VZVlのみならず RNA型ウイルス (HIVlに対し

ても抗ウイルス作Jllを認めた それぞれのウイルスに

川ずる GLの 1Dsoは， HIVに刈してのみやや低濃

佐てあるが.GLの抗ウイルス作111がウイルスの細胞

への感染ぽ|併に対するifn;tilJであることは共通である

これらのウイルスはすべてエンベロープを むすること

より， GLは DHBVの細胞への感染段|明でウイルス

のエンベロープのレセプターに作刑してウイルスのl吸

行何人を1Jl J ~I; IJ. もLくは HIVと同様に細胞(HlJのレセ

。ターに作JTiして抑制している可能門:カ、考えられる

また GLはliIJ.i主した VZVとr'iJ様に DHBVに対して

もウイルス政11¥1liJrt;1]作用を認め.興味ある現象と考え

られたが.その機け:はがl羽である

ー}j， GLには iη vivoにおL、てインターフエロン

ぽ起能かある といわれているしわが，今IrJlの実験にお

ける GLの DHBV抑制機rfとインターフエロンの抗

ウイ 1レス作Jllの機Jfは明かに異なることから.今[叶の

GLの抗ウイルス(Ifnlは，インターフエロンの誘導に

よるものてはない と弔えらuた

DHBV践的のりI細胞内での作成過料は， IJT細胞に

感染 lた DHBVの genomeヵ、 supercoiledDNAと

なり ，それを針jI~I! と して pregenome RNAが作られ，

次に逆転万四千点によりマイナス鎖 singlestranded 

DNAヵ、できた後.DNA polymeraseにより partially

double stranded DNAになる と考えられている29

ウイル λ怯円安ttl正をPll'，l:{する抗ウイルス庁IJには，ac-

tinomycin D などの RNA転ツ山古1fiJ，HIV感染t主

の治療ょ~~である 3' azido 2¥3' dideoxythymidine 

( AZT l などの 逆転写両事長 ~H宵削 . Ara A などの

DN A polymerase ~ll'，i;.1fiJ などヵ、あるか，今凶の rlt験

で GLはfJl制胞内の DHBV防的行成をド11市IJlておら

寸， GLにはしょのよ うなilT細胞内でのウイルス核問委

合成過れに対するド1l'，J.;('1' JtJはないと考えられた 実際

に GLに上る DHBVDNA P ~Il'h(乍JlJの釘無につ L 、

ては確認のための検討を行ったが， GLは l.0mg/ml 

の濃度ても DHBV-DNAP 凶行:を|山芹しなかった

また GLには HIVの逆転写酔点反応に対しても問書

作川はないといわれており 13 このことは著者らの結

果と ー致する

しかしながら.この DHBVに対する GLの抗ウ イ

ルス効呆は， GL 1.0 mg/mlの濃度で も肝細胞へのウ

イルス感染は完全には抑制できておらず，ウイ ルス感

染防御とレう点からみると不完全であるとし、える こ

のこ とは，間 vivoでの DHBVの感染実験におレて

GLには感染予防効果はなかったといヲ高野らの報

手[34 を長十J'ける結果である

臨はにおける B型慢性肝炎の治療として， SNMC 

がlよく使用されているが、投Vf量は通常 40ml (GL 

80 mgl / F-iで，この量での無効例に対しては 100ml/ 

Hの大量投与が行われている ヒ卜に SNMC を

100 ml静注すると ，投与l白後の血巾 GL濃度は約

0.04 mg/mlであ り，その後代謝され経時的に低下す

る10 それに対し，今[口lの4長験で示したよヲに， }古護

液中の GLはほとんど代.iH~れず，添加時の GL 濃

度を保った状態での DHBVに対する GLの ID50グ

0.46 mg/ml と高濃度であり， 0.25 mg/mlの濃度の

GLでは DHBV増硝抑制効果はほとんど認めらなヵ、

った 以とのことを直接 HBV感染症にあてはめる

ことは(間々の患者の血中ウイルスf置が H定でないため

難しL、か，今やlの実験結果は，現化臨床で使用されて

いる SNMC量では HBVの肝細胞への感染を完全に

は防御できないロI能性をぷl疫している また SNMC

の 100ml大邑投与を(J¥'、 f年将iHBV閃Tに対する

SNMCの影響を検討した報Piでも，償須賀ら37 は

SNMCは HBVに対してステロイド様作片jをぷし，

ウイルスの哨殖を助長する と述べ ， [1 lJlf'8.9 ， 
SNMC投与巾の HBV マーカーの推移は natural

courseに近レ変動であると述べており， Id，j報特とも

GLは抗ウイルス的には働いていなL、こと を心唆して

いる これらのことより， B 型慢性肝炎にみtLて臨床

て使用されてL、る GL 量では.血中のウイルスのIJト

細胞への感染と肝細胞からのIjj(:IHの抑制は軽徴なもの

てあ り， GLのトランスアミナーゼ改蕎の機rf:として

は，Ir'U主的な抗ウイルス作用よりも，前述したステロ

イド様作川や肝細胞股安定化作川などが重要であると

考えらuた

'11命文の要情は.第26f日lll-t:fJl臓学会総会 (1990年

6 Ij. *J~( l において 発点 した

111村 ・アヒル HBVに対するグリチルリチンの抗ウイルス竹'Hl 613 

謝辞

稿を終わるに臨み，終始懇切なる御指導，御校閲を

賜った恩師-梶山悟朗教授，広島大学医学部細向学教

室 ・吉田哲也教授に深甚なる謝意を長します また出

接御指導を賜った広島大学医学部附属病院放射線部

中西敏夫講師，広島大学医学部第一内科ザ:教室・占川

正哉博士，DHBV陽性アヒル血清を供与していただ

いた島恨医科大学第 2内科 -島田宜浩前数段，及び

GL濃度を測定していただいた富山医科薬科大学 グ

野三郎教授に深く感謝の怠を長します また終始御協

力を頂いた広島大学医学部第 4内科学教室のJ丹比に心

より感謝致します

参考文献

1. Abe， N.， Ebina， T. and Ishida， N. 1982. 

Interferon induction by glycyrrhizin and glycyr-

rhetinic acid in mice. MicrobioL ImmunoL 26 

535-539. 

2. 荒井澄夫，粟田口敏一 1981. ヒ卜NK細胞の日

性肉 f，p.221 240 水野，武谷，打!II (編)，

続生体防御の機構 東京大竿出版会.

3. Baba， M. and Shigeta， S. 1987. Antiviral 
activity of glycyrrhizin against varicella zoster 

virus in vitro. Antiviral Res. 7: 99 107. 
4. Feinberg， A. P. and Vogelstein， B. 1983. 
A technique for radiolabeling DNA restriction 

endonuclease fragments to high specific activi-

ty. Anal. Biochem. 132: 6 13. 

5. Fields， A. P.， Bednarik， D. P.， Hess， A. 

and May， W. S. 1988. Human immunodefi-
ciency virus induces phosphorylation of its cell 

surface receptor. Nature 333: 278 280 

6. Gust， I. D.， Burrel1， C. J.， Coulepis， A. 

G.， Robinson， W. S. and Zuckerman， A. 

J. 1986. Taxonomic classification of human 

hepatitis B virus. Intervirology 25: 14 29. 

7. 林芳郎，中田勝彦，麻生久，鈴木富士夫，石

田名香雄 1979. グリチルリチン製剤のインター

フエロン誘起作月J. 薬用と治樹 7 : 3861 3864 

8.日野邦彦 1983. Ijf疾患の治療一最近の動向，

Glycyrrhizin剤による治療.医学 と薬γ 9

739 747. 

9. 日野邦彦 1986. B型慢性肝炎の治療， Sl¥MC 

肝胆梓 13・553-560

10. 日野邦彦，宮川 浩，藤岡高弘，丹羽寛文 1987. 

慢性肝炎，グリチルリチン.治療学 19 : 204 208. 

11.日野邦彦，宮川 浩，高橋淳，熊田博光，池田

健次，吉場朗，太田康幸，鈴木宏 1986.慢

性活動性肝炎の肝組織に及ぼす強 j)ネオミノフ

アーゲンシ- SNMC 大量療法の効果.肝肌

11平 13: 797 807 

12.日野邦彦，宮原透，宮川浩，藤倉覚，岩崎

政明，高橋 淳 1981. 内外Ijri九也、に対する強iJ)

ネオミ/ファーゲン Cの大 :1¥-(100mll j~û、

IHllnJlf 3: 137 146 

13. Ito， M.， Nakashima， H.， Baba， M.， 

Pauwels， R.， Clercq， E. D.， Shigeta， S. 

and Yamamoto， N. 1987. Inhibitory effect 
of glycyrrhizin on the in V1lr，οinfectivity and 

cytopathic activity of the human immunodefi-

ciency virus [HIV lHTLVlIl/LAVl J' Antiviral 

Res. 7:127 137. 

14. Ito， M.， Sato， A.， Hirabayasi， K.， 

Tanabe， F.， Shigeta， S.， Baba， M.， 

Clercq， E. D.， Nakashima， H. and 

Yamamoto， N. 1988. Mechanism of in-
hibitory effect of glycyrrhizin on replication of 

human immunodeficiency virus (HIV). An-

tiviral Res. 10: 289 298. 

15. Kaplan， P. M.， Greenman， R. L.， Gerin， 

J. L.， Purcell， R. H. and Robinson， W. 

S. 1973. DNA polymerase associated wilh 

human hepatitis B antigen. J. Virol. 12 

995 1005 

16. 吉川正哉 1986. B 担似性JlI.j矢，也、における HBV
specific DNA polymerase i月刊Jこ I~Jする胎';J~ JII.) 研

究. 1.ム品大学医学雑品 34 : 881 899. 

17.熊田博光，吉田行哉，池田健次，小宅映士，吉場

朗，遠藤雄三，新田恭子，藤沢きくえ，瀬戸幸子，

塚田理康 1982.慢性111炎におけるIfUu1jトランス

アミナーゼおよび肝生検組織像b‘らみt.ゲリチ/レ

リチン製剤の効果の比較償川Ij11J11.Jltt 4: 457 

462. 

18. Kumagai， A.， Yano， S.， Otomo， M. and 

Takeuchi， K. 1957. Study on the cor-
ticoid like action of glycyrrhizin and th 

mechanism of its action. Endocrinol Jap. 4 

17 27. 

19. Lampertico， P.， Malter， J. S. and 

Gerber， M. A. 1991. Development and ap-
plication of an in vitro model for screening an-
ti hepatitis B virus therapeutics. llepatology 

13 :422 426. 

20. Marion， P. L.， Oshiro， L. S.， Regnery， 

D. C.， Scullard， G. H. and Robinson， W. 

S. 1980. A virus in beechey ground squirrels 

that is related hepatitis B virus of humans. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2947 2944. 

21. Mason， W.， Seal， G. and Summers， J. 

1980. Virus of ducks with structural and 

biological relatedness to human hepatitis B 

virus. J. Virol. 36: 829 836. 

22.中野直子，加藤弘巳，鈴木英彦，中尾完英，矢野

三郎，金同文雄 1980. クリチ/レレチン椴および



614 広島大学t失"f:雑誌.39 (6 l， 、v-3・12JJ 

グリチルリチンの酔ぷ免4支出IJ定法 (第 l報 第2

鮒! 長rq{と出城 8 : 4167 4173 

23. 沖田極，野田健一，近藤信夫，水田実 1975

IJH矢忠治療柴の作川に関する-4¥i礎的検討 (I 1 

Glycyrrhizinの Dgalactosamine IJ f障古ーにおIす
る作JIJ. IJ r臓 9・620-628.

24. Scotto， J.， Hadchouel， M.， Hery， C.， 
Yvart， J.， Tiollais， P. and Brechot， C. 

1983. Detection of hepatitis B virus DNA in 

serum by a simple spot hybridization techni-

que: comparison with results for other viral 

markers. Hepatology 3: 279 284. 

25. Seglen， P. O. 1975. Preparation of isolated 
rat liver cells. Meth. Cell Biol. 13: 29-83. 

26. Sells， M. A.， Chen， M. and Acs， G. 1987 

Production of hepatitis B virus particles in Hep 

G2 cells transfected with cloned hepatitis B 

virus DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 

1005 1009. 

27 志気保子，白井厚治，斉藤康，吉田 尚，若新

政史，熊谷 朗 1984.遊離IJ吋lllfl包からの卜ラン

λfミナーゼillll'，に 及ぼすグリチ/レリチンの影

押.不11民医薬学会誌 1 : 11-14 

28. Southern， E.九1. 1975. Detection of specific 
sequences among DNA fragments separated by 

gel electropho1'esis. J. Mol. Biol. 98: 503 517. 

29. Summers， J. and Mason， W. S. 1982. 
Replication of the genome of a hepatitis B like 

virus by reverse transcription of an RNA in-

termediate. Cell 29 :403 415 

30. Summers， J.， Smolec， J. M. and Snyder， 

R. 1978. A virus simila1' to hepatitis B virus 

associated with hepatitis and hepatoma in wood-

chucks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 

4533 4537 

31. Sureau， C.， Romet Lemonne， J.， 
Mullins， J. 1. and Essex， M. 1986. Produc-
tion of hepatitis B virus by a diffe1'entiated 

human hepatoma cell line after transfection 

with cloned circular HBV DNA. Cell 47 

37 47. 

32 鈴木 宏，太田康幸，滝野辰郎，藤沢 j列，平山

千里，清水直容，麻生芳郎 1977. 強)Jネオミノ

ファーゲンCの慢性IJf炎に刈する治出効'*につい

て一二'Yi盲検法による検討一.医学:のあゆみ
102 : 562 578 

33. Suzuki， S.， Lee， B.， Luo， "人， Tovell， D.， 
Robins， M. J. and Tyrrell， D. L. J. 1988. 
Inhibition of duck hepatitis B virus replication 

by purine 2'， 3'-dideoxynucleosides. Bioch. 

Bioph. Res. Com. 156: 1144 1151. 

34. 高野 進，小俣政男，奥田邦雄，大篠正雄 1989 

Hepadna ウイルス感染IJli:，'J:に及ぼすウイルス
WHBV)投与lU唱 f昨Wl.およびグリチルリチン
投与の脳幹.肝臓 30 : 723 726. 

35. Tuttleman， J. S.， Pugh， J. C. and Sum-

mers， J. W. 1986. In vitro experimental in-
fection of primary duck hepatocyte cultures 

with duck hepatitis B virus. J. Virol. 58: 17 25 

36. Uchida， T.， Suzuki， K.， Okuda， Y. and 

Shika ta， T. 1988. In vitro transm ission of 
duck hepatitis B virus to primary duck 

hepatocyte culture. Hepatology 8: 760 765. 

37 横須賀収，小俣政男，伊藤よしみ，内海勝夫，森

順子，奥田邦雄 1982. Glycyr1'hizin人日投与に

おけーるB型肝炎ウイルス I)~ r-の検討 IJF腕 23 
750 759. 

111 村 ーアヒル HBVに対するゲリチルリチンのt九ウイルス('，.川

Antiviral Effect of Glycyrrhizin on Duck Hepatitis B Viru 
一一一Effectin Duck Hepatocyte Primary Culture-一一

Tohru TAMURA 

The First Department of Internal Medicine， Hi1'oshima Unive1'sily School of Medicine 

Wi1'ector: Prof. Goro KAJIY AMA) 

615 

The antivi1'al effect of glycyrrhizin (GLl on duck hepatitis B virus WHBV) which belongs to thc hapadna 

virus family as well as human hepatitis B virus (HBVl was studied in duck hepatocyte prima1'Y cullure. The 

cultured duck hepatocytes were inoculated with DHBV for 24 hrs. On the ninth day afler inoculation， 

DHBV DNA in the hepatocytes and the medium were analyzed using DHBV DNA probe. 

GL showed an antiviral effect on DHBV at a concenlration of 1.0 mg/ml withoul cyloloxicity agaisl the 

hepatocytes. The 50% inhibitory dose nDsol of GL was 0.46 mg/ml. As fo1' the mechanism of lhe anliviral 

effect of GL， the present results suggested that GL has inhibitory effects on the absorplion， penelralion and 

release of virus particles， but does not inhibit virus replication in the hepalocyles nor direcLly inactivale the 

vi1'us particles. 

The antiviral effect of GL on DHBV proved to be weak at a concentration of 0.25 mg ml. This resulL 

leads to the conclusion that the anti HBV effect of GL is very weak or negligible at lhe serum concenlratlOn 

of GL (< 0.04 mg ml)， which has been usual clinical dose in patients with hepatilis. 


