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レクチンによる狂犬病ウイルスの凝集

武内,惠理子,牧野芳大,三舟求真人

長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学部門

Agglutination of Rabies Virus with Lectins

Eriko TAKEUCHI, Yoshihiro MAKINOand Kumato MIFUNE(Department of Virology, Institute
for Tropical Medicine, Nagasaki University)

Abstract : Wheat germ agglutinin (WGA), concanavalin-A (con A) and ricinus communis

agglutinin (RCA_60) were used to study agglutination of purified HEP-Flury strain of

rabies virus. The degree of agglutination was estimated by determining the recovery of

infectivity, HA activity and CF activity of the resulting virus-lectin aggregates after in-

cubation of the virus with lectins for 60 min. at room temperature. The aggregates were

reversed by N-acetyl-glucosamine for WGA aggregates, by ƒ¿-methyl-mannoside for Con

A aggregates and by galactose for RCA_60 aggregates before assaying biological activities
of the virus. The results showed that the maximum virus agglutination occurred when the

WGA and Con A were used at a final concentration of 500ƒÊg/ml, and the recovery of the

infectivity was 99.98% and 93.3%, respectively. However, when RCA_60 was used at a

final concentration of 250ƒÊg/ml, the recovery of the infectivity was as low as 1.1%.

The solubilization of the virus glycoprotein was attempted with three different detergents

(Triton X-100, NP-40 and saponin) using 3H-glucosamine labelled virus. Treatment of

the virus with Triton X-100 at final concentrations of 0.25% and 2% and with NP-40 at

a final concentration of 0.25% resulted in the disruption of more than 85% of the virion,

as indicated by the release of radioactive virion subunits. Saponin was not effective in

solubilizing the glycoprotein, at least in the present test conditions. These results appear

to indicate that the rabies virus glycoprotein may be isolated from the virion either with

Triton X-100, or with NP-40, and purified by WGA or Con A affinity column chromato-
graphy.
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H実B　聘*m.*mi*

狂犬病ウイルス-ン第へエロ-プは,脂質層と3種類

の蛋白質より構成されている(Sokol et al･, 1971).

これらの蛋白質のうち, 1つほ糖蛋白であり,これ

はウイルスのスパイク部分を構成しており,中和抗

体産生を誘導する唯--のウイルス抗原である(Wik-

tor et al., 1973; Cox et al., 1977)･単離された糖

蛋白の種々の性状についてほ,これで免疫された動

物は,不括化ウイルスワクチンで免疫された場合よ

りも,狂犬病ウイルスに対する感染防御効果が高い

という報告(Wiktor et al., 1973: Atanasiu etal･,

1976; Cox et all, 1977)等があるが,今後解明さ

れなければならない不明な点が多く残されている.
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また,精製された糖蛋白に対する抗体が得られれ

ば,ウイルス感染過程における糖蛋白の生成,感染

細胞表面に出現するウイルス抗原の性状の研究等に

非常に有用である.これまで,狂犬病ウイルス糖蛋

白の精製にほ,非イオン性界面活性剤で処理した後,

等電点電気泳動法を用いる方法(Dietzschold et

al･, 1978),ショ糖平衡密度勾配法を用いる方法

(Gyorge et al･, 1971)など,種々の方法が用いら

れてきた.

一方,エンベロープを持つウイルスの多くが,エ

ンベロープの多糖休部分とレクチソとが反応するこ

とにより凝集されることが知られている,これま

I,ミグソ,パラミグソ及び,アルポウイルス等が

Concanavalin Aにより　(Oram et al･, 1971:

Okada et al., 1972; Becht et al., 1972; Calafat

et at. , 1972; Birdwell etal., 1973; Yoshinaka et

all, 1975: Akashi, 1976),また,シソドビスウイ

ルスがRicinus communis agglutinin (RCA60)に

より凝集される(Birdwell etal., 1973)こと等が

報告されている･

この研究では,狂犬病ウイルスと二･三のレクチ

ソとの相互作用を調べ,狂犬病ウイルス糖蛋白の精

製に,レクテンのウイルス凝集能が利用される可能

性について検討した.

材料　と方法

ウイルスおよび感染価測定

国立予研,近藤博士から分与された狂犬病ウイル

スのHEP-Flury株を用いた.ウイハLハスを栗朋台児細

胞にmultiplicity of infection (MOT) o.ol focus

forming unit (FFU)第cellで感染させ, 1時間吸

着させた後, 0･375%牛血清アルブミン(BSA)杏

含むイーグルMEMを加え, 37-C,3日間培養L,

この培養上澄をウイルス液とした,ウイルスの感染

価はSmith et aL (1977)の%方法Iシ測定した.

ウイルスの精製

培養上澄を3,000rpm 30分低速遠心Lて細胞成分

を除いた後, 7%にポリエチレングリコール6,000,

および2.3%に塩化ナトリウムを加えて, 4-C一夜

培養後　4,000 rpm 30分速3Lンした.沈澱を少量の

-チレエ第ゾIYアイエバ四酢酸ニナトリウム加ナトリウム

トリスエエッファー(NTE　ハエッファー) pH　7.8に

浮遊させ,これを30%グリセロ-ルグッショソの上

にのせて　23,000rpm60分(ペックマンSW50･1

ローター%遠心し,沈澱を少量の　NTE　ハイツファ

ーに浮遊させた後,セファデックスG-75　カラム

でゲル濾過を行った　280nmに吸収のあるフラグシ

ョソを集め, SW41ローターで26,000 rpm 60分遠

3Lシした後,沈澱をNTEハエッファーで浮遊させ,

塩化セシウム密度勾配の上に乗せ, 26,000 rpm　で

150分(SW 50.1)遠3Lエした後,ウイルスハエン第ドを

採集し, NTハエヅファーで透析した.

ウイルスの7イソト,プ標識

狂犬病ウイルスを3H-グルコサイエ第でラへライルする

ため,まず細胞にウイルスをMOl o.ol FFU第cell

で感染させ, 1時間吸着させた後　o.375%BSAを

含むイーグルMEMを加え, 37-C　で30時間培養

Lた.その後,培養液を3H.グルコサイン1,7 μCi第

mlおよび0.375^ BSAを含むイーグルMEMに

変え, 37-Cで66時間培養し,その培養液をウイル

ス液とL,上記と同様の方法で精製Lた,

レクチン

小麦腫芽レクテン(WGA),コンガナハイリソA

(Con A),およびヒマレグチソ(RCA60)ほファル

マシア･ジャパンの製品を用い,各々を0.01Mリソ

酸ハイツファー(pH 7.4)で希釈して使用した.

ウイルスの赤血球凝集(HA)価の測定

一部の反応条件を除き, Clark and Casals (1958)

の方法に従った　0.33%鷲鳥赤血球(GRBC)紘

VAD, pH6.2に浮遊, 4-C, 30分反応後判定した.

また,レクチソのGRBC凝集能の測定ほ,ウイル

スと　レクチンとを入れ替えるだけで,ウイルスの

HA価測定と同様の方法で行った.

レクチンと精製狂犬病ウイルスとの結合の判定法

精製狂犬病ウイルスと各濃度のレグチンを等量混

和し,室温で60分振とうした後　2,500 rpm　で20

分遠心した.沈澱ほⅣTハイツファーで一度洗浄し

た後, Con Aについてほ0.5 M α.メチル　D-マ

ンハシド0α-MM)杏, WGA　については0.5M,

N-7セチルグルコサイン(GlcNAc)杏, RCA6)

については1･OMガラグト-スを加え,レクテンと

ウイルスとの凝集を解離した後,感染価,補体結合

抗原(CF),および,赤血球凝集(HA)価を測定

した,また,遠3亡J上澄についても同様の測定を行っ

た.
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結　　　　　果

レクチンのガチョウ赤血球凝集能とその阻止

動物の赤血球表面には種々の糖蛋白質が存在し,

これがレクチソに親和性があるため,レクチソ自身

で赤血球凝集反応がおこる可能性がある.従って,

ウイルスの赤血球凝集反応をみる場合,レクチソが

試料中に含まれる場合は,レクチンによる赤血球凝

集反応を予め阻止しておく必要がある･このような

意味で,レクチソのGRBC凝集能とその阻止方法

について予備的実験を行った.

Table lほ各レクチソがGRBCを凝集する最少

有効濃度とその阻止物勇　およびその濃度を示した

ものである･ Con Aほ1,000μg第mlでもGRBC

を凝集しなかったが, WGA, RCA60ではそれぞれ

o･25, 1･9 μg/mlの濃度でGRBC　を凝集した.

次に,このようなWGAあるいはRCA60による

GRBCの凝集を阻止する物質の濃度を検討するた

め, WGAによるエ糜集阻止にはGlcNAcを, RCA60

についてはガラグトつスを使用し,それぞれ500

μg/mlの濃度のレクチンによるGRBC凝集を阻止

するに充分な阻止物資の濃度を調べた.その結果,

WGAによる凝集ほO.SMGIcNAcを　RCA6(によ

る凝集はl.OMガラグト-スを, GRBC　を加える前

に被検液と等量加えることによって完全に阻止され

ることが判った,従って,以下の実験でレクチンを

試料中に含むウイルス液のHA価測定には　試料

に予めこのような処理を行って,ウイルスのGRBC

凝集能を測定Lた.また, Con A　については,そ

れ自体でほ1,000μg第mlでもGRBCを凝集しなか

ったが,後述するが, 1000μg/ml以下の濃度でも,

ウイルスを凝集する能力はあり,このウイルス凝集

塊を解離する　α-MMの濃度を記載した. WGA,

RCA6｡については　GRBC凝集能を阻止する濃度

をウイルス凝集塊の解離に使用した･

レクチンの精製狂犬病ウイルス凝集能

Table 2は精製狂犬病ウイルスと種々の濃度の

各レクチlハとを室温で60分反応させ,遠3Lンした後,

その上澄と沈澱中の感染価, HAおよびCF活性を

調べたものである.回収率(% Recovery)は上澄

と沈澱の総感染価を100として求めたもので,これ

をグラフにしたのがFig.1である. Con A 500,

250, 125 μg/mlではそれぞれ沈機こ93.3%, 75.7

%* 72･9%の感染価が残存Lており,またHA活

性ほ16, 16, 8倍, CF活性ほ4, 2, 2倍であった,

WGA 500, 50, 25 μg/mlでは沈澱からそれぞれ

99.98%, 97.3%, 84･3%の感染価が回収された.

またHA活性ほ32, 16, 16倍, CF活性ほ16, 4,

4倍であった･この結果から, Con AよりもWGA

の方が狂犬病ウイルスとの凝集力がやや強いことが

わかった,またRCA61でほ,感染価, HA活性と

も上種′こ大部分残っており, RCA6　の狂犬病ウイ

ルスに対する親和性があまり強くないと思われた.

また, Con Aでの総感染価0上倍+沈澱%　の各

Table 1. Agglutination of酢ose red blood cells with lectins and its inhibition

･*'M
Lectms｢nclはum
trati諾gtuμtはn/aはif

Con A　　　　　　　　　　　>1000

W G A

RCA,

0･25

1.9

Chemicals and the concentration

to inhibit the agglutination

by 500 μg第ml of lectins

o. 5M a-Methyl mannose*

o.5M GlcNAc

l.OM galactose

concentration of α-MM to reverse completely the aggregate of rabies virus with Con A.

serial 2-fold dilutions of lectins were mixed with equal volume of o.33% goose red blood

cells (GRBC) suspended in VAD (pH 6･2%･

Results were read after incubation of 30 min･ at 4-C.

To examine the inhibitory effect of chemicals on the agglutination of GRBC caused by lectins,

one drop of lectin was mixed with one drop of serially diluted chemicals and then added with

2 drops of o.33鬼′ GRBC and incubated for 30 min. at 4-C.
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Table 2.

Fina
concentration

of lectin

0μg/m l%

Binding of purified rabies virions with lectins

Lectin
In fectivity

titer

(Loglo FFU第ml%

%Recovery HA titer CF titer

NONE

Con A

WGA

RCA6(

500

250

125

500

50

25

250

125

63

S*

P**

S
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P

S

P

S

P

S

P

S

P

S

P

S

P

S

P

7.7

4.4

5･7

6.8

6.2

6.5

6.3

6.7

4･0

7･9

5･3

7.2

6･0

7･0

7.1

4.9

6･8

4.7

6･7

4.8

99･95

0.05

6.7

93.3

24･3

75.7

27･1

72.9

0.02

99･98

2.7

97･3

15.7

84.3

98.9

1･1

99.3

0,7

99.2

0,8

64

2

2

16

2

16

2

8

2
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2

16

2

16

16

2

16

2

16

2

16

2

2

4

2

2

2

2

2
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* Supernatant　　　　　　　** precipitate

Purified virus were mixed with various concentrations of lectins and incubated at

room temp, for 60 min. with gentle shaking and centrifuged at 2,500 rpm for 20 min.

Precipitates were then washed once with PBS by low speed centrifugation and reversed

with o.5M a-MM for Con A, 0.5M GlcNAc for WGA and with l.OM galactose for

RCA60 aggregates. Then infectivity and HA and CF activities both in precipitates and
supernatants were assayed.

�"WGA

Con A

RCA60

リ00　　之00　　300　　400　　500

Final concentration of lectin (tig/ml)

Fig･ 1･ Agglutinatin of rabies virus with lectins.

濃度での平均は6,3×106, WGAでほ1.6×io7,

RCA6,でほ8.8×106 FFU/mlであり. Con A　お

よびRCA6　とウイルスとの結合では,ややウイル

ス感染価の不括化が認められたが, WGAの場合に

ほ,ウイルス感染価の不括化は殆んど認められなか

った･

狂犬病ウイ)L3スエンペロープ糖蛋白の可溶化

Triton X-100, NP-40,およびサポニン等の界

面活性剤を用い,狂犬病ウイルスエンベロープの糖

蛋白の%可溶化を試みた, 3H-グルコサエゾラ第で標識し

た精製狂犬病ウイルスを, Triton X-100, NP-40

の場合は室温で20分間振とう処理を,サポニン処理

の場合は　37-C, 60分間の振とうを行ったあと,

SW 50･1ローターで40,000rpm, 1時間遠心沈澱

し,上笹および少量のNTハエッファーに再浮遊し
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Table 3. Solubilization of the envelope glycoprotein by treatment of rabies

virus with detergents

Detergent Final conc. (%)

Triton X-100　　　　　　　･25
2

N P-40　　　　　　　　　　･25

Saponin　　　　　　　　　･ 1

3H radioactivity in

Sediment Supernatant

(% recovery)

12.2

14.5　　　　　　85.5

12.6　　　　　　日7.4

81･　　　　　　18.1

Purified 3H-glucosamine labelled rabies virus were treated

with NP-40 and Triton X-100 at room temp, for20 min.

With saponin, the virus was treated for 60 min. at 37 C･

After centrifugation of treated virus at 40,000 rpm for 1 hr,

the radioactivity of supernatant and the sediments resuspended

in small amount of NT buffer was measured by liquid scintillation

counter.

た沈澱の放射活性を液体シンチレーションカウンタ

ーで測定した,

Table 3ほ, 3H活性で表わした糖蛋白の量を,汰

澱と上澄の合計を100とLた時の百分率で示してあ

る. Triton X-100の0.25%および2%でほ,それぞ

れ87.8%, 85.5%が,またNP-40でほ　87.4%が

上澄の方に溶出Lてきているのに対Lて,サポニン

でほ糖蛋白ほほとんど可溶化されなかった.従っ

て,この%実験条件下では, Triton X-100あるいほ

NP-40の方がサポニンと比較Lて,ウイルスのエン

ベロープ糖蛋白の可溶化に適していると考えられ

ち.

考　　　　　察

狂犬病ウイルスは,レクチン特にCon A,およ

びWGAによって非常に良く凝集Lた.これまで,

他のウイルスがレクチソと凝集をおこすと,感染性

が低下したという報告(Yoshinaka et aL, 1975)

が見られるが,狂犬病ウイルスの場合は凝集阻害剤

である, α-MMおよび, GlcNAcを加えると,揺

ぼ完全に感染性ほ回復し,またHA, CF活性も

やや低下は見られるが,ほぼ回復していた　Con

A　と　WGA　とを比較すると, WGA　の方が感染価

HA値, CF価とも沈澱から多く回収され, ConAと

比較してWGA　とウイルスとの結合の方がより強

いようである. RCA60　には,ほとんどウイルスの

凝集能は認められなかった.

Con Aの糖蛋白との結合はα-D-グルコース,

およびα-Doマンハエ-一スに,またWGAの%結合i3は,

GlcNAcに特異的であると考えられている. Sela

etal,, (1975)はマウスリパパ球を用いて. Con

AとWGAとの結合蛋白質を分離比較し,それぞ

れの糖蛋白績ま全く異なることを示Lた,しかL,

狂犬病ウイルスの場合,予備的実験であるが, Con

Aで凝集した糖蛋白もWGAで凝集した糖蛋白も,

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法(PAGE)I,

同じ位績こハイソドされ,分子量で見る限りでほ全く

同-のものであった.現在,狂犬病ウイルス00%糖蛋

白は一種類と考えられているが,これら異なるレク

テンを結合する糖蛋白の性状を明らかにすることは

興味深いと考える･

界面活性斉附こよるウイルス-エ第へイロープの可溶化

ではTriton X-100とNP-40を使用すると,非

常に高率に糖蛋白が分離された･糖蛋白とレクチソ

の結合は非イオン第3性界面活性剤の存在でほ影響を

受けない(Crumpton et al,, 1972)ので,非イオン

性界面活性剤でウイルス粒子を可溶化し,糖蛋白を

分離した後,レクチソとの凝集を利用してウイルス

糖蛋白の精製を行うことができると思われる･我々

は　ウイルス粒子をTriton X-100で処理後超遠心

しその上源こWGAおよぴCon Aをそれぞれ

1,000 μg第mlに加え,室温で1時間反応させ,坐
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じた沈澱を低速遠心で回収し,洗浄後,それぞれ

0.5M GlcNAc, α-MMに浮遊させ,これをPAGE

に供した･その結果,糖蛋白ほ精製ウイルスの糖蛋

白と同じ位置にハイソドされた. Lかし,この方法で

回収された糖蛋白にほレクチンが混入しており,こ

のレクチソの混入を防ぐため,現在WGAをセフ

ァロース4Bにカップリングさせ,アフィニチイ-

クロマトグラフィーを利用することにより,狂犬病

ウイルス糖蛋白を分離精製する方法を検討中であ

る,

結　　　　　論

狂犬病ウイルスと3種のレクチソの相互作用を調

べた結果,狂犬病ウイルスは　小麦旺レクチソ

(WGA),およびコンガナハイリソA (Con A)によ

って凝集されるが,凝集績はWGAが最も強く,

m

次いでCon Aであった･ヒマレグチソ(RCA60)

では,はとんど凝集されなかった.

ウイルスとレクチソの凝集塊を回収し, WGA,

およびCon A　の凝集阻害剤である, GlcNAc　と

α.MMを加えると,ウイルスの感染性, HA活性,

CF活性ほはば回復した･

3H-グルコサイゾ第でラへパルされた狂犬病ウイルス

を, Triton X-100, NP-40　およびサポニンで処理

L,ウイルス糖蛋白の可溶化を試みた･その結果,

サポニン処理に比較して, TritonX-100およびNP3

40処理により,ウイルス粒子から高率に3H活性が

遊離されるのが認められ,今後,ウイルスをTriton

X-100あるいほNP-40で処理することによって,

ウイルス糖蛋白を可溶化し, WGA等レクチソのア

フィニティークロマトグラフィーを用いて,ウイル

ス糖蛋白を分離,精製できる可能性が示された.

辞

,研究の%一部は文部省科学研究費No･248169によって行なわれた･
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