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水性二層分配法（ポリエチレングリコールとデキ

ストランサルフェートナトリウム）を用いたエコ

-9ウイルスの分配組成系の比較検討について

原田誠三郎＊

高橋久美壬＊
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現在， ウイルスの精製法として用いられているものに

は，沈澱法，溶媒間の分配を用いる方法，吸着材を用い

る方法及び超遠心分離による方法1)などがある．しかし，

これらの各方法は目的とするウイルスの物理化学的因子

及ひ生物学的特性などによって，おのすから闘約される

のか常である．特に，今回我々がPHAII甘几原として粕

製するエコー 9ウイルス(E-9)のような小型ウイル

ス粒子の場合は，大量のウイルス培養液を出発材料とす

ることから，精製法がある秤度限定せざるを得ない．こ

のようなことから， ウイルス活性の保持及び投作の簡便

性などを(liえ， しかも大星のウイルス液を短時間に効果

的に濃縮することが可能である溶媒間の分配を利用した

水性二層分配法2)3）（ポリエチレングリコールとデキスト

ランサルフェートナトリウム： PEG-Ds)を誤縮精製過

程の一丁怯として用い効率よくウイルスを1叶収するこ

とかできたので，その成粕について報古する．

Il 実験材料及び実験方法

A.実験材料

1. ウイルス液の画製

濃縮精製出発材料のウイルス培養液は， 500叫ルー氏

瓶にfullsheetした]INET細胞に E-9を接種して調

製した．即ち，ーPBSで2回洗浄後，種ウイルスのE

-9液 3叫（感染価lOTC D50／叫）を桜種し， 37℃で

1時間吸着後，ーPBSで 1回洗浄次いで，血清未添加

MEM液40叫を加えて， 37℃で静置培養した．翌日 CP

Eが最高に達した時に回収 L-20℃に棟鱈保存した．さ

らに， このようにストックしたものを更にトライアイス

とアルコー）レで 1回油結峨解を行い，次いて， 7000rpm

20分間の遠心した上清を出発材料として用いた．

2. 試薬の調製

30% (w/w)ポリエチレングリコール (3076PEG) 

と20%(w/知）デキストランサルフェートナトリウム
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(20%Ds)の試薬の調製は，PHILIPSONら⑰方法4)に準じ

て行った．なお， PEG及ひDsは半井製薬株式会社製

のものを使用した．

B.実験方法

最初の分配組成系の比較検討実験には，塩化ナトリウ

ムで 0.3Mに調製した E-9液50叫を分液ロート (200

叫）に入れた後， 30彩PEGと20冤 Dsの両水溶件ポリ

マー溶液を1-51の各組成系を形成するように加えた．共

栓をした後，同分液ロートを約50回反転撹拌してから 4

℃に一夜静置した．分配形成がみられた各系については，

上下層液をそれぞれ採取し， ウイルスの感染価を Micro

庄5)で測定し，感染価と分配憤から回収率を鯰出した．

なお，テキストランサルフェートナトリウム())除去に

は， 3 MKCIを用いて行った．

皿 実験成績

表 1及ひ表 21こ示した25紺の PEG-Ds系0分配形成

の有無をみると，上下層間に液量の差はみられるが全て

の系に分配形成がみられた． PEG系の 5％から 5.2% 

と Ds系の 3.15の組成系の範囲ては， ウイJレスか 100彩

回収されていた．さらに，詳細に比較検討,)るため1(50

叫のスケールで， 5彩から 5.6るの PEG糸と 2.6彩か

ら3%の Ds系の組成系を作成して分配処理を行った結

果，表 3の成績が得られた．即ち，全ての系で分配形成

カゞ みられたか， 下層液のウイ）レス吸染価は上砂夜よりも

すべて高い伯を示し， PEG、'i?り-Ds3彩0)菜0)90彩

のウイルス回収率が最も高かった．以上の 2回の結果を

総合すると， PEG5形ーDs3彩の系の平均回収率が

95%と最も序率であった．さらに出発材料を 700叫に

スケールアノプして，同じ紺成系で3回の分配実験を行

った結果，表 4に示す如くてあった．分配形成された感

染価測定は，下層液が上層液よりも高い値を示し，また，

回収率は平均90彩（ 71.4~100彩）で，ほぼ再現性のあ

る成績が利 l]れ戸．
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表1. エコー 9ウイルス液の各分配組成系の比較

PEG( 尉 分配 ウイルスカ価 使用エコ
-Ds ( 9ウイルス
分配系 形成 (TCID so/0.025叫） 回収率（％）

4.4 - 3 ＋ 1.3 X 106 8.1 

4.6 - 3 ＋ 1.2 X 10ふ5 24 

4.8 - 3 ＋ 1.3 X 106 8.1 

5 - 3 ＋ 1.6 X 107 100 

5.2 - 3 ＋ 1.6 X 1Q7.5 100 

4.4 - 3.2 ＋ 1.6 X 106 10 

4 6 - 3.2 ＋ 5.4x 1 06.5 * 100 

4, 8-3. 2 十 5.5 X 106 * 34.4 

5 - 3.2 ＋ 5.6 X 10ふ5* 100 

5.2 - 3.2 ＋ 1.6 X 10ふ5 32 

4 4 - 3.4 十 1.4 X 106.5 28 

4 6 - 3. 4 ＋ 1.3 X 1Q6.5 26 

4.8 - 3.4 ＋ l.3 x 106.5 26 

5 - 3.4 ＋ 1.3 X l07 81.3 
．． 

5 2 - 3.4 I- 1.2 X 107 75 

4.4 - 3.6 十 1.5 x 106 9.4 

4.6 - 3.6 ＋ 1.5 X 10ふ5 30 

4 8 - 3.6 --¥― 1.5 x 106 94 

5 - 3.6 -1 5.4 X J06.5 * 100 

5.2 - 3.6 ＋ 5.6 X 106 * 35 

4.4 - 3.8 ＋ 5.3 X 10も5* 100 

4.6 - 3.8 ＋ 5.2 X J05.5 * 10 4 
~ヽ..

4.8 - 3.8 ＋ 5.4 X 106 * 33.8 

5 - 3.8 ＋ 5.5 X 10も5* 100 

5.2 - 3.8 ＋ 1.4 X 107 87.5 

＊ウイルスカ{d1]が下胴液より上匠液の方が高いもの

w 考察

水性二層分配法 (PEG-Ds系）を用いたウイルス分

配実験としては， すでに，ェコーウイルス 7型， 19型及

びアデノウイルス 2型などについてりなった成績が PIII-

LIPSONらによって報告6)されている．しかし，同じエン

テロウイルスの濃縮でも， ウイルスの種類や用いる組成

菜によって分配効率に差があることが示唆されたので，

著者らは E-9粒子を濃縮するにあたり，まず， ウイル

人回収率を指標として，最も高い回収率を示す組成系を

表 2. エコー 9ウイルス液の各分配組成系の E-9ゥ

イルス回収率の比較

因 3 3.2 3.4 3.6 3.8 

4.4 8.1 * 10 28 9.4 ＼ 

4.6 24 ＼＊ 26 30 ＼ 

4.8 8.1 ¥ 26 9.4 ＼ 

5 100 ＼ 81.3 ＼ ¥ 
5.2 100 32 75 ¥ 87.5 

＊回収率 ＊＊分配時のウイルスカ価が下層液より上層

液の方が高かったもの

表 3. エコー 9ウイルス液の各分配組成系の比較

PEG(%) 分配 ウイルスカ価 使用エコー
-D  S （形） 9ウイルス
分配系 形成 CTCI D 50/0.025叫） 回収率（％）

.. 

5 - 2. 6 ＋ l.2 X 107•5 24 

5.2 - 2.6 ＋ 1.2 X 107 7.5 

5.4 --2.6 ＋ l 1 X 107•5 22 

5.6 ~-- 2 6 ＋ l X J07.5 20 
----

5 - 2.8 ＋ 1.2 X 107•5 25 

5.2 - 2.8 ＋ 9.5 X 106 6.2 

5.4 ~ 2.8 ＋ 1 1 X J07.5 22 

5.6 - 2.8 ＋ l l X 107.5 22 

5 - 3 ＋ 1.4 X lQB 90 

5.2 - 3 ＋ 1.4 X 1Q7,5 28 

5. 4 - 3 ＋ l !¥ X 107 8.8 
-------―-----

5.6 - 3 ＋ 1.3 X 1Q7.5 26 
-- ~—• = -- - -- -

表 4. エコー 9ウイルス液の分配成績
ー ・ ――ーー一一

P E G(%) 分配 ウイルスカfifli 使用エコ
-Os(%) 9ウイルス
分配系 形成 (TCI D 50/0.025叫） 回収率（％）

5 3 ＋ 5 X 1Q7.5 71.4 

5 - 3 ＋ 6 X 108 100 
~一

5 - 3 ＋ 6 X 108 100 

--

求め各PEG-Ds組成系の分配効率を比較検討したの

である．その結果， PEG5%-Ds 3％と PEG5.2 %-

Ds 3％の両系のウイル入回収率が 100％と最も高いご

とかわかった．そこで， この前後の組成系を更に小きざ

みに検討したところ， PEG 5 %-Ds 3忽）系が最も高
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率であった。このことから，出発材料を50叫から 700叫

にスケールアップして実験を反復した結果，同様の成績

が再現され，同組成系がE-9の精製法として最も適し

ていることが確認されたのである．我々はこの方法によ

りE-9を濃縮精製し，次の PHA試験を検討していく

考えである．

V まとめ

E-9液の猥縮粘製過程の一手法として，水性二悩分

配法（ボリエチレングリコールとデキストランサルフェ

ートナトリウム： PEG-Ds)を用いた結果，次の成

組を紺た．

1) E-9液50叫のスケールで分配を行った結果， PE 

G5形ーDs 3形の組成系がウイル入平均回収率959'、

を示し最も高率であった．

2)さらに，出発材料を 700ml!にスケールアップして，

/i,]じ組成系で行った結果，回収率が甲均90形でほばli
現性のある成紐が紺られ，/iij組成系がE-9の粘製法

に最も適していることが確忍された．
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