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緒 言

SV40(simian virus 40)は サルを 自然宿主 と

す る最 も代 表 的 な小型DNA腫 瘍 ウイル ス で,

その初 期 遺伝子 に コー ドされ る大 型腫瘍 抗 原(T

抗 原)と 小 型腫 瘍 抗原(t抗 原)が 発癌 に 関 与

してい る1). T抗 原 は分 子 量81,000～100,000

(94,000)の 蛋 白質 であ り,許 容 細 胞 中で は細 胞

DNA合 成 の誘 導やSV40 DNAの 複 製 と初期

および後期 遺伝 子 の制御 を行 い,形 質 転換 細 胞

中では形質転 換 の確 立 ・維持 や 細 胞DNA合 成

の誘導 を行 ってい る1).生 化 学 的性 質 と して は,

 DNA結 合 能2,3)やATPア ーゼ 活性4,5)をもつ こ

と,ま た細 胞性53K蛋 白質 と結合 してい る こ と6)

が 報告 され て い る. t抗 原 は 分 子 量17,000～

22,000(20,000)の 蛋 白質 で あ り,ウ イル スの

増殖 には あ ま り関与 して いな い7). t抗 原単独 で

は形質転 換 しないが,そ の 欠失 変 異株 で は宿 主

細胞に よ り異 なるが 完全 な形質 転換 を起 こす こ

とがで きない7～11).ま た細 胞性 蛋 白質(56K,

 32K)と 結合 して いる こ と12)や細胞 内 のア クチ

ンケー ブルの切 断 を引 き起 こす13)とい う報告 も

あ る.し か し,動 物 細胞 内のt抗 原はT抗 原 より

さらに微 量で精 製 のために は大量の材 料 を必要 と

するこ とや, t抗 原の抗原性 が一部T抗 原 と共 通

するので両抗原 の区別のためには煩雑 な操作 を必

要 とす るな どの理 由 で,動 物 細胞 か らのt抗 原

の分離 ・精 製 は困 難 であ る.従 ってT抗 原 と比

較 してt抗 原 の生 化学 的性 質の解 析 は い まだ十

分 な され て いな い.

本研 究 では, SV40に よ る発 癌 の分 子 機 構 研

究 の一 環 として14～19), t抗 原 の生 化 学 的性 質 を

調べ るため,発 現ベ クター を用 いた組 換 えDNA

技 術に よるt抗 原遺 伝子 の クロー ン化 と大 腸 菌

内 でのt抗 原の 生産,さ らにt抗 原の分離 ・精

製 を試 み た.

材 料 と 方 法

1.大 腸 菌 とプ ラス ミ ド

大 腸菌HB101株 を プ ラス ミ ドDNAの 大量調

製 のた めに 用 いた.大 腸 菌DH1株 を遺 伝 子 発

現 のた めに 用 いた。

SV40(776株)DNAはBethesda Reserch

 Laboratories, Inc.よ り購 入 し, pBR 322の

BamHI部 位 に ク ロー ン化 し用 いた.こ の プラ

ス ミ ドをpSVBamと した.発 現 ブ ラ ス ミ ドベ

クター としてpUC820)を 用 いた.

2. t抗 原遺伝 子 の クロー ン化

制 限酵 素(BamHI, Pvu II, Hind IIIとTaq

 I),大 腸 菌 アル カ リホ スフ ァター ゼ(BAP)と

T4 DNAリ ガー ゼ は宝 酒造 株式 会社 よ り購 入 し

た.す べ て の酵素 反 応 はそ れ ぞれ の至適 条 件下

で行 っ た.

図1に 示す よ うにt抗 原 遺伝 子 を ク ロー ン化

した.精 製 したpSVBamDNAをBamHI, Pvu

 IIとHind IIIで連続 して切 断 し, 0.8%低 融 点 ア
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ガ ロー ス ゲル(Low Gel Temperature, Bio-

Rad)で0.089M Tris, 0.089Mホ ウ酸, 0.002

M EDTAを 緩 衝 液 として電 気泳 動21)し た. 0.5

μg/mlエ チ ジウ ムブ ロ ミ ドでDNA断 片 を 染

色 後, SV40 Hind III B断 片 〔1169塩 基 対(bp)〕

の断 片 をア ガ ロー ス ご と切 り出 した.こ の ア ガ

ロー ス を65℃ で5分 間加 熱 して 融解 させ, 37℃

に保 温 した.こ れ にHind IIIに よる切 断 とBAP

に よ る脱 リン酸 化 を行 ったpUC8 DNAを 加 え,

さ らにT4 DNAリ ガ ー ゼ を作用 させ た.反 応

後,組 換 えDNA分 子 で大 腸菌DH1株 の 形質

転 換 を行 い22),ア ンピ シ リン耐性 の コロニ ー を

選 択 した.そ れ らの コ ロニー か らHolmesと

Quigleyの 方 法23)でプ ラス ミ ドDNAを 調 製 し,

 Taq Iに よる切 断 とアガロース ゲル電 気 泳動 に

よ る分析 を行 った.図1に 示 す方 向 でt抗 原遺

伝 子 が挿 入 され て い る クロ ン を選 びpSVtと し

た.

3.蛋 白質 の電 気泳 動 とt抗 原 の免疫 学 的検 出

pUC8ま た はpSVtを もった大 腸菌DH1株

を50μg/mlア ン ピ シ リン を含 むLB培 地21)で

600nmに おけ る吸 光度 が1.0に な る まで 培 養 し

た. 0.5mlの 培養 液か ら菌 体 を集 め, 50μlの

4%ド デ シル硫 酸 ナ ト リウム(SDS), 0.125M

 Tris-HCl(pH6.8), 0.5Mシ ョ糖, 0.7M2-メ ル

カプ トエ タノー ル, 0.025%プ ロムフェノールブル

ー に 溶解 した
.沸 騰 水 中 で3分 間熱処 理 した後,

 14%のSDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動

(SDS-PAGE)24)で 蛋 白質 を分離 した.蛋 白質

染 色 を行 う場 合 は クマ シー ブ リ リア ン トブ ルー

(CBB)-R250で 染 色 し た。 免疫 学 的分 析 を行

う場 合 は 分離 した 蛋 白質 をニ トロセ ル ロー ス膜

(TM-2, 0.45μm,東 洋科 学産 業 株 式会 社)上

ヘ ウエ ス タン.プ ロ ッテ ィ ン グ した25).プ ロ ッ

テ ィン グは トラン スプ ロ ッ ド装置(Bio-Rad)

を用 い, 12.5mM Tris, 96mMグ リシ ン中 で

50V, 4℃ で3時 間行 っ た.プ ロ ッテ ィン グ後,

ニ トロセ ル ロー ス 膜 を1%牛 血 清 アル ブ ミン

(BSA)を 含 む10mM Tris-HCl(pH7.5), 150

mM NaCl(TBS)の 中 に移 し,室 温 で30分 間

振盪 した.次 にSV40誘 発 担癌 ハ ム ス ター 血清

を1:30に 希 釈 した もの と37℃ で1時 間反応 さ

せ た.血 清 は あ らか じめ 以下 に示 す前 処 理 を行

い用 いた. pUC8を もった大 腸 菌DH1株 を600

nmに お け る吸光 度 が1.0に な る まで 培養 し,遠

心分 離 で集 め た 菌体 を培 養 液 の1/10量 のTBS

に 懸濁 した.超 音波 処理(15秒, 10回)で 菌 体

を破 壊 後,血 清 を1:30に な る よ うに加 え, 4

℃ で5時 間反 応 させ た.不 溶物 を遠心 分 離 で除

い た上 清 を前 処理 血 清 と して用 いた.血 清 と反

応後,ニ トロセ ル ロー ス膜 を0.05% Tween 20

を含 ん だTBSで10分 間3回 洗浄 した.次 に 西

洋 ワサ ビペ ル オ キ シ ダー ゼ 標 識 抗 ハ ム ス ター

IgGヤ ギ抗体(Cappel Laboratories, Inc.)の1

% BSA/TBS希 釈液(1:500)と37℃ で30分

間 反応 させ た.0.05%Tween 20/TBSで10分

間3回 洗 浄 した 後, 0.5mg/ml 4-ク ロル-1-

ナ フ トー ル, 0.165% H2O2を 含 むTBSで ペ

ル オ キ シダー ゼ 反応 を行 った.反 応 の停 止は水

洗 に よ り行 った.

4.雑 種t抗 原 の 抽 出 と精 製

pSVtを もった大 腸 菌DH1株 を100mlの50

μg/mlア ンピシ リン を含 むLB培 地 で600nmに

お け る吸光 度 が1.0に な る まで培養 し菌体 を集

め た. 2.5mlの1%NP-40を 含 む緩 衝 液A(10

mM Tris-HCl〓 pH 8.4, 100mM NaCl, 5mM

 EDTA, 2.5mMフ ッ化フェニル メチ ルスル ホニル,

 20mM 2-メ ル カプ トエ タノー ル)に 懸濁後 超音

波処 理(15秒, 5回)を 行 っ た. 20,000gで30

分 間遠 心 し上 清 を抽 出液 とした.次 に遠心 の沈

殿 を2.5mlの2M尿 素 を含 む緩 衝 液Aに 懸濁 し

同上 の 処理 を行 い抽 出液 を得 た.さ らに それ ぞ

れ4M, 6M, 8M, 10M尿 素 を含 む 緩衝 液Aで 同

上 の操 作 を段 階 的 に繰 り返 し,そ れ ぞれ の尿素

濃度 にお け る抽 出液 を得 た.

6M尿 素 に よ る抽 出 液0.5mlを14%のSDS-

PAGEで 分 離 し, CBB-R250で 染 色 した.脱 色

後 カ ミソ リで雑 種t抗 原 のバ ン ドを切 り出 した.

ゲ ルか らの 蛋 白質 の抽 出 はお よそ次 田の方法26)

に従 った.切 り出 したゲ ル を細か く切 り刻み1

mlの70%ギ 酸 を加 え1時 間 室温 で 振盪 し蛋 白

質 を抽 出 した. 3回 の 抽 出操 作 を行 い,集 め た

抽 出 液 を真 空濃 縮 乾 固 した.改 め て50μlの70

%ギ 酸 に 溶解 し, 70%ギ 酸 で平衡 化 したBio-

Gel P.2(Bio-Rad)の カ ラム(0.6×7cm)で

ゲル濾 過 して 蛋 白質分 画 を集 め,濃 縮 乾 固 して
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精製雑 種t抗 原 とした.

5.デ ンシ トメ トリー

デ ンシ トメ トリー は島 津2波 長 ク ロマ トス キ

ャナ ーCS-930で 行 った.

結 果

1. t抗 原 遺伝 子 の クロー ン化

t抗 原 を大 腸 菌 で 発 現 させ るこ とを 目的 と し

てt抗 原遺 伝子 の クロー ン化 を行 った(図1).

ベ クター として用 い たpUC8は ア ン ピ シ リン

耐 性遺 伝 子 と大 腸 菌 の ラ ク トー ス ・オ ペ ロ ン

(lac)の プ ロモー ター とオペ レー ター とβ-ガラ

ク トシダーゼ の遺 伝子 を もって い る.さ らに β-

ガラク トシダーゼ の 遺伝 子 内にMultiple clon-

図1.t抗 原 遺 伝 子 の クロ ン化 方 法 の模 式 図

DNAの 調 製や 組 換 え体 の構 成 方 法 は 本 文 中 に 記

載 した.図 のDNA上 の制 限 酵素 名 はそ の 酵 素 の切

断部位 を示 す. Ampは ア ン ピシ リン耐性 遺伝 子,

 small tはt抗 原 遺 伝 子, lac P, OとZ'は そ れ ぞ

れ ラ ク トー ス ・オペ ロ ンの プ ロ モ ー ター,オ ペ レー

ター とβ-ガ ラ ク トシ ダー ゼ の 遺 伝 子 を示 す.

ing sites(MCS)と 呼 ばれ るい くつ か の特 徴 的

な制 限酵 素切 断 部位 を もって い る20).従 って遺

伝 子 の読 み枠 を変 え るこ とな くMCS中 に 目的

の遺伝 子 を挿 入 すれ ば, lacプ ロモ ー ター を利

用 した挿 入遺伝 子 の 発現 を行 うこ とが で きる27).

t抗 原 遺伝 子 はT抗 原や 多 くの真核 性物 の 遺

伝 子 と異 なり介在 配列 により分 断 され て い ない28)

.

またSV40 DNAのHind IIIに よる切 断 に よっ

てt抗 原 の全遺 伝子 を含ん だDNA断 片(SV40

 Hind III B断 片)を 得 る こ とが で き,し か もその

断 片はt抗 原の ア ミノ基末端 を コー ドす る コ ド

ンの上 流に わず か12bpを もつ にす ぎな い.さ ら

に, pUC8のMCS中 のHind III部位 にSV40

 Hind III B断 片 を連 結 した場 合, β-ガラク トシダ

ーゼ 遺伝 子 とt抗 原 遺伝子 の 転写 方 向が 同 じに

な る よ うに連 結 す る と,両 遺伝 子 の読 み枠 は一

致 す る こ とが 両者 の塩 基配 列 の観 察に よ りわ か

っ た.従 って上記 の よ うなDNA組 換 え体 を得

れば, t抗 原遺 伝子 が発 現 す る と考 え られ る.

その場 合,図2に 示す よ うなDNA塩 基配 列 が

生 じ,ま た それ は上部 に示 す よ うなt抗 原 に18

個 のア ミノ酸が 結合 した雑種 蛋 白質 をコー ドす

るこ とが推 測 され る.

以 上 の構 想 よ り,材 料 と方 法 に示 したDNA

組換 え実 験 を行 い, t抗 原遺 伝 子 を ク ロー ン化

したプ ラス ミ ド, pSVtを 得 た.図3にpUC8

とpSVtのHind IIIとTaq Iに よ る切 断 断片

の アガ ロー ス ゲル電 気泳 動像 を示 した.

図2.予 想 されるpSVtのDNA塩 基配列 と雑種t

抗原蛋 白質のア ミノ酸配列.

枠で囲んだATGとMetは 完全なt抗 原のア ミノ

基末端の コ ドン とア ミノ酸 を示す.
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図3.pUC8とpSVtの 制 限酵 素 に よ る切 断.

電 気 泳 動 は0.8%ア ガ ロー スゲ ル(Low-mr, Bio-

Rad)で0.089M Tris, 0.089Mホ ウ酸, 0.002M

 EDTAを 緩衝 液 として行 っ た15).染 色 は0.5μg/ml

エ チ ジ ウム プ ロ ミ ドで行 っ た. MWは 分 子 量マ ー カ

ー を示 す . 1はpUC8をHind IIIで, 2はpSVtを

Hind IIIで, 3はpUC8をTaq Iで, 4はpSVtを

Taq Iで それ ぞ れ切 断 した もの を示 す.

Hind III切断 では2.75KbのpUC8と1.17Kbの

挿 入断 片 のバ ン ドが見 える. Taq I切 断 でpUC8

は1.45Kb, 0.79Kb, 0.51Kbの3本 の バ ン ド,

 pSVtは1.53Kb, 1.45Kbと0.51Kb, 0.45Kbの

バ ン ドが それ ぞれ重 な って2本 の バ ン ドの よ う

に 見 え る.

2. t抗 原 遺伝 子 の大 腸 菌 内で の発 現

pSVtのt抗 原遺伝 子 の 発 現 をSDS-PAGE

で調べ た(図4-1, 2). pUC8を もつ 大 腸 菌 と

比 べ てpSVtを もつ 大 腸菌 に 分子 量22.000の 蛋

白質が 余 分 に存 在す る こ とが わか った.完 全 な

t抗 原 の分 子 量 はSDS-PAGEで17,000～22,000

(20,000)で あ る.従 ってpSVtを もつ大 腸 菌 で

発 現 した分子 量22,000の 蛋 白質 はpSVtに コー

ドされ て い るt抗 原の 雑種 蛋 白 質 であ る と考 え

られ る.こ の蛋 白質は デ ン シ トメ トリー に よ り

全 蛋 白質 の約6%を 占め て い るこ とが わか った.

分 子 量22,000の 蛋 白質 がt抗 原 の雑 種 蛋 白質

で あ る こ とを確証 す るため に,ウ エス タン ・ブ

図4.雑 種t抗 原 の 大 腸菌 内 で の 発現.

1, 2はCBB-R250に よ る 蛋 白染 色 を, 3, 4

は免 疫 学 的 染 色 を行 っ た もの を示 す.ま た1, 3

はpUC8を もつ 大 腸 菌DH1株 の, 2, 4はpSVt

を もつ 大 腸 菌DH1株 の 抽 出 液 を示 す.矢 印 は 雑種

t抗 原 のパ ン ドを示 す.

ロ ッテ ィ ング と酵素 抗体 法 で免 疫学 的 に調 べ た

(図4-3, 4).分 子 量22,000の 蛋 白質 がSV40誘

発 担癌 ハ ム ス ター血 清 と特 異 的 に反応 した.従

って分 子 量22,000の 蛋 白質 がt抗 原 の雑種 蛋 白

質 で あ り, 18個 の ア ミノ酸 が余 分 に結 合 して い

るに もか か わ らず 同 じt抗 原性 を保持 して い る

こ とが わか っ た.

さ らに,デ ー ター は示 さなか っ たが,ラ ク ト

ー ス ・オペ ロン の強 力 な転写 誘 導物 質 で ある イ

ソプ ロ ピルチ オ ガ ラ ク トシ ド(IPTG)の 添加

に よ り分子 量22,000の 蛋 白質 が1.5～2倍 増加 す

るこ とが わか った. t抗 原 遺伝 子 はlacプ ロモ

ー ター の下 流 に連 結 されて い るの で
, IPTGで

誘導 され る分 子 量22,000の 蛋 白質 はt抗 原遺 伝

子か らの産 物 で あ る こ とが 裏付 け され た.

3.大 腸 菌 で生 産 され た雑 種t抗 原の 精製

大腸 菌 で生 産 され た雑種t抗 原 を, 1%NP-40

と2M, 4M, 6M, 8M, 10M尿 素 によ り材 料 と方法

で示 したよ うに段 階 的 に抽 出した(図5). 1%NP-

40で は抽 出 されず, 2M尿 素 で抽 出 され始 め, 6

M尿 素 で最 も多 く抽 出 され た.デ ンシ トメー タ

ー で 測定 す る と, 2M, 4M, 6M, 8M, 10M尿 素 抽

出液 中 の 回収率 は それ ぞれ8.8, 10, 31, 19, 11

%で あ り純 度 は3.3, 4.4, 12, 16, 13%で あっ た.
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図5.大 腸 菌 か らの雑 種t抗 原 の 抽 出.

MWは 分子 量 マ ー カ-を 示 す. 1は4%SDSに

よる全 抽 出液, 2は1%NP-40; 3～7は 順 に2M,

 4M, 6M, 8M, 10M尿 素 に よ る抽 出 液 を示 す. 1は

0.67ml, 2～7は2mlの 培 養 液 か ら 回収 した 大 腸菌 か

らの抽 出液 に 相 当す る 量 を試 料 と して電 気 泳 動 した.

矢 印は雑 種t抗 原 のバ ン ドを示 す.

最 も回収 率 の高 い6M尿 素 抽 出 液 か ら雑 種t

抗原の精 製 を試み た. 6M尿 素, 20mM2-メ ル カ

プ トエ タ ノー ル存 在下 で のSepharose CL-6B

(Pharmacia)とDEAE-Sephacel(Pharmacia),

さ らに6M塩 酸 グアニ ジン, 0.1M 2-メルカプ ト

エ タノー ル存 在下 で のSepharose CL-6Bに よ

る クロマ トグラ フ ィー をそれ ぞ れ試 みた が,そ

れ らの条件 下 で も大 部 分 の雑種t抗 原は 会合 状

態にあ るため単 一 な ピー クは得 られ なか っ た.

しか しSDS-PAGEで は単 量体 として 挙動 す る

こ とよ り, SDS-PAGEで 分 離 した バ ン ドか ら

雑種t抗 原 を抽 出,精 製 した(図6-1, 2).雑 種t

抗 原が単一 な蛋 白質 として精 製 され て い るこ と

が わか った(図6-2).精 製 蛋 白質 の抗 原性 をウエ

スタン ・プ ロ ッテ イン グ と酵素 抗体 法 で 調べ た

(図6-3, 4).蛋 白質量 と酵素 抗体 法 に よ る染色 の

強 さの比 は,抽 出液 と精製 標 品 では あ ま り変 化

しなか っ た.す な わ ち,精 製過 程 に おい て抗 原

性の低 下が 起 って い ない こ とが示 された.

考 察

SV40t抗 原 の大 腸菌 内で の発 現 は,大 腸菌 の

lacプ ロモー ター を利用 してRobertsら29)と

図6.雑 種t抗 原 の精 製.

MWは 分 子 量 マ ー カー を示 す . 1, 2はCBB-R250

に よ る蛋 白質 染 色 を, 3, 4は 免疫 学 的染 色 を行 っ た

もの を示 す.ま た1, 3は6M尿 素 抽 出液 を, 2, 4は 精

製標 品 を示 す.

Thummelら30)が,λ ファー ジのPLプ ロモータ

ー を利用 してDeromら31)が ,ま た大腸 菌 のtrp

(ト リプ トフ ァ ン ・オペ ロン)とlacプ ロモー タ

ー を利用 してBikelら32)が す で に行 っ て い る

が,本 研 究は 次に 述べ る点で有 用 で あ る と考 え

られ る.

1)組 換 え遺伝 子 を大 腸菌 に導 入 して発現 させ

る場 合 は,効 率 の よいプ ロモー ターやShine-

Dalgarno(SD)配 列 と遺 伝 子 を適 当な 距離 で

連 結 させ る必要 が あ る33).本 研 究 で はpUC8の

β-ガラ ク トシダー ゼ 遺伝子 内にt抗 原遺伝 子 を

組 込 ん だため, lacプ ロ モー ター やSD配 列 と

組 込 む遺伝 子 との距 離 を考慮 す る必要 が な くな

る.従 って,発 現 す るt抗 原 は雑 種 蛋 白質 で あ

るが,発 現 プ ラス ミ ドの 構成 を容 易 に行 うこ と

が で きた.

2)本 研 究 にお け る雑種t抗 原 の 発現 量 は,大

腸 菌 の全 蛋 白質 の約6%で あ り,他 著 者 らのt

抗 原 の 発現例29～32)と 比 較 し て高 い レベ ル であ

っ た.大 腸菌 当 りお よそ500,000分 子 の 雑 種t

抗 原 が発 現 され た こ とに な る.こ の高 い発現 レ
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ベ ル は,翻 訳開 始 コ ドン とSD配 列 が至 適 な距

離 で存在 す る こ とや, t抗 原 の ア ミ ノ基 末端 に

大腸 菌 由来 のペ プ チ ドが結 合 して い るため に蛋

白質 分解 酵素 に よる消 化 を免 が れた ため で は な

いか と推 察 され る. IPTGに よる雑種t抗 原の

発現 の誘 導 は,大 腸 菌 当 りの プ ラス ミ ドの コピ

ー数 がlacリ プ レ ッサ ー の分子 数34)よ りも多 い

ため,低 い レベ ル で あ る と考 え られ る.

3)他 著 者 らのt抗 原 の 発現例 では,本 来 のt

抗 原 の 他 に比 較 的 多量 に 短 い 欠 損t抗 原分 子

(分子 量14,000)が 同時 に 発現 す る こ とが 報告 さ

れて い る30～32).こ れ はt抗 原 の メ ッセ ン ジャー

RNAの 二 次構 造 の違 い に よ り,翻 訳開 始 点の

異 な る二 種 類の 蛋 白質 が合 成 された ため で あ る

と説 明 され て い る35).し か し本研 究 で構 成 した

プ ラス ミ ドpSVtか らは一 種 類 の正常 な完全 な

t抗 原 蛋 白質 のみ が発 現 した.

発 現 した雑種t抗 原 は分 子 量22,000で あ り,

図2に 示 す よ うに β-ガラク トシダー ゼの ア ミノ

基末端 の ア ミノ酸 を6個, MCSの 配 列 か ら8

個, SV40 Hind III B断 片 の非 翻 訳領 域 か ら4個,

合 計18個 の ア ミノ酸 をア ミノ基末 端 に余 分 に も

って い る.従 って この雑 種t抗 原は192個 の ア

ミノ酸 よ り成 る.こ の雑 種 蛋 白質はt抗 原性 を

保 持 して いたの で,精 製 を試 み た.雑 種t抗 原

は完 全 なt抗 原 と同 じ く32), NP-40で 抽 出 され

ず,尿 素 で抽 出 され た.段 階 的 な抽 出操 作 で純

度 が2～3倍 上 昇 した.し か し尿 素や 塩 酸 グア

ニ ジ ンの よ うな蛋 白質 変性 剤 と還元 剤 で あ る2-

メル カ プ トエ タ ノー ル の存 在下 に お い て も雑

種t抗 原 分子 の 多 くが 会合 状 態 に あ った.完 全

なt抗 原 の場 合 に も同様 な こ とが報告 され て い

る30, 32, 36).従 って一 般 的 な ク ロマ トグラ フ ィー

でt抗 原 を精 製 す る ため には, t抗 原 を単 量体

化 させ る溶媒 に つ いて 検討 を行 う必 要が ある.

本研 究 で はSDS-PAGEの ゲル か ら直接 抽 出 し

精 製 した. 70%ギ 酸 に よる抽 出 は 回収 率 も良 く,

また 蛋 白質 とSDSの 分 離 が 可 能 で あ る26).精

製 した雑種t抗 原 は単一 で あ り,ま た抗 原性 も

保持 して い た.

本 研 究 で精 製 した雑種t抗 原 が どの よ うな生

化学 的 お よび生 物学 的 活性 を有す るか につ い て

は将 来 の研 究 に待 た なけ れば な らないが, SDS-

PAGEの ゲ ルか ら抽 出 した酵素 蛋 白質 が酵素

活性 を回復 しうる こ と も報告 され て い る37)ので,

今 後検 討す る予定 であ る.ま た雑 種t抗 原が 本

来 のt抗 原 と同 じ機能 を有 す るか ど うか につ い

て も未知 で あ るが, T抗 原 につ いて重 要 な研 究

が雑 種 蛋 白質 を用 いて行 わ れ る こ と3,4),ま た大

腸菌 で発現 した レ トロウ イル スの癌 遺 伝子 産物

(p60src38), p21ras39))も 雑 種 蛋 白質 であ りな

が ら機 能 を有 して い るこ とな どよ り,本 研 究 で

分 離 ・精製 した雑 種t抗 原 を用 い て その機 能 を

調べ る こ とは, t抗 原の 作用 機 構 とSV40発 癌

の分 子 機構 の 研究 に 有意 義 で あ る と考 え られ る.

結 語

1. SV40t抗 原 を精製 す る ため に, t抗 原 遺 伝

子 を発 現 ベ ク ター を用 いて大 腸 菌 で ク ロー ン化

した.

2. t 抗 原は 大腸 菌 内 で分子 量22,000の 雑 種蛋

白質 と して発 現 した.発 現 量は 比較 的 多量 で全

大腸 菌 蛋 白質 の約6%で あ っ た.

3.ウ エ ス タ ン ・ブロ ッテ ィン グ と酵 素抗体 法

で,雑 種t抗 原が抗 原 性 を保 持 して い るこ とを

証 明 した.

4.雑 種t抗 原 を尿素 で大 腸菌 か ら抽 出 し, SDS-

ポ リア ク リルア ミドゲ ル電 気泳 動 で分 離 して,

ゲ ルか ら抽 出 ・精 製 した.精 製 標 品 も同様 に抗

原性 を保持 して い た.

5.精 製 した雑種t抗 原は 完 全 なt抗 原 蛋 白質

(174ア ミノ酸)の ア ミノ基 末端 に 短 い異種 ペ プ

チ ド(18ア ミノ酸)が 結 合 した分 子量 約22,000

(192ア ミノ酸)の 不 溶 性 蛋 白質 で あ る.
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Molecular cloning of the SV40 small t antigen gene 

and purification of the antigen
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The simian virus 40 (SV40) DNA fragment encoding small t antigen was cloned with 

expression vector pUC8 for the purification of small t-antigen. Small t antigen produced in 
Escherichia coli was a hybrid protein of 22,000 daltons which comprised about 6% of the 
total protein. Hybrid small t antigen maintained antigenic activity which was examined 
by Western-blotting and enzyme-linked immunoassay. Hybrid small t antigen was 

extracted from E. coli with urea and purified from a small t-antigen band in SDS

- polyacrylamide gel. The purified antigen maintained antigenic activity.


