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緒 言

クロマチ ンDNAの 複 製 と遺伝情報の発現は,

クロマチ ンに結合す る蛋白質に よって制御 され

ている と考え られ てい る1～3).し か し細胞核 ク

ロマチンは極 めて大 きいために, S期 に おける

DNA複 製 において も,複 製型クロマチン と非

複製型 クロマチン とが混在す るようになる.そ

のため両者 を分離 して複製におけ るクロマチン

蛋白質の変化 を究 明す るこ とが難 しい.

Simian virus 40(SV40)は, 5243塩 基 対の

環状二本鎖DNAを 持つウイルスであ り,感 染

したサル腎臓細胞内で,そ れぞれSV40ク ロマ

チン(ミ ニ クロモゾーム)と 成熟 ウイルス粒子

と呼ばれる二種類 のDNA-蛋 白 質複合体 とし

て存在 している4～6).そ して前者は,細 胞核 クロ

マチ ンと同様に4種 の ヒス トン(H2A, H2B,

 H3, H4)の 各2分 子が会合 した8量 体(ヒ ス ト

ンコア)にDNAが 約1.75回 巻 きついたヌクレ

オソー ム ・コアが連結DNAで 数 珠状に連 った

ヌクレオソーム構造 を呈 してお り,そ れにHI

ヒス トンが結合 している6).ま たSV40ク ロ マ

チンは,ヌ クレオソーム構 造はその まま保 ちな

が ら, HIヒ ス トンを失 い なが ら, VP1, VP2,

 VP3と 呼ばれる3種 の ウイルス蛋白質 を結合 さ

せて,成 熟 ウイルス粒子 となってい く.こ のSV

40ク ロマチンは単純な遺伝子構造 をもつ均一 な

複製単位(レ プリコン)で あるために,複 製型

SV40ク ロマチ ンは,ク ロマチン複製の有用 な

モデルであ る.近 年,細 胞 をそのままの状態 で

ホルムアルデ ヒ ド固定することによ り,少 しの

蛋 白質 をも解離 させ るこ とな くクロマチ ンを分

離す る方法が開発 されている7～9).それ らの報告

に よる と複製型 クロマチンは,非 複製型 クロマ

チンよ りも密度が小 さ く,こ の密度の差 を利用

して両者の分離が可能である.そ こで本研究 で

は, SV40ク ロ マチ ンの複製時 におけ るクロマ

チ ン結合蛋 白質の変化 を調べ るために, SV40感

染 細 胞 を細 胞 ご とホル ムア ルデ ヒ ド固定 し,

 SV40ク ロ マチ ン の複 製 型 と非複 製型 と を

密度の差 を利用 して分離 した後,ク ロマチ ン結

合蛋 白質の変化 を解析す ることによ り,ク ロマ

チ ン複 製時 に必要な蛋白質 を明 らか に しようと

した.

材 料 と 方 法

1)細 胞培養 とSV40ク ロマチンの固定

アフ リカ ミ ドリザル腎臓細胞(CV-1)を10%

ウ シ血清添加Eagle minimum essential medi

um(MEM)で,プ ラスチ ック製ペ トリ皿を用

い, 37℃ で培養 した.細 胞が密な状態になった

ときに小プラツ ク型SV40(777株)をMOI50

～100で 感 染 させ
, 40時 間後に20μCi/ml〔3H〕

チ ミジン(48Ci/mmole Radiochemical Cen

ter)(2ml培 養 液/デ ィッシュ)で5枚 づ つ3回

培養液 を回収 しなが ら3分 間感染細胞 をパルス

標 識 した.ま た同様に して感染細胞 を15分 間バ

ル ク標識 し,さ らに15分 間 のchaseを 行 なった.

標 識終 了後直ちにデ ィッシュを氷冷 し,シ リコ

ン擦過子 を用いて細胞 をデ ィッシュか ら剥離 し,
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遠心管に集めた. Carrierと して非標 識感染細

胞 を20枚 のデ ィッシュより集めて,そ れ ぞれの

遠心管 に加 えて1,000×g, 3分 間 遠心 し,沈 渣

に5mlの1%ホ ル ム アルデヒ ドを含むMEM

を加 えて, 4℃, 18時 間 固定 した9).

2)固 定SV40ク ロマチ ンの分離

固定 液中の細胞をMEMで2回 遠心 洗浄 した

後, 8mlのMEMに 懸濁 し, Ultra Sonic Osc.

 (Kaijo Denki)を 用 い最高出力 で30秒 づつ6回,

細 胞 を超音波破壊 した9).こ のSV40ク ロマ チ

ン抽出液を10,000×g, 30分 間遠心 し,上 清に

RNaseAを 終 濃度50μg/mlに な る ように加 え,

 37℃, 30分 間処理 した.さ らに細胞 クロマチ ン

とウイルス粒子 を除 くために, 7～25%蔗 糖,

 100mM NaCl, 10mM Tris-HCl(pH 7.8)の

密 度勾配を作 り,日 立RPS-25-2Aで74,000×

g, 4時 間遠心後,各 々の遠心管の底部か ら分

画分取 し,各 分画の10% trichloroacetic acid

(TCA)不 溶性の放射活性 を測定 した.蔗 糖密

度 勾配遠心 の沈渣 を10mM Tris-HCl(pH 7.8)

に 懸濁 し, negative stainingを 行 ない,電 顕観

察を行なった.

3) CsCl/塩 酸 グアニ ジンによる平衡密度勾配

遠心

蔗糖密度勾配遠心 で分取 したSV40ク ロマチ

ン分画 を10mM Tris-HCl(pH 7.3)に 対 して

透析 した.透 析後Amicon membrane filterを

用 いてSV40ク ロマチン溶液 を濃縮 し,塩 酸 グ

アニジン1.7g, CsCl 1.2gを 加 えて最 終容量

を4.6mlと し, 日立RPS-65 TAで150,000

×g, 72時 間遠心 し,分 画 した.各 分画 の 一部

(パ ル ス標 識SV40ク ロマチンは75μl,バ ル ク

標 識SV40ク ロマチ ンは25μl)の10% TCA不

溶性の放射 活性 を測定 した.ま た平衡密度勾配

遠心後のSV40ク ロマチ ン画分を水 に透析 した.

透 析後 白金-パ ラジウム で回転陰影 を行ない,

電 顕にて観察 した.

4) SV40ク ロマチ ン蛋白質のゲル電気泳動

各分 画200μlに 対 して β-メ ルカプ トエタノ

ール を30μlに なるように加 え, 100℃, 30分 間加

熱 した7～9).そ の後,試 料を10mM β-メ ルカプ

トエタノールに対 して透析 し, Laemmliの 方

法10)に よ り12.5% SDS-ポ リア ク リルア ミドゲ

ル電気泳動 を行ない, Oakleyら の 方法11)に よ

り銀染 色を行な って, SV40ク ロ マチ ン蛋 白質

を解析 した.

実 験 結 果

1) SV40ク ロマチ ンの蔗糖密度勾配遠心

1%ホ ルムアルデ ヒ ド固定 した感染細胞よ り

超音波を用 いて得たSV40ク ロマチ ンを7～25

%蔗 糖 密度勾配遠心法で底部 より分画する と,

 7～13番 の フラクシ ョンにSV40ク ロマチンの

ピー クが得 られた(図1).ま た沈渣の懸濁液 を

電顕観察す ると,成 熟ウイルス粒子及び細胞 ク

ロマチンがみ られた(写 真1).

図1　 SV40ク ロマチンの蔗糖密度勾配遠心分画

SV40感 染40時 間後,材 料 と方法に述べてあ

るように 〔3H〕チ ミジンで3分 間のパルス標

識(○)と15分 間のバルク標識, 15分 間の

chaseを 行なった(●).

2)分 離SV40ク ロマチンのCsCl/塩 酸 グアニ

ジン平衡密度勾配遠心

蔗糖密度勾配遠心分画の7～13番 の フラクシ

ョンを集め, CsCl/塩 酸 グアニ ジン平衡 密度勾

配遠心 によ り分取 した各分画の放射活性 を測定

してみる と, SV40ク ロマチ ンDNAを3分 間

パルス標識 した複製型 クロマチ ンの方 が, 15分

間バ ル ク標識, 15分 間chaseし た 非複製型 クロ
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写真1.成 熟 ウ イ ル ス と細 胞核 ク ロマ チ ンの 電 子 顕

微 鏡 像

蔗 糖 密 度 勾 配 遠 心 の沈 渣 を 懸 濁 し, negati

ve stainingを 行 な っ た(×120,000) .

マチ ンより軽い密度分画にあった(図2) .す な

わち複製型SV40ク ロマチ ンによ り多くの蛋 白

質が結合 していることが示 された.ま たフラ ク

図2. SV40ク ロマチンのCsCl/塩 酸 グアニジン平

衡密度勾配遠心分画

蔗糖密度勾配遠心のSV40ク ロマチン画分を

材料と方法に従ってCsCl/塩 酸 グアニジン平

衡密度勾配遠心を行なった.〔3H〕 チ ミジン

で3分 間パルス標識(○)と15分 間のバルク

標識, 15分 間のchaseを 行 なった(● ）.

シ ョン番号9と14を 水 に対 して透析後,電 顕観

察する と,か な り均一の大きさのSV40ク ロマ

チンが認め られた(写 真2).す な わち平衡密度

勾配遠心に よりできた 〔3H〕チ ミジン放射活性

のピー クはSV40ク ロマチンDNAに よ るこ と

が明らか となった.

写真2. SV40ク ロマチンの電子顕微鏡像

CsCl/塩 酸 グアニジン平衡密度勾配遠心 の

SV40画 分 を水に対して透析後,回 転陰影

を行なった(×30,000).

3) SV40ク ロ マ チン蛋 白質のゲル電気泳動

ホルムアルデ ヒ ド固定 したSV40ク ロ マチン

か ら蛋白質 とDNAを,塩 酸 グアニ ジンと β-

メ ルカプ トエタノールの存在下 で30分 間, 100

℃ 加 熱す るこ とに より解離 させ ることができた

(図3).ま た非複製型SV40ク ロマチンのピー

ク画分(フ ラクション番号11)は ,複 製型SV

40ク ロマチンの ピー ク画分(フ ラ クシ ョン番号

13)に 比 べてH1ヒ ス トンの割合 が多か った(図

3).さ らにウイルス蛋白質のVP1, VP2は,

非複製型 クロマチン画分には,ほ とん どみ られ

ず,軽 い比重 の分画にい くに従 って増加 がみ ら

れた.

考 察

近年,細 胞 をホルムアルデ ヒ ド固定 した後,

超 音波処理 して固定 クロマチ ンを溶出させ, Cs

Cl/塩 酸 グアニジン平衡 密度 勾配遠心 を用いて,

複 製型 と非複製型DNAと を分離す る方法が開

発された7～9).この方法には,ど ん な弱い結合 を
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図3. SV40ク ロマチンの蛋白ゲル電気泳動

CsCl/塩 酸 グアニジン平衡密度勾配の各分画を材

料と方法に従って銀染色を行なった.

している蛋白質 をもクロマチンか ら解 離させ な

いとい う利点がある.さ らにホルムアルデヒ ド

固定 クロマチ ンを容易にDNAと 蛋 白質 とに解

離 させ ることが出来 るために,そ れ らを解析す

ることができる7～9).

本研 究では, SV40感 染CV-1細 胞 をホルムアル

デヒ ドで固定 し,超 音波処理によりSV40ク ロマ

チンを細胞から抽出し, CsCl/塩 酸 グア ニジン平

衡密度勾配遠心 を用いて,複 製型 と非複製型SV

40ク ロマチンを分離して,そ の結合蛋白質の変化を

研究 した.そ して複製型SV40ク ロマチンは,非 複

製型のそれ よりも小 さい密度の分画に くること,

す なわち結合 してい る蛋白質が 多いこ とが明 ら

かになった.複 製型 クロマチ ンには, DNAポ

リメラーゼ αが,結 合 していることが明らかに

されてお り12),またSV40初 期遺伝子産物のT抗

原(分 子量約94,000)も,複 製型SV40ク ロマ

チンに結合 しているとい う報告13)も あ るが,今

回の研究では,複 製型の画分に9万 前後の蛋 白

質 は検出 されなか った.し か し,こ のこ とはSV

40ク ロマチ ンに結合す るT抗 原の量が少ないた

めの ものであ り,必 ず しもT抗 原が複製型SV

40ク ロマチ ンに結合 していないこ とを証明す る

もの ではない.複 製型SV40ク ロマチ ン画分の

H1含 量は,非 複製型の それ よりも少なかった.

こ の結果 と,こ れ まで報告 されているH1ヒ ス

トンのSV40ク ロ マ チ ンに与 える影響14,15)とを

総合 してみ ると, SV40ク ロマ チ ン複製時にH1

ヒス トンが離れて, SV40ク ロマ チンを弛緩 さ

せ る もの と考 えられる.
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結 論

ホルムアルデ ヒ ド固定 したsimian virus 40

(SV40)感 染 細胞か ら,超 音 波処理に より, SV

40ク ロマチ ンと成熟 ウイルスを抽出す ることが

できた.成 熟 ウイルスは,蔗 糖密度勾配遠心に

よ りSV40ク ロマチンか ら分離 できた.ホ ルム

アルデ ヒ ド固定 された複製型SV40ク ロ マチ ン

と非複製型SV40ク ロマチ ンをCsCl/塩 酸 グア

ニ ジン平衡密度 勾配遠心法によ り分離され,前

者は後者 よ りも小 さい密度分画 に回収 された.

ま た各分画の蛋 白質 を解析する と,複 製型SV

40ク ロマチ ンのH1含 量は,非 複製型のそれよ

りも少なか った.
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An analysis of nucleoproteins of replicating and 

nonreplicating simian virus 40
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Simian virus 40 (SV40) chromatin and mature virion were extracted from formalde
hyde-fixed SV40-infected CV-1 cells. Mature virion was eliminated from SV40 chromatin 
by sucrose density gradient centrifugation. Replicating and nonreplicating SV40 chroma

tin were separated on CsCl/ guanidine-HCl density gradients. Replicating SV40 chroma
tin was lower in density than the nonreplicating form. The analysis of chromatin prote
ins by polyacrylamide gel electrophoresis and silver staining revealed that replicating 

chromatin has less H1 histone than the nonreplicating form.


