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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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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.


