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序 論

ク ロ マチ ン の基 本 構 造 で あ る ヌ ク レ オ ソ ー ムの存

在 は多 くの研 究 者1-4)に よ り確 立 され た.す な わ ち

大部 分 の有 核 細 胞 の ク ロマ チ ン は, 4種 類 の ヒス ト

ンH3, H4, H2A, H2Bが2分 子 ず つ 会 合 した ヒス

トンオ クタ マ ーの周 りに約140塩 基 対 のDNAが 結

合 した ヌク レ オソ ー ム と,ヌ ク レ オソ ー ム間 をつ な

ぐ40～60塩 基対 のDNAか ら成 る.い くつ か の遺 伝

子DNAを 含 む 領域 の ク ロマ チ ンに も この構 造 が存

在 す る こ とが示 され て い る5,6).大 部 分 の非 ピス トン

蛋 白 質 は,ヌ クレオソー ムのモ ノマ ー を調 製 す るた め

に行 うヌ ク レア ーゼ 処 理 の 間 に ク ロマ チ ンか ら遊 離

す るの で,ヌ クレ オ ソ ー ム間 のDNAに 結 合 して い

る らし い7).

あ る既知 の活 性 を持 った 個 々 の非 ヒス トン蛋 白質

を精製 して行 くこ とは,遺 伝 子 の調 節 や ク ロマ チ ン

の 修飾 に お け る それ らの蛋 白質 の役 割 を明 らか に す

る上 で の常 套 的 な手 段 で あ る.例 え ば,グ ロ ビ ン8),

ヒス トン9),オ ボ アル ブ ミン10)な ど の遺 伝 子 か らの転

写 を促 進 す る非 ヒス トン蛋 白質 の 分 画 が 報 告 され て

い る.し か し これ らの蛋 白質 は ま だ現 在 の と ころ単

離 され て いな い.

一 方
,生 物 活 性 の 不 明 な ま ま精 製 され て い る酸 可

溶 性非 ヒス トン蛋 白質 が い くつ か あ る. A24は 分 子

量27,000の ク ロマ チ ン蛋 白質 で11),ヒ ス トンH2A

の カ ル ボキ シル末 端 に近 い リジ ン残 基 に 非 ヒス トン

部 分 が イ ソペ プチ ド結 合 で 結 合 して い る特 異 な構 造

を持 って い る12)が,最 近,一 部 の ヌ ク レオ ソー ム で

は ピス トンH2AがA24に 置 き換 って い る ことが 示

唆 され た13).ま た, Johnsの グル ー プ に よ って 研 究

され て い るHMG蛋 白質14,15)も,ヌ ク レオ ソ ー ムの

モ ノマ ー分 画 に見 い出 され て い る16).ヒ ス トン に比

して少 量 し か存 在 しな い これ ら酸 可 溶 性非 ヒス トン

蛋 白質 の局 在 は,今 後 解 明 され るべ き ヌ ク レオ ソ ー

ム構 造 の不 均 一 性 や修 飾 へ の手 懸 を与 え る もの と思

わ れ る.

我 々 は ラウ ス 肉腫 ウ ィル ス(Schmidt-Ruppin

株)で 誘発 され たC3H/Heマ ウ ス腹 水 肉 腫 細 胞

(SR-C3H細 胞)の 核 をα-キモ ト リプ シ ンで 処

理 し,ヒ ス トン各 分 子 種 の 消 化 速 度 を調 べ て い る う

ちに,分 子 量 の 大 きな,キ モ トリプ シ ン処 理 で容 易

に消 失 す る蛋 白 質 が,核 か ら ピス トン と共 に0.2M

硫 酸 で 抽 出 され るこ とに気 付 い た.こ の論 文 で は こ

の 非 ピス トン蛋 白質 の精 製 と2, 3の 性 格 ず け につ

い て述 べ る.な お本 文 で は この 蛋 白質 を, HAN-

1(high molecular weight acid soluble nuclear

 protein-1)と 略 記 す る.

材 料 と方 法

1. ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動

核 の 酸 可 溶性 蛋 白質 の 解析 とHAN-1の 精製 段

階 の 確 認 に は, 2.5M尿 素, 0.9N酢 酸 を含 む15%

ア ク リル ア ミ ドス ラ ブ ゲ ル17)を 用 い た . S-200カ

ラ ムの分 画 を除 き,す べ て サ ン プ ル を泳 動 前 に0 .9

N酢 酸 に対 して透 析 した. 15mA/ゲ ル で8～9時 間

泳 動 した. 25%ト リ ク ロル 酢 酸 に溶 か した0.1%ク

ー マ シ ー ブ リ リア ン トブル ーで ゲ ル を染 色 し
, 8%

酢 酸 で脱 色 した18).

精 製 したHAN-1の 分 子 量 は, 0.1%ド デ シル

硫 酸 ナ ト リウム(SDS)を 含 む7.5%ポ リア ク リ

ル ア ミ ドス ラブ ゲ ル の電 気 泳 動 で 決定 した.ゲ ル の

シ子 テ ムはLaemmli19)に よ った .分 子 量 の 標 準 と し

て,グ ル ター ル ア ル デ ヒ ドで架 橋 した ウ シ 血清 ア ル

ブ ミン20)を用 い た.サ ン プ ル を2% SDS
, 2% β

-メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル, 0 .25Mシ ョ糖, 0.0625Mト

リス ー塩 酸(pH 6.8)に 溶 か し,泳 動 直前 に100

℃で2分 間 加 熱 した.

2. 核 の調 製

核 は接 種 後10日 か ら12日 の 腹 水 細 胞(SR-C3
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H細 胞 とEhrlich腹 水 癌 細 胞)ま た は培 養 細 胞(X

C細 胞 と マ ウ ス 白血 病 細 胞)か ら次 の よ うな手 順 で

分 離 した.す べ て の 操作 は特 に こ とわ らな い限 り0

～4℃ で行 った .腹 水 また は培 養 液 を600×g, 5分

遠 心 して 細 胞 を集 め た. XC細 胞 は単 層 に培 養 し,

ト リプ シ ン処 理 に よ り回 収 した.ペ レ ッ トに な っ た

細胞 を秤 量 し,こ れ に50倍 量 の 冷 却 した 低 張 のM

T緩 衝 液(5mM MgCl2, 10mMト リス ー塩 酸,

 pH 7.8)を 加 え,氷 中 に10～20分 放 置 し た後,

 1,000×gで5分 間 遠 心 し た,こ れ と平 行 して, 5mM

 MgCl2, 10mMト リス ー塩 酸(pH 7.8)を 含 む2.6

Mシ ョ糖 溶 液100mlをWaringタ イプ の ブ レ ン ダ ー

(日 立VA-10P)に と り,フ リー ザ ー 中 で-8℃ ま

で冷 却 して お く.低 張 処 理 に よ り膨 れ た細 胞 を再 び

MT緩 衝 液 に けん 濁 し容 量 を21～22mlに した の ち,

-8℃ の2.6Mシ ョ糖 溶 液 の 入 った ブ レ ンダ ー を回

転 させ,刃 の中 心 にそ そ ぐこ とに よ り細 胞 を破 壊 し

た. 3～4分 間 の 回 転 後,ホ モ ゲ ネ ー トの温 度 は4

～5℃ に上 昇 して いた .こ れ らの 細 胞,特 にSR-

C3H細 胞 を有 効 に破 砕 す る には,低 張 処 理 と0℃

以 下 に冷 却 した シ ョ糖 溶 液 中 で ホ モ ゲ ナ イ ズす る こ

とが必 須 で あ った.冷 却 した 高 粘 度 の シ ョ糖 溶 液 は

温 度 の上 昇 を防 ぐと と もに,破 壊 の た めの せ ん 断 力

を増 大 させ る役 割 をは た す.こ の 条件 下 で90%以 上

の細 胞 が破 壊 され た.こ の ホ モ ゲ ネ ー トを40,000×

gで60分 遠 心 し た 。 ペ レ ッ トに な っ た核 は0.25Mシ

ョ糖, 5mM MgCl2, 10mMト リス ー 塩酸(pH

 7.8)で1度 洗 い,使 用 す る まで-80℃ に 保存 した.

この よ うに して調 製 した 核 の 精 製 度 は位相 差 顕微 鏡

によ り確 認 され た.肝 臓 の核 は上 記 と同様 の方 法 で

調 製 した が,低 張 処 理 の操 作 は省 いた.

3. SR-C3H細 胞核 か らの酸 可 溶 性 蛋 白質 の 抽

出

SR-C3H細 胞 の核(DNA量 と して320mg)

に45mlの0.2M硫 酸 を加 えテ フ ロ ンの ホ モ ゲ ナ イ ザ

ーで ホ モ ゲ ナ イ ズ した . 30,000×gで20分 遠 心 した

後,沈 渣 を再 び45mlの0.2M硫 酸 で抽 出 した.抽 出

液 を 合 わ せ, 4倍 量 の エ タ ノ ー ル を加 え,生 じた蛋

白質 の沈 殿 を遠 心 に よ り集 め た.こ の 沈殿 をエ タ ノ

ー ル で洗 っ た後 減 圧 下 で乾 燥 させ た.約480mgの

酸 可 溶性 蛋 白質 が得 られ た.

4. HAN-1の 精製

抽 出 したSR-C3Hの 酸 可 溶 性 蛋 白質(470mg)

を9mlの0.9N酢 酸, 2M尿 素, 0.5mMフ ェ

ニ ル メ チ ル スル フ ォニ ル フル オ ラ イ ド(PMSF)に

溶 か し,遠 心 に よ り不 溶 物 を除 いた 後, Sephacryl

 S-200の カ ラ ム(2.6×95cm)に か け,同 じ溶 液

で 溶 出 した. HAN-1を 含 む分 画 を集 め, 0.2M

食 塩, 2M尿 素, 0.5mMPMSF, 50mM酢 酸 ナ ト

リウ ム緩 衝 液(pH 5.4)に 対 して 透 析 して か ら,

同 じ溶 液 で平 衡 化 したDEAE-Sephadexの カ ラ ム

(1.5×30cm)に か けた. 50mlの 溶 液 で 未 吸 着 の蛋

白質 を洗 い 去 り,吸 着 した 蛋 白 質 を0.2Mか ら0.6

MのNaCl直 線 濃 度 勾 配 に よ り溶 出 し た, HAN-

1を 含 む分 画 を集 め,使 用 す るま で-20℃ に保 存 し

た.

5. 抗HAN-1抗 血 清 の 調 製

DEAE-SephadexのHAN-1を 含 む分 画 を10

mMト リス ー塩 酸(pH 7.8)に 対 して 充 分 透 析 し,

このHAN-1溶 液(蛋 白質 量 と して300μg含 む)

を等 量 のFreund完 全 ア ジ ュ ヴ ァン トと共 に激 し く

攪 拌 した.得 られ たエ マル ジ ョン を1週 間 間 隔 で2

度 に分 け,ウ サ ギ の皮 下 に注 射 した. 2回 目 の注 射

か ら10日 目 に抗 血 清 を採 取 し た.

6. ア ミノ酸 分 析

HAN-1を 含 むDEAE-Sephadexの 分 画 を蒸

留 水 に対 して透 析 した後,凍 結 乾 燥 した.試 料 は5.8

N塩 酸 で110℃, 20時 間 あ る い は70時 間加 水 分 解 し

た.ア ミノ酸 組 成 は 日本 電 子JLC-6AH自 動 ア ミ

ノ酸 分 析 機 に よ り決 定 した.

7. RNA合 成

Weaverら の 方 法xuに よ りDNA依 存RNAポ リ

メ ラ ーゼ, I(A)型 お よ びII(B)型 をSR-C3H

細 胞 の 核 か ら調 製 した.分 離 した ポ リメ ラ ーゼ と精

製DNAに よ るin vitro RNA合 成 は 以 前 に報 告 した

22)と 同様 に行
っ た.す なわ ち, 25mM KCl, 5mM

 MgCl2, 2mM MnCl2, 0.1mMジ チ オ ス レ イ

ー ル, 40mMト リス ー塩 酸(pH 7.9),そ れ ぞ れ

0.4mMのATP, GTP, CTP, 0.02mM〔3H

〕UTP (0.5Ci/mmol),鋳 型DNA,そ して」

ポ リメ ラ ー ゼ を含 む反 応 液(0.2ml)を30℃ で20分
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イ ンキ ュベ ー トした 後, 3mlの7%ト リク ロル酢 酸,

 40mMピ ロ リ ン酸 ナ トリウ ムを加 え る こ と によ り反

応 を停 止 させ た.酸 不 溶 性分 画 に取 り込 まれ た3H

は グ ラス フ ィル タ ー(Whatman GF/C)上 に集

め,ト ル エ ン-PPO-POPOPを 含 むシ ン チ レ ー

ター に よ り計 測 した.

結 果

1. SR-C3H細 胞 と他の細胞 にお けるHAN-

1の 局在 と分布

図1. SR-C3H細 胞の酸可溶性蛋白質のポ リアク リルア ミドゲル電気泳動

細胞全体,核 分画,細 胞質分画 をそれ ぞ れ0.2M H2SO4で 処理 し遠心 した後,酸

可 溶性蛋 白質 を含む上清を電気泳動 した.洗 浄 した腹水細胞を5mM MgCl2, 10mM

トリス ー塩酸(pH 7.8)の 中でDaunceホ モゲナイザーを 使 って破壊 し, 1,000

×g, 5分 の遠心 によ り核と未破壊細胞 を除 いた上清 を,細 胞質 分画 とした.核 は方 法

の項 に書 いた よ うに して調製 した. (a) 核, (b) 1% Triton X-100で 洗浄 した核,

 (c) 細胞質, (d) 細胞全体. HAN-1を 失 印で示 す.
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SR-C3H細 胞 の 核分 画 は高 度 に 精 製 され て お

り細 胞 質 の混 入 は ほ とん どな い.し か し,分 離過 程

で 界 面 活 性 剤 を用 い て い な い ため 核 の 外 膜 と それ に

付 着 し た リボ ゾ ー ムが残 っ て い るの で, HAN-1

は これ らの もの に由来 す る可 能 性 が あ る.こ の可 能

性 は, 1% Triton X-100を 含 む5mM MgCl2,

 0.25Mシ ョ糖, 10mMト リス ー塩 酸(pH 7.8)で

核 を洗 って もHAN-1が 除 か れ な い こ とか ら否 定

され た(図1b).ま た,細 胞 質 分 画 に はHAN-1

が み られ な い こ と(図1C)も, HAN-1が もっ

ぱ ら核 内 に 存 在 す る蛋 白 質 で あ る こ とを 示 して い る.

図2.　 種 々の細胞核の酸可溶性蛋 白質 のポ リ

アク リルア ミドゲル電気泳動

0.2M硫 酸 で核 を抽 出 し,そ れ ぞ れ30μg

の 酸 可 溶性 蛋 白質 を含 む遠 心 上 清 を電 気 泳動

に か けた. (a) Ehrlich腹 水 癌 細 胞, (b) マ

ウス 白血 病 細 胞, (c) XC細 胞, (d) SR-

C3H細 胞, (e) マ ウ ス肝, (f) ラ ッ ト肝. X

につ いて は 考 察 の 項 参 照.

HAN-1がSR-C3H細 胞以 外の細胞 に も存

在す ることを示す ために,種 々の細 胞の分離核か ら

酸可溶性蛋白質 を調製 し,ポ リア ク リルア ミドゲル

電 気泳動 で解析 した(図2). XC細 胞はPrague

株で トランスフ ォームした ラッ トの細胞株23),マ ウ
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ス白血病細胞はGross白 血病 ウ ィルスで誘発 したマ

ウスの胸腺 リンパ腫由来の細胞24)である.す べての

細胞において酸可溶性蛋白質の主体(90%以 上)は

ヒス トンで ある. 30～40の 非 ヒス トン蛋 白質のバン

ドが認 め られ るが,こ の うち19本 のバ ン ドはすべて

の細胞種 に存在す る. SR-C3H細 胞 のHAN-

1と 同 じ易動度 を示すバ ン ドが他 の細胞すべて にみ

られ るので,こ れ らの細胞に もHAN-1類 似の蛋

白質が存在 して いることが示唆 される.

表1

RELATIVE CONTENT OF HAN-1 RROTEIN
 IN VARIOUS CELL TYPES

染色 したゲルの定量的デ ンシ トメ トリー16)によ り

これ らの細胞 におけるHAN-1含 量 の算 出が可能

で ある(表1). SR-C3H細 胞のHAN-1含

量は全5種 類 ピス トン含 量の4.8%で あ り,他 の細

胞に比べ明 らか に高い.こ の値 は核 の標品 ごとに多

少異な るが, 5つ の異な る標品 か ら求 めた値 は4.3

±0,6%で あった.

HAN-1が クロマチ ンに結 合 した蛋白質であ る

か どうかを調べ るため, SR-C3H細 胞 ク ロマチ

ンか らの酸可溶性蛋白質 の中のHAN-1含 量を調

べ た(表1).そ の結果約%のHAN-1は クロマチ

ンに結合 してい ることがわか った.

HAN-1の 他 に図2にXで 示 したバン ドもSR

-C3H細 胞に多い.こ の ことについては後 に考察

の項で述 べ る.

2. SR-C3H細 胞核か らのHAN-1の 精製

ポ リアクリルアミドゲルでのHAN-1の 低い易動度は,

 HAN-1の 分子量が大 きい ことを示 してお り,酸

可溶性蛋白質の うち非 ヒス トン蛋 白質 の占め る割合

は少 ないことも考 え合わせ る と, HAN-1の 精製

の第一段階にはゲルろ過 を適用す るのが最 も有効で

あると考 えられ る.図3AはSephadex G-100

カラムか らのSR-C3H核 酸可溶性蛋 白質の溶 出

パ ター ンで あ る.溶 出 溶 媒 に は,大 量 の蛋 白質 を分 画

す るた め に尿 素 を,分 画 中 に蛋 白 質 分 解 酵 素 が働 か

な い よ うに そ の阻 害 剤 で あ るPMSFを 加 えて あ る.

 HAN-1はvoid volume近 くに溶 出 され るが そ の

他 の 高 分 子 量 非 ヒ ス ト ン蛋 白 質 や ヒス トンH1

も これ らの 分 画 に溶 出 され て い る(図3B).そ こ

でG-100よ り も限 界分 子 量 の大 きいSephacryl

 S-200を 使 用 した. Sephacryl S-200 (Ph

armaciaの 製 品)は 球 状 蛋 白 質 に対 して2.5×105の

限 界 分子 量 を持 っ た一種 の 架 橋 デ キ ス トラ ン ・ビー

ズで あ り, Sephadex G-200よ り速 い流速 が 得 られ

る.図4AにSephacryl S-200カ ラ ムか らの 酸 可

溶 性 蛋 白質 の 溶 出 パ ター ン を示 す. Sephacryl S

-200を 使 用 す る こ とに よ り ヒス トン とHAN -1

を完 全 に 分 離 す る こ とがで きた(図4B).

次 の 精 製段 階 と してCM-セ ル ロー ス ま た はDE

AE-Sephadexを 使用 す る こ と に し,こ れ らの イオ

ン交 換体 へ のHAN-1の 吸 着 性 を色 々 なpHで テ

ス ト した(図5), CM-セ ル ロ ー ス に は各pHで

すべ て の蛋 白質 が 吸 着 した. DEAE-Sephadexに

は, pH 7.8で は す べ て の 蛋 白質 が, pH 5.4 .ではH

AN-1の み が吸 着 し, pH 2.7で は どの 蛋 白 質 も

吸 着 しなか った.こ の こ とか らDEAE-Sephadex

を用 い てpH 5.4で ク ロマ トグ ラ フ ィー を行 う こ と

が, HAN-1の 精 製 に適 当 で あ る こ とが わ か った.

HAN-1を 含 むS-200カ ラム の分 画(分 画No

 40～50)を 集 め,透 析 後DEAE-Sephadexの カ ラ

ム で 更 に分 画 した(図6A, B) . HAN-1は 食

塩 濃度0.35Mに,電 気 泳 動 的 に均 一 な形 で 溶 出 され

た.

精 製 され たHAN-1の 中性 領 域 で の溶 解 度 は き

わ めて 低 い.す なわ ち, DEAE-SephadexのHA

N-1分 画 を直 接10mMト リス ー 塩 酸(pH 7 .8)に

対 して 透 析 す る と, HAN-1は 析 出 して しま う.

しか し,一 度0.1M炭 酸水 素 ナ ト リウ ム溶 液(pH

 9.0)に 対 して透 析 して か ら10mMト リス ー塩 酸(

pH 7.8)に 戻 す こ とに よ り,完 全 に溶 け たHAN

-1の 溶 液 を得 る こ とがで きた
.

3. 分 子 量 の 決 定

HAN-1を β-メ ル カ プ トエ タ ノー ル で 処 理 後
,

 SDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 す る と
,

ウ シ血清 ア ル ブ ミン と ウサ ギ 筋 ミオ シ ンの 間 に1本

の バ ン ドと して認 め られ た .こ の こ とは,酸 で 抽 出
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図3. A.　 SR-C3H細 胞 核 酸 可 溶 性 蛋 白質 のSephadex G-100ク ロマ トグ ラ フ ィー

Fraction number

200mgの 酸 可溶 性 蛋 白質 に4mlの0.9N酢 酸, 0.5mM PMSFを 加 え,遠 心 して 不 溶

物 を除 い てか ら2.6×95cmのSephadex G-100カ ラ ムに か けた. 14ml/hの 流 速 で

5mlず つ に分 画 した.

B. Sephadex G-100分 画 の電 気 泳動

Sは カラムにか ける前のサ ンプル,数 字 は分画番号,矢 印はHAN-1を 示す.
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図4. A.　 SR-C3H細 胞核 酸可溶 性蛋 白質 の

Sephacryl S-200ク ロマ トグラフィー

カ ラ ム(2.6×95cm)は0 .9N酢 酸, 2M

尿 素, 0.5mM PMSFで 溶 出 し, 16.5ml/h

の 流速 で5mlず つ に分 画 した. HAN-1を

含 む分 画(40-50)を 集 め た.

B. Sephacryl S-200分 画 の電 気 泳 動

Sは カラムにかけ る前 のサンプル,数 字 は分画番号,矢 印 はHAN-1を 示す.
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図5.　 色 々 なpHで の酸 可溶 性 蛋 白質 のCM-セ ル ロ ー ス, DEAE-Sephadexへ の 吸 着

HAN-1を 含 むSephadex G-100 の分画 を各pHの 緩衝液 に対 して透析 し
,同

じ緩衝液で平衡 化 した0.05gの イオン交換
体 と混合 し, 4℃ で1時 間吸着 させ た.遠 心

後,上 清 をSDS-ポ リア ク リル ア ミドゲル電 気泳動 にか けた.  Sは 吸着 前のサ ンプル,
 Mは 分子量の マーカーでゲルの上 端 か ら ミオ シ ン(220 ,000), ウ シ血 清 ア ル ブ ミン(68 ,000),オ ボ ア ル ブ ミン(43 ,000), ト リプシ ン(25,000)で あ る.  (a) 0.9N酢 酸,
 pH 2.7, (b) 10mM酢 酸-酢 酸 ナ トリ ウ ム,  pH 5.5,  (C) 10mMト リス ー塩 酸, pH
 7.8.矢 印 は HAN-1を 示 す
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Sephacryl S-200カ ラ ムのHAN-1を

含 む分 画 をDEAE-Sephadexの カ ラ ム(1.5

×30㎝)に 吸 着 させ た.ま ず カ ラ ム を0.2M食

塩, 2M尿 素, 50mM酢 酸 ナ ト リウ ム, 0.5mM

 PMSF (pH 5.4)で 洗 い, 0.2～0.6Mの 食

塩 濃 度 勾配 に よ り溶 出 し, 2mlず つ に 分 画 した.

され たHAN-1は, 68×103と220×103の 間 の

分 子 量 を持 つ た だ1つ の ポ リペ プ チ ドか ら成 る こ と

を示 して い る.も っ と正 確 なHAN-1の 分 子 量 は,

架 橋 した ウ シ血清 アル ブ ミン を分 子 量 マ ー カ ー にす

る こ とに よ り, 125×103と 決 定 された(図7).

図6. A.　 DEAE-Sephadexク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

図6. B.　 DEAE-Sephadex分 画 の ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動

0.9N酢 酸 に対 して透析 してか ら30μlずつ

のサンプル をゲルにかけた.数 字 は分画番号.

4. ア ミノ酸 組 成

ア ミノ酸 分 析 の結 果(表2), HAN-1は グル

タ ミン酸,リ ジ ン,ア スパ ラギ ン酸 に富 み,セ リン

も比 較 的 多い こ とが わ か っ た.シ ス テ ィン は検 出 さ

れ なか っ た.酸 性 ア ミノ酸/塩 基性 ア ミノ酸 比は1.84

で あ っ た.ト リプ トフ ァ ン の定 量 を行 って い な い

が, HAN-1の 紫 外 吸 収 曲 線 に は290nmに は っ

き りしたshoulderが あ り,ト リプ トフ ァンの 存 在

を 示 唆 して い る.

図7.　 HAN-1の 分 子 量 の 決定

0.1% SDSを 含 む7.5%ポ リア ク リル ア

ミ ドゲル を用 い た.分 子 量 の 標 準 に は グル タ

ー ル アル デ ヒ ドで架 橋 した ウ シ血 清 ア ル ブ ミ

ン を使 っ た.図 中の 点 は それ ぞ れ モ ノマ ー,

ダ イマ ー,ト リマ ー,テ トラマ ーに 相 当 す る.

5. HAN-1のin vitro RNA合 成へ の 影 響

SR-C3H細 胞 のHAN-1は ,同 じ細 胞 か ら

調 製 したRNAポ リメ ラー ゼ のI型 とII型 に よ る3H

-UMPのRNAへ の 取 り込 み に対 して 異 な
った

作 用 をす る(図8).す な わ ち,ポ リメ ラ ーゼI型

の 活 性 はHAN-1の 添 加 に よ り阻 害 され たが , II

型 の活 性 は逆 に促 進 され た.
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図8.　 in vitro RNA合 成 に対 す るHAN-1の 影 響

SR-C3H細 胞 か ら調 製 したRNAポ リ

メ ラー ゼI型 とII型, 20μlず つ に あ らか じめ

色 々な 量 のHAN-1を 加 えて お き,こ れ らに

鋳 型 と基質 を加 え るこ とに よ り反 応 を開 始 し

た.反 応 は30℃ で20分 行 っ た.鋳 型 に は10μg

の 仔牛 胸 腺DNAを 用 い た. HAN-1非 存

在 下 でRNAに 取 り込 まれ た3H-UMPの

カ ウ ン トは, I型 で は37,405cpm, II型 で は

5,930cpmで あ った.

6. HAN-1の α-キ モ トリプ シ ン によ る消化

分 離 核 をα-キ モ トリプ シ ンで 消 化 した場 合, H

AN-1の 大 部 分 は先 に述 べ た よ うに この 酵 素 の 作

用 を非常 に受 け やす い.し か し一 部 のHAN-1は

か な り長 い 間 キ モ トリプ シ ン を作 用 させ て も残 って

い る.こ の こ とは, HAN-1の 約1/10がク ロ マチ ンに

結 合 して い る事 実 か ら推 測 す る と, HAN-1の

DNAや ヒス トン との 相 互 作 用 が蛋 白質 分 解 酵 素 に 対

す る感 受 性 に反 映 して い る と考 え られ る.こ こで は

HAN-1の 分 解産 物 を確 認 す る た め に,精 製 し た

HAN-1を 用 い て キ モ ト リプ シ ン を作 用 させ た.

 HAN-1は 低 濃 度(0.2μg/ml)の トリプ シ ン に

よ り速 や か に分 解 され,1つ の比 較 的 安 定 な断 片 を

生 じた(図9).

図9.　 HAN-1の α-キ モ トリプ シ ン に よ

る消 化

400μg/mlのHAN-1を5mM MgCl2,

 0.2mM CaCl2, 10mMト リス ー塩 酸(

pH 7.8)の 中 で, 0.2μg/ml(a)ま た は

2μg/ml(b)の α-キ モ トリプ シ ンに

より, 30℃ で それ ぞれ0分(0), 10分(1)

30分(2), 60分(3)消 化 した. 0.2M

硫 酸 を加 えて反 応 を止 め て か ら0.9N酢 酸

に透 析 し,ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳

動 に か け た.
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7. HAN-1の 抗原性

SR-C3H細 胞 よ り精製 されたHAN-1は ウ

サギに対 して抗原性を示 した.産 生 された抗体 のレ

ベルはかな り低 く,ゲ ル内沈降反応では1/4稀釈の血

清 まで しか沈降線が認め られなか った(図10).

図10.　 HAN-1と 抗HAN-1血 清 の ゲ ル 内 沈降 反応

中心 の 穴 に は200μg/mlのHAN-1溶 液 を50μl入 れ た.抗HAN-1血 清 を2

倍 稀 釈 し50μlず つ周 囲 の穴 に 入 れ た. (1) 1, (2) 1/2, (3) 1/4, (4) 1/8,

 (5) 1/16, (6) 1/32. 48時 間後 に写 真 を と った.

考 察

核 に存在す る単一の蛋白質(HAN-1)を,核
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の 酸 抽 出, Sephacryl S-200お よ びDEAE-

Sephadexク ロマ トグ ラ フ ィー によ り電 気 泳動 的 に

均 一 な 状 態 ま で 精製 した.こ の蛋 白質 を構 成 す る アミ

ノ酸 に は グ ル タ ミン酸 が 多 く,酸 性 ア ミノ酸/塩 基

性 ア ミノ酸 比 は1.8で あ った. HAN-1の 分 子 量

は今 まで に性 格 ず け られ た核 内蛋 白質 の うちで は最

も大 きい と思 わ れ る.そ の分 子 量 は125,000で あ っ

た.こ の 蛋 白質 が現 在 ま で注 目 され な か っ た1つ の

理 由 は,こ の 分 子 量領 域 の酸 可 溶 性 蛋 白質 の含 量 が

少 な か っ た た めで あ ろ う. HAN-1含 量 の 高 い

SR-C3H細 胞 を材 料 と した た め そ の 精製 は容 易

で あ っ た.

SR-C3H腹 水 肉 腫 は元 来 ト リ肉腫 ウ ィル ス で

あ る ラウ ス肉 腫 ウ ィル ス で誘 発 され た もの で あ る25).

この 細 胞 を ニ ワ ト リのwing-webに 接 種 す る と感 染

性 ウ ィル ス が局 所 に で きた腫 瘍 か らrescueさ れるの

で, SR-C3H細 胞 のDNAに は完 全 な ウ ィル ス

・ゲ ノ ムが 組 み 込 まれ て い ると考 え られ る. SR-

C3H細 胞 のHAN-1含 量 が他 の細 胞 に比 べ て 非

常 に 高 い こ とは,ウ ィル ス で引 き起 こ され た トラ ン

ス フ ォー メ ー シ ョン との何 らか の 関 連 を示 唆 す る.

しか し,マ ウス 胎 児 細胞(A31)と,マ ウ ス胎 児 細

胞 をin vitroで トリ肉 腫 ウ ィル ス(B 77)に よ り ト

ラ ンス フ ォー ム させ た細 胞(A 31/B 77)のHAN

-1含 量 に は 差 が み られ な か っ た(末 発 表).

本 研 究 でHAN-1が 核 に局 在 す る こ とは 明 らか

に な っ た が,核 内 の ど こに どの よ うな状 態 で存 在 す

るか に つ い て は明 確 に され て い な い.全HAN-1

の 約1/10のみ が ク ロマ チ ン に結 合 して い る こ とは,核

質 内 に遊 離 した分 子 と,ク ロマ チ ンの 特 定 の 部位 に

結 合 した 分 子 との 間 に平 衡 が成 立 して い る こ と を示

唆 して い る,ク ロ マチ ンに 結合 したHAN-1は,

 0.35M食 塩 に よ る洗 浄 で も完 全 に は 除 けな か つた.

これ らの こ とか ら, NAN-1の ク ロマ チ ン との 結合 ,

はか な り強 く,平 衡 は結 合 の 方 向 にか た よ って い る

と考 え られ る.核 質 に も ク ロマ チ ン に も存 在 す る核

内 蛋 白質 の あ る こ とは 今 ま で に も報 告 され て い る26).

他 の 研 究 者 に よ って す で に分離 され て い る非 ヒス

トン蛋 白質11,14,27-30)とHAN-1が 別 の もの で あ

る こ と は, HAN-1の 分子 量 とア ミノ酸 組 成 か ら

明 らか で あ る.こ れ らの蛋 白質 の分 子 量 は大 きい も

の で も70,00030)で あ る.し か し, HAN-1の ア ミ

ノ酸 組 成 はNovikoff肝 癌 か ら分 離 され た核 小 体 の酸

可 溶 性蛋 白質"band 15"27)の それ と驚 くほ どよ く

似 て い る(表2).ど ち らの蛋 白質 もグ ル タ ミン酸,

ア スパ ラギ ン酸,リ ジ ン,グ リシ ン,ア ラニ ンに富

み,酸 性 ア ミノ酸/塩 基 性 ア ミノ酸 比 も近 い値 を示

して い る.さ らに図1, 2の ポ リア ク リル ア ミ ドゲ

ル電 気 泳 動 の パ タ ー ン と核 小 体 か らの酸 可 溶 性 蛋 白

質 の そ れ(文 献27のFig. 2Aを 見 よ)と の 比較 か ら,

彼 らの"band 18"と"band 15"は 本 研 究 のHA

N-1とX(図2)に そ れ ぞ れ相 当 す る こ とが推 測

され る. HAN-1とX(band 15)が 共 にSR-

C3H細 胞 に多 い こ と と,こ れ らの蛋 白質 の ア ミノ酸

組 成 が 似 て い る こ と は,こ れ らの ポ リペ プ チ ドが前

駆 体 一 産 物 の関 係 に あ る こ とを想 像 させ る.

表2

AMINO ACID COMPOSITION OF HAN-1 

PROTEIN

遺伝子 の発現 を制御 す る色 々な蛋 白質 が,非 ヒス

トン蛋 白質 の中に見い出 され るはずだ と一般 に信 じ

られてい る.細 菌のlacレ プレ ッサーか らの類推 に

よ り,こ れ ら制御分子の細胞 あた りの分子数 は104

のレベルで あろ うとされて い る31).す でによ く解析

されてい る酸可溶性非 ピス トン蛋 白質 であ るHMG

蛋白質 の細 胞あた りの コピー数 は105～105と 見積

られて いるので, HMG蛋 白質 は ヒス トン と同 じよ

うに クロマチンで構造的 な役割 を担 ってい る らしい15)

.事実, HMG蛋 白質 はヌクレオソームの モ ノマー分

画 に証明 されて いる15). HMG蛋 白質 は ヒス トンに

比べ ると限 られ た数 しか存在 しないので,あ るヌク
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レオ ソ ー ム はHMG蛋 白質 を含 む が,他 の ヌ ク レオ

ソ ー ム は全 くこれ を欠 い て い る はず で あ る.正 常 肝

細 胞核 やSR-C3H細 胞 核 のHAN-1で,ク ロ

マ チ ンに結 合 した部 分 の量 は全 ヒス トンの0.3～0.6

%だ か ら,核 あた りのHAN-1の 分 子 数 は104～

105の オ ー ダ ー で あ る.こ の よ うな見 積 りか ら,例

えば異 な っ た鋳 型 活 性 を もつ ク ロマチ ン分 画 で のH

AN-1の 分 布 が 明 らか に なれ ば, HAN-1の 構

造 的,機 能 的 役 割 が 解 明 で き るの で はな い か とい う

期 待 が生 まれ る.

Buschの グル ー プは 二次 元 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ

ル電 気 泳 動 に よ り多 くの核 の酸 可 溶 性 蛋 白質 を同定

して来 た32).最 近 これ らの蛋 白質 の1つ, C-14が

Novikoff肝 癌 細 胞 か ら精製 され,裸 のDNAを 鋳 型

に したRNAポ リメ ラーゼI型 の 転 写 を促 進 す る こ

とが報 告 され た30). E. coliのRNAポ リメ ラ ーゼ と

E. coliのDNAを 用 い た と きに も促 進 が認 め られ た

の で,こ の蛋 白質 が特 別 の ポ リメ ラ ーゼ や 鋳 型 を好

む傾向 は な い と言 え る。 これ に対 して, HAN-1

は同 じ細 胞 のRNAポ リメ ラー ゼI型 とII型 に逆 の

作 用 を示 した.こ の こ とはHAN-1が ポ リメ ラ ー

ゼ を識 別 して い る こ と を暗 示 す る.し か し,こ こで

用 い た ポ リメ ラ ーゼ の 標 品 は ま だ十 分 に精 製 され て

い な い の で, HAN-1が ポ リメ ラ ーゼ と直 接相 互

作 用 して い る可 能 性 の 他 に,他 の 末 知 の 因 子 の 関 与

を否 定 で きな い. HAN-1の 転 写 にお け る役 割 を

明 らか に す る に は更 に 研究 が必 要 で あ る.

結 論

ク ロマ チ ンの 構 造 を よ り局 所 的 な レベ ル で 知 るた

め に種 々 の細 胞 の 核 に存 在 す る高 分 子 量 の 酸 可 溶 性

非 ヒス トン蛋 白質HAN-1(high molecular

 weight acid soluble nuclear protein-1)の 精

製 を試 み,い くつ か の 性質 を明 らか に した.

1. ラ ウ ス肉 腫 ウ ィル ス で誘 発 され た マ ウス 腹 水 肉

腫 細胞, SR-C3H細 胞 のHAN-1含 量(ヒ ス

トンに対 して約4.3%)は 他 の 正 常 細 胞(例 えば ラ

ッ ト肝,マ ウ ス肝)や トラ ンス フ ォー ム 細 胞(例 え

ばXC細 胞,マ ウ ス 白血病 細胞, Ehrlich腹 水 癌細

胞)の4倍 ～10倍 で あ る.

2. SR-C3H細 胞 のHAN-1は 約10%が ク ロ

マ チ ン に結 合 して い る.

3. SR-C3H細 胞 か ら0.2M硫 酸 抽 出, Seph

acryl S-200お よ びDEAE-Sephadexク ロマ ト

グ ラ フ ィーに よ り電 気 泳動 的 に均 一 なHAN-1が

得 られ た.

4. SDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 法 に

よ り求 め たHAN-1の 分 子 量 は125,000で あ っ

た.

5. HAN-1の ア ミノ酸 組成 は グ ル タ ミン酸,ア

ラニ ン,リ ジン,ア ス パ ラギ ン酸 に富 ん で い る.酸

性 ア ミノ酸/塩 基 性 ア ミノ酸 比 は1.8で あ り, HA

N-1は 酸 性 蛋 白質 で あ る と考 え られ る.

6. 裸 のDNAを 鋳 型 と したSR-C3H細 胞 のR

NAポ リメ ラー ゼ に よ るin vitro RNA合 成 反 応 で,

 HAN-1はI型 ポ リメ ラー ゼ に対 して は阻 害, II

型 ポ リメ ラ ーゼ に対 して は 促 進効 果 を 示 した.

7. HAN-1は α-キ モ ト リプ シ ン に よ りか な り

限 定 的 に分 解 され, 1つ の安 定 な 断 片 が 得 られ た.

8. 精 製 され たSR-C3H細 胞 のHAN-1は ウ

サ ギ に対 して 抗 原 性 を示 し,抗HAN-1抗 体 が 産

生 され た.
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A high molecular weight acid soluble nuclear protein (HAN-1) was isolated in a electro

phoretically homogeneous state from mouse ascites sarcoma cells (SR-C3H cells) by the ex
clusion chromatography in Sephacryl S-200 and the DEAE-Sephadex chromatography of the 
nuclear 0.2M H2SO4 extract. The content of HAN-1 in SR-C3H nuclei was about 4.3% per 

total histone, the highest among the cell types tested. The molecular weight of HAN-1 was 
estimated to be 125,000 by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The amino acid com

position of HAN-1 was rich in glutamic acid, alanine, lysine and aspartic acid, the acidic/basic 
amino acid ratio 1.8. The in vitro RNA synthesizing activity of SR-C3H cell RNA polymerases I 
and II on a naked DNA template was differentially affected by HAN-1; the reaction with 

polymerase I was inhibited and that with polymerase II stimulated.


