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第 l章序論

生物の生物たる由縁は、 自己を複製し自身の子孫を残してゆける

点にある。それ放に、今日の生物の繁栄がある。 との生物を形成し

ているもっとも基本的な単位が細胞であり、従って、細胞の自己増

殖こそ生命の基本原理の一つに他ならない。個々の細胞は、 その親

細胞から受け継いだ遺伝情報物質 DNAを持ち、 その情報は極製さ

れて娘細胞へと受け継がれてゆく。つまり 、 こうして太古の昔より

受け継がれてきた遺伝情報物質 DNAの複製が、細胞増殖の基本で

ある。

i宣伝情報物質 DNAは、基本的には、主としてわずか 4種類の庖

基よ りなる 2本の鎖が水素結合により相術的に二重鎖を形成し、螺

旋状によじれあって存在するという単純なものである 1)。その複製

についても、大腸菌やそれに感染するファージを中心とした解析に

より、原核細胞ではかなり日月らかにされてきた幻 3)。しかし、 真核

細胞では、原核細胞に比べて DN A量が約 1.000倍と多く、複数の複

製単位〔レプリコン〉がタンデムに結合したグノム構成をとること、

さらに、 これが、 ヌクレオソーム構造や染色体構造をとり、 また、

核マトリックスを含めた複雑な核内構造をとること、 さらに、 それ

らが細胞周期上の制御を受けること等復雑であるため、 その複製機

備の研究も遅れてきた。 しかし、細胞 レベルでの観察から、高等真

核生物においても 、 その複製は、二重鎖 DNAが複製開始点から巻

き戻されて 2本の鎖が解離することにより始まり、 2本の一本鎖 D

N Aをそれぞれ鋳型として相術的な新生 DNA鎖が合成されること

(半保存的複製) 4) また、 D N A合成は、複製開始点より両方向

へ進行すること(二方向複製〕引、さらに、 lagging鎖の複製は、岡

崎フラグメントと呼ばれる 5・末端にプライマ -RNAが共有結合し

た短鎖 DNAの合成を介すること〔不連続複製〕引等、 基本的には

大腸菌と同様の反応であることが示された。そこで、真核細胞の D

N A複製機構を解明するために、大腸菌での解析を参考として研究
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が進められた。

まず、大腸菌で同定された oN A複製因子と同悌の性質をもっ酵

紫 ・蛋白質の検索が行われた。 その結果、 o N Aポリメラーゼ α を

はじめとする多くの酵索・蛋白質が、 多くの細胞より検出・精製さ

れた。当研究室においても、 o N Aポリメラーゼ、 α-0 N Aプライ

マーゼ複合体 7)ー 12 )、 RNAアーゼ H13) 1川、 DNAへリカーゼ 15)

ー19)、 DNAトポイソメラ ゼ I及び 1120) 21)をはじめとし、 さら

に DNAポリメラーゼ αの促進因子 10)1 3) 22)等を検出・精製し、 そ

の解析を行ってきた。特に DNAポリメラーゼ αについては、 生化

学的にも i宣伝学的にも DNA被製への関与が証明され 23)24)、真核

細胞では DNAプライマーゼと視合体を形成して存在すること 25)、

復合体形成により効率よく岡崎フラグメント合成が行われること等

解析が進んでいる 9)10) 26)。しかし、遺伝学的に複製への関与が証

明されている DNAポリメラーゼ αは、 いわば例外であり、 その他

の酵素 ・蛋白質については、複製への関与を示す方法が必要となっ

た。

そこで、大腸菌の oN A複製機構の解析で、 その感染するファー

ジを利用した無細胞 oN A複製系が有効であったことから、動物細

胞に感染するウイルスの DNAを利用したMi細胞 DNA複製系が構

築された。 まず、最初Jに、 アデノウイルスの無細胞 DNA複製系が

確立された 27)。しかし、 その複製様式は、動物細胞とは全く異なり、

蛋白プライミングにより複製が開始され、 また、複製に必要な因子

もDNAポリメラーゼや oN A結合蛋白質はウイルス自身のコ ー ド

するものであった。そのため、 アデノウイルスの無細胞 DNA複製

系に必須の宿主細胞の因子としては、転写制御因子である nuclear

factor 1とoN A トポイソメラーゼ Iが同定されたのみであった。
その後、現在おおいに成果をあげている SV 4 0とポリオーマウ

イルスの無細胞 DNA複製系が構築された 24)28)29)。これらのウイ

ルスの無細胞 DNA複製系では、 ウイルス仰lの因子としてウイルス

複製 orlglnとウイルス初期遺伝子産物ラージ T抗原の 2つが必須で
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あるが、 その他の複製因子はす べ て宿 主 細胞 に依 存 してい る。 また、

複製の様式も、半保存的に、両方向へ、不連 続 に行われることが 示

されており、宿主細胞の 1レプリコンにおける反応をよく反映した

系であると考えられる。実際、 S V 4 0の無細胞 DNA複製系を用

いて多くの成果が報告されている 30)-32). F i g 1には、 その成果

を簡単にまとめた。 SV 4 0の無細胞 DN A複製系においては、 ウ

イルスの複製 originを、複製開始蛋白質 T抗原が A T P存在下、認

識して結合することにより複製が開始される 33)-35). T抗原の結合

により二重鎖 DNAは部分的に開裂すると考えられ、 これを、 さら

に DNAへリカ ー ゼとして?抗原が働くことにより巻き戻し、一本

鎖 DNA部分が露出すると考えられるが、 この過程では、一本鎖 D

NAに結合して安定 化 する一本鎖 DNA結合蛋白質(S S B) が必

須である 36)37)。その後、 一本鎖 DNA上では、 DNAポリメラ ー

ゼ αー DNAプライマーゼ複合体によるプライマ -RNA合成と、

引続き最初の岡崎フラグメント合成が行われる。 ここで、 DNAポ

リメラ ー ゼ α-DNAプライマーゼ複合体と DNAポリメラーゼ δ

の切り替えが起 こ り、 leading鎖を DN Aポリメラーゼ δが、 また、

lagging鎖を DNAポリメラーゼ αがそれぞれ担うことにより、両鎖

が協調的に復製されていく。 DNA合成の過程では、 P C N Aや、

R F -Cある い は activator1と呼ばれる蛋白質の関与が示されてい

る 38)-41>。 このように、 S V 4 0の無細胞 DNA複製系を用いた解

析より 、 特に、 D N Aポリメラーゼ α と DNAポリメラーゼ 3を中

心とした DN A合成反応において、 おおいに成果があげられてきた。

しか し、 T抗原が複製開始蛋白質であるばかりでなく、強力な DN

Aへリカーゼであったため 42)43)、宿主細胞の DNAへリカーゼは

要求されず、 その同定は困難と考えられた。

さて、本研究で重要なポリオーマウイルスは、 S V 4 0ときわめ

て近縁のウイルスであり、 ほとんど問機の性質を示すが、唯 一、感

染する動物種の特異性において異なる。 すなわち、 S V 4 0は、 サ

ルを宿主とするのに対し、 ポリオーマウイルスは、 マウスを宿主と
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する 28)。そこで、 当研究室の浴は、 当研究室に蓄積していたマウス

F M 3 A細胞の温度感受性変異株より、 DNA複製因子に変異点を

持つものをスクリーニングするために、 ポリオーマウイルスの無細

胞 DNA複製系を構 築した。 その結果、 ウイルスの宿主特異性に関

しては、従来、 融合細胞を用いた実験等から、 ウイルス DNAの複

製が、宿主細胞中の複製許容因子によって規定されていることによ

ると考えられていたが 4川、その許容因子が DNAポリメラーゼ α-

DNAプライマーゼ複合体であり、 その他の因子については、 かな

りの動物種の聞で互換性のあることを見いだした 24)。この結果より、

ポリオ ー マウイルスや SV 4 0の無細胞 DNA複製系における宿主

特異性の決定には、宿主細胞の DNAポリメラーゼ α一DNAプラ

イマーゼ、複合体、 または、 そのどちらかとウイルスの?抗原との相

互作用のみが重要であることが予想された。つまり、 もし、両蛋白

問になんらかの相互作用が見いだされれば、高等真核細胞において、

いまだに同定されていない複製開始蛋白質及び DNAへリカーゼを

同定するうえで重要な知見を与えると考えられる。

本研究では、以上の背景に基づき、ポリオーマウイルスの無細胞

DNA複製系における宿主特異性の決定機械について検討しながら、

DNA複製の開始より最初のプライマ -RNA合成が行われるにい

たる反応について、特に、 T抗原と宿主細胞の DNAプライマーゼ

との蛋白間の相互作用を中心に検討した。
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里L__jL一室

B S A bovine serum albumin 

B u P d G T P ; N2-(4-butylphenyl)ー2・-deoxyguanosine

5・-triphosphat巴

d d w 二回蒸留水

o T T dithiothreitol 

E 0 T A ; ethylenedia田ine tetraacetic acid 

F u d R ; 5-fluoro-Z・deoxyuridine

H e p e s N-Z-hydroxyethyl piperazine-Z'-ethanesulfonic 

acid 

P B S (ー) phosphate buffer巴ds a 1 i n巴 (MgC1 2・CaClz-free)

P M S F phenylmethylsulfonyl fluorid巴

S 0 S sodium dodecyl sulfate 

S V 4 0 simian virus 40 

T r i s tris[hydroxymethyリaminomethane
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第 2君主 材料と実験方法

笠主主

ATP. CTP. GTP. UTP. dATP. dCTP. dGTP. dTTP Cヤマサ)は、

ddwに溶解し KOHを用いて pH7.5 付近に調挫して使用した。

[3HldATP. [3HldTTP. [α_32PlUTP. [α_32Pl dCTP. [α_32Pl dTTP. 

[r _32Pl ATPI;l: NEN reserch productsまたは ICN radiochemicalsよ

り購入した。 poly(dA). poly(dT). oligo(dT)10. oligo(dT)12-1B 

はトL8iochemicalより、 g1 ycogen.酵母 tRNA.大腸菌 DNA polym 

erase 1 (k lenow enzyme). DNase 1は 8ehringerMannheimより、

heparinは FlukaよりJlI.i入した。

DEAEセルロース C8rown)、 ホスホセルロース P11CWhatman) 

は常法により、 自主 ・アルカリ処理を行って膨 i閉させた。 ハイドロキ

シアパタイトは Bio'Radより購入した。一本鎖 oN Aセルロースは
俊本らの方法刊により翻盤した。

活性化 DNAは既述の方法 7)で作成した。 M13mp19ファ ージ一本鎖

環状 oN Aは甲田岳生氏より、 p8R322二本鎖閉環状 DNAは西線将

文博士より分与して頂いた。

S V 4 0の T抗原は、パキュロウイルスの発現ベクターシステム

により調製したものを、 また SV 4 0の DNAは、 アルカリ法によ

り大腸菌を用いて調製したものを 45)、 理科学研究所・放射線生物学

研究室の菅海燕博士より供与して頂いた。

その他の特に指定のない試薬は市販の特級試薬(主に和光純薬〕

を用いた。

盤盤j盗

b u ff巴r1; 20 mト1potassium phosphate(pH7. 5). 0.1 mM EDTA-Na3. 

l 田ト12-mercaptoethano 1. 0.25 mM PflSF 

buffer2; buff巴r1 + 20% (v/v) 巴thyleneglycol + 0.01% tritonX 

-100 
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bufferH; 30 mfl Hepes.KOH(pH7.5). 0.1 mfl EDTA-Na3. 10% (v/v) 

glycerol. 1 mfl 2-m巴rcaptoethano1. 0.25 mfl PflSF. 0.01% tr i ton 

X-IOO 

F M3A細胞

酵素精製用 cS S Bを除く) ; C3Hマウス乳箔由来 FM3A細胞
は、花岡らの方法 46) に従って集めた。 6~ 7週齢の雌 ddyマウスの

腹腔内に 1x 106個 CIX 107 cells/mlの懸濁液を O.1 m 1) を植え込

み、 飼育 5日目に 100μgの FudRを腹腔内投与し、 16時間後に開腹

し腹水を集めた。細胞は、 PBS(ー)で 2回洗浄後、 bufferlで 2回洗浄

して赤血球を除き、 - 80'Cに凍結保存した。一匹のマウスより約 3X

10 9 個以上の細胞が得られた。尚、 FudR処理を省いても、本研究材

料の採集法と しては特に問題はない。

ポリオ ー マウイルス llli細胞 DNA複製系及び SS B精製用;上述

の方法でマウス腹腔内より回収した細胞を PBS(ー)洗浄後、後述の細

胞抽出液の調製にしたがって調製した。 尚、従来ポリオーマウイル

スの無細胞 DNA復製系用にはスピンナ -J音義により集めた細胞を

用いてきたが、本方法により集めた細胞を用いても特に問題はない。

狙且盤且j盗

ポ リ オ ー マウイルス無細胞 DNA複製系及び SS B精製用の FM

3 A細胞抽出 j夜は上記の方法で集め た 細胞を凍結保存することなく、

直ちに以下の方法により調製した。操作はすべて 0~4 'Cで行った。

PBS (ー)洗浄後の細胞を低張緩衝液 C20 mト1Hepes' KOH (pH7. 5). 5 

mfl KC1. 1.5 mfl MgCI2. 1 mfl DTT. 0.25 mM PflSF)で l回洗浄後、

再度、細胞と等容量の低狼緩 í~i i夜を加えて 7分間氷上に包いて膨i関

させた。細胞惣~ i周波を約 10m1ずつ Teflon-Glassホモジナイザ ー

C 20 m 1 ) に移し、ホモジナイズ C20~50回程度)により破砕した。

細胞の破砕は、 0.4% エリスロシンを用いて光顕により確認した。 i欠

に、細胞破砕液に、携はんしながら 5fl NaClを最終濃度が O.2 Mと
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なるようにゆっくり加えた後、 目立の小型超遠心機を用いて RP80A

Tローターで、 55.000 rpm. 30分間遠心した。遠心後上 i背を回収し、

ポリオーマウイルス無担H胞 DNA復製系で用いる場合には 20 mト1H 

epes' KOH (pH7. 0). 0.1 mH EDTA-Na3・50mH NaC1. 10%(v/v) glyce 

rol. 1 mM DTT. 0.25 mH PトISFに対して 6時間透析し(3時間毎に透

析外液を交換〕、 また、 S S Bの精製用には 0.2f1 NaCI-bufferH に

対して 6時間透析した後、再度、 目立小型超述心機により RP120AT

ローターで、 55.000 rpm. 20分間違心後、 その上清を-80"Cに凍結

保存した。最終的に、蛋白濃度が約 20~ 30 mg/m 1の細胞抽出液が得

られた。

H e L a細胞の抽出液は、 スピンナー培養により集めた細胞より、

上記の FM3A細胞の場合と全く同織の方法により調製した。

ポリオ ーマウイル ス T抗原

ポリオ ーマウイル ス T抗原は、パキュロウイルス 昆虫細胞発現

ベクタ 一 系を用いて調鎖した。基本的には、 ポリオーマウイルス?

抗原の遺伝子をパキュロウイルスベクターに組み込んだ級換えウイ

ルスを、夜盗蛾 (Spodoptera frugiperda) 幼虫より樹立された SF 

2 7細胞に感染させて T抗原を発現させた後、細胞を破砕して抗ポ

リオーマウイルス T抗原抗体カラムを用いて調製した。

組換えウイルス (vEV51LT)は、 L.M i 11巴「らにより、夜盗蛾細胞に

感染するパキュロウイルス Autographa carfornia nuclear polyhe 

-drosis virus (環状二本鎖 DNAゲノムが外膜で包まれた待状ウイ

ルス)を利用して作成されたものである 4円。ポリオーマウイルス T

抗原の調製の成否はこのウイルス液を濃いものを調製できるかどう

かで決まるといっても過言ではない。

抗ポリオーマウイルス T抗原抗体カラムは、抗ポリオーマウイル

ス T抗原抗体を産生するハイブリドーマ F4 4 B)をヌ ー ドマウスに腹

腔内注射して得た腹水を用いて作成した。腹水を 50% 飽和硫安によ

り沈澱させ、 沈澱を 0.1 M NaHC03 (pH8. 3). 0.5 fl NaC 1に溶解させ
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て透析したものを、 CNBr-activated Sepharose CL4B (Sigma) と室

温で 2時間振とうして蛋白を結合させた。 レジンを回収した後、

1 M ethanolamine(pH8.0)を加え、 さらに室温で 2時間仮とうした後、

プフナ ーろうと上で 0.1 fl NaHC03 (pH8. 3)， 0.5 M NaC 1、次いで

O. 1 Mac巴tic acid(pH4. 0)， 0.5 M NaCl.再度 0.1 M NaHC03 (pH8. 3)、

0.5 M NaC 1で洗浄後、 20 mM Tr i s. HC 1 (pH8. 5)， 1 mM EDTA-Na3， 

0.5 M NaCl. 50% ethylene glycol. 10% glycerol中に 20分間放置

した。 レジンはさらに PBS(ー)で充分洗浄して 4'Cで保存した。

T抗原は以下のように調製した。 世150 mmプレート (Lux) 50~ 

60枚に SP 2 7 細胞を槌え込み、 70~ 80% confluentになったところ

で培地を取り除き、プレート当り 5m 1のウイルス液 (vEV51LT)を

加えて室温で 1時間放置した〔時々プレートを揺すって、 ウイルス

i夜をまんべんなくひろげてやる)， /.欠に、 30 m 1の 10% 非!Ii}J化牛胎

児血清と抗生物質を添加した TC-l00 培地 (Gibco) を加え、 28'Cで

60~ 72時間培養した。 ウイルス液を調製する場合には、 5~ 7日間程

度培養し、 ほとんど全ての細胞がウイルスの感染により破 i嘆されて

いることを確認した後、無菌的に低速遠心の上清を回収して 4'Cで

保存した。 T抗原を得る場合には、 IIH立によりウイルスが充分感染

して細胞が膨らんでいることを確認した後、優しいピペッティング

により細胞を回収して、 800 rpm， 5分間の遠心により細胞を集め、

氷冷した PBS(ー)で 2 回洗浄した。細胞ペレット ;位はこの時点で 6~

10m 1 であった。以下の操作は、全て O~ 4 'Cで行った。ぺレットに

60 m 1の pH 9.0 buffer (20 mfl Tris'HC1(pH9.0)， 1 mM EDTA-Na3・

0.3 M NaCl， 10% glycerol. 1% NP40， 1 mfl DTT， 0.25 mM PMSF)を

加え、 5分毎によく批はんしながら 15分間氷中で抽出を行った。 こ

の細胞破砕 i夜をトミー精工の 4Nロータ ー で 15，000 rpm， 40分間遠

心後、上 i青を回収し、 その 1/2量の pH6.8 buffer (100 mM Tr i s. HC I 

(pH6.8)， 1 mM EDTA-Na3， 10% glycerol. 1% NP40， 1 mM DTT， 

0.25 mM PMSF)を加えて pH8. 0に合わせ、 50 mlのコニカルチューブ

2本に分注した。次いで、 loading buffer (20mM Tris.HCI(pH8.0)、

ph
d
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1 mM EDTA四 Na3・100 mM NaCI. 10% glycerol. 1% NP40. 1 mM DTT. 
0.25 mM PflSF)でよく洗浄した S巴pharoseCL4Bをチューブ当り 3ml 

ずつ加えて 4'Cで 1時間振とうして、非特異的に吸着する蛋白や高

分子 oN A を吸着させた後、遠心により除去した。遠心後の上 1青に

は、 loading bufferで平衡化した抗ポリオーマウイルス T抗原抗体

F' 4を結合させた Sepharose CL4Bをチューブ当り 2mlずつ加え D

℃で一晩振とうした。翌日、遠心によりレジンを回収し、氷冷した

loading buffer(-NP40)で i先った後カラムにつめた。 カラムは、

loading buffer(-NP40)で洗った後、 0.5M NaCI-buffer B C 20 mM 

Tris'HCI (pH8. 5). 1 mfl EDTA-Na3・10% glycerol. 1 mト1DTT. 

0.25 mfl PflSF)で i先い、溶出は 50%ethylene glycol-O. 5ト1N aC I 

buff巴rBで行った。溶出は、 7ml/hr. 0.5 ml/fractionで行い、各フ

ラクション 10μlを用いて、 Bio-Rad社の蛋白定量キットにより蛋白

定i誌を行った。蛋白のピーク付近を集め(通常 1m I程度のピークと

その付近の1.5 m I程度のサイドピークを別々に集める)、 1 Iの透

析 bufferC 10 mfl Hepes'KOH(pH7. 5). 0.1 mMEDTA-Na3. 5 mM NaCI. 

50% g I ycero 1. 1田MDTT. 0.25 mM PflSF)に対して 0・Cで一晩透析し

た後、-20 'cで保存した。ポリオーマウイルス T抗原は、凍結によ

り失活するので凍結保存は巡ける。F' i g 2に傑品を S0 Sポリア

クリルアミドゲル電気泳動後、 クマジーブリリアントブルー染色に

より検出した結果を示した。 T抗原に相当する 100Kのバンドが、検

出され、精製度は、 90%以上であった。

鋳型プラスミド oN A 
ポリオーマウイルス無細胞 DNA復製系の鋳型 DNAとして、 ポ

リオーマウイルスの複製開始点 Corigin) を含む、 superco i I ed 

closed circular (RF 1)プラスミド DNAを用いた。主に、ポリオ

ーマウイルスの全グノムを含むプラスミド p37.3A2DNAより、 orl

g I n及び enhanc巴「領域を含む BamH 1サイトから Sac 1サイトを切り

出して C4633~ 569)、 pUC19DNAの Sma Iサイトに組み込んだ
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pPylZZ8UD N Aを RbCl法により大腸菌 llBIOICdam+) にトランスフ

ォーメーションし、 アルカリ法により大量に調腿したものを使用し

た。

pPylZZ8UDNAは以下のように作成した。 p37.3AZD N Aを BamH

lで切断した後、 さらに、 Sac 1で切断して O.8% アガロースグル電

気泳動を行い、臭化エチジウムで染色後、 ポリオーマウイルスの

origin 0 N Aを含む 1233b. p.のフラグメントをゲルより回収した。

このフラグメントの末端を、 T 4 DNA polymeraseを用いて、平滑末

端にした後、 pUCI9DNAを Sma 1で切断後、 大腸菌のアルカリ性フ

ォスファタ ー ゼで処理したものに、 Takaraの DNAライグーション

キットを用いて組み込んだ。得られたプラスミド DNAは、 3914忠

基対(計算上〕で、種々の制限酵素による切断パ長一ンより、 ポリ

オーマウイルス DNAは、 pUC19DN Aに対して逆向きに組み込まれ

たものであった。尚、 酔索は、 すべて Takaraより購入し付属のマニ

ュアルに従って用いた。

トランスフォ ー メーション及びアルカリ法によるプラスミド oN 

Aの大量調製は、既述の方法 49)に従った。

111¥細胞 DNA複製系における DNA合成活性測定法

ポリオ ー マウイルスの無細胞 DNA複製系における DNA合成は、

F i g 3に示す反応液中で、 また、 S V 4 0 の古I~ 細胞 DNA 複製系

における DNA合成は、鋳型 DNA及び T抗原を SV 4 0のものに

変えた反応液中で、 それぞれ 37"cで 60~ 120分間反応後、 M不溶性

画分に取り込まれた放射活性をグラスフィルター CWha tman) 上に回

収して測定した。 また、粗抽出液を用いず、精製した酵素 ・蛋白質

のみによる反応の場合には蛋白が希薄であることによる酵素の失活

を防ぐために 0.1 mg/m 1 sSAを反応液に添加した。

総細胞 DNA複製系における oN A複製反応産物の解析

ポリオーマウイルス無細胞 DNA複製系における DNA合成反応
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が、半保存的 (semiconservative)復製タイプの反応であることを、

制限酵素 Dpn 1を用いて検討した。制限酵素 Dpn 1は、二本鎖 DN

A中の -GATC-の 4忠基配列を認識して、両鎖共にアデニン残基がメ

チル化されているものを選択的に切断する。 そこで、鋳型 oN Aを

damメチラーゼを持つ大腸菌株 HB10lを利用して調製した場合、 両鎖

がメチル化された状態であるため Dpn 1で切断されるが、復製が半

保存的に行われれば少なくとも片鎖はメチル化されていない状態と

なり Dpn 1で切断されなくなる。すなわち、 Dpn 1で切断されない反

応産物を以下の方法により観察した。

ポリオ ー マウイルス車1¥細胞 oN A複製系において反応 液組成を以

下のように変えて行った。

25μ ト，1[3H]dTTP→ 100μ ト1dTTP (co 1 d) 

100μM dCTP(cold) → 10μ ト1[α32円dCTP

37 'Cで各時間反応後、 各々 lμlの 0.5 M EDTA-Na3と 20 mg/ml 

glycogen、 3μlの 10%SDS、 5μlの 10 旧g/ml proteinase Kを加え

て1置はん後、 37'Cで 30分間反応させた。反応終了後、等量のフェノ

ール:クロロホルム:イソアミルアルコール (25:24:1) で 2回、 さ

らに、 クロロホルム:イソアミルアルコ ール (24: 1) で 2回処理し

て蛋白及び SDSを除いた後、 1/4容盈の 10 ト1l'iF Mアンモニウムとさ

らに、 その 2.5容量のエタノ ール を加え、 -80'Cで DNAを沈澱させ

た。沈査は、遠心により回収して 70% エタノールで i先った後、真空

デシケーター中でよく乾燥し ddwに溶角卒した。 サンプルは、 さらに、

付属のマニュアルに従って制限酵素処理を行った後、再度エタノー

ル沈澱を行い、 アガロースゲル電気泳動用のサンプル buffer (89 

mト1Tris'borat巴(pIl8.2). 2 mM EDTA-Na3・0.1%bromphenol blue. 

0.1% xylene cyanol. 10% glycerol) に溶解し、 O.8% アガロースグ

ルにのせ、 TBEbuffer (Tris'borate(pH8. 2). 2 mM EDTA-Na3) 中で

電気泳動を行った。 ゲルは、 臭化エチジウムにより染色して、 無処

理の DNAの切断の有無を確認した後、乾燥してオートラジオグラ

フィーを行った。
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オリゴリボヌクレオチド反応産物の解析

DNAプライマーゼまたは DNAポリメラーゼ α-DNAプライ

マーゼ複合体によるオリゴリボヌクレオチド合成産物の解析は、 各

実験ごとに指定した鋳型 DNAと酵素・蛋白質を用いて、 ポリオー

マウイルス無細胞 DNA複鍛系の反応 i夜組成を以下のように変えた

系で反応させて解析した。

200μM UTP (cold) → 10μ~1 [a _32PlUTP 

(0. 37~ 2. 22 MBq/assay :実験毎に指定〕

100μM dATP. dCTP. dGTP→なし

25μM [3HldTTP→なし

371:で各時間反応後、 各 lμlの 0.5M EDTA-Na3 と 20 mg/ml 

glycogen、3μlの 10%SDS、5μlの 10 田g/mI prote i nase Kを加

えて、 さらに 37'Cで 30分間処理した。次に、 フェノール;クロロ

ホルム:イソアミルアルコール (25:24:1)で 2回、 クロロホルム

イソアミルアルコール(24: 1) で 2回処理した後、 1/4容量の 10 M 

酢政アンモニウムと 2.5容量のエタノールを加えて-80'Cで核般を

沈澱させた。沈査は、 70% エタノールで洗浄後、 真空デシケーター

中でよく乾燥させ、 ddw(10 または 20μ1) に溶解し、 O.1 M酢駁

ナトリウム (pH5.0). 10 mM MgCI2・ 2mM CaCI2・O.2 m g/町lへパ

リン. O. 2 田g/田l酵母 tRNA. 1 un i t DNas巴 lよりなる反応液(50 

μ1) 中で、 37'Cで 3時間反応させ鋳型 DNAを分解した。へパリ

ン及び酵母 tRNAは、 DNase I中にわずかに混在する RNase活性によ

り反応産物が分解されるのを防ぐために加えた。 尚、 F i g 3 8に

示すオリゴリボヌクレオチド合成の ongln依存性に関する実験では、

オートラジオグラフィーのパックグラウンドを低く抑えるために、

この j操作の直前に付属のマニュアルに従って調製した反応 i夜(20 

μ1) 中で大腸菌のアルカリ性フォスファターゼ (0.3 unit:Takara) 

で、 37'Cで l時間処理して、取り込まれなかった [α_32PlUTPを分

解した。 DNase I処理後のサンプルは、 6μiの 0.5M EDTA-Na3を加
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えて反応を停止し、面下 Mアンモニウム及びエ主ノールを加えて再度

沈澱させた。説;査は、 70% エタノールで洗浄して乾燥し、 10μlの

97% formamid. 0.01% bromphenol blue. 0.01% xylene cyanolに溶

解し、 i，t騰水中で 30秒間加熱後、氷水中で急冷した。 これを、 7M 
尿素を含む 20% ポリアクリルアミドゲル(30x 20x 0.1 cm) にのせ、

TBE buffer中で、電圧一定(800~ 900 V)で約 4時間、 bromphenol

blue が 16~18cm移動するまで電気泳!ì}Jを行った。 泳動後のグ ルは、

サランラップで包み、 -80"Cでオートラジオグラフィーを行った

( 2 ~ 8日間〕。鎖 長マ ーカーとして、 oligo(rA)10を [r-32p]AT 

PとT4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて、 5・末端を標識したもの

を用い、 各図中に 10 n. t.として示した。

D N Aプライマーゼ活性測定法

DNAプライマーゼ活性は、 poly(dT)を鋳型として合成された R

NA:fil:を、 それをプライマーとして 大腸菌の DNAポリメラーゼ I

により合成された DNA合成量を測定する間接法により行った。

反応液(30μ1) 20 mM Tr i s. HC 1 (pH8. 0). 3.3 mM 2-mercapto 

ethanol. 0.2 mg/ml BSA. 2 mM ATP. 2 mM MnCI2・0.1 mM[3H] dATP 

(0. 1 C i /町田口 1). 1. 25 μg poly(dT). 0.4 nuits E.coli.DNA polym 

erase 1 (klenow fragment) 

反応は 37.C で 15~ 120分間行い、 M不溶性図分に取り込まれた放

射活性をグラスフィルター上に集めて測定した。

酵素単位 1u n i tは、 37.Cで 1時間に 1nmolの dHIPが取り込まれ

る量とした。

D N Aポリメラーゼ α活性百[IJ定法

反応 i夜(30μ1) 20 mM Tris'HCI(pH8.0). 3.3 mト12-mercapto 

ethano 1. 0.2 mg/m 1 sSA. 5 mfl MgC 12. 15μg activated DNA. 

0.1 mM dATP. dCTP. dGTP. 0.15 mM [3H]dTTP (0.1 C i/mmol) 

反応は 37.C で 30~ 60分間行い、取り込まれた放射活性を既述の
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o E 81ペーパー (Whatman) 法により測定した。

酵素単位 1unit は、 37'Cで 1時間に 1nmolの dnlPが取り込まれ

る量とした。

F M3A細胞の DNAポリメラーゼ α-DNAプライマーゼ複合体、

D N Aポリメラーゼ α、 o N Aプライマーゼ

当研究室では、種々の oN A復製関連因子を系統的に精製する方

法を確立しており、 DNAポリメラーゼ α及び DNAプライマーゼ

は、それらのーっとして精製した。基本的には、高山らの方法 11)

12)に従い、抗 DNAポリメラーゼ α抗体カラムを用いて行った。以

下の操作は、 すべて O~ 4'Cで行った。 80'cで凍結保存しておいた

FM3A細胞(1 x 1011個〕を、氷上で解凍し、 1. 25X 10Bcells/ml 

となるよう bufferlに懸 i切させた。 この懸濁液に、 BransonSonifer 

40Wを用いて、 10 秒間ずつ 3~ 5回、 20秒間の冷却時間をおきながら、

超音波処理を施して細胞を破砕した。細胞の破砕は顕鋭により確認

した。 この細胞破砕液に、 1/10容量の 3.3M KCトbufferlを、 ゆっ

くり撹はんしながら少しずつ加えて 0.3M KCIとし、 さらに 30分間

緩やかに撹はんして蛋白を抽出した。 これを、 トミー精工の 9Nロ-

3ーを用いて、 10.000rpmで 30分間遠心し、 さらに、 その上清を、

目立の RP42ローターを用いて、 40.000rpmで 1時間超遠心を行って

上清を回収し、粗抽出液(770 旧1) とした。

粗抽出液は、 あらかじめ 0.3M KC卜 bufferlで平衡化しておいた

o E A Eセルロースカラム (1 1) にかけ、 同緩 l~i i夜で洗浄した。素

通り函分は、 280nmと 260n mの吸光度を測定し、蛋自の多い画分を

集めた (840ml)。 この操作により、大部分の核酸は除去された。

除核酸後の函分は、 1八.00 0 ~容量の 10% tritonX-100を加えた後、

50 mM KC卜 buffer2になるまで透析した。透析後、 トミー精工の 9N

ローターで、 9.500 rpm で 30 分間遠心して沈~物を除き、 これを、

あらかじめ 50mM KCI-buffer2で平衡化しておいた oE A Eセルロ

ースカラム (500ml) にかけた。 カラムは、 同緩衝液で洗浄後、吸
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着した蛋白を 0.5 ト1KC卜 buffer2で溶出した。 oN Aポリメラーゼ

α及び DNAプライマーゼ活性は、 0.5 M KC l-buffer2溶出図分に検

出された。

2 n d 0 E A Eセルロースカラム吸着画分は 0.1 M KCl-buffer2 

に透析後 (690ml)、 あらかじめ 0.1 M KC l-buffer2で平衡化して

おいたフォスフォセルロースカラム (180ml) にかけた。 カラムは、

同緩衝液で洗浄後、 buffer2 中、 O.I~I M KCl直線庖濃度勾配(1. 8 

1 )により吸着した蛋白を溶出した。 oN Aポリメラーゼ α及び oN 

Aプライマ ー ゼ活性は、 O.35 ト1KC 1付近で溶出され、 0.4 ト1K C 1付近

に溶出された DNAへリカーゼ Bとまとめて回収した (750 ml)。

フォスフォセルロースカラム後の闘分は、 buffer2で希釈して

O. 35 M K C卜 buff巴r2として、 あらかじめ同緩衝液で平衡化しておい

た、抗 DNAポリメラーゼ α抗体力ラム SJ K 2 8 7セフアロース

カラム (4 m 1 )にかけた。 レジンに非特異的に吸着する蛋白を除去

するために、 セフアロース CL4Bを前カラム (5 m 1 )として接続して

行った。 カラムは、同tJt衝 i夜でよく I先浄後、前カラムをはずし、吸

着した蛋白を、 1 M KCl-buffer2と、 50 mM Diethanolamin巴HC1 (pH 

10.2)ー1M KCI-50% ethylene glycol-IO% glycerol-O.I m~l EDTA-

Na3-1 mト12-mercaptoethano卜 O.25 mト1PMSFで順次溶出した。 アルカ

リ性で溶出する場合には、 i容出後直ちに lト1potassium phosphate 

(pH6. 0) -20% ethy 1 ene g 1 yco 1と混ぜ合わせて中和した。 DNAポリ

メラーゼ α活性は、 アルカリ溶出函分にのみ検出され、 DNAプラ

イマーゼは、 1 ~1 K C卜 buffer2溶出国分とアルカリ溶出国分の比較的

前の方に検出された。 アルカリ溶出画分のうち、 o N Aポリメラー

ゼ α活性と oN Aプライマーゼ活性が共に検出された部分は O.1トl

KCト50%glycero卜 bufferlに透析して、 DNAポリメラーゼ α-0 

N Aプライマ ーゼ 復合体として、 -800Cに保存した。

DNAプライマーゼは、 1 M KCl-buffer2i容出函分より得た。 1M 

KC卜buffer2l容出函分 (30 m 1) は、 1/100容量の 10mg/m 1 BSAを失

活を防ぐために加え、 0.1 M KCl-buffer2に透析した後、 同緩 llii夜で
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あらかじめ平衡化しておいたフォスフォセルロースカラム(1. 5 m 1) 

にかけた。 カラムに吸着した蛋白は、 buffer2中、 0.15fI KCl~O. 7 

fI KC 1直線塩濃度勾配 (15m 1 )により溶出した。 oN Aプライマー
ゼ活性は、 0.46fI KCl付近に溶出された。 DNAポリメラーゼ α活

性は、 ごくわずかに、 0.35fI KCl付近に溶出された。 DNAポリメ

ラーゼ、 α活性の全く検出されなかった部分の DNAプライマーゼを

回収し、 0.1M KCI-50% glycerol-buffer1に透析して、 DNAプラ

イマーゼとして、 -80.Cに保存した。

DNAポリメラーゼ日は、 アルカリ溶出函分のうち、 DNAプラ

イマーゼ活性のほとんど検出されなかった部分を回収し、 O.05 fI 

KC卜buffer2に透析し、 あらかじめ同緩衝液で平衡化しておいたフォ

スフォセルロ ースカ ラム(1.5ml) にかけた。 カラムに吸着した蛋

白は、 buff巴r2中、 0.05 M KCl~0.7 fl KCl直線上皇濃度勾配により溶

出した。 DNAポリメラーゼ α活性は、 0.3 fl~0.35 M KCl付近に溶

出され、 DNAプライマーゼ活性は検出されなかった。活性のピー

クを回収後、 O. 1 M K C卜 50%glyceroト buffer1 f.こ透析して、 DNA  

ポリメラ ー ゼ αとして、 -80・Cに保存した。

F i g 2に、各様品の S0 Sポリアクリルアミドグル電気泳動の

結果を示 した。 180Kとそ の分解産物である 160K及び 68Kの 3本のバン

ドは oN Aポリメラーゼ α由来のものであり、 54Kと46Kの 2本のバ
ンドは DNAプライ マ ーゼに由 来するものである。 DNAポリメラ

ーゼ α-DNAプライマーゼ復合体中には両方の、 また、 DNAポ

リメラーゼ α及び DNAプライマーゼのサンプル中には、 それぞれ

のバンドが検出され、相互の混在はない。

H e L a細胞の oN Aポリメラーゼ α-DNAプライマーゼ復合体

H e L a細胞の DNAポリメラーゼ α-DNAプライマーゼ複合

体は、抗oN Aポリメラーゼ α抗体カラムを用いて得ることはでき
なかった(抗 DNAポリメラーゼ α抗体カラム SJ K 2 3 7セフア

ロースを用いた結果、 DNAプライマーゼが素通りしてしまい、復
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合体のまま得ることはできなかった 〉 ので、 以下 の ように 行 った。

操作は、すべて 0-4.Cで行った。

2 x 1010個分の He L a細胞抽出 i夜 (150ml)を、 0.2fl NaCI 

bufferHに透析後、 目立の RP42ロ ー 担ーで、 40.000rpmで 30分間遠

心した。その上 I青は、 あらかじめ 0.2M NaCI-buff巴rHで平衡化して

おいたフ定スフォセルロースカラム(250 田1)にかけ、 向車産 i重ii夜で

洗浄後、吸着した蛋白を、 bufferH中、 0.2fl NaCI-l M NaCl 直線塩

汲度勾配 (2 1) により溶出した。 oN Aポリメラーゼ α活性は、
0.38 M NaCl 付近に溶出された。活性のピ ー クを回収し (455ml)、

buffer2を加えて O.35 ト1KC1-buff巴r2とイオン強度を揃えて、 あら

かじめ 0.35M KC1-buffer2で平衡化しておいたハイドロキシアパ担

イトカラ ム (100ml)にかけた。 カラムは、同緩衝液で洗浄後、 吸

着した蛋白を、 0.35 M KCl-80 mトI(final 100 mト1)po tass i um phos 

phate-buffer2で溶出して回収した (54ml)。ハイドロキシアパタ

イトカラムに吸着した画分は、 50mト1K C卜buffer2に透析後、 あらか

じめ同緩衝液で平衡化しておいた oE A Eセルロ ー スカラム(40 

ml) にかけた。 カラムは、 同緩 ljii夜で洗浄後、吸着した蛋白を O.5 

ト1KC卜buffer2で溶出して回収した (29ml)o DEAEセルロ ー ス

カラムに吸着 した函分は、 50mM KC卜 buffer2に透析後、 あらかじめ

同緩衝液 で 平衡 化 してお い た一本鎖 (ss) 0 N Aセルロ ー スカラム

(15 m 1) に かけ た。 カラムは、問緩衝液で洗浄後、 吸着した蛋白を

buffer2中、 50mト1KC1-0.5 ト1KC 1直線極濃度勾配により溶出した。

DNAポ リメラ ー ゼ α活性と DNAプラ イマ ー ゼ活性は共に 140 田H

K C 1付近に溶出された。活性のピークを回収し (41ml) .50 mfl KCl 

-buffer2に透析後、 F Pし Cの M 0 n 0 Qカラムにかけた。 カラム

に吸着した蛋白は、 buffer2中、 50mト1KC1-0.5 fl KCl直線虚濃度勾

配 (20ml)により溶出した。 尚、流速は 0.5ml/minで、 また、分

闘は l田in(0.5ml)/fractio口で行った。 DNAポ リメラ ー ゼ、α活性

と DNAプラ イ マ ー ゼ活性は、共に、 0.31MKCl付近に溶出され た。

活性のピ ー クを回収し、 0.1M KCl-50% glycerol-bufferlに透析し
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て、 DNAポリメラーゼ α一oN Aプライマーゼ複合体として、

-80'Cに保存した。

H e L a細胞の oN Aポリメラーゼ α
H e L a細胞の DNAポリメラーゼ αは、 DNAポリメラーゼ α

-DNAプライマ ーゼ複合体より、抗 DNAポリメ ラーゼ α 抗体力

ラムを用いて精製した。 j操作は、 すべて O~ 4'Cで行った。

DNAポリメラーゼ αーoN Aプライマーゼ複合体 (0.5ml) は、

0.2 mg/m I BSAを含む O.1 M K C卜 buffer2(10 m 1) で希釈して、 あ

らかじめ O.1 M KCト buffer2で平衡化しておいた抗 DNAポリメラ

ーゼ α抗体カラム SJ K 2 3 7セフアロースカラム (1 m 1) にかけ

た。からむは、 0.1M KCI-0.2 mg/ml BSA-buff巴r2でせんじょうど、

100 mM potassium phosphate(pH 7.5). 0.1 mfl EDTA-Na3・1M KCI、

20% ethyl巴neglycol. 0.2 mg/ml BSA. 1 mfl 2-m巴rcapto巴thanol.

0.01% tritonX-100. 0.25 mfl PflSF、続いて、 100 mM potass i um 

phosphat巴(pH7.5). 0.1 mM EDTA-Na3・1mM 2-m巴rcaptoethanol.

0.01% tritonX-100. 0.25 mM PMSFで洗浄した。 DNAプライマーゼ

活性は、 O.1 fl K C卜 buffer2でカラムにかけた段階でほとんど溶出さ

れてしまったが、活性は弱〈、 回収して使用することは困難であっ

た。 DNAポリメラーゼfα は、 20mH Tris・HCI (pH 8.5). 0.1 mM 

EDTA-Naョ.1M KCI.50% ethyl巴neglycol.l mfl 2-mercaptoethanol. 

0.01% tri tonX-100. 0.25 mH PMSFにより i容出した。 この函分には、

DNAプライマーゼ活性は全く検出されなかった。 これを回収し、

0.1 M KKC卜 50%glycerol-bufferlに透析して、 DNAポリメラーゼ

αとして-80'Cに保存した。

H e L a細胞の DNAプライマーゼ

DNAプライマーゼは、 1 x 1011個の H e L a細胞の抽出液を、 フ

淀スフォセルロースカラムにかけた後、抗oN Aポリメラーゼ日抗

体カラム SJ K 2 3 7に 100mM potassium phosphate(pH 7.5)を含
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む級 jjii夜でかけ、 100 mM potassium phosphat巴(pll 7.5)， 1 fl KCIを

含む緩衝 ir!zで溶出された回分より、以下のように鋼製した。操作は、

すべて O~ 4.Cで行った。 尚、 ここまでの操作については、詳しくは、

当研究室の多国の修士論文 50)を参照されたい。

抗 DNAポリメラーゼ α抗体カラムの高担洗浄函分 (6m I )は、

50 mM KCI-buff巴r2に透析後、 同級 l~i i夜で洗浄しておいた ss0 N A 

セルロースカラム (3 m 1) にかけた。 カラムは、 同級 l!liii夜で洗浄後、

buff巴r2中、 50mfl KCI~400 mf1 KCli直線寝濃度勾配 (30 ml) により、

吸着した蛋白を溶出した。 DNAプライマ ー ゼ活性は、 250 田ト1KC I 

付近に溶出され、 DNAポリメラーゼ α活性は、 全く検出されなか

った。活性のピークを回収し 、 30mト1KC卜 buffer2に透析後 (4m 1)、

さらに M 0 n 0 Q カラムにかけた。 M 0 n 0 Q カラムに吸着した蛋

白は、 buffer2中、 30 mト1KCI~300 mト1KC I i直線底濃度勾配により溶

出した。尚、 流速は 0.5ml/minで、分画は 1min(0.5 ml)/fracti 

onで行った。 DNAプライマーゼ活性は、 O.2 f1 K C I付近で溶出され、

これを回収し、 O.1 fl KC卜 50%glycero卜 buffer1に透析して、 DN 

Aプライマーゼ、として-80・Cに保存した。

D N Aポリメラーゼ α活性促進活性測定法及び反応産物の解析

反応液(30μ 1) ; 20 mトITris.HCI(pH7.5)， 3 mM DTT， 40μg 

/ml BSA， 8% polyethylene glycol (6000)， 7 mM MgCI2' 0.2μg 

poly(dA)400-0Iigo(dT)12-18 (20:1)， 0.1 mM [3HldTTP (0.5 Ci/m 

mol)， DNA po Iymeraseα 

反応は 37.Cで 30分間行い、 M不溶性函分に取り込まれた放射活

性をグラスフィルタ ー上に回収して 測定した。

反応産物を解析する場合には、 [3HldTTPの代わりに [α_32PldTTP

(37 KBq/assay) を|票 i践ヌクレオチド として、 もしくは、 あらかじ

め [r_32PlATPと T 4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて、 01 i go 

(d T) 10 の 5 ・末端を II，~識したものを鋳型 DNA に加えて、 以下のよう

に行った。
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各反応 j夜中で 37'Cで各時間反応後、 30μlの 0.2mg/ml酵母の

tRNA. 20 mM EOTA-Na3を加えて反応を停止させた。次に、 等 量 の フ

ェノール:クロロホルム:イソアミルアルコール (25:24:1)、 クロ

ロホルム:イソアミルアルコール(24: 1) で各 l回処理後、 1/4容量

の 10M酢酸アンモニウムと 2.5容量のエタノールを加えて DNA

を沈澱させた。沈査は、 よく乾燥させた後 10μlの 97%formamid. 

0.01% bromphenol blue. 0.01% xylene cyanolに溶解し、 沸騰水中

で 30秒間加熱後急冷し、 7トi尿素を含む 10%ポリアクリルアミド

グルにのせ TBEbuffer中で電気泳動を行った。 グルは、 -80'Cでオ

ートラジオグラフィーを行った。鎖長マーカーとして、 世X174フ 7

ージ DNAの Hae 1 1 1消化断片 (1353. 1078. 872. 603. 310. 281、

271. 234. 194. 118. 72 n. t. :Takara) の 5・末端を [r-32PlATPと

l' 4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて標識したものを用いた。

D N Aポリメラーゼ δ活性測定法

DNAポリメラーゼ 6活性は、基本的には PC N A (prolifera 

ting-cell nuclear antigen) の存在下、 poly(dA)-oligo(dT)を鋳型

として以下のように行った。

反応液(30μ1) : 20 mfl Hepes.KOH(pH7.0). 2 mM DTT. 0.1 m 

g/ml BSA. 7 mM flgCh. 0.2μg poly(dA)400-oligo(dT)12-1S(20: 

1). 33.3μM [3HldTTP (0.5μC i). O. 38μg PCNA 

反応は 37'C で 15~ 30分間行い、 M不溶性画分に取り込まれた放

射活性をグラスフィルター上に回収して測定した。

グリセロール密度勾配遠心法

bufferH を基本とし、 50 mfl NaC 1及び 0.2 mg/田1BSA 存在下、 1 

5~ 35% g 1 ycero 1 密度勾配 4.8 m 1をニトロセルロース製の途心管に

作成し 200μlのサンプルを上層した。 目立 RPS50ローターを用い、

44.000 rpm. 18 時間. 2'Cで遠心した。分画は、 m心管の底より行
った。分子量マーカーとしては、 カタラーゼ (11.3S)、 アルコー
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ルデヒドログナーゼ (7.4 S)、 チトクロム C (1.83 S) を用いた。

E L 1 S A (enzyme-I i nked i mmunosorbent assay) 法

グリセロール密度勾配述心後、 T抗原は ELISAi去により以下

のようにして検出した。

E L 1 S A用 96穴プレート(住友ベークライト〕を用い、各フラ

クション 10μlに 90μlの O. 1 ~1 sod ium carbonate (pH9.5)を力日

えて、室温で 6時間放置して蛋白をプレートに吸着させた後、 TBS 

(20 m~1 Tris.HCI (pH8. 0). 0.1 ~1 NaCI) で 2回i先浄し、 150μlの

ブロッキング液 (2% skim milkを含む TBS) を加えて室温で一晩放

置してブロッキングした。翌日、洗浄液 (0.1%tritonX-l00を含む

TBS) で 3回洗浄後、抗ポリオーマウイルス T抗原抗体 F4を含む

プロッキング液(100μ1) をカ11えて 37'Cで l時開放置した。 次に、

洗浄液で 3回洗浄後、抗マウス 1g G抗体(M B L) を含むブロッキン

グ液(100μ1) を加えて 37'Cで 1時開放置し、再度洗浄 i夜で 3凹

洗浄後、マウスペルオキシダーゼ抗ペルオキシダーゼ抗体 (Sigma)

を含むブロッキング i夜(100μ1) を加えて 37'Cで 1時間放置した。

次いで、洗浄液で 3回洗浄後、 100μlの発色 i夜 (0.1 M sodium ci 

trate(pH5.0). 0.04% o-phenylenediamine. 0.014% H202) を加えて、

ペルオキシダーゼ活性を検出した。発色は、 100μlの 4N硫酸を

加えて停止し、 492nm/405 nmの吸光を測定して数値化した。

大腸菌の SS B 

大腸菌の SS Bは、 S S Bのoverproducer strain RLM727を培養

後、 Lohmanらの方法 51)で溶菌させ、硫酸アンモニウムによる温析後、

一本鎖 DNAセルロースカラムにかけて精製した。

主良主立

sradford の方法 52)により、 ウシプラズマ rグロプリン (Bio-Ra

d) を傑準として決定した。
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S DSーポリアクリルアミドグルm気泳動
La巴mmI iの方法 53)に従って行った。
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Fig.3 

PyV DNA replication system (cell-free) 
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第 3i!i 一本鎖 DNA結合蛋白質(S S B) 

第 l節 検出方法

ー本鎖 DNA結合蛋白質(S S B) は、 S V 4 0の無細胞 DNA

複製系を用いて、 その細胞抽出液を分画することにより DNA複製

の必須因子として同定されている。 しかし、マウス細胞より検出・

縮製された例はない。 そこで、 ポリオーマウイルスの無細胞 DNA

複製系を用いて、マウス FM 3 A細胞の抽出液を分画することによ

りSS Bを検出 ・精鋭しようと試みたが、分画した商分を組み合わ

せて DNA復製活性を再現性よく回復させることは困難であった。

そこで、活性の検出方法について検討した結果、 DNAポリメラー

ゼ α活性に対する促進活性を検出する方法とポリオーマウイルスの

無細胞 DNA複製系に対する促進活性を検出する方法を併用するの

が有効であった。 SS Bの精製については後述するが、 その予備検

討で行った結果について F i g 4 ~ F i g 8に示した。 F i g 4に

は、 フォスフ定セルロース及びハイドロキシアパタイトカラムクロ

マトグラフィ ー 後のサンプルを、 Q ーセフアロース均ラムにかけ b

ufferH中 NaCIの濃度勾配により i容出し、 DNAポリメラーゼ α活性

の促進活性を検出した結果について示した。 その結果、 Q ーセファ

ロースカラムクロマトグラフィーにより DNAポリメラーゼ α活↑生

促進活性は O.1 fl N aC 1で紫通りする図分と温濃度が上がり始めた直

後、及び O.22ト1NaC 1付近に溶出された。素通り函分と塩濃度が上

昇しはじめてすぐ溶出される函分を Iとし、 また、 0.22 M NaCI付近

に溶出される函分を 11として集め、 それぞれ一本鎖 DNAセルロー

スカラムにかけた結果を F i g 5と F i g 8に示した。 1は、 O. 15 

M N a C 1を含む、 1Iは 0.2 M NaCIを含む bufferHでカラムにかけた

後、それぞれ、 0.75 M NaCIを含む bufferH及び1.5M NaCIと 50%

エチレングリコールを含む buff巴rHで溶出し、蛋自の i容出は 280 n 

mの吸光度により検出した。 各 I容出函分は、蛋白のピークを集めて、
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O.IMNaCIを含む buff巴rHに透析後 oN Aポリメラーゼ α活性促進
活性を測定した。 その結果、 DNAポリメラーゼ α活性促進活性は、

11-1.5 M NaCI 溶出回分と 11-0.75M NaCli容出画分に強〈検出され

た (Fig7)。 さらに、 これらの図分についてポリオーマウイル

スの娘細胞 DNA複製系に対する促進活性について検討した結果、

11-1.5 M NaC1 溶出画分にのみ促進活性が検出された (Fig8)。

これらの結果より、 この検出法により SS Bが検出されると期待さ

れた。

第2節 F M 3 A細胞の SS Bの精製

上述の条件検討をもとに、最終的に以下のように行った。尚、操

作はすべて 0~4 "Cで行った。

細胞を回収後、 凍結保存することなく直ちに破砕して調製した抽

出i夜 118 ml (5.4x1010細胞分〕を O.2 ~I NaCI-buff巴rHで平衡化し

たフォスフォセルロ ー スカラム (80ml) にかけ、 同緩衝液でよく洗

i争後、 その素通り函分を集めた。素通り画分 (150ml) は、 buffer

Hで 2倍に希釈して O.IMNaClに合わせ、 O.1 M K C卜 bufferHで平衡

化したハイドロキシアノtタイトカラム (300 ml) にかけた。同 *.!H重I

i夜で洗浄後、 カラムに吸着した蛋白は、 80 mM potassium phosphat 

e (pH7. 5) -0.1 M KC I-buff巴rHで溶出した。溶出された蛋白を回収し、

0.4 M NaC l-bufferHに透析した後 (200 ml)、 0.4M NaC l-bufferH 

で平衡化した一本鎖 DNAセルロ ー スカラム (20 ml) にかけた。 カ

ラムは、同緩衝液で洗浄後、 さらに、 0.8M NaC l-bufferHで洗浄し、

吸着した蛋白は1.5ト1NaCI-50% ethylene glycol-bufferHで溶出し

た。溶出函分(11 m 1 )は、 0.1 M NaC l-bufferHに透析後、 FPLC Mo 

noQ (HR5/5) カラムにかけ、 bufferH 中 0.1~0.3 M NaCl直線濃度勾

配により溶出 した (Fig8)， SSB は、 DNAポリメラーゼ α

活性促進活性により検出して回収し 、 O.1ト1NaCI-40%(final 50%) 

glyceroト bufferHに透析後、 -20'Cまたは-80"Cに保存した。最終
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的に、 5.4X1010個分の F'M3A細胞抽出液より約 O.9 m gの SS B 

が得られた。 最終精製原品を SDSーポリアクリルアミドグル (8-16 

U 電気泳動後クマジープリリアントブル ーに より染色した結果、 H 

eしa細胞の SS B (次節〕と全く同織の 70K. 35K. 14kの 3本の

バンドが検出された(F'ig lO)。

第 3節 H e L a細胞の SS Bの精製

第 2節のF'M3A細胞の SS Bの精製と同様の方法により H e L 

a細胞からも SS Bを1青製した。

H e L a細胞の抽出 i夜 150 ml (2X 1010細胞分〕を 0.2N NaCI-

bufferHで平衡化したフォスフォセルロースカラム (250 ml) にかけ、

紫巡 り回分 (260 ml) を得た。 これを、 bufferHで 2倍に希釈してハ

イドロキシアパタイトカラム (150ml) にかけ、 吸着した蛋白を、

80 mN potass i um phospha te (pH7. 5) -0.1 N NaC I-buf ferHで溶出し

て (275ml)、 0.2M NaC l-bufferHに透析した。透析後、一本鎖 D

N Aセルロースカラム (8 m 1)にかけ、 O.2トINaCI-bufferHl欠いで

0.8 N NaCI-bufferHでi先浄後、 1.5 M NaCI-50% ethylene glycol-

bufferHで溶出した。高塩溶出函分 (3.5ml) は、 0.1 M NaCI-buff 

erHに透析後、 FPLCNonoQカ ラムにかけ bufferH中 0.1-0.3M NaC 

lの直線極濃度勾配により溶出した。 oN Aポリメラーゼ α活性促進

活性が検出された画分を集め、 0.1 fl NaCI-40% (final 50%) glyce 

roトbufferHに透析して、 -20"Cまたは-80"Cで保存した。最終的

に、 2X1010個分の細胞抽出液より、約 1.4 mgの SS Bが得られた。

第 4節 ポリオーマウイルス無細胞 oN A複製系における DNA合

成の促進

精製した SS Bによるポリオーマウイルス無細胞 DNA傾製系に

おける DNA合成の促進について解析した。
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ポリオーマウイルスの先日細胞 DNA複製系に、 F'M3A細 胞、 H 

e L a細胞及び大腸菌の SS Bを添加した結果、 F'M3A細胞及 び

H e L a細胞の SS Bでは、全く同様に約 4倍、 DNA合成が促進

されたが、一方、大腸菌の SS Bでは、促進は約 2倍程度にとどま

った(F'igll)。次に、 その反応産物を [α_32p]dCTPを傑識ヌ

ク レオチドとして解析した。 T抗原の存在下及び非存在下で、 各 S

S Bを加え て 反応後、制限酵素 Dpn 1 (土)で処理して、反応産物

の Dpn 1による切断の有無について検討した。制限酵素 Dpn 1によ

る切断は、 DNA合成が部分的なもの(修復等による〕であること

を示し、 Dpn 1で切断されない反応産物は DNA合成が 完 全に近いも

の〔複製による)であることを示す(詳しくは方法参照)0 T抗原

の非存在下では、 S S Bを添加しても Dpn 1耐性の反応産物は合成

されなかったが、 T抗原の存在下では、 どの種の S S Bを加えた場

合にも Dpn 1耐性の反応産物が明らかに増加した。特に、 各 S S B 

について、 Dpn 1処理の有無で比較すると、 H e L a細胞及びF'M3

A細胞の SS Bでは Dpn 1処理により切断されてしまう反応産物は

ほとんどないが、大腸菌の SS Bの場合には、 それらに比べて、 あ

る程度の反応産物が Dpn1処理により切断された(F'ig12)。

これらの結果は、 H e L a細胞とF'M3A細胞の SS Bは、 DNA  

複製反応の中で、 二本鎖 oN Aの巻き戻しにより生じる一本鎖 DN
A部分の安定化と DNA合成反応の 2つのモ ー ドで関与するのに対

し、 大腸菌の SS Bの場合には、一本鎖 DNAの安定化でのみ関与

していることを反映していると考えられる。

第 5節 DNAポリメラーゼ α活性の促進

po 1 y (dA) -0 1 i go (dT)を鋳型としての DNAポリメラーゼ α による

o N A合成に対するF'M3A細胞の SS Bの効果を、 2種類の方法

で反応産物を傑諭して解析した。

[α_32円dTTPで傑識して、 SSB1lli添加、 0.2μg S S B、 2μ 
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g S S B存在下でそれぞれ 30分間反応させた結果、 S S Bの 添 加に

より高分子量の反応産物の地加が観察された (Pig13)。

次に、 5'末端をあらかじめ傑識した oligo(dT)10をプライマーと

して、 S S Bの存在下及び非存在下で、反応産物を経時的に解析し

た結果、 S S Bの非存在下に比べ、 S S Bの存在下では、短時間の

反応から、 より高分子量の反応産物が観察された (Pig14)。

これらの結果より、 S S Bによる DNA合成の促進は、主として D

NAポリメラ ーゼ αによ る 1回の反応で合成される oN A $.員長の増
加、すなわち processivityの上昇によると考えられる。

第 6節 まとめと考察

マウス PM3A細胞より、初めて SS Bを精製した。 H e L a細

胞より同機の方法で SS Bを精製したところ、 P M 3 A細胞の SS 

B は、 H e L a細胞ですでに報告されているものと全く問機の分子

綿成よりなる蛋白質であると考えられた。得られた S S Bは、 ポリ

オーマウイルス無細胞 DNA複製系における DNA復製反応を促進

した。 また、 DNAポリメラーゼ αによる poly(dA)-oligo(dT)を鋳

型プライマーとしての oN A合成を、主として oN Aポリメラーゼ

自の processivityを上昇させることにより促進した。

S S Bは、 S V 4 0の無細胞 DNA複製系においては、 その細胞

抽出村長を分画して、 o N A組製に必須の因子として同定されてきた
36)37)54)55)。しか し、 ポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系

において同様の方法による分函を試みた結果、分画した各圏分を組

み合わせて再現性よく DNA復製活性を検出することが困難であっ

た。 この原因としては、分画後の特に高嶺溶出画分を系に添加する

にあたって、 庖濃度を下げるための透析により複製に必要な蛋白質

が析出してしまったと思われること、 また、 そのことにより、 各蛋

白質のバランスが崩れ、 系に阻害的なもの(例えばヌクレアーゼ等)

の効果が強くでてしまったこと等を考えている。

-34 -



S S Bの精製においては、 H e L a細胞より S S Bを精製した報

告をもとにかなり条件検討を行った。 H 巴 La細胞からの精製では、

基本的には、 フォスフォセルロースと一本鎖 DNAセルロースカラ

ムクロマトグラフィーの 2ステップでかなり精製度の高いサンプル

が得られる csosーポリアクリルアミドグル電気泳動で主要なバンド

として検出される)。 しかし、 FM3A細胞の場合、 フォスフォセ

ルロースカラムクロマトグラフィー後のサンプルを直接一本鎖 DN

Aセルロースカラムにかけた場合、 S S B は全く得られなかった。

この原因は、 同様の方法で調製したにも関わらず、 H e L a細胞の

抽出 i夜に比べて FM3Aの抽出液中では、 S S Bが混在する微量の

核酸に結合した状態にあり、一本鎖 oN Aセルロースに効率よく給
合できなかったことによると考えられた。実際、 フォスフォセルロ

ースカラムクロマトグラフィー後、大容量のハイドロキシアパタイ

トカラムにかけ、 ある程度のリン酸 C80 mM potassium phosphate) 

存在下で溶出することにより、大部分の核酸はカラムに吸着させた

まま蛋白のみを溶出するステップを行うことにより、一本鎖 DNA

セルロースカラムに結合するようになった。

精製において、 もう lつ注意すべき点として、抽出液を調製する

ための細胞を凍結してはならない。細胞を回収後 l度凍結保存し、

後日解凍して調製した抽出液を用いて同機の方法で SS Bの精製を

試みた結果、 全く SS Bは得られなかった。 この凍結保存した細胞

より調製した細胞抽出液は、 ポリオーマウイルスの無細胞 oN A複

製系における DNA複製活性も非常に{尽く、 S S Bの添加により D

N A合成活性が回復した CFig15)。 このことから、細胞の凍結

により SS Bは、核構造体に強固に組み込まれた状態となってしま

う等の原因により、 ほとんど抽出されなくなってしまうこと、 また、

S S Bは、ポリオーマウイルス無細胞 DNA極製系における必須の

因子であると考えられる。 ただし、凍結せずに調製した細胞抽出液

にSS Bを添加した場合にも、凍結した細胞より調製した抽出液に

添加した場合とほぼ同織の oN A合成の促進が観察されたことから、
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s S 8以外にも細胞の凍結により損なわれた DNA複製因子の存在
が示唆される。

ポリオーマウイルス無細胞 DNA複製系に対する SS 8添加の効

果について検討した結果、 F M 3 A細胞と He L a細胞の SS 8で

はほぼ同程度に、 添加量に依存した DNA合成の促進が観察された

が、大腸菌の SS 8を添加した場合には、 より少量で促進効果が飽

和した。 また、反応産物を解析した結果、 FM3A細胞と He L a 

細胞の SS 8を加えた場合には制限酵素 Dpn 1に耐性の反応産物が

大部分であるのに対し、 それらに比べて大腸菌の SS 8を加えた場

合には、 ある程度の反応産物が Dpn1で切断された。 この結果は、

S V 4 0の系での観察により説明される。 SV 4 0の無細胞 DNA

jJ!製系を用いた解析より、 S S 8は、 DNA複製において、 2つの

段階、 すなわち、 開始と oN A $具合成反応で関与していることが示
されている。 DNA複製の開始の段階では、 S S 8は二本鎖 oN A 

の問裂に伴って生じる一本鎖 DNA部分に結合することにより一本

鎖 DNAを安定化していると考えられる。 この反応では、 S S 8 は、

単に一本鎖 DNAに強く結合できればよく、大腸菌の SS 8でも二

本鎖 DNAの関裂は観察できる 56)ー59)。一方、 DNA鎖伸長反応の

過程では SS 8に種特異性が観察される。 He L a細胞の SS 8は、

口市乳類細胞の DNAポ リメラーゼ α活性及び DNAポリメラーゼ、 δ

活性を促進することが示されているが、 この効果は、大腸菌の SS 

Bでは観察されない 38)59)。また、原核生物においても、 DNAポ

リメラーゼと SS 8との相互作用は知られており、 大腸菌の SS 8 

は、大腸菌の DNAポリメラーゼ 111を促進するが、パクテリオファ

ージ T4の SS 8 (gene 32 prot巴 in) では促進されず、 iきに、 T 4 

のSS 8で T4のoN Aポリメラーゼは促進されるが、大腸菌の S

S 8では促進されないことが報告されている 60)。当研究室でも、高

山により、 H e L a細胞の SS 8によって FM3A細胞の DNAポ

リメラーゼ α活性が促進されるが、 大腸菌の SS 8では促進されな

いことが示されている 12)。また、本研究によって、 F M 3 A 細胞の
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S S Bは、高山が示した He L a細胞の SS Bによる FM 3 A細胞

のDNAポリメラーゼ α活性の促進と問機の効果を与えることが示

された。 これらの知見をもとに考察すれば、大腸菌の SS B は、二

本鎖 DNAの開裂の過程でのみ関与して、複製の開始の頻度をあげ

ることによりポリオーマウイルス無細胞 DNA復製系における DN

A合成を促進するが、その後の DNA鎖伸長反応において DNAポ

リメラーゼとの相互作用がないため、 DNA合成の促進は少量で飽

和し、 また、 複製開始点近傍でのみ oN A合成が行われたような反

応産物が生じる。一方、 FM3A細胞と He L a細胞の SS Bとの

聞には極特異性がなく、 どちらの SS Bも二本鎖 DNAの関裂と D

NA鎖伸長反応の両方の過程に関与できるので、大腸菌の SS Bよ

りも高い促進効果が観察され、 また、 反応産物も鋳型プラスミド D

N A全体が複製され た と考えられる。

S S Bは 3径のペプチドより成る蛋白と考えられるが、現在まで

に抗体を用いた解析により、 70Kのサブユニットに DNA結合活性が

あることが示されている 61)。また、酵母より homologが見いだされ

ており 62)63)、 SV 4 0の無細胞 DNA複製系で有効なこと 62) 3 

4Kのサブユニットが細胞周期上、 S期から G2期にかけてリン磁化され

ていることが報告されて い る 64). SSBは、 複製の開始においても

重要な蛋白質であ り、他の蛋白質との相互作用や リ ン磁 化 による制

御には興味がもたれる。 34Kサブユニットはすでに cDNAが得られてお

り65)、今後の研究に期待される。

FM3A細胞と He L a細胞の SS Bが、 きわめて似かよった性

質を示し、 その分子構成も同織に思えること、 また、酵母より問機

のものが得られたことから、 S S Bは真核細胞の間で広〈保存され

た蛋白質と考えられる。
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Fig.15 Restoration of PyV DNA replication with extracts 
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第 4:>:t F'M3A細胞の oN Aポリメラーゼ占

本t，tでは、 F'M3A細胞抽出 1夜中より、 o N Aポリメラーゼ占活
性を検出した結果について述べるが、本章の内容は、本論文の他の

章とは関連性がないので、本論文の全体の流れを理解するためには、

次のt，t以降を先に読まれることをおすすめする。

第 1節 DNAポリメラーゼ占活性の検出方法

o N Aポリメラーゼ、 δは、 o N Aポリメラーゼ α、 月、 T とは異

なる 4種類自の oN Aポリメラーゼとして検出された 66)67)。その

後、長い問、 DNA複製において、脚光を浴びることはなかったが、

S V 4 0の無細胞 DNA複製系で、 P C N A (proliferating-cell 

nuclear antigen) が、 DNA組製の必須因子であることが示され

ると、ー限表舞台に登場した。 PC N A は、 o N Aポリメラーゼ占
の促進因子であったのである 68)69)。こうして、多くの研究室でそ

の精製に取り組んだ結果、 まだ、完全に精製した例はないが、 H e 

L a細胞を始めとするいくつかの細胞より検出されるに至った。 o

NAポリメラーゼ 3の特徴としては、 DNAポリメラーゼ活性とし

ては、鋳型 DNAとして po1 y (dA) -01 i go (dT)を比較的好むこと、指

適 pflが比較的酸性保11であること、 DNAポリメラーゼ αの阻 害斉11で

あるアフィディコリンでは阻害されるが BuPdGTPには比較的耐性であ

ること、 また、上記のように PC N Aで促進されること等があげら

れる。 また、 DNAポリメラーゼ活性に 3'→5' エキソヌクレアーゼ

活性が付随する。 これらの性質を考慮し、 poly(dA)-oligo(dT)を鋳

型ープライマーとし、 P C N Aの存在下、 pH7.0で DNAポリメラー

ゼ活性を測定した結果、 F' M 3 A細胞抽出液より、 o N Aポリメラ

ーゼ δ織の活性が検出された。

第 2節 F'M3A細胞の DNAポリメラーゼ占の部分精製
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DNAポリメラーゼ、占の精製は、 第 3章で示した SS Bの精製の

最初のステップであるフォスフォセルロースカラムに 0.2M NaCI-b 

ufferH で結合した函分より行った。尚、以下の操作はすべて O~ 4"C 

で行った。

フォスフォセルロースカラム

O. 2 M N aC卜 bufferllで洗浄して、 S S Bを含む画分を素通りさせ

た後、 フォスフォセルロースカラム (80ml) に結合した蛋白は、

bufferH中、 0.2fl~0.8 M NaCI 直線濃度勾配 (800ml) により溶出

し、 DNAポリメラーゼ α 活性と DNAポリメラーゼ活性を測定し

た (Fig16)。活性化 DNAを鋳型としての DN Aポリメラー

ゼ α活性検出法では、 0.28M NaCI付近に唯一の DNAポリメラーゼ

活性 が検出された。一方、 poly(dA)-oligo(dT)を鋳型として、 P C 

N A存在下で行った DNAポリメラーゼ δ活性 iJtrJ定法では、 DNA 

ポリメラ ーゼ α活性と同じ位置以外に、 0.33H NaCI付近と O.57 fl 

NaCI付近に活性のピークが検出された。 0.57H NaCI付近に溶出され

た活性は、 I容出温濃度から経験的に、 DNAポリメラーゼ自と考え

られる。 ここでは、低湿似.IJの 2つの活性のピ ー クを含むフラクショ

ン34~ 55を回収した (184ml)。

S J K 2 8 7セフアロースカラムとハイドロキシアパタイトカラム

フォスフォセルロースカラム後の画分は、そのまま、 0.2M KCI-

bufferHで平衡化した抗 DNAポリメラーゼ日抗体カラム、 S J K 2 

8 7セフアロースカラム (4m 1) を素通りさせ、 0.2fl NaC I-buffe 

rHで平衡化したハイドロキシアパタイトカラム (30ml) にかけた。

ハイドロキシアパタイトカラムは、 同緩衝液で i先i争後、 吸着した蛋

白を 0.2H KC卜buff巴rH中、 o fl~0.2 M potassium phosphate(pH 7. 
5) 直線濃度勾配 (300ml) により溶出して、 DNAポリメラーゼ α

活性と DNAポリメラーゼ 3活性を測定した (Fig17)。 その
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結果、 DNAポリメラーゼ α活性は、 ごくわずかに 75 mM potassiu 

m phosphate付近に検出されるのみであり、抗 oN Aポリメラーゼ α

抗体カラムにより、 lまぼ完全に除去されたと考えられる。 oN Aポ

リメラーゼ δ活性は、 20 mM、 50 mM、及び 100mM potassium phosp 

ha te付近に、 3つのピ ー クを形成して検出された。溶出 )1慎に、 フラ

クション 52~ 59を圏分 1 (27 ml)、 フラクション 60~ 70を画分 II

(38 m 1)、 フラクション 80~ 99を画分 III(68 ml) として回収し、

それぞれ以降のカラムクロマトグラフィーを行った。

F P L C M 0 n 0 Qカラム

I、 II、 III、 全ての函分について、以下のように M 0 n 0 Q カラ

ムを行った。 各サンプルは、 50mM NaCl-bufferHに透析後、 M 0 n 

o Qカラムにかけ、 同級 iOii夜で洗浄後、 bufferH中、 0.05 M~0.4 M 

NaCI直線湿濃度勾配 (15 m 1 )により、吸着した蛋白を溶出した。

流速は、 0.5 ml/minで、 また、分函は、 1 min(0.5 ml)/fractionで

行った。 DNAポリメラーゼ占活性は、 P C N Aの存在下及び非存

在下で測定を行った。

1) F i g 1 8に、函分 Iについて行った結果を示した。 PC N A 

の存在下では、 o N A ポリメラーゼ占活性は、 0.15fl NaCIと0.22

M NaCl付近に 2つのピークを形成 して検出された。 PC N Aの非存

在下では、 0.22 M NaCI付近のピークは PC N Aの存在下と全く同機

に検出されたが、 0.15 fl NaCI 付近のピークは完全に消失した。 PC 

N Aに依存して検出された 0.15fl NaCI付近の活性のピ ー ク(フラク

ション 14~1 7)を回収し、 O . 1 M N aCト 40%(final 50%) glyceroト b

ufferHに透析して 20.Cに保存した。 これを、便宜上、 o N Aポリ

メラーゼ δIとした。

II)Fig19に、 函分 IIについて行った結果を示した。 oN A 

;1{リメラーゼ 6活性は、 0.19 M NaCl付近を中心に、 0.14fl NaCl~ 

0.25 fl NaCl辺りに広範なピークとして検出されたが、 P C N Aの存

在下及び非存在下で、 活性の強さや溶出パターンに差異は認められ
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なかった。予備検討では、 160 mM NaCl付近にピークを 形 成したこと

を考慮して比較的低温四11 (フラクション 13-19) を回収し、 さらに、

後述のように M 0 n 0 Sカラムにかけた。

111)Fig20に、圏分 IIIについて行った結果を示した。 pc 

N Aの存在下では、 0.2MNaCI付近に最大のピークが検出され、 O.

15 M NaCI付近と 0.3M NaCI付近に小さなピークが検出された。 PC 

N Aの非存在下では、 0.15M NaCIと0.2M NaCIの活性のピークはほ

とんど検出されなかったが、 0.3M NaCl付近の活性は、 むしろ PC 

N Aの非存在下の方が高く検出された。 ここでは、 P C N A に依存

して検出された 0.2fl NaCl付近のピーク(フラクション 18-23) を

回収し、後述のように M 0 n 0 Sカラムにかけた。

F P L C M 0 n 0 Sカラム

上記の 11及び 111由来の函分について、以下のように M 0 n 0 Sカ

ラムを行った。各サンプルは、 bufferHによる希釈により 0.05 M Na 

C 1にして、 M 0 n 0 Sカラムにかけた。 カラムは、同緩衝液で洗浄

後、 bufferH中、 0.05M NaCI-0.5 fl NaCli直線庖濃度勾配(印刷〕

により、吸着した蛋白を溶出した。流速は、 0.5ml/minで、 また、

分函は、 1 min(0.5 ml)/fractionで行った。

F i g 2 1に、 回分 11由;jそのものについて行った結果を示した。

DNAポリメラーゼ 3活性は、 0.3M NaCl付近に検出された。活性

のピーク〔フラクション 18-23) を回収し、 0.1 M NaCI-40%(final 

50%) g 1 ycero卜 bufferHに透析して-20"Cに保存した。 これを、便

宜上、 DNAポリメラーゼ δ11とした。

F i g 2 2には、画分 1I 1由来のものについて行った結果を示した。

活性は、 0.28M NaCl付近に、 P C N Aに依存して検出された。活性

のピーク〔フラクション 17-24) を回収し、 0.1 M NaCI-40%(final 

50%) g I ycero卜 bufferHに透析して-20'Cに保存した。 これを、使

宜上、 DNAポリメラーゼ占 IIIとした。
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第 3節 DNAポリメラーゼ δ活性の PC N A依存性と阻 害斉IJの効

果

第 2節で得られた 2つの PC N A依存性の DNAポリメラーゼ、占

( 1と111)と PC N A非依存性の DNAポリメラーゼ δ(1 1 )につ

いて、 PCNA(0.75μg) の存在下及び非存在下で、 その ;昆を変

えて検討した (Fig23A)。 その結果、 DNAポリメラーゼ占

Iと111については明かに PC N Aに依存した DNA合成活性の促進

が認められた。 DNAポリメラーゼ δ11については、 PCNAによ

る促進はほとんど認められなかった。 oN Aポリメラーゼ αについ

て同憾に検討した結果、 DNAポリメラーゼ α活性は PC N Aによ

り、やや阻害される傾向がみられた (Fig23B). I.欠に、 DN 

Aポリメラーゼ O 1、 11、 111各一定量に、 P C N Aの畳を変えて加

えた結果、 DNAポリメラーゼ δ11活性は、 P C N A によって促進

されなかったが、 DNAポリメラーゼ δIと111は、 P C N Aにより

促進された。 その促進は、 O.2μg以下の PC N Aで効果が飽和した

(Fig24)。

次に、 DNAポリメラーゼ αの阻害斉IJの一つである BuPdGTPを添加

して、 P C N Aの存在下で、 その効果を DNAポリメラーゼ αと比

較した (Fig25)。 その結果、 DNAポリメラーゼ αは、 100 

μHのBuPdGTPでほぼ完全に阻害された。文献的には、 10μHでほぼ

完全に阻害されるはずであるが、 ここでは、鋳型ープライマーとし

て、活 f生化 DNAではなく、 poly(dA)-oligo(dT)を用いているため、

効果が弱いと考えられる。 DNAポリメラーゼ δIと111は、 100μ 

ト1BuPdGTP存在下でも、非存在下の 60%の活性が認められ、 o N Aポ
リメラーゼ α に比べて、 この阻害斉IJに耐性であった。 oN Aポリメ

ラーゼ O 11は、 o N Aポリメラーゼ、 αとほぼ同程度に、 BuPdGTPによ

り阻害された。

第 4節 まとめと考察
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--一

FM3A細胞より、今までに検出されていない 3つの DN Aポリ

メラーゼ活性を検出した。 これらのうち 2つは P C N A により、 D 

N Aポリメラーゼ活性が促進され、 また、 BuPdGTPに耐性であったこ

とから、 DNAボリメラ ー ゼ占と考えられる。

日市乳類細胞においては、現在までに 5種類の DNAポリメラーゼ

(α、 目、 T、 δ、 ~ )が見いだされている。 まず、最初に DNA

ポリメラーゼ、 αが見いだされ、続いて、 DNAポリメラ ー ゼ"sと T

が検出された。 これらの 3種類の DNAポリメラーゼは、分子量、

阻害責11や温濃度に対する耐性、極身の鋳型ープライマーの利用度等

により区別され、 DNAポリメラーゼ α は DN A復製及び修復に、

DNAポ リメラーゼ日は修復に関与すると考えられ、 また、 DNA 

ポリメラーゼ rは、 ミトコンドリアの DNAポリメラーゼであるこ

とが示されている 67)。

第 4の DNAポリメラーゼである DN Aポリメラーゼ占は、 1976 

年に Byrnesらにより兎の骨髄より検出された 66)。この DNAポリメ

ラーゼの特徴としては、 3・→5'エキソヌクレアーゼ、活性を持つこと、

また、 DNAポリメラーゼ αの阻害斉11BuPdGTPに比較的耐性であるこ

と等が報告された。 その後、 DNAポリメラ ー ゼ δは P C N Aによ

り促進されるものと、 PCNAにより促進されないものが存在する

ことが報告され、現在では、前者は DNAポリメラーゼ 3と、 また、

1走者は DNAポリメラーゼ E と呼ばれている。 しかし、 当初は、{子

牛胸腺 70)等でしか得られなかったため、 免疫系の細胞にのみ存在す

る特殊な DNAポリメラーゼと考えられてきた。

ところで、 P C N A は、 自己免疫疾患の患者の産生した抗体によ

り検出された分子量36Kの酸性蛋白質である。 PC N Aは、増殖細胞

の核で強く検出され 71)、また、静止期の細胞を血清刺激により S期

へ導入すると、核に検出されるようになる 72)73】ことが報告されて

いる。 さらに、 核内でも、特に、 D N A合成がまさに行われている

部位に局在することが知られており 75)ー78)、 従来より DNA銀製へ
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の関与が示唆されていた。 その PCNAが、 S V 4 0の無細胞 DN

A複製系において DNA復製に関与していることが示されると DN

Aポリメラーゼ占も一般脚光を浴びた。そして、多くの研究者がそ

の単離を試みた結果、種々の細胞よりその活性が検出された。 マウ

ス細胞からは、 ごく最近になって、トl.Goulianらによって初めて検出

された 79】。さらに、酵母の解析から、 3種類の DNAポリメラーゼ

が複製に関与していることが i宣伝学的に示された。すなわち、 酵母

のDNA複製には、 日甫乳類細胞の oN Aポリメラーゼ αに相当する
と考えられる DNAポリメラーゼ I以外に、 DNAポリメラーゼ δ

に相当すると考えられる oN A ;1;リメラーゼ、 11180)と、 さらに、 D 

NAポリメラーゼ 118 I )が関与することが示された。 このことから、

補乳類細胞においても、 3種類の DNAポリメラーゼ、すなわち、

DNAポリメラーゼ白、 占、 E が複製に関与していると考えられる

ようになってきた。

さて、本研究で検出された oN Aポリメラーゼ、について盤湿する。

まず、 フォスフォセルロースカラムにより、 DNAポリメラーゼ、 8

が、高屋濃度創IJにi容出され、 他の DNAポリメラーゼと分離された

と考えられる。次に、抗 oN Aポリメラーゼ α抗体カラムを素通し
したことにより、 i欠のハイドロキシアパタイトカラムにおいて活性

化 DNAを鋳型としての DNAポリメラーゼ活性が、 ほとんど消失

しており、 o N Aポリメラーゼ αがほぼ完全に除去されたと考えら
れる。除去されなかった DNAポリメラーゼ α が、わずかにハイド

ロキシアパタイトカラムの画分 111に混在したと予想されるが、函分

111の M 0 n 0 Q カラムにおいて、高 I量保IJに溶出された弱いピークが、

その溶出位置、及び、 DNAポリメラーゼ α の傑品を用いた 場合と

同様に PC N Aの非存在下で活性が高いことから、混在した oN A 

ポリメラ ーゼ a と考えられる。ハイドロキシアパ担イトカ ラムによ

り、 DNAポリメラーゼ活性は、 3つに分離された(低温似IJより I、

11、 111とした)0 DNAポリメラーゼ rは、ハイドロキシアパタイ

トカラムには、比較的弱〈結合することが知られており、画分 Ifこ
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混在していると予想され、画分 IのM 0 n 0 Qカラムにおいて、高

.tli側に I容出された PC N Aによって促進されないピークを形成した

と考えられる。 PC N Aにより活性が促進される DNAポリメラー

ゼ 3活性は、 函分 Iと画分 111より得られた。函分 Iと函分 111のM

o n 0 Q カラムの結果、 それぞれ異なる溶出位置に最大の DNAポ

リメラーゼ δ活性が検出された。両者が、異なる oN Aポリメラー
ゼであるかどうかについては、現在までのところ不明であるが、 P 

CNAの要求 f生や、 BuPdGTPの効果等について顕著な違いは認められ

ず、 また、画分 111の M 0 n 0 Qカラムにおいて、最大のピークより

低温血1)に小さなピークが、回分 IのM 0 n 0 Q カラムにおける溶出

位置と同微な位置に観察されたことから、 DNAポリメラーゼc51 

1;1; 0 N Aポリメラーゼ δ111の分解産物ではないかと考えている。実

際、 DNAポリメラーゼ、 6は、分解を受け安いことは報告されてい

る。回分 11からは、 P C N Aに依存しない oN Aポリメラーゼ活性
が検出された。 この DNAポリメラーゼ、 δ11は、 DNAポリメラー

ゼ εである可能性が考えられる。 しかし、得られた傑品は、 DNA 

ポリメラーゼ αと全く同様に BuPdGTPにより阻害された点で問題が残

る。但し、 BuPdGTPで阻害されてしまう例は、仔牛胸膜の DNAポリ

メラーゼ δについても報告されており 82人今後さらに精製したうえ

で検討する必要がある。 また、他の oN Aポリメラーゼ、 δについて

もさらにm製して、 3・→ 5・エキソヌクレアーゼの検出と DNAポリ
メラーゼとしての正確さや、 ポリオーマウイルスの1llI踊s胞 DNA複

製系における機能、及び、 各 DNAポリメラーゼの役割分担につい

て検討したいと考えている。
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Fig.18 MonoQ (01) 

30 。 1-0ー +PCNA

ロ0.. ト 1ー+一 -PCNA

20 

t 1 l 1百iE1.JM)
10 ~ r可 a r'~.~ 

inl講和ぷ駒計ミムJ0~2 
10 20 30 

fraction number 

Fig.19MonoQ  (02) 

1 「虻N
王05 子:t ~ j一・・一・・・骨一・・一・ -PCNA 
宮 I、~aCl (M) 

国包 20 ~ r" ......， 0.4 
.。に5J 10卜 I~....... ¥.....イ 0.2

仏2'卜~ 0 tα)CO・0A4r- O 

o 10 20 30 

fraction number 

Fig.20MonoQ  (03) 

g . r ~ ー噌一 -PCNA
5. 40 

1 :t _1 ¥氏jア)
仏22 1O L にも.._.I("・.'1y 、・.j0.2 
t "lα)OQOO()OOCP，。

10 20 30 
fraction number 



Fig.21 MonoS (82) 
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Fig.23・B
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Effect of PCNA on DNA pol.α 

200 

-ogn凶
)
望
号
』
o
b
o
Q
E内
HEvH甘

100 

O 
U.O 0.3 0.1 0.2 
DNApolα(uni包)

Effect of PCNA on DNA pol. 8 
(PCNA titration) 

~ 30 
日
仏

，百

号 20
ら噌

a .... 
0 
にJ

S 10 
巳4

2 
← "0 

一一一・- 1>1 
一一一。一一- 1>2 
一一一金一- 1>3 

nu 

噌

E
Aoo 

n
u
 

fo 
n
u
 )
 
σ
b
 
μ
 

(
 

4
A
 

O
N
 

C
 
P
 

勾
4nu 

nu 

パ
U

nu 



Fig.25 Effect of BuPdGTP on DNA polymerase activities 
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第 5n ポリオーマウイルス熊細胞 oN A複製系の宿主特異性

第 l節 粗抽出 j夜の flf!特異性と宿主特異性を決定する因子の検索

ポリオーマウイルスと SV 4 0 は、共にパポパウイルスに属する

こ本鎖閉環状 DNAウイルスである。同ウイルスは、 そのゲノム構

成も含めて極めて類似しているが、感染する宿主細胞の動物種の特

異性において決定的に異なる。すなわち、 S V 4 0はヒトやサルの

細胞(許容細胞〕中では増殖できるが、 マウスの細胞(非許容細胞〕

中では増殖できない。逆に、 ポリオーマウイルスはマウスやハムス

ターの細胞(許容細胞)中で泊殖できるが、 ヒトやサルの細胞〔非

許容細胞)中では増殖できない。 このようなウイルスの感染する細

胞の動物種の特異性は、 ウイルス DNAの複製開始の機併に原因が

あると考えられてきた。 すなわち、 ウイルス DNAの復製開始にお

いて、 ウイルスの T抗原及び複製開始点 Corigin) と相互作用する

複製の必須因子が許容細胞中には存在するものと考えられてきた。

当研究室浴は、 この点について検討するために、 ポリオーマウイル

ス DNAとSV40DNAを利用した無細胞 DNA複製系で、 用い

る細胞抽出液の穏特異性について検討し、無細胞 DNA複製系にお

いてもウイルスの感染する細胞の動物慾の特異性が認められること、

すなわち、 ウイルス感染の宿主細胞特異性がウイルス DNAの複製

で決定されていることを示した 24)83)。その結果をF'ig26に示

した。マウスF'M3A、 Ehrlich、ハムスタ ー V79，ヒト He L a S 

3、 293、サル CV 1、昆虫 SF' 27の各細胞抽出液を用いて検討

した結果、 ポリオ ー マウイルス無細胞 DNA複製系では、 F'M3A、

Ehrl ich Cマウス〕、 V 79 Cハムスター)の細胞抽出液が、 また、 S 

V401fli細胞 DNA複製系では、 H e L a 83、 29 3 Cヒト〕、 C 

V 1 Cサル)の細胞抽出液が、 それぞれ DNA複製活性を示した。

また、昆虫細胞 SF' 27抽出液は、同系共に DNA複製活性を示さな

かった。浴は、 さらに、 ポリオーマウイルスの無細胞 oN A複製系
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で、ポリオーマウイルスに非許容であるヒト He L a. 293、 サ

ル CV 1、昆虫 SF 27の細胞抽出液に、 FM3A細胞の DNAポリ

メラーゼ α-DNAプライマ ーゼ複合体を添加することにより、 D 

N A複製活性が、 いずれの細胞抽出液についても回復することを示

した (Fig27)。 これらの結果より、 ポリオーマウイルス無細

胞 DNA複製系において宿主特異性を決定している細胞側の因子は

DNAポリメラーゼ α一DNAプライマーゼ複合体であると考えら

れた。 そこで、私は、 まず、 この宿主特異性を決定している因子が

DNAポリメラ ー ゼ αであるのか、 DNAプライマーゼ、であるのか、

あるいは複合体でなければならないのかについて検討した。

ポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系で、非許容細胞である

H e L a細胞の抽出液(200μg) を用いて、 FM3A細胞より精製

した DNAポリメラーゼ α-DNAプライマーゼ複合体、 それぞれ

完全に分縦した DNAポリメラ ー ゼ α及び DNAプライマーゼを添

加した結果、 DNAポリメラ ー ゼ αのみを加えても DNA複製活性

の回復は認められなかったが、 DNAポリメラーゼ α-DNAプラ

イマ ー ゼ複合体を加えた場合と oN Aプライマーゼを加えた場合に

は DNA複製活性が回復した (Fig28)。 また、 H e L a細胞

より精製した DNAポリメラ ーゼ α-0 N Aプライマーゼ複合体を

加えても DNA複製活性の回復は認められなかった。 この結果より、

ポリオーマウイルスの知細胞 DNA復製系における細胞の宿主特異

性決定因子は DNAプライマーゼ、であると考えられる。

第 2節 精製した酵素 ・蛋白質による系の構築

ポリオーマウイルス無細胞 DNA復製系では、第 l節の結果より、

その宿主特異性は oN A複製の開始よりプライマ -RNA合成が行

われる過程で決定されると考えられた。 そこで、粗抽出液による鋳

型プラスミド DNA全体の複製を観察する代わりに、精製した酵素

・蛋白質によって複製開始後、 比較的初期の反応を再現した系を構

-47 -

一一一11



策し、粗抽出 j夜中の因子の影響を排除して観察することを考えた。

DNA複製の開始よりプライマ -RNA合成及びそれに引き続いて

起こる岡崎フラグメント合成の過程には、複製開始蛋白質であり D

N Aへリカーゼである T抗原、二本鎖 DN Aが巻き戻されて生じた

ー本鎖 DNAに結合して安定化する一本鎖 DN A結合蛋白質(S S 

B )、 プライマ -RNA合 成を担う DNAプライマ ー ゼと岡崎フラ

グメント合成を担う DNAポリメラーゼ α、及び、二本鎖 DNAの

巻き戻しにより生じる二本鎖 DNA上のひずみを解消する DNAト

ポイソメラーゼが必要と考えられる。 そこで、 これらの酵素・蛋白

質のみによる反応について検討した。 F i g 2 9には、 S S B (0. 

5μg)、 DNAトポイソメラーゼ 11 (0.1 unit) の存在下で、 T抗

原(4μg) の存在下及び非存在下、 D N Aポリメラーゼ α-DNA

プライマーゼ複合体の量を変えた結果を、 また、 F i g 3 0には、

T 抗原(4μg)、 D N Aポリメラーゼ α一DN Aプライマーゼ(O. 

1 units)、 DNAトポイソメラーゼ 11(0.1 unit) の存在下、 S S 

Bの盈を変えた結果を示した。その結果、 これらの精製した酵素 ・

蛋白質のみによる反応は、 T 抗原と DN Aポリメラーゼ αー DNA

プライマ ーゼ複 合体及び S S Bに依存した。

i欠に、 DNA合成産物の Dpn 1耐性について検討した。 T抗原

( 4μg )、 D N Aポリメラーゼ αー DN Aプライマーセ、組合体

(0.1 units)、 SSB  (0.5μg)、 DNAトポイソメラーゼ 11

(0.1 unit) による反応を completeとして示し、 T抗原、 D N Aポ

リメラーゼ α-D N Aプライマーゼ綴合体、 S S Bをそれぞれ除い

た場合の反応産物の Dpn 1耐性について検討した結果 (Fig31)、

completeでは、 nickedcircularの位置にある程度 Dpn 1に耐性の反

応産物が観察されたが、 T抗原や DN Aポリメラーゼ α一DNAプ

ライマーゼ複合体を除いた場合には、 全く反応産物は観察されなか

った。 また、 S S Bを除いた場合には、 Dpn 1処理によって、完全に

消失してしまうような反応産物のみが観察された。 これらの結果よ

り、 この様な精製した酵素 ・蛋白質のみによって、 T抗原と D N A 
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ポリメラーゼ α DNAプライマーゼ複合体に完全に依存した反応

が行われることが示された。 また、 888に依存しない DNA合成

については、 Dpn 1で切断されるような鋳型 DNA上の局所的な反応

であること、 また、第 3節で行うように T抗原及び oN Aポリメラ

ーゼ αー DNAプライマーゼ、複合体の ;置がより少ない場合には行わ

れないことから、 DNAポリメラーゼ α-DNAプライマーゼ複合

体が多すぎるために、二本鎖 DNAの巻き戻しにより生じた一本鎖

DNA部分が安定化されなくても部分的な oN A合成が行われてし
まったと考えられる。

第 3節 精製した酵素 ・蛋白質の緩特異性

第 2節で構築した精製した酵紫・蛋白質を用いた系において、 ま

ず、 DNAポリメラーゼ αー DNAプライマーゼ複合体の種特異性

について検討した。 FM3A細胞の 888(0.5μg)、 DNAトポ

イソメラーゼ 11 (0.1 unit) の存在下、 ポリオーマウイルスの T抗

原(2μg) の存在下及び非存在下で、 FM3A細胞と H e L a細胞

の DNAポリメラ ーゼ α-0 N Aプライマーゼ復合体による DNA

合成を比較した結果、 T抗原に依存して、 F M 3 A細胞の DNAポ

リメラーゼ αー DNAプライマーゼ複合体の方が H e L a細胞のも

のよりも高い DNA合成活性を示した (Fig32)， 8V40の

事t~ 細胞 DNA複製系も、同槻に粉製した酵素・蛋白質で蒋椛築し、

H e L a細胞の 8S8 (0.5μg) と FM3A細胞の DNAトポイソ

メラーゼ 11 (0.1 unit) の存在下、 S V 4 0の T抗原(1μg) の存

在下及び非存在下で、 DNAポリメラーゼ α-0 N Aプライマーゼ、

複合体の極特異性について検討した結果、 ポリオーマウイルスの系

とは逆に H e L a細胞の oN Aポリメラーゼ α-0 N Aプライマー

ゼ複合体の方が高い oN A合成活性を示した (Fig33)。 これ

らの結果より、 このように単純化した系においても、粗抽出液を用

いた場合に比べてその規定は厳密ではなくなるものの、基本的に宿
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主特異性は観察されたと考えられる。

ij.:に、 ポリオーマウイルスの系で、 T抗原、 DNAプライマーゼ、

DNAポリメラーゼ、 α、 S S Bの極特異性について検討した(Ta b I 

e 1 )。ポリオーマウイルスの T抗原(2μg)、 F' M 3 A細胞の D

N Aポリメラーゼ α(O. 029 uni t) ー DNAプライマーゼ(O. 15 u 

n i t) 複合体、 F'M3A細胞の SS B ( 1μg) により 5.25 pmolの

dTMP が取り込まれたが、 T抗原を SV 4 0 ( 1μg) のものに変え

た場合、 あるいは DNAポリメラーゼ α一DNAプライマーゼ複合

体を H e L a細胞のものに変えた場合にはほとんど DNA合成は行

われなかった。 S S Bは、除いた場合にはほとんど DNA合成は行

われなかったが、 H e L a細胞のものを用いても DNA合成は行わ

れ、宿主特異性の決定には関与しないと考えられる。 DNAポリメ

ラーゼ αと DNAプライマーゼの組合せについて検討した結果、 F 

M3A  細胞の oN Aプライマーゼを用いた場合には、 DNAポリメ

ラーゼ αはF'M3A細胞のものでも H e L a細胞のものでも同様に

DNA合成が行われた。 しかし、 H e L a細胞の DNAプライマー

ゼを用いた場合には、 DNAポリメラーゼ、 αはF'M3A細胞のもの

を用いても H e L a細胞のものを用いても DNA合成はほとんど行

われなかった。 これらの結果より、ポリオーマウイルスの無細胞 D

NA複製系において宿主特異性を決定する細胞側の因子は DNAプ

ライマーゼであることが明らかになった。

第 4節 まとめと考察

ポリオーマウイルスの1lli細胞 DNA復製系において宿主特異性を

決定している細胞仮.IJの因子が、 o N Aポリメラーゼ α-DNAプラ

イマーゼ複合体のうち DNAプライマーゼであることを、精製した

酵素 ・蛋白質のみによる系を俗策して明らかにした。

ポリオーマウイルスは、主としてマウスを宿主とし、 マウス細胞

中で泊殖する。その宿主特異性は、 DNA復製の段階で決定されて
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いると考えられてきた。我々は、 ポリオーマウイルスの無細胞 DN

A複製系を椛築し、種々の細胞より抽出 j夜を調製して、 その種特異

性について検討した結果、 ウイルスの許容細胞より調製した細胞抽

出i夜を用いた場合にのみ oN A視製が行われること、すなわち、 ウ

イルスの宿主特異性が oN A緩製の段階で決定されることを示した。

また、ポリオーマウイルスの非許容細胞の抽出液を用いても、宿主

である FM3A細胞の DNAポリメラーゼ α ー DNAプライマーゼ

複合体を添加すれば DNA複製が行われることを示してきた。今回、

さらに、 それぞれ分離した oN Aポリメラーゼ α とDNAプライマ

ーゼを用いて検討した結果、 H e L a細胞の抽出液を用いた場合に

は、 FM3A細胞の DNAプライマーゼのみを添加すれば DNA復

製が行われることが日月かとなった。

さらに、 ポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系において、細

胞抽出液の代わりに、 DNAポリメラーゼ α-0 N Aプライマーゼ、

複合体、 S S B、 DNAトポイソメラーゼ 11のみを用いて DNA合

成反応を行わせた結果、 これらの因子のみによって、 T抗原に依存

した反応が行われた。 この系で、 各酵素 ・蛋白質の種特異性につい

て検討した結果、 S S BとoN Aポリメラーゼ αは、 H e L a細胞

のものでも DNA合成が行われたのに対し、 T抗原と oN Aプライ

マーゼ、については、 それぞれポリオーマウイルス及び FM3A細胞

のものでのみ DNA合成が行われ、 S V 4 0のものや He L a細胞

のものでは oN A合成は行われなかった。 この結果より、ポリオー

マウイルスの無細胞 oN A複製系で宿主特異性の決定に関与してい

る蛋白質因子は、ポリオーマウイルスの T抗原と FM3A細胞の D

NAプライマ ーゼ であることが示された。 SV 4 0の無細胞 oN A 
複製系においては、その宿主特異性を決定する細胞仮11の因子は、 D 

N Aポリメラーゼ αや oN Aプライマーゼそれぞれ単独ではなく、

DNAポリメラーゼ α一oN Aプライマ ーゼ復合体であるとする村
上らの報告 8引を考え合わせると、 この結果は非常に興味深い。 この

ポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系と SV 4 0の無細胞 DN
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A tl! ~系との宿主特異性の決定のì1ílいについては、第 5 T，'f:で o N A 

プライマーゼによるオリゴリボヌクレオチド合成産物の解析につい

て示した後に考察する。

精製した酵素・蛋白質のみによる系では、 ウイルスの非許容細胞

の DNAポリメラーゼ α一oN Aプライマーゼ複合体を用いた場合
にもある程度の DNA合成が行われたことから、細胞粗抽出液の存

在下に比べて、宿主特異性の規定が厳密でなくなったと考えられた。

この原因としては、用いた DNAポリメラーゼ α ー DNAプライマ

ーゼ復合体等の量が多いことや、 o N A鎖伸長反応に必要な蛋白質

を加えていないため本来の(? )複製複合体が形成されていないこ

と等が考えられるが、 さらに、細胞抽出液中には DNA合成を負に

制御することによって宿主特異性を規定している因子が存在する可

能性も示唆される。 SV 4 0の無細胞 DNA複製系を用いた解析か

ら、 この樋の例として、宿主特異性の決定への関与は否定されてい

るが 85)箔抑制遺伝子産物 p53が、 DNA複製を負に制御することが

示されている 86)。また、 レチノプラストーマ(R B) i宣伝子産物の

DNA複製開始の制御への関与も示唆されてきており 87)88)、今後、

さらに、幾つかの DN A複製の制御に関与する蛋白質が同定される

と期待される。 ポリオーマウイルスの宿主特異性の研究は複製の開

始機械に直結する問題であり、今後これらの DNA複製を制御する

可能性のある因子との関連についても検討してみたい。

精製した酵素・蛋白質による系の反応産物の解析の結果、 ある程

度の反応産物は、制限酵紫 Dpn 1で切断されない nickedcircular 

の位置に観察されたことから、 これらの蛋白質によって、最初の岡

崎フラグメント合成のみでなく、以後の DN A鎖伸長反応まである

程度行われたと考えられる。本論文では、詳しく述べないが、 さら

に、 P M 3 A細胞より RN A アーゼ、 H、 5・→ 3'エキソヌクレアーゼ、

o N A リガーゼを精製して添加lした結果、 これらの因子によって、

closed circularの位置に反応産物が観察されるようになった。 この

ような oN A 鎖伸長反応の過程に関する検討は、 S V 4 0の無細胞

-52 -



DNA複製系において詳しく、 すでに、 DNAポリメラーゼ α一D

N Aプライマーゼ、複合体、 S S B、 DNAトポイソメラーゼ、 RN  

Aアーゼ H、 5・→ 3・エキソヌクレアーゼ、 DNAリガーゼによって

二本鎖閉環状 DNA合成が行われること 55)、さらに、 DNAポリメ

ラーゼ δ、 P C N A、 RP-Cあるいは activator 1と呼ばれる因

子の関与により leading鎖と lagging 鎖が協調して複製されていく

ことが示されている 36)-41)69)。ポリオーマウイルスの無細胞 DN

A複製系における宿主特異性が DNAプライマ ー ゼ、により決定され、

他の因子については He L a細胞のもので反応が行われたことから、

これらの oN A複製因子については、種特異性はなく互換性があり、

ポリオーマウイルスの無細胞複製系においても、 S V 4 0の無細胞

DNA復製系と同様の反応が行われると予想される。
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Fig.26 

Species-specific DNA synthesis in the cell-free 
replication systems of PyV DNA and SV40 DNA 
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Fig.27 

PyV DNA synthesis by various cell extracts 
in the presence of FM3A DNA pol.α-primase 
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Fig.28 

Restoration of DNA synthesis 
with FM3A DNA prirnase 
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Fig.29 DNApol.α・primasetitration 
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Fig.30 SSB titration 

o g仏 10 

'H U GJ 

5 

'E:トU 』z 。
リ.0 0.5 1.0 

SSB (μg) 



Fig.31 

Analysis of DNA products synthesized by purified 
enzymes in the PyV DNA replication system 
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Fig.32 
Species-specific DNA s戸1曲目isby purified en勾引les
h出ePyVDNA replication system 
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Fig.33 
Species-specific DNA s戸lthes!sby puuHed enz戸nes
in the SV40 DNA replication system 
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第 6章 二本鎖 oN Aを鋳型としての DNAプライマーゼの反応産

物の解析

第 l節 オリゴリボヌクレオチド合成の宿主特異性

第 5章の結果より、ポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系の

宿主特異性は、 o N Aプライマーゼによって決定されていることが

示された。 そこで、本~では、 実際に 、 DNAプライマーゼの合成

するオリゴリボヌクレオチド産物を観察 し、宿主特異性の決定がプ

ライマ -RNA合成のレベルで行われているのかどうかについて検

討 した。反応産物の解析方法は、第 2章(材料と方法〕を参照され

たいが、基本的には、 [α_32PJUTPを際識ヌクレオチドとして取り込

ませた反応産物を回収して、変性条件下ポリアクリルアミドグル電

気泳動を行った後、 オートラジオグラフィーにより検出した(F i 

g 3 4 )。 本主主では、 鋳型 DNAは、 すべて、 スーパーコイルした

二本鎖閉環状のものを用い、 また、復製フ xー クの進行は避け、な

るべく復製開始点近傍の反応のみを観察するために、 o N Aトポイ
ソメラーゼは添加せずに行った。

まず、始めに、 FM3A細胞及び He L a細胞の oN Aポリメラ

ーゼ a-0 N Aプライマーゼ複合体を用いて、 ポリオ ー マウイルス

の系〔ポ リオーマウイルスの DNA、 T抗原、 FM3A細胞の ss 
B )と SV 4 0の系(S V 4 0の DNA、 T抗原、 H e L a細胞の

S S B) とで、 オリゴリボヌク レオチド合成産物を解析した(F i 

g 3 5 )。 その結果、 会ての場合について、 T抗原の非存在下〔ー)

では反応産物は観察さ れ なかったが、 T抗原の存在下(+ )で反応

産物が、約 10ヌク レオチドの位置に観察された。 また、反応産物の

量については、ポリオーマウイルスの系では FM3Aの DNAポリ

メラーゼ a-DNAプライマ ー ゼ複合体が、逆に SV 4 0の系では

H e L a細胞の DNAポリメラ ー ゼ a-DNAプライマーゼ複合体

がより多くのオリゴリボヌクレオチド合成を行った。 この結果は、
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前章の F i g 3 2 と F i g 3 3で観察された DNA合成のレベルで

の DNAポリメラーゼ α-0 N Aプライマーゼ複合体の樋特異性を

非常によく反映しており、宿主特異性が、 DNAプライマーゼによ

るプライマ -RNA合成のレベルで決定されていることが示された。

次に、 DNAポリメラーゼ α DNAブライマーゼ複合体のかわ

りに、 FM3A細胞及び He L a細胞の DNAプライマーゼを用い

て、全く同織に解析した (Fig36)。その結果、 FM3A細胞

の DNAプライマーゼはポリオーマウイルスの系で、 T抗原に依存

してオリゴリボヌクレオチド合成を行ったが、 H e L a細胞の DN

Aプライマーゼでは、 どちらの系でもオリゴリボヌクレオチド合成

産物は観察されなかった。尚、一本鎖 M13DNAを鋳型としての F

M 3 A細胞と H 巴 L a細胞の DNAプライマーゼの反応産物を観察

した結果、 どちらの DNAプライマーゼも、 ほぼ同様にオリゴリボ

ヌクレオチド合成を行えた。 これらの結果より、 ポリオーマウイル

スの系では、 宿主特異性は oN Aプライマーゼのみで決定されるの

に対し、 S V 4 0の系では DNAポリメラーゼ αの関与が予想され

た。

第 2節 オリゴリボヌクレオチド合成に対する DNAポリメラーゼ

α の効果

ポリオーマウイルスと SV 4 0の無細胞 DNA複製 系における宿

主特異性の決定機権を探るために、両系で、 DNAプライマ ー ゼに

よるオリゴリボヌクレオチド合成に対する DNAポリメラーゼ αの

添加の効果について検討した。 F i g 3 7には、 ポリオーマウイル

スの系で、 F i g 3 8には、 S V 4 0の系で、 それぞれ、 FM3A  

細胞及び H e L a細胞の oN Aプライマーゼに、 FM3A細胞及び
H eし a細胞の oN Aポリメラーゼ αを添加した場合のオリゴリボ

ヌクレオチド合成産物を解析した結果を示した。ポリオーマウイル

スの系では (Fig37)、 H e L a細胞の DNAポリメラーゼ α-0 N 
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Aプライマーゼ複合体 (lane1) では、 ほとんど反応産物は観察さ

れないが、 P M 3 A細胞の oN Aポリメラーゼ αー DNAプライマ

ーゼ複合体(lane 2) によりオリゴリボヌクレオチド合成が行われ

た。 H e L a細胞の DNAプライマーゼを用いた場合には、単独の

場合 (Iane 3)、 あるいは、 H e L a 細胞及び PM3A細胞の DN

Aポリメラーゼ αを加えた場合(I ane 4及び 5) ともに、 ほとんど

反応産物は観察されなかった。一方、 P M 3 A細胞の DNAプライ

マーゼを用いた場合には、単独の場合にもある程度の反応産物が観

察された (lane6) が、 H e L a細胞及び PM3A細胞の DNAポ

リメラーゼ α を加えることにより明らかに反応産物の増加が観察さ

れた(I ane 7及び 8)0 S V 4 0の系では (Fig38)、逆に、 H e L 

a細胞の DNAポリメラーゼ!α 一DNAプライマ ー ゼ複合体により

オリゴリボヌクレオチド合成がよく行われた (Iane 1) が、 PM3  

A細胞の DNAポリメラーゼ α DNAプライマーゼ複合体では、

反応産物はあまり観察されなかった(I ane 2) 0 H e L a 細胞の D

N Aプライマーゼを用いた場合には、単独ではほとんど反応産物は

観察されない (Iane 3) が、 H e L a細胞及び PM3A細胞の DN

Aポリメラーゼ αを加えた場合にはオリゴリボヌクレオチド合成産

物が認められ、特に PM 3 A細胞の oN Aポリメラーゼ日を加えた

場合の方が顕著であった(I ane 4及び 5) 0 P M 3 A細胞の DNA

プライマーゼを用いた場合にも、単独ではほとんど反応産物は観察

されなかった(I an巴 6) が、 H e L a細胞及び PM3Aの DNAポ

リメラーゼ α を加えた場合にはオリゴリボヌクレオチド合成産物が

観察された(lane 7及び 8)。 しかし、 H e L a細胞の DNAプラ

イマーゼによる反応の方が顕著であった。以上の結果より、 ポリオ

ーマウイルス及び SV 4 0の無細胞 DNA複製系において、 DNA  

ポリメラーゼ αにより DNAプライマーゼによるオリゴリボヌクレ

オチド合成は促進されることが示された。 しかし、 DNAポリメラ

ーゼ αによるオリゴリボヌクレオチド合成の促進には、種特異性は

観察されなかったことから、 o N Aポリメラーゼ α による促進は、
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T抗原との宿主特異的な相互作用によるものではないと考えられた。

第 3節 オリゴリボヌクレオチド合成の or i g i n依存性

本主主で観察してきたこ本鎖 DNAを鋳型としての DNAプライマ

ーゼ、によるオリゴリボヌクレオチド合成の or i g i n依存性について、

ポリオーマウイルスの系で、 FM3A細胞の DNAプライマーゼを

用いて検討した (Fig38)。鋳型 DN Aとしてポリオーマウイ

ルスの ori g i nを含む DNAと、 これとほぼ同じ大きさで or i g i nを含

まない p8R3ZZD N Aを用い、 888の存在下及び非存在下で DNA

プライマーゼによる反応産物を解析した。尚、ポリオーマウイルス

の DNAを鋳型とした場合に比べて、 p8R3ZZD N Aを鋳型とした場

合には、 2 {音量の [α_32p]UTPを加えて反応産物を標識した。 その結

果、 どちらの DNAを鋳型とした場合にも、 T抗原の存在下でオリ

ゴリボヌクレオチド合成産物が観察された。 また、 888の非存在

下 (-888)では、 どちらの DNAを鋳型とした場合にも 、 問機

にT抗原に依存した反応産物が合成されたのに対し、 888の存在

下 (+888)では、 ポリオーマウイルス DNAを鋳型とした反応

に比べて p8R3ZZD N Aを鋳型としての反応は著しく抑制された。 こ

の結果より、 888の非存在下では、 T抗原に依存して originに依

存しないオリゴリボヌクレオチド合成が行われるのに対し、 8 8 8 

は、 これを抑制することが示された。

第 4節 まとめと考察

オリゴリボヌクレオチド合成産物を直接観察して、 ポリオーマウ

イルスの無細胞 DNA複製系における宿主特異性が、 DNAプライ

マーゼで決定されることを明確にした。 また、 8 V 4 0の無細胞 D

N A複製系においても宿主特異性の決定は、 DNAプライマーゼに

よって行われている可能性を示唆した。 DNAポリメラーゼ日は、



これらの系で DNAプライマーゼによるオリゴリボヌクレオチド合

成を促進したが、極特異性は観察されなかった。 SS Bがオリゴリ

ボヌクレオチド合成の orlgln依存性の決定に関与している可能性を

示唆した。

ポリオーマウイルス及び SV 4 0の書I1細胞 DNA複製系において、

DNAポリメラーゼ α-0 N Aプライマーゼ、複合体を用いて、 その

オリゴリボヌクレオチド合成産物を観察した結果、両系共にプライ

マ -RNA合成の有無のレベルで宿主特異性が観察された。 さらに、

DNAプライマーゼのみを用いて検討した結果、 ポリオーマウイル

スの系においては、 DNAプライマーゼのみでオリゴリボヌクレオ

チド合成が行われたが、 S V 4 0の系では DNAプライマーゼのみ

ではほとんど行われなかった。以上の観察は、ポリオーマウイルス

の無細胞 DNA複製系において、宿主特異性は宿主細胞の oN Aプ

ライマーゼにより決定されていることを示し、 また、 S V 4 0の無

細胞 DNA複製系においては、宿主特異性を決定する因子は DNA

プライマーぜあるいは DNAポリメラーゼ α単独ではなく、 DNA  

ポリメラーゼ α DNAプライマーゼ複合体であることを示すと考

えられた。 しかし、 FM3A細胞及び H e L a細胞の DNAポリメ

ラーゼ αを添加した実験の結果、 ポリオーマウイルスの系でも SV 

4 0の系でも、 o N Aポリメラ ー ゼ、 α の穏に関係なく 、 その添加に

より、 それぞれの宿主細胞の DNAプライマーゼによるオリゴリボ

ヌクレオチド合成が選択的に促進されたことを考慮すると、 どちら

の系においても宿主特異性を決定している細胞側の因子は DNAプ

ライマーゼ、であり、 DNAポリメラーゼ αは宿主特異性の決定には

関与せずに、 DNAプライマーゼによるオリゴリボヌクレオチド合

成を促進していると考えられる。 oN Aポリメラーゼ、 αの添加によ

る DNAプライマーゼのオリゴリボヌクレオチド合成の促進は、両

酵素の複合体の形成のし安さと関連がある。 FM3A細胞の oN A 

プライマーゼと FM 3 A細胞の oN A ポリメラーゼ目、 H e L a 細

胞の DNAプライマーゼと FM 3 A細胞の DNAポリメラーゼ α、
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H e L a細胞の oN Aプライマーゼと He L a細胞の DNAポリメ
ラーゼ α を、 それぞれ混ぜ合わせてグリセロール密度勾配遠心を行

い、複合体形成の有無について検討すると、 PM3A細胞のものど

うし、 あるいは、 P M 3 A *目 1包の DNAポリメラーゼ‘ αとHe L a 

細胞の DNAプライマーゼ、との組合せについては、 DNAプライマ

ーゼ活性が高分子量保IJに観察されるようになり、複合体を形成しや

すいことが観察されるが、 それらに比べて He L a細胞のものどう

しでは、複合体を形成しにくい傾向がある。 この観察は、 DNAポ

リメラーゼ αの添加による、宿主細胞の DNAプライマーゼによる

オリゴリボヌクレオチド合成産物の増加とよく一致する。すなわち、

S V 4 0の系においては、 H e L a細胞の DNAプライマーゼによ

る反応は H e L a細胞の oN A '1'リメラーゼ αよりも、複合体を形

成しやすい PM3A細胞の DNAポリメラーゼ、 αの添加により強く

促進されたと考えられる。 これらのことから、ポリオーマウイルス、

S V 4 0、 どちらの無細胞 DNA複製系においても、 その宿主特異

性を決定している因子は oN Aプライマーゼであると考えられる。

しかし、特に SV 4 0の系では、 o N Aプライマーゼ単独では、二

本鎖 DNAが部分的に巻き戻されて生じた一本鎖 oN A上でプライ

マ-RNA合成を行うことはできず、 プライマ -RNA合成を行う

ためには oN A '1'リメラーゼ、 αと複合体を形成している必要がある
と考えられる。 その場合、 o N Aポリメラーゼ α は宿主特異性の決

定には関与せず、 DNAプライマーゼと複合体を形成することが重

要であり、おそらく鋳型 DNAや T抗原との立体的な位置関係等を

DNAプライマーゼにとってオリゴリボヌクレオチド合成を行い安

い状悠にしていると考えられる。

以上の考察は、 S V 4 0の無細胞 oN A複製系において、宿主特

異性を決定している細胞{}lIJの因子は、宿主細胞の DNAポリメラー

ゼ α と宿主細胞の DNAプライマーゼとの複合体であるとする村上

らの報告 84)と一見矛盾する。村上らは、 H e L a細胞の抽出液を抗

DNAポリメラーゼ a抗体による免疫沈降処理して oN Aポリメラ
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ーゼ、 α-D N Aプライマーゼ複合体を除去し、 そこへ He L a細胞

と FM3A細胞の DNAポリメラーゼ α及び DNAプライマーゼを

極々の組合せで加えた結果、 H e L a細胞の酵素どうしの場合にの

み DN A複製が行われることを示した。 しかし、本研究では精製し

た醇紫・蛋白質のみを用いてオリゴリボヌクレオチド合成を観察し

ているのに対し、彼らは、細胞の組抽出液を加えており、 また、 D 

N A合成のみを観察している点に注意しなければならない。組抽出

i夜の添加により、粗抽出 i夜中の DN A復製を負に制御する因子の影

響を受ける可能性は高い。例えば、マウス細胞の p53蛋白は SV 4 

0の無細胞 D N A複製系の反応を強く阻害することが示されており

86>(HeLa  細胞の p53蛋白でも阻害されるがマウス細胞のものの

方が阻害が強く観察される〕、実際、 S V 4 0の無細胞 DNA複製

系で、 FM3A細胞の抽出液を用いて、 H e L a細胞の DNAポリ

メラーゼ、 α-DNAプライマーゼ複合体を加えても DNA合成は行

われなかった。今後、 このような、種特異的に DNA合成を制御す

る因子が粗抽出液中に存在するかどうかについて検討を要する。 ま

た、本研究では、 S V 4 0の無細胞 DNA複製系におけるオリゴリ

ボヌクレオチド合成後の DNA合成の有無について詳しく検討して

いないが、 S V 4 0の T抗原は DNAポリメラーゼ αと相互作用し

得ることが免疫枕降法等により報告されており 90>-93>、 DNAプラ

イマーゼによるオリゴリボヌクレオチド合成のレベルと DNAポリ

メラーゼ αによる DN A合成のレベルとのこ段階で宿主特異性が規

定されている可能性は考えられる。今後、 T抗原と DNAポリメラ

ーゼ αの相互作用の有無及びその種特 異性や、 オリゴリボヌクレオ

チド合成後の DNA合成について検討を要するが、 以上の結果を考

慮すると、 ポリオーマウイルス、 S V 4 0、 どちらの無細胞 DNA

複製系においても、宿主特異性は、 まず、 T抗原と DNAプライマ

ーゼ、(及び origin) との相互作用により決定されると考えられる。

ポリオーマウイルスの T抗原と FM3A細胞の DN Aプライマー

ゼによる、二本鎖 DNAを鋳型としてのオリゴリボヌクレオチド合
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成の origin依存性について検討した結果、 S S Bの非存在下では、

T抗原に依存して、 or I g I nに依存しない反応産物が合成された。 こ

の結果より、 ポリオーマウイルスの T抗原は、 origin以外の二本鎖

DNA部位で、 これを巻き戻して部分的に一本鎖 DN Aを露出させ

られると考えられる(S V 4 0の T抗原では、 origin以外の二本鎖

DNA巻き戻し活性が報告されている 94)95))。 しかし、 この一本

鎖 DNA部分は SS Bが存在しないため安定化されることはなく、

一時的に露出した状態にあると考えられる。 このような一本鎖 DN 

A部分を DNAプライマーゼ、が認識 して鋳型として利用してオリゴ

リボヌクレオチド合成を行えたことから、 D N Aプライマーゼ、は T

抗原と相互作用があることが予想された。ポリオーマウイルスの T

抗原と PM3A細胞の DNAプライマーゼとの相互作用については

第 7君主に示した。 さて、 このような or i g i nに依存しないオリゴリボ

ヌクレオチド合成は、 S S Bの存在下では、強く抑制された。 その

機構については第 7章で考察するが、 この結果より、 S S Bは、 or

I g I n以外の部位でプライマ - RNA合成が行われることを抑制し、

すなわち、 プラ イ マ - RNA合成の origin依存性の決定に関与して

いる可能性が示唆された。 ただし、 当然のことながら、 or I g I n依存

性を積極的に決定しているのは T抗原である。
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Fig.34 

Analysis of products of oligoribonuc1eotide synthesis 
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Fig.35 

Species-specific oligoribonucleotide synthesis 

by DNA polymeraseα-primase complex 
in the PyV and SV40 DNA replication systems 

PyV SV40 
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Fig.36 

Species-specific oligoribonucleotide sYI'lth_esis 
by DNA primase II1. the PyV and SV 40 DNA 
replication systems 

PyV SV40 

DNA primase FM3A HeLa FM3A HeLa 

T antigen -+ー+ー+ー+

• 
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Fig.37 

Effect of DNA pol.αon oligoribonucleotide synthesis 
by DNA primase in the PyV DNA replication system 
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Fig.38 

Effect of DNA pol.αon oligoribonuc1eotide synthesis 
by DNA primase in the SV40 DNA replication system 
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Fig.39 

9rigin-dependent oligoribonucleotide synthesis 
by DNA prirnase in the presence of SSB 
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第 7章 ポリオ ーマ ウイルスの T抗原と FM3A細胞の DNAプラ

イマーゼとの相互作用

第 l節 物理的複合体形成

第 6章の結果より、ポリオーマウイルスの T抗原と FM3A細胞

の DNAプライマーゼとの間には、蛋白問の相互作用があるのでは

ないかと考えられた。 そこで、 まず、両酵素の複合体形成の可能性

について検討した。

FM3A細胞の oN Aプライマーゼ、(12μg) 及びポリオーマウ

イルスの T抗原(38μg) をそれぞれ単独で、 または、混ぜ合わせ

て、 50 mM NaCl-bufferHに対して 3時間透析した。 DNAプライマ

ーゼ及び T抗原は、 50% glycerolを含む buffer中で保存してあるの

で透析により 10% glycerolにした。各サンプルは、第 2章に示した

方法にしたがって、 グリセロール密度勾配遠心を行い、管底より 30

フラクションに分画した。 DNAプライマーゼは、 その活性により

検出したが、 T抗原はポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系で

の DNA複製活性と DNAへリカーゼ活性について検出を試みたが、

いずれも検出限界以下であったため、抗 T抗原抗体を用いて EL 1 

S A法により検出した。 その結果を F i g 4 0に示した。 DNAプ

ライマーゼ、単独の場合には、活性は 5~ 6 s付近に沈降した。 また、

T 抗原単独の場合には、広範囲にわたって検出されたが、主に 5~ 1 

o sに沈降したものと、 12 s以上に沈降したものが存在すると考えら

れる。 SV 4 0の T抗原を用いた解析より、 T抗原はいくつかの分

子が結合した複数の存在状悠があることが報告されており、ポリオ

ーマウイルスの T抗原についても、同様に高分子複合体が形成され

ているものと思われる。沈降位置及び SV40の T抗原を用いた報

告から、 5~ 10 sに沈降したものは単量体及び 2量体、 また、 12 s以

上に沈降したものは主として 6量体と予想される。両酵素を混ぜ、合

わせて行った結果、特に oN Aプライマーゼ活性について、単独の
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ls合に比べて顕著な沈降位置の変化が観察された。 oN Aプライマ

ーゼ活性は、 iまぼ全量が非常に高分子量側へ移動しており、 T抗 原

の沈降パターンについては顕著な変化は認められなかったが、 両院

索は複合体を形成したことが示された。

第 2節 複合体形成による DNAプライマーゼ活性の促進

第 8i告では、二本鎖 DNAを鋳型としてのオリゴリボヌクレオチ

ド合成産物を解析したが、本章では、 ポリオーマウイルスの T抗原

と FM3A細胞の DNAプライマーゼが複合体を形成したことによ

る効果を、一本鎖の M13ファージ DNAを鋳型として解析した。

F i g 4 1では、一本鎖 M13DNA (0.1μ g) を鋳型としての D

N Aプライマーゼの反応に、 T抗原及び SS Bを加えた結果につい

て示した。一本鎖 DNAを鈴型とした場合 DNAプライマーゼは約

10ヌクレオチド及び、 その 2倍、 3倍の鎖長のオリゴリボヌクレオ

チドを合成する。 T抗原の添加により、明らかにオリゴリボヌクレ

オチド合成産物の増加が認められ、 その効果は、 O.5μgで十分観察

された。逆に、 S S B を添加した場合には、 4μgで明らかに阻害が

認められた。次に、 T抗原によるオリゴリボヌクレオチド合成の促

進と SS Bによる阻害に対する鋳型 oN A量の効果について検討し
た。鋳型 DNA量が、 O.1μgの場合と 2μEの場合について、 T抗

原及び SS Bをそれぞれ 4μg添加した場合の反応産物を解析した

結果 (Fig42)、 T抗原については、鋳型 DNA盈が O.1μg  

の場合にも 2μgの場合にも、 その添加(+ )により、添加してい

ない場合(ー)に比べてオリゴリボヌクレオチド合成産物の治加が

観察された。 しかし、 S S Bについては、鋳型 DNA盆が O.1μg  

の場合には S S Bの添加(+ )によりオリゴリボヌクレオチド合成

の強い阻害が認められるのに対し、鋳型 DNA量が 2μgの場合に

は、 S S Bを添加(+ )しても、添加していない場合〔ー〕と全く

同織にオリゴリボヌクレオチド合成産物が観察された。 F i g 4 3 
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には、 T抗原によるオリゴリボヌクレオチド合成の促進に対する鋳

型 DNA量の効果について、鋳型 DNA量が O.1μgの場合と 2μ

gの場合に、 T抗原の量を変えて検討した結果について示した。その

結果、鋳型 DNA量が 2μgの場合には、 O.1μEの場合に比べて、

やや促進の効果が弱くはなるものの、基本的に同織の傾向、すなわ

ち、 O.5μg 程度の T抗原により十分促進の効果が観察された。 こ

れらの結果より、 S S Bによる DN Aプライマ ー ゼのオリゴリボヌ

クレオチド合成の阻害の効果は、鋳型 DNA量の影響を受けやすい

ことから、 S S Bの DNAへの結合によってもたらされたものであ

るのに対し、 T抗原による促進の効果は DNAプライマーゼとの蛋

白問の相互作用によるものであると考えられた。

I欠に、 S S B と T抗原が共存する場合の DNAプライマーゼの反

応について検討 し た。 SS B (4 μg) の存在下及び非存在下で T抗

原の量を変えて、 オリゴリボヌクレオチド合成産物を解析した結果

(Fig44)、 S S Bの非存在下では、先に示したように、 オリ

ゴリボヌクレオチド合成の促進が少ない量の T抗原の添加により認

められた。 S S Bの存在下では、 T抗原を加えない場合、 DNAプ

ライマ ー ゼによるオリゴリボヌクレオチド合成は、 ほぼ完全に阻害

され反応産物はほとんど観察されなかったが、 T抗原の添加により

オリゴリボヌクレオチド合成産物が観察されるようになった。 この

結果より、 S S Bの存在下でも T抗原と共存することにより DNA

プライマーゼはオリゴリボヌクレオチド合成を行えることが示され

た。

第 3節 まとめと考察

ポリオーマウイルスの T抗原と FM3A細胞の DNAプライマー

ゼが、物理的に複合体を形成することを示した。そのことにより、

D N A プライマーゼによる一本鎖 DNAを鋳型としてのオリゴリボ

ヌクレオチド合成は促進された。 また、 S S Bはオリゴリボヌクレ
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オチド合成を阻害したが、 T抗原によりその阻害は解除された。

ポリオーマウイルスの T抗原と FM3A細胞の DN A プライマー

ゼを混ぜ合わせてグリセロール密度勾配遠心を行った結果、 DNA  

プライマーゼの沈降位置が明らかに高分子畳側へ移動し、両酵繋が

複合体を形成したことが示された。'1'抗原は、 6量体等の高分子量

のものと、 2量体及び単量体と予想される低分子量のものが存在す

ると考えられたが、それらの分子種の機能的な違いや、 そのどちら

と DNAプライマーゼが複合体を形成したかについては現時点では

明らかではない。 SV 4 0の?抗原に |羽する実験から、 6:Ili:体の形

成には A 'l'Pを要求することが報告されているが 35) 本研究では A

'1' P は加えておらず、 今後、 A 'l'Pの彩響については検討したいと

考えている。 ポ リオ ー マウイルスの T抗原と FM3A細胞の DNA

プライマ ー ゼの複合体形成時の分子数の比については、 T抗原の分

子量は 100Kであるの に 対し 、 DNAプライマーゼは、 54Kと46Kが l

: 1で計 100Kと同じであること、実験で用いた蛋白量が T抗原は 38

μgに対し、 DNAプライマーゼは 12μgであること、 また、 グリ

セロール密度勾配遠心の沈降パターンから、 DNAプライマーゼ全

起に対して、複合体形成に要した T抗原は全量の半分以下と予想さ

れることから、 T抗原 1~ 2分子に対して DNAプライマーゼ l分

子程度であろうと予想される。

I欠に、一本鎖 DNAを鋳裂としての DNAプライマーゼによるオ

リゴリボヌクレオチド合成産物を解析した結果、 T抗原は、 D N A 

プラ イ マ ー ゼとの蛋白間の相互作用によりオリゴリボヌクレオチド

合成を促進することが示された。原核細胞においては、パクテリオ

ファ ー ジ'1'7のg巴口e4i宣伝子産物が DN Aプライマーゼ活性と DN A 

へ リカーゼ活性を合わせ持つこと 96人パクテリオファ ー ジ'1'4では、

gene61il!伝子産物 (DN Aプライマーゼ)と gene41i宣伝子産物(D 

N Aへリカーゼ〉とは複合体を形成して相互に活性を促進すること

97) 98)、また、大腸菌では、 DNAプラ イマーゼ(dn aG蛋白〕と D

N Aへリカーゼ、(dna B蛋白〕とが相互作用することが示されており
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99)、 DNAプライマーゼと DNAへリカーゼとの相互作用が知られ

ている。 しかし、真核細胞においては、 DNAプライマーゼは DN

Aポリメラーゼ αと複合体を形成して存在していることが極々の細

胞で観察されているが、 DNAへリカーゼとの相互作用を見いだし

た報告はない。ポリオーマウイルスの T抗原は、 DNAへリカーゼ

活性を持つことが、当研究室の関により見いだされており 17)100) ， 

従って、本研究により初めて、真核細胞の DN Aプライマーゼが D

NAへリカーゼ活性を持つ蛋白質と物理的に復合体を形成し、 また、

機能的にも相互作用することが示された。

T抗原とは逆に、 S S Bは、一本鎖 DNAを鋳型としての DNA

プライマーゼによるオリゴリボヌクレオチド合成を限害した。 この

阻害は、鋳型 DNA量を増やすと解除されたことがら、 S S Bが一

本鎖 DNAに結合することにより、 DNAプライマーゼ、はオリゴリ

ボ F クレオチド合成を行えなくなったものと考えられる。 しかし、

S S Bの存在下でも、 T抗原を加えることにより DNAプライマー

ゼによるオリゴリボヌクレオチド合成は行われた。 この結果は、前

章で示した二本鎖 DNAを鋳型としてのオリゴリボヌクレオチド合

成の origin依存性への SS Bの関与を考えるうえで興味深い。二本

鎖 DNAを鋳型とした場合、 S S Bの存在下では、 DNAプライマ

ーゼは T抗原に依存して、 or i g i nに依存したオリゴリボヌクレオチ

ド合成を行ったが、 or i g i nに依存 しない反応はほとんど行われなか

った。 しかし、 S S Bの非存在下では、 ori g i nに依存しない反応も

かなり行われた。 これらの結果は、 originから始まった反応では、

一本鎖 DNA上においても、 T抗原と DNAプライマーゼが相互作

用を保ち、 本主主で示した一本鎖 DNAを鋳型としての SS Bと T抗

原の共存下での DNAプライマーゼの反応が行われたのに対し、 or

i g i n以外の部位から始まった反応では、 DNAプライマーゼは T抗

原と相互作用して存在することにより一本鎖 DNA部分を速やかに

認識はできるものの、一本鎖 DNA上では、 T抗原との相互作用に

よる反応は行われておらず、 S S Bによる阻害のみを受けたことに
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Fig.40 

Co-sedimentation of DNA pr出laseand T antigen 
(glycerol density gradient centrifugation) 
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Fig.41 

S~i~~}ation by PyV T antigen and inhibition by SSB 
of DNA primase-catalyzed. oligoribonucleotide 
synthesis on sscM13 DNA 
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Fig.42 

Effect of DNA concentration on the stirnulation 
and the inhibition of oligoribonucleotide synthesis 
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Fig.43 

Effect of DNA concentration on the stimulation of 
DNA primase-catalyzed oligolibonucleotide 
synthesis by PyV T antigen 
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Fig.44 

Stimulation of oligoribonucleotide synthesis 
by PyV T antigen in the presence of SSB 

-SSB +SSB (4μg) 
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よると考えられる。今後、 T抗原と各種 DNAとの結合機式につい

て検討する必要があるが、 or i g i nと口ri g i nでない DNAとでは、 or

i g i nへの特異的な結合には AT Pが必要であり、 当然その結合織式

は異なり、 また、二本鎖 DNAに結合して、部分的に二本鎖 DN A 

が開裂した後、 さらに、 T抗原が DNAへリカーゼ、として二本鎖 D

N A巻き戻し反応へ移行する過程についても、 or 1 g 1 nとoriginでな

い場合とでは異なるであろう 95)。

以上の結果より、ポリオーマウイルスの無細胞 DN A複製系にお

いて、 DNA複製は、 T抗原が二本鎖 DN A上の or i g i nを認識して

結合し、二本鎖 DN Aが部分的に開裂して開始された後、 ?抗原と

の相互作用により DNAプライマーゼが導入されて、 D N Aプライ

マーゼは?抗原との相互作用により一本鎖 DNA上で SS Bの存在

下プライマ -RNA合成を行えることが示された。 このように、真

核細胞において、 DNA複製因子である DN Aプライマーゼが複製

開始蛋白質あるいは D N Aへリカーゼと相互作用することが示され

た例はなく、 この知見は、 いまだに同定されていない真核細胞の複

製開始蛋白質及び DNAへリカーゼを同定する上できわめて重要と

考えられる。
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第 8章総括

本研究により、以下のことを明らかにした。

1 )マウス FM3A細胞細胞より 、 一本鎖 DNA結合蛋白質 cs 
S B) を精製した。 S S B は SV 4 0の無細胞 oN A複製系の必須
因子の一つであり、 ヒトやサルの細胞からは容易に検出されている

が、 マウス細胞より得たものは本研究が最初である。得られた SS 

Bは、 ポリオーマウイルスの無細胞 DNA複製系に対する促進活性、

DNAポリメラ ー ゼ a活性促進活性、及び、 S D Sポリアクリルア

ミドグル電気泳動により検出されたバンドのパターンにおいて、 H 

e L a細胞のものと差異は認められず、穏を越えて保存された蛋白

質であると考えら れ た。 しかし、 S S Bを得たことによって、 後製

開始後プライマ - RNA合成が行われる過程について、 分子レベル

での解析が可能となった。 また、 S S Bが、 T抗原と DNAプライ

マ ー ゼによる、 onglnに依存しないオリゴリボヌクレオチド合成を

抑制することをあらたに見いだした。

2 )マウス FM3A細胞より 、 DNAポリメラ ー ゼ δ活性を検出

した。 マウス細胞では、 2例目である。 DNAポリメラーゼ 3は、

従来、仔牛胸腺等の限ら れた 材料でしか検出されていなかったが、

S V 4 0の無細胞 DNA複製系を用いた解析により複製への関与が

示されると、樋々の細胞よ り検出されるに至った。その DNA緩製

における役割についても、 S V 4 0の無細胞 DNA複製系を用いた

解析により、 P C N A等の補助因子の存在下、 leading鎖の複製を担

うものと考えられてきた。すなわち、 DNA複製は、 lagging鎖を担

うDNAポリメラ ー ゼ αと、 leadindJ'lを担う DNAポリメラーゼ δ

の 2組員i1の oN A;I(リメラーゼにより行われる と考えられるように

なってきた。 しかし、最近、防母の研究により、第 3の DNAポリ

メラーゼが複製に関与していることが示された こ とにより、高等真

核細胞にお い ても、 3種類の oN Aポリメラ ー ゼ、が複製に関与する

可能性が示唆されている。その第 3の oN Aポリメラーゼ、が、近年
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命名された DNAポリメラ ー ゼ E である。 これは、従来、 o N Aポ

リメラーゼ δ11 (PCNA非依存性)と 呼 ばれていたものである。

本研究においても 、 o N Aポリメラ ー ゼ α、 B、 T、 占以外に、 P 

CNAに依存しない DNAポ リメラ ー ゼ活性を検出しており 、 今後、

この DNAポリメラーゼも含めて、 各 DNAポリメラーゼの複般に

おける役割についておおいに検討の余地がある。

3 )ポリオーマウイルスの娘細胞 oN A複製系において、宿主特

異性を決定している細胞側の因子が DNAプライマーゼであること

を示した。精製した酵素 ・蛋白質のみを用いた系で示したこと、 ま

た、二重鎖 oN Aを鋳型としてのオリゴリボヌクレオチド合成産物

を解析 して、 実際に oN Aプライマ ー ゼの反応のレベルで特異性を

示し た ことは、 い ずれも、 本研究によりはじめて行われたものであ

る。 これらの解析によりもたらされた結果は、 単にウイルスの宿主

特異性の決定機構を示すものではなく、宿主細胞におけるプライマ

- RNA合成機織を反映したものと考えている。

4 )ポリオーマウイルスの T抗原と宿主F'M3A細胞の DNAプ

ライマ ー ゼが物理的に複合体を形成し、 また、機能的にも相互作用

することが示された。 この結果は、高等真核細胞においては、 いま

だに同定されて い な い復製開始蛋白質及び oN Aへリカーゼが、 D 

N A複製因子である D NAプライマ ー ゼと相互作用し得ることを強

〈示唆 した ものであ り、今後、 これ らを同定するうえで重要な知見

を与えたもの と確信する。

本研究は、 細胞増殖制御機府を解明するために、 その基礎的知見

となる DNA複製機柄、特に、 その開始時IJ御機構を解明することを

目的として行ったものである。現在、 o N A複製開始機械を解明す

るためのポイントとして、 or I g I n及び復製開始蛋白質の同定が最も

重要と考えられる。高等n核細胞においては、 その有無についてさ
え統一的な見解は得られていないのが現状であるが、最近の研究の

状況をまとめてみた。
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高等真核細胞の ori g i nの研究は、 チャイニーズハムスターの卵巣

細胞の増幅している DHFRCdihydrofolate reductase) 遺伝子を用い

たものが、最も進んでいる。複数の研究室が、 この遺伝子上の orlg

I nの同定に取り組んだ結果、 かなり範囲が狭められつつある a しか

し、 各グループとも oH F Ri宣伝子の下流域に originが存在するとして
いるものの、統一的な見解は得られていない 101)。すなわち、 Gl/S

則同調して、 S期の最初に DNA合成が行われた部分を解析したグル

ープは、 22 Kbの距離で 2カ所の or i g i nがあるとしている 102)103)の

に対し、 leading 鎖と lagging鎖の切り替えが行われるところを捜し

た Burhansらは、 それらのうちの lつの中のごく狭い部分であるとし

ている 104)105)。さらに、最近開発された 2次元電気泳即j法を用い

て、複製が開始された地点を検索した Vaughnらは、 これらの全てに

またがる非常に広い範囲 C28 Kb) の中のいろいろなところから複製

が開始されていると報告している 106)。そのような状況の中で、 ご

く位近、 H巴in tsらのグループは、 Burhansらの得た or I g I n候補のフラ

グメントを用いて、 その湾幽した部位に結合する 2種類の蛋白質を

見いだし 107)、それらのうちの一つに oN Aへリカーゼ活性を見い
だした 108)。もう一つの蛋白質が複製開始蛋白質であり、 この DN

Aがor i g i nであるのか、非常に興味がもたれる。

。r1 g I nを同定する主な手法として、 いわゆる自律増殖配列 CARS: 
autonomous repl icating sequence) を分離するという方法があげら

れる。 この方法は、 ある DNA上に or i g i口が存在すれば、細胞内で

自律増殖できるはずであるという原理によるものであるが、高等真

核細胞では、導入した DNAが染色体に組み込まれてしまうことが

多く、染色体外で自律増殖させることが困難であった。 しかし、 E 

B V C Epstein-Barr Virus) のorlgln領域に存在する、 DNAの核

内での安定維持に関与する配列が同定され、 今後、 この配列を利用

して ARSの単離が JYli守される 109)。また、))IJの方法で得た DNAが細

胞内で自律増殖できるかどうか検討するうえでも有効である。

以上の研究は、 まず or i g i nを同定し、 それから、復製開始蛋白質
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の同定へと向かうものであるが、逆に、 まず複製開 始蛋 白質を 同定

することも可能であろう。つまり、 T抗 原 に代わる細胞自身の蛋 白

は何かという研究である。 この場合、 ウイルスの DNA複製が、細

胞周期でどのような制御を受けているのか、 また、 T抗原は、 複製

を行ううえでどのような蛋白質と相互作用しているのかといったこ

とが重要となる。

S V 4 0の T抗原のリン般化及び脱リン磁化による活性の制御の

研究から、細胞周期における oN A複製の制御機構に関連した興味
深い知見がいくつか得られている 110)0 T抗原は、古くからリン磁

化された綴蛋白質であることが知られており、仔牛小腸由来のアル

カリ性フォスファタ ー ゼ処理により、 originへの結合活性が上がり、

娘細胞 DNA復製系における複製活性も上がること 111) 1 12)、また、

リン酸化サイト(Ser-679) の変異により、細胞内でもウイルス oN 
Aの復製が上がることが示されていた 113)。さらに、最近になって、

細胞周期上で活性が変動し、異なる制御因子 (cyclin) との複合体

を形成することが知られている cdc2キナーゼにより、 ある特定のサ

イト (Thr-124)がリン酸化され、j!正細胞 DNA複製系における活性

が上がること 114 )、また、無細胞 DNA複製系における促進国子と

して検出された因子 RP-Cが蛋白脱リン酸化商事索 PP2Aであり 58)1 1 5】、

G 1 J明に同調した細胞より調製した細胞抽出液による ml細胞 DNA復
製系における低レベルの複製活性が、 RP-C/PP2Aの添加により S期と

同レベルまで回復することが示された 11 5) 1 16)。これらのリン磁化

・脱リン磁化酵素の細胞内でのターゲットは同定されておらず、今

後の研究が期待される。

T抗原と、 より直接的な相互作用をする蛋白質としては、癌抑制

遺伝子産物である p53蛋白とレチノプラストーマ Rb蛋白が知られてい

る。 これらの蛋白は、共に、 T抗原と直接結合することにより、細

胞鳩泌を判Iflillし、 また、娘細胞 DNA複製系において oN A複製を
阻害する。特に、 RB蛋白は、細胞周期によりそのリン酸化状態が変

化し、 また、 リン殴化の状態により T抗原との結合も制御される。
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その結果、細胞周期上 SJUJにのみ T抗原は Rb蛋白と解離した状態にあ

りDNA複製を行えるという l規制が考えられている 87)88勺これら

の癌抑制i宣伝子産物と特異的に結合する細胞の蛋白の解析が現在行

われていると予想される。それらの蛋白質の中から、復製開始蛋白

質が見いだされる可能性は十分あり、続報が期待される。

fn ~開始蛋白質や origin を同定することと並んで、真核細胞にお

ける DNA複製の制御を考えるうえで、忘れてはならない重要な問

題の一つに、 クロマチン構造による制御があげられる。 まだ、 クロ

マチン精進を形成していることによる複製の制御機構についてはほ

とんど解析されていない。 しかし、近年、 ヒストンの集合様式等に

関する研究も進み、 また書1¥細胞系でクロマチン構造をとらせたうえ

で DNA複製を観察する試みが行われ始めた 117)ー119)。その中で、

S V 4 0の無細胞 DNA複製系を用いた解析により、 orlgln近傍に

転写因子 NF-Iの結合サイトを持つ oN A を鋳型とした場合、裸の D
NAでは NF-Iによる効果は認められないのに対し、 クロマチン榊造

をとらせた場合には、 NF-Iの添加により複製が促進されることが報

告された 120). origin近傍に転写因子の結合サイトが見いだされて

いる例は多く、転写と緩製は密接な関係にあると予想され、 この知

見は興味深い。特に、 ポリオーマウイルスは、細胞内での DNA領

製に、 ori g i n近傍に位置する転写エンハンサーに対する強い要求性

が知られているが 121)(SV40のエンハンサ ー要求性は低い)、

無細胞 DNA複製系ではその要求性が全く見いだされていなかった

122)。もし、 クロマチン構造をとらせることにより、細胞内で観察

されるようなエンハンサーの要求性が回復すれば、縫々の複製調節

機構を探るうえで優れたモデル系となるであろうと期待される。

細胞外の細胞増殖刺激物質によりもたらされた情報は、細胞膜に

伝わり、 そして細胞内へ伝わり、大きなブラックボックスを経て核

内へ伝わり、 そして oN A複製が行われる。 このブラックボックス
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が、徐々に徐々に小さくなり、 そして、 やがて全容が明らかになる

日を殺しみにしながら本稿は終わる。
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