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緒 言

SV40(simian virus 40)を ラ ット,マ ウス

の細胞の ような非許容細胞(non-permissive

 cell)に 感染 させ ると,細 胞は形質転換する.ヒ

ト細胞の ような半許容細胞(semi-permissive

 cell)に 感 染 させ た場合 にもやは り細胞は形質

転換す るが,長 期にわたってウイルスの産生が

み られ,こ の ような状態か らcrisisを へ てウイ

ルス産生 のない変換細胞が得 られる.い ずれの

場合に も変換細胞の染色 体の中にはウイルスゲ

ノムが組込 まれてお り,こ のことは変換細胞を

CV-1細 胞 の ような許容細胞(permissive cell)

と細 胞融合 した時 ウイルスがrescueさ れること

か らも確認 される.し か しなが ら細胞を形質転

換す るためにSV40の 全 ゲノムが必要 とい うわ

けではな く各種制限酵素の切断断片の トランス

フェ クシ ョンによる形質転換能の検定や変異株

を用いた実験か ら形質転換には,ウ イルスの初

期遺伝子産物 であるlarge T抗 原が重要な役割

を果 している と考えられている1).

宿 主細胞染色体の中に組込まれたSV40 DNA

の構造についてはSV40ト ランスホームラット2,3),

マ ウス4～6),ハ ム スター7),ヒ ト8,9),につ いてサ

ザーンブ ロットハイブ リダイゼー ションを用い

て解析 されてお り,今 まで調べ られた範囲では

large T抗 原 をコー ドす る部分が全 含まれ

いる.し かし,最 近large T抗 原 のN末 側の50

%の 断 片で も低率 ながらラ ット細胞を形質転換

することが報告されてお り10), large T抗 原 の

形質転換能が再びクローズア ップされて きた.

一 方
,細 胞のガン化 と染色体異常の関係が深

いことは広 く知 られている ところである.ウ イ

ルス性発癌 について も主にレ トロウイルスの研

究における成果であるが, onc geneを 染 色体

上にマ ッピングす ることがで きるようになり11～13),

染色体異常 との関係が解明されてい くものと思

われる. SV40に よ り細胞 を形質転換 した場合

に生 じる染色体異常が レ トロウイルスの場合 と

同じ機構によるものか どうかは不明である.

本研究ではSV40誘 発 ヒト変換細胞 を用 いて

宿主細胞染色体に組込 まれたSV40ゲ ノムの構

造 を解析 し,こ の細胞におけるlarge T抗 原 と

形質転換 との関係 を調べ るとともに, in situハ

イブ リダイゼーションによ り染色体上でのSV

40ゲ ノムの位置について検討 した.

材 料 と 方 法

1)ト ランスホーム細胞

RSb細 胞 は桑田らによりヒ ト胎児由来細胞に

Rous sarcoma virus(Schmidt-Ruppin株)を

感染後SV40(777株)を 重感染 し,さ らに継代

培養後 クローン分離 して得 られた細胞株14,15)で

SV40 large T抗 原が間接螢光抗体法で100%陽

性 であ るがウイルスの産生はない.染 色体数 は

59～64で あ る.通 常10%仔 牛 血清添加Eagle+
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MEM(ニ ッスイ)を 用 い5%CO2,飽 和水蒸気

中で37℃ で培養 した.

2)培 養細胞か らの高分子DNAの 調 製

Blin & Stafford16)の 方 法に従い,氷 冷 した

TBS(Tris buffered saline, 30mM, Tris-Cl,

 pH 7.4, 17mM NaCl, 6mM KCl)で 単 層培養

細胞 を2回 洗った後,シ リコン擦過子を用いて

少量のTBS中 にか き落 し4℃ で1,500g, 10分

間遠心後1ml当 り108細 胞 になるようにTE溶

液(10mM Tris-Cl, pH 8.0, 1mM EDTA)

に 懸濁 した.こ れに10倍 量 のPK溶 液(0.5M

 EDTA, pH 8.0, 0.5%ラ ウ リル硫酸ナ トリウム

(SDS), 100μg/ml proteinase K)を 加 え, 50

℃ で3時 間インキュベーシ ョンした.そ の間,

溶液 を時々ゆっ くり混ぜ る.反 応後等量の水飽

和 フェノールで3回 抽 出し,計4lのTNE溶

液(50mM Tris-Cl, pH 8.0, 10mM NaCl, 10

mM EDTA)に 対 して透析 した.透 析後RNase

(あ らか じめ熱処理 でDNaseを 不活化 したもの)

を100μg/mlに な るように加 え37℃ で3時 間反

応する.反 応後2回 水飽和フエ ノールで抽出 し,

 TE溶 液 に対 して透析 した.得 られ たDNAは,

 A260, A280を 測定 し,濃 度 と純度 を調べた.

3) SV40の モ レキュラー クローニ ング(図1,

 2)

プ ラス ミドpBR325 DNA 1μgをEcoRIで

切 断後,ア ルカ リフォスファターゼで5'端 の リ

ン酸基 を除 く. SV40(777株)DNA 1μgをE

coRIで 切 断する. pBR325 DNAとSV40 DNA

を混 ぜT4 DNAリ ガーゼ(宝 酒造)を 用 いて組

換えDNA分 子 を作る.上 述の反応は全てそれ

ぞれの酵素の至適条件で行なった.大 腸菌HB 

101株 をMandel & Higa17)の 方法により処理 し,

 competent cellを 作 る.前 述の組換えDNA分

子 とcompetent cellを 混 ぜ テ トラサイ クリン

(Tc)を12.5μg/ml含 むア ガープレー ト上に ま

き37℃ で1晩 培養す る.生 えたコロニーを1つ

ずつ50μg/mlの ア ンピシ リン(Ap)を 含 むア

ガープレー トと10μg/mlの クロラムフェニ コー

ル(Cm)を 含むアガープレー トに移 し1晩 培養す

る. Apの プ レー トに生 え, Cmの プレー トに生

えなか った コロニー を選 びHolmes & Quig

ley18)の 方法でプラスミドを抽出しSV40 DNA

図1. Restriction map of SV40 DNA.

 The position of the restriction sites are:

 EcoRI, O; BamI, 0.14; PvuII, 0.33, 0.71

 and 0.99. A, B and C indicate the fragmen

is obtained by digestion with PvuII.

図2. Construction of plasmid encoding

 SV40 whole genome(pSV-E). SV40 DNA

 was digested with EcoRI. Plasmid pBR325

 digested with EcoRI was treated with

 alkaline phosphatase. Equimolar amounts

 of the two digests were ligated with T4

 DNA ligase. After transtection into E. coli

 HB101, ampicillin-resistant(Apr), tetracyc

cline-resistant(Tcr) and chloramphenicol
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sensitive(Cms)colonies were picked up and
 plasmid DNAs were prepared. Recom
binants were analized by HindIII digestion.
 HindIII cutting sites are indicated by the
 arrows.

の組込 まれた組換 えDNA分 子 であることを確

認す る.得 られた組換 えDNA分 子 をpSV-E

と名 付ける.

4)ニ ック トランスレー ション反応19)

pSV-Eを ニ ックトランスレー ション反応に よ

りアイソ トープラベル しハ イブ リダイゼー ショ

ンのプロー ブとして用いる.ニ ック トランスレ

ー ション反応液50μlに はpSV-E DNA 0 .5μg

 50mM Tris-Cl, pH 7.5, 6mM MgCl2,各20

μMのdATP, dGTP, dTTP, 50μCiの α-32P-

dCTP, 50μg/mlの 牛 血清アルブ ミン(BSA),

 2.5単 位 のDNAポ リメラーゼI, 1ng/mlの

DNase Iが 含 まれてお り通常15℃ で1～2時 間

反応 した.反 応 後ア イソ トー プ ラベル され た

DNAをSephadex G-50(medium)カ ラム(0.7

×10cm)に か け, TE溶 液 で溶出し200μlず つ

分画する.各 分画のアイソトープ量 を調べ る.

最 初に出て くるピー クがDNA画 分 なので集め,

 10μgの 牛胸腺DNAを キ ャリアーとして加えエ

タノール沈殿す る.使 用時には,少 量のTE溶

液 に溶解 して用 いた.通 常32Pで ラベ ルした場

合0.5～1×108cpm/μg DNAの プ ローブが得

られた.

5)制 限酵素によるDNAの 消化 とアガロース

ゲル電気泳動,サ ザー ン トランスファー20)

制 限 酵素EcoR I, Bam I, Hind III, Pvu II,

 Xho Iは 宝 酒造 より購 入し,そ れそれの至適反

応条件に於いて反応を行なった.通 常20μgの

トランスホーム細胞DNAに 対 して3倍 量 の

DNAを 消 化できる酵素量 を用いた.消 化 した

DNAを6mm厚 の1%ア ガ ローススラブゲル

(16cm×12cm)に1ス ロッ ト当り20μgの せ,

 E-buffer(40mM Tris-Cl, pH 7.8, 20mM酢

酸ナトリウム, 2mM EDTA)を 用 い20-30V定

電 圧で10～18時 間 電気泳動 した.泳 動後0.5μg/

mlの エチ ジウムブロマ イ ドを含むE-bufferで

ゲル を染色 し, 300nmの 紫 外線照射下に写真撮

影 を行 なった.写 真撮影後ゲル を400mlの アル

カ リ変 性 液(0.5M NaOH, 1.5M NaCl)に 浸

し, 1時 間 ゆ っ く り振 盪 す る.次 に ゲ ル を400

mlの 中 和 液(0.5M Tris-Cl, pH 7.0, 3M Na

Cl)に 移 し1時 間 ゆ っ く り振 盪 す る.中 和 処 理

後 あ らか じめ 水 に 浸 して お い た ニ トロ セ ル ロ ー

ス フ ィ ル タ ー(Schleicher & Schull社, BA

85)を ゲ ル に 重 ね トラ ン ス ブ ロ ッ テ ィ ン グ装 置

(Bio-Rad社)に 移 す. E-bufferで0.6A, 2時 間

さ ら に1.2A, 2時 間 エ レ ク トロ ブ ロ ッテ ィ ン グ

し,ニ トロ セ ル ロー ス フ ィ ル タ ー 上 にDNAを

移 し た.フ ィ ル ター を室 温 で 風 乾 後 真 空 下 に80

℃, 2時 間 べ ー キ ン グ し, DNAを フ ィル タ ー 上

に 固 定 し た.

6)フ ィ ル タ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョン21)

DNAを 固 定 し た ニ トロ セ ル ロー ス フ ィ ル タ

ー を20～40mlの50%ホ ル ム ア ミ ド
, 5×SSPE

(1×SSPEは0.18M NaCl, 10mM Na2HPO4

NaH2PO4, 1mM EDTA, pH 7.0)5×Den

hart溶 液(1×Denhart溶 液 は0.02%Ficoll 

400, 0.02%polyvinyl pyrrolidone, 0.02 %

BSA), 1%glycine, 100μg/mlの 熱 変 性 し た

キ ャ リア ーDNA(牛 胸 腺DNAを 超 音 波 処 理

し た もの)に 浸 し て42℃ で1時 間 イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン 後,フ ィル ター を0.5mlの ハ イ ブ リダ イ

ゼ ー シ ョ ン 溶 液(50%ホ ル ム ア ミ ド, 5×SSPE,

 1×Denhart溶 液, 0.3%SDS, 100μg/mlの 熱

変 性 キ ャ リアDNA,フ イ ル ター1cm2当 り5～

6×106cpmの プ ロー ブ)に 浸 し て サ ラ ン ラ ッ

プ に 包 み42℃ で 通 常40時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

し た.

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 余 分 な ア イ ソ トー プ を

除 くた め に 室 温 で 計500mlの2×SSPEで5分

毎3回 洗 い,さ ら に 計400mlの0.1%SDS-0.1

×SSPEを 用 い て42℃ で15分 毎2回 洗 う.フ ィ

ル ター は 乾 燥 後 サ ラ ン ラ ッ プ に 包 み, -80℃ で

オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー を行 な っ た.

7)ド ッ トブ ロ ッ トハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョン

ド ッ トブ ロ ッ トハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は

Kafatosら22)の 方 法 に 従 っ た. 50μlのDNA溶

液 に2μlの10N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を加 え 室 温 に

10分 間 放 置 後 水 冷 し,等 量 の2M酢 酸 ア ン モ ニ

ウ ム を加 え 中 和 す る.ド ッ トブ ロ ッ ト台 に1M

酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 浸 し た ニ トロ セ ル ロ ー ス フ
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ィルターをのせ,装 置 をセ ッ トしたあと各ウエ

ルに中和 したDNAを 通 し,フ ィルター上にD

NAを ブ ロッ トした.ブ ロッ ト後フィル ター を

2×SSC(1×SSCは0.15M NaCl, 0.015M

クエ ン酸ナ トリウム)で 洗い,室 温で乾燥す る.

乾燥後真空下で80℃, 2時 間ベーキングしDNA

を固定 した.こ の方法で1ウ エル 当 り5μgの

DNAを フ ィルター上に固定す るこ とができる.

ハ イブ リダイゼー ションは,サ ザーンフィル タ

ーのハイブ リダイゼーシ ョンに準 じた
.

8)分 裂 中期染色体標本の調製24)とin situハ

イブ リダイゼーシ ョン

RSb細 胞 が径10cmの シャー レに80%ほ ど増

殖 した時に,コ ルセ ミドを終濃度0.05μg/mlに

なるように加 え, 37℃ で90分 間培養後培養液 を除

き0.1%ト リプ シンで細胞を遊離した後,先 に

除いた培養液で トリプシンの作用を止める.細

胞浮遊液をスピッツで800回 転, 5分 間 遠心 し,

上 清を0.25ml残 して捨て る.沈 渣をタッピング

に より浅液の中に浮遊 させ た後37℃ に暖めた低

張液(0.02M KCl-0.01M Na-citrate)を 徐 々

に5ml加 え, 37℃ で20分 間 インキュベ ーション

する.再 び800回 転5分 間遠心 し上清を0.25ml

残 して捨て,残 液の中に細胞 を浮遊 させ る.こ

れに新 しく調製 したCarnoy固 定 液(メ タノー

ル:ア セ トン3:1)を 徐 々に4ml加 えながら

細胞 を懸濁する.定 温に15分 以上放置後1,000

回転5分 間遠心 し,再 び3mlの 固定液を加 える.

室 温に5分 間放置後1,000回 転5分 間放置す る.

この操作 を5回 以上 くりか えした後0.5mlの 固

定液に懸濁 した.汚 れ を除いたスライ ドグラス

を-20℃ で70%ア ル コール中に保存 しておき,

標 本作成直前にとり出す.ス ライ ドグラスを水

平に対 して30°傾けてお き, 15cmの 高 さか ら2

～3滴 落 し,ア ル コールランプの炎を通 して火

炎固定 した後風乾す る. G-バ ン ディングする

場合 には トリプシン処理後 ギムザ染色 した. in

 situハ イブ リダイゼーシ ョン23,24)をす る場合に

は, 2×SSC, 100μg/ml RNase(熱 処 理 して

DNaseを 不 活化 したもの)中 で37℃1時 間 イン

キュベーシ ョンす る. 2×SSCで4回 洗った後

50%, 70%, 90%, 100%エ タノールで順次脱水

す る.次 に70%ホ ル ムア ミド, 2×SSC中 で70

℃2分 間熱処理後再 び50%, 70%, 90%, 100%

エ タ ノールに通 して脱水する. 3H標 識 したpSV

Eを50%ホ ルムア ミド, 2×SSC, 10%デ キス

トランサルフェー トに溶解後沸騰水 中で2分 間

熱処理後急冷 し,各 スライ ドララスに20μlず つ

のせ カバーグラスをかける.こ のスライ ドグラ

スを37℃ 飽和水蒸気中に20時 間置 き,雑 種形成

反応 をさせ た.反 応後余分なアイソ トー プを除

くために39℃ で50%ホ ルムア ミドー2×SSCで

3回, 2×SSCで2回 洗う.風 乾後乳剤(SA

KURA, autoradiographic emulsion,小 西六)

を重層 し,暗 箱の中に入れ4℃ で露出す る.今

回の実験では約3ヶ 月露出 した.現 像液はコニ

ドールX(小 西六)を 用い20℃ で4分 間現像 し

た.プ ローブの3H標 識は, 3H-TTPを 用 いて

ニ ック トランスレーシ ョン反応することにより

7×106cpm/μg DNAの 比活性 をもつプローブ

が得 られた.

実 験 結 果

1) SV40の モ レキュラー クローニング

SV40-pBR 325の 組換 えDNA分 子 で大腸菌

HB 101株 を形質転換 した結果, Tcを 含 むアガ

ープレー ト上に生えた コロニー を50個 選び
, Ap

とCmを 含 むプ レー トに移 した結果, Ap耐 性

Cm感 受 性のコロニーを23個 得 た.こ の うち5

個 を選 び,プ ラス ミドを抽出 し調べ たところ,

全てにSV40が 組込 まれていた. SV40の 組 込

まれている方向 を調べ るため,制 限酵素Hind

 IIIで切 断 し1.4%ア ガ ロースゲル電気泳動 をした

(図3). Hind III消化 により5.9, 1.3, 1.2,

 1.1, 0.53, 0.45Kbの 断片が得 られるので,

図2に 示す方向にSV40が 組 込 まれていること

がわか った.

2) RSb細 胞 中のSV40ゲ ノムの コピー数 の

推定

RSb細 胞 中のSV40ゲ ノムの コピー数 を推定

す るためにヒ ト胎児肺由来線維芽細胞(HEL)

DNAとSV40 DNAを 用 いて再構成実験 を し

た.す なわちHEL DNA 5μgにSV40 DNA

を0, 2, 4, 6, 8, 10×10-5μg加 えて ドッ

トブロッ トした.こ れはハプロイ ド(n)DNA

当 りSV40ゲ ノムが0, 2, 4, 6, 8, 10コ
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図3. Analysis of pSV-E by restriction

 enzyme digestion. Digests were fractiona

ted by electrophoresis in a 1.4% agarose

 slab gel that was stained with ethidium

 bromide. DNAs were: lane M, HindIII 

digestion fragments of Bacteriophage

 Lambda DNA; lane a, partially digested

 pSV-E; lane b, EcoRI digested SV40; lane

 c. HindIII digested pSV-E.

図4　 Quantitation of SV40 genome copy

 number in RSb cells by dot blot hybridization.

A. Reconstruction experiment. Various 

quantities of SV40 DNA were mixed with 

5ƒÊg of human embryonic lung cell 

(HEL) DNA. 0, 2, 4, 6, 8 and 10 in

dicate copy numbers per haploid DNA, 

respectively.

B. RSb cell DNA: (a) contained 2.5ƒÊg 

of HEL DNA and 2.5ƒÊg of RSb cell 

DNA; (b) contained 5ƒÊg of RSb 

cell DNA

DNAs were denatured, spotted onto the 

nitrocellulose sheet and hybridized to 32P-

pSV-E as described in Materials and Me

thods. The nitrocellulose sheet was exposed 

to a film at -80•Ž for 2days.

図5. Cleavage patterns of RSb cell by

 different restriction endonucleases. 20μg

 of RSb cell DNA were digested by XhoI

(a), XhoI+EcoRI(b), XhoI+BamI(c), Eco

RI(d), BamI(e), BamI+PvuII(f) and PvuII

(g). The resulting DNA fragments were

 fractionated by electrophoresis in a 1 %

 agarose slab gel and stained with ethidium

 bromide. HindIII digested Bacteriophage

 Lambda DNA(M1), EcoRI digested SV40

 DNA(M2) and PvuII digested SV40 DNA

(M3) were used as molecular markers.

ピー 含まれるのに相当する.さ らにRSb DNA

 2.5μg+HEL DNA 2.5μｇ(a), RSb DNA 5

μg(b)を ドッ トブ ロットし,同 じ条件 でハ イ

ブ リダイゼー ション反応 を行ない反応後オー ト

ラジオグラフィー をした(図4).再 構 成実験 と

の比較に よりRSb細 胞 中のSV40ゲ ノム数はハ

プロイ ドDNA当 り4コ ピー と推定 され る. RSb

細 胞 の染色体数は約60な ので細胞当 り約10コ ピ

ーのSV40ゲ ノムが存在することになる.

3)宿 主染色体に組み込 まれたSV40ゲ ノムの

組込み様式

RSb細 胞 より抽出 したDNAを 制 限酵素によ

り部位特異的に切断 し1%ア ガロースゲル電気

泳動 により分画 した(図5).用 い た制限酵素は

Xho I, EcoRI, BamI, Pvu IIでXho IはSV

40ゲ ノム内に切断部位 をもたない. EcoR I, 

BamIはSV40ゲ ノム内に1ヶ 所の切断部位 を

もつ. Pvu IIはSV40ゲ ノム内に3ヶ 所の切断

部位をもつ.図1に 用いた制限酵素のSV40ゲ
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図6. Detection of the DNA fragments

 containing SV40 sequences after digestion

 of RSb cell DNA with different endonu

cleases. The products obtained by digestion

 were fractionated as described in the legend to

 Figure 5, transferred to a nitrocellulose

 sheet and hybridized to 32P-labeled pSV-E

 as described in Materials and Methods.

イゼー ション)を 行なった.そ の結果 を図6に

示す. Xho Iで 消化 した場合(図6a), 26Kbの

バ ン ドのみでウイルスの ゲノムサ イズ(5.2Kb)

の バ ン ドは検出されないので,こ の細胞では宿

主染色体 の中にウイルスゲ ノムが組込 まれてお

り,ウ イルスの産生はないこ とがわか る.ま た

EcoRI, BamI消 化(図6d. e)で と もに4.1

Kbの バ ン ドがみ られ るこ とか ら, SV40ゲ ノム

の くりかえし構造があると考 えられる.し か し

ながら,ゲ ノムサ イズの5.2Kbの バ ン ドが検出

されないので,組 込み状態において約1.14Kb

の ゲ ノムの欠失があ り, 4.1Kbの 不 完全なウイ

ルスゲノムが くりかえし構造 をとっていること

がわか る. EcoRI消 化(図6b, d)で は,さ ら

に2.4Kbの バ ン ドが検 出される.バ ン ドの濃 さ

の比較か ら2.4Kbフ ラグメン トは, 4.1Kbフ ラ

グメン トと同 じ頻度で くりか えし,も しくは組

み込まれている. 2.4Kbフ ラ グメン トが4.1Kb

フ ラ グメン トと連続 して組込 まれてい るのか,

別 の部位に存在す るのか どうかは不明である. 

Bam I消 化(図6e)とBam I+Pvu II消化(図

図7. Structure of integrated SV40 genomes in RSb cells.

 The top figure is the restriction map of SV40 DNA. Restri

ction enzyme sites are: E, EcoRI; B, BamI and P, PvuII.

 Also shown is the structure of SV40 integration sites in RSb

 cell DNA. Open sections are SV40 DNA and the wavy lines

 represent host DNA sequences. The deletion is represented

 by a triangle.

ノム上での切 断部位 を示 した.ト ランスホーム

細胞内のSV40ゲ ノムを検出す るため,サ ザー

ンブ ロッ トハ イブ リダイゼ ー ション(サ ザ ー

ン トラ ン ス フ ァー とブ ィル ター ハ イブ リダ

6f)を 比 較 す る と,メ イ ン の バ ン ドが4.1Kbか

ら2.0Kbに か わ る の で, 4.1Kbフ ラ グ メ ン トの

中 にSV40をPvu IIで 消 化 し た 時 に で き る2.0

Kbフ ラ グ メ ン トが 含 ま れ て い る . Pvu II消 化
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図8. A RSb metaphase cell hybridized with
 3H-labeled pSV-E at a concentration of 2

.2

μg/ml for 20hr and exposed to autoradio

graphic emulsion for 3months. The arrows

 indicate the labeled sites on chromosomes.

図9. Labeling pattern of pSV-E hybri

dized to RSb metaphase chromosomes.

の場合(図6g)とBam I+Pvu II消 化

の場合(図6f)を 比 較すると, Pvu II

消化 の場合 にみ られ る1.8Kb, 1.5Kbの

バ ン ドがBam Iの 消化でみられなくなる

ことから,両 フラグメン トの中には, Bam

 Iの 切 断部位が含 まれてお り, 1.8Kbフ

ラ グメン トは, Bam I消 化 で0.97Kbと

0.82Kbの フ ラグメン トになる.以 上の

結果か ら, SV40ゲ ノムの宿主染色体へ

の主 たる組込み単位 である, 4.1Kbフ ラ

グメン トについて考 えると図7の 如 くに

な り, RSb細 胞 ではlarge T抗 原 をコー

ドす る部分の全てが含まれていることが

わか る.

4) in situハ イブ リダイゼー ションによ

る染色体上 でのSV40ゲ ノムの検出

最近 になってニックトランスレーショ

ン反応により高比活性のプローブが得 ら

れるようになったこと.ま たハ イブ リダ

イゼーション反応の条件が検討され,感 度が高

まったことにより, 1コ ピーの遺伝子で も染色

体上にマ ッピングす るこ とが 可能 にな った

12,13,23,24,25,26).

この技術を用いRSb細 胞 の染色体上にSV

40ゲ ノム をマ ッピングし,組 込み部位 を調べた.

染 色体DNAを 熱 変性により1本 鎖DNAに し,

これに熱変性により1本 鎖DNAに した3H標

識SV40 DNAを 加 え,ハ イブ リダイゼーショ

ン反応 を行なうと, SV40 DNAは 染 色体の相

補性のある部分 と再会合す るので,オ ー トラジ

オグラフィーによりその位置 を知 ることがで き

る,図8に 示す如 く矢印の部分に銀粒子がみ ら

れる.こ の位置がSV40ゲ ノムの組込 まれてい

る位置に相当す る. 10の 分 裂中期核板について,

染 色体番号 と銀粒子の位置の関係 を模式化した

のが図9で ある.現 在SV40が 組込 まれやすい

特定の染 色体はないとい うのが一般的な考 え方

だが,こ の実験結果 では, 2q, 6q, 7q, 13qに

銀粒子の集中がみ られるが,他 に も幅広 い分布

を示 した.

考 察

本論文 では, SV40誘 発 ヒ ト変換細胞におけ
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図10. Possible recombination sites and sequences in the late

 region of SV40 DNA

るSV40ゲ ノムの宿主染色体DNAへ の組込み

様式 を,制 限酵素切 断片のサザーンブロ ットハ

イブ リダイゼーシ ョンにより,さ らに組込み部

位をin situハ イブ リダイゼーションにより検討

した.

宿 主細胞染色体 に組込 まれたウイルスDNA

は ウ イルスの コア蛋白をコー ドしている,後 期

遺伝子部分が1.14Kb欠 失 して4.1Kbと な って

お り,こ の4.1Kbの 不 完全なウイルスゲノムが,

部分 的なくりかえ し構造をとっている.ウ イル

スゲノムの欠失部位 を類推す るため,コ ンピュ

ー ターを用いてSV40の 後 期遺伝子内の塩基配

列の類似性について検討 した.図10に 示 したよ

うに,複 製開始点(ori)か ら388塩 基 の位置に

CAGCTC(図10, A部 位)と い う塩基配列があ

り, 483塩 基 目からTTACTGA(図10B部 位)

とい う塩基配列がある.こ れ らA, B部 位か ら,

それぞれ1137塩 基対離れたA´, B´部 位に,類 似

性の高い配列があ り, AとAの 類似性は6/6,

 BとB´ の類似性 は7/8で あ る.従 って染色体

の複製過程に於て ミスマ ッチ ングが起 り, 1137

塩 基 対のゲノムの欠失 を招 いた というようなこ

とも考えられる.こ のようなゲノムの欠失 を起

した場合,後 期遺伝子が コー ドす る3つ の コア

蛋 白, VP1, VP2, VP3の 全 てを作 ることがで

きない.こ れはRSb細 胞 を許容細胞と細胞融合

して も,ウ イルスをrescueで きなかった27)と

い う観察結果 とも符合する.一 般 にSV40で 変

換 した半許容細胞では,完 全 なウイルスゲ ノム

が くりか えし構造 をとって,宿 主染色体に組込

まれている.し か し,こ の状態は不安定でウイ

ルスゲ ノムが切 り出され,再 びウイルス を産生

するようになる1). RSb細 胞 は半許容細胞であ

るが,サ ザーンブロ ットハ イブ リダイゼー ショ

ンの結果でも,遊 離ウイルスはみつか らない.

これには,後 期遺伝子産物がで きないこ とが1

つ の理由 として考え られ る.一 方, 4.1Kbの ウ

イルスゲノムの中には初期遺伝子 の全てが含ま

れており, RSb細 胞 の変換には,完 全な形のT

抗 原が関与 していることが示唆 される.

染色体 とSV40ゲ ノムの関係につ いては,従

来マウス細胞 とSV40誘 発 ヒト変換細胞の細胞

融合により調べ られてきた.そ の結果, 7番28,

29)
, 17番30), 8番31), 5番9)に 組込 まれている

ことが報告 され,現 在では特に組込 まれやすい

染色体 はないという考 え方になっている.本 研

究の実験結果では, 2q, 6q, 7q, 13qに 銀粒子

の集中がみ られ,少 な くとも4ヶ 所 のSV40ゲ

ノムの組込み部位があると考えられる.こ の結

果 と従来の報告 を考 え合せ ると,や は りSV40

の特に組込 まれやすい染 色体はないと考えられる.

また ドッ トブ ロットハ イブ リダイゼー ション

の結果, RSb細 胞には約10コ ピーのSV40ゲ ノ

ムが存在す ると考えられるので,少 な くとも4

ヶ所の染色体上の部位に,計10コ ピーのSV40

ゲ ノムが部分的 なくりかえし構造 をとって組込

まれていると考 えられ る.

RSb細 胞 の染色体 をG-バ ンディングす ると,

逆位挿入や転座 などの構造異常が観察 されるが,

これらの部位 とSV40ゲ ノムの組込み部位 との

関係,ま た内在性発癌遺伝子(c-src)とSV40

ゲ ノム組込み部位 との関係の検討が,今 後の問
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題 として残 されている.

結 語

SV40誘 発 ヒ ト変換細胞におけるウイルスゲ

ノムの構造 と機能を明らかにす るため,分 子生

物学的手法 を用いて解析 し,次 の結果 を得た.

1)ウ イルスゲノムは,後 期遺伝子部分を1.14

Kb欠 失 して4.1Kbと なってお り,こ の4 .1Kb

の ウ イルスゲ ノムが部分的な くりか えし構造を

とって宿主染色体に組込 まれている.

2)ウ イルスの初期遺伝子は,完 全に保存 され

てお り,細 胞の形質転換にはSV40のlarge T

抗原 が作用 してい ると考 えられる.

3)染 色体上 の少な くとも4ヶ 所の部位に,計

10コ ピーのSV40ゲ ノムが組込 まれてい る.

4) SV40ゲ ノムの特に組込 まれやすい染色体

はない.
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Molecular analyses of the arrangement and localization 

of viral genomes integrated in a SV40-transformed 

human cell line

Yoshio MAKI
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The arrangement and localization of viral genomes integrated in RSb cells were 
analyzed by molecular biological techniques. The RSb cell line was established from 
human embryonic fibroblasts transformed by sequential infection of Rous sarcoma 
virus and Simian virus 40 (SV40). SV40 DNA used for analyses was obtained by mole

cular cloning. The copy numbers of integrated viral genomes were estimated by dot 
blot hybridization. The arrangement of integrated viral genomes was analyzed by 

Southern blot hybridization. Chromosomal locations of the genome were studied by 
in situ molecular hybridization.

Most of the integrated viral genomes lack 1.14kb (about 20% of SV40 DNA) from 
the late transcription region which encodes the viral core proteins. The integrated 
defective 4.1Kb genome is partially repeated in the host DNA. RSb cells contain the 
whole large T antigen-coding sequence, and the large T antigen may play a major role 
in the transformation of this cell line. Results of the dot blot hybridization and in situ 
hybridization indicate that RSb cells contain about 10 copies of viral genomes per cell 

and that these genomes are integrated in at least 4 sites of the host chromosomes. These 
results along with others suggest that there is no unique integration site of SV40 DNA 
in human cells.


