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緒 言

ブレオマ イシン(Bleomycin, BLM)は 梅沢 ら

(1966)1)に よってStreptomyces verticillusか

ら分離された糖ペプチ ド性抗生物質で,有 効 な

抗腫瘍作用があ り,臨 床的に扁平上皮癌,リ ン

パ肉腫,そ の他の 多くの人体腫瘍 の治療に使用

されている2),3).ブレオマイシンの主な細胞内標

的はDNAで あ り,ブ レオマ イシンはDNAに

結合 して,そ の単鎖お よび二重鎖切断 を起 こす

ことがin vivoお よ びin vitro実 験 に よって生

化学的に証明されている2),4)～9)ブレ オマイシン

によるDNA鎖 切 断は二価鉄 イオン(Fe2+)と 溶

存酸素 の存在を必要 とし,還 元剤(2-メ ル カプ

トエ タ ノール,ジ チオス レイ トールな どのSH

剤,ア ス コル ビン酸)や 過酸化水素 の添加 によ

って促進 され2), 7), 10)～19), Cu2+, Zn2+, Co2+,

 Mg2+な どの二価金属 イオンやEDTAで 阻 害さ

れる2), 5), 19), 20).プ レオマイシンによるDNA鎖

切 断反応はDNAの デ オキシ リボース部分の損

傷によって,遊 離塩基(ア デニン,シ トシン,

グアニン,チ ミン,ウ ラシル)の 離脱 とリン酸

結合の破壊 を起こ し,高 濃度ではDNAの 著 し

い断片化 を惹起す ることが報告 されている21), 22)

プ レオマイシンによるDNA鎖 切 断機構に関 し

ては,最 近プ レオマ イシン ・二価鉄結合物 と酸

素 との反応過程において,ス ー パー オ キシ ド

(O2-),過 酸 化水素(H2O2),ヒ ドロキシラジ

カル(OH・)な どの反応 中間産物の発生が認め

られ, OH・ ラ ジカルがDNA鎖 切 断の主因 とな

る可能性が考 えられているがなお不明な問題が多

く残 されている16).

従 来 のブレオマイシンによるDNA鎖 切 断の

研究 は,生 細胞 または裸のDNAを 用 いて行 な

われてお り),そ の解析法 も主 として蔗糖密度勾

配法に よるもので,定 量性が乏 しい.ク ロマチン

を用いてブレオマイシンによるDNA鎖 切 断 を

in vitroで 定 量的に解析 した報告がない. Simian

 virus 40 (SV 40)のDNA蛋 白質複合体(SV40

クロマチ ン)はSV40ゲ ノムDNAに ピ ス トン

複合体(H2A, H2B, H3, H4の 各2分 子ずつで

構成された8量 体)が 結合 したヌ クレオ ソーム

構造を有 し,細 胞核 クロマチ ンの構造に酷似 し

ているので,真 核細胞 クロマチンの研究モデル

として極めて有用である23)～28).

本研 究では, SV40ク ロマチ ンDNAと 裸のSV

40DNAを 用 い,種 々な条件下でブレオマイシ

ンによる単鎖お よび二重鎖DNA切 断 を起こ し,

DNAの ア ガ ロースゲル電気泳動法に よる分離

とエチジウムプロマイ ド染色螢光測定法による

定量的解析を行 ない, DNA鎖 切 断 の反 応条件

と切 断様式を系統的に'比較研究 した.さ らに電

子顕微鏡による分子形態の観察 を行 って,切 断

反応の生化学的解析 を裏づ けた.

材 料 と 方 法

1) SV40ク ロマチンの調製

ブラック精製 した小 ブラック型simian virus

40 (SV40) 777株 を アフ リカ ミドリザ ル の

腎臓由来培養株細胞(CV-1細 胞)に 高MOI (50
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～100)で 感 染 させ29) ,約40時 間(38～42時 間)

後, Bellardら(1976)26)の 改 良 法28)に よ っ て,

 SV40ク ロマ チ ン を 分 離 し た.す な わ ち, SV 40

感 染CV-1細 胞 をTris-NaCl溶 液(10mM Tris-

HCl, 0.15M NaCl, pH 7.9)とTris-EDTA緩

衝 液(10mM Tris-HCl, 5mM EDTA, pH 7.9)

で 洗 浄 し,冷Tris-EDTA (1ml/dish)を 加 え て,

以 後 低 温(約4℃)で 細 胞 を か き集 め た. 30分

後700×g, 5分 間 遠 心,沈 渣 にTris-EDTA (0.25

ml/dish)を 加 え,サ ー モ ミキ サ ー で30～60秒 振

盪,さ らに0.25ml Tris-EDTAを 加 え, 1,500×

g, 5分 間 遠 心 して 核 を沈 澱 し た.沈 渣 に0.125

ml/dishの 緩 衝 液B (10mM Tris-HCl, pH 8.0,

 200mM NaCl, 0.25% Triton X-100, 1mM亜

硫 酸 ソ ー ダ)を 加 え,サ-モ ミキ サ ー で数 秒 振

盪 懸 濁, 30～60分 後, 2,500×g, 30分 間 遠 沈 し,

上 清 にSV40ク ロ マ チ ン抽 出 液(粗 ク ロマ チ ン標

品)を 回収 し た.こ のSV40ク ロ マ チ ン 抽 出 液

を 緩 衝 液C〔IOmM Tris-HCl, pH 7.9, 0,5mM

 Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),

 200mM NaCl, 1mM dithiothreitol (DTT),

1mM亜 硫 酸 ソー ダ 〕の5～20%蔗 糖 密 度 勾 配

上 に 重 層 し, 87,000×g, 4時 間,ま た は140,000

×g, 2時 間 遠 心,分 画 分 取 し,吸 光 度(λ, 260nm)

を 測 定 して,精 製SV40ク ロ マ チ ン分 画 を集 め た.

一 部 はSV40感 染24時 間 か ら 〔3H〕 チ ミジ ン

(1μCi/me, 50Ci/m mole, Amersham)で 感

染 細 胞 をバ ル ク標 識 し,上 記 同 様SV 40ク ロ マ

チ ン を 精 製 し, SV40ク ロマ チ ン お よ び精 製DNA

試 料 中 の5%ト リク ロ ル 酢 酸(TCA)不 溶 性

〔3H〕 放 射 活 性 を 測 定 し て, DNA中 に と り こ

ま れ た 〔3H〕 の 比 放 射 活 性 を 求 め,ゲ ル バ ン ド

中 のDNAの エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 螢 光 の

強 度 とDNAと の 関 係 を 調 べ た.

2) SV40 DNAの 精 製

SV40 DNAは 上 記 精 製SV40ク ロマ チ ンか ら

Marmurの 方 法30)に よ っ て 精 製 し, 1/10SSC

 (0.15M Sodium chloride, 0.015M Sodium cit

rate)に 溶 解 し て 使 用 し た.

3) DNAお よ び 蛋 白質 の 定 量

精 製DNAは 紫 外 線 吸 収(OD260nm/1mg=

20)に よ っ て, SV40ク ロマ チ ン のDNAは ジ

フ エニ ル ア ミ ン 法31)ま た は 紫 外 線 吸 収(OD260

nm/1mg=22)に よ っ て 測 定 し,さ らに 一 部 は

上記 〔sg〕 標識DNAの 放射活性 とエチジウム

ブロマイ ド染色螢光の相対比か ら換算 した.蛋

白質はLowryら32)の 方 法によって測定 した.

4)ブ レオマイシンに よるDNA鎖 切 断反応

実験に用 いたブレオマイシン(BLM)は 主 と

して癌治療薬 として市販されているブレオ と一

部 ブレオマ イシンA2(日 本化薬株式会社から供

与された もの)で ある.ブ レオは塩酸 ブレオマ

イシンA2を55～70%,塩 酸 ブ レオマイ シンB

群 総量 を35%以 下,塩 酸 ブレオマ イシンB4を

1%以 下 とした脱銅品で,そ の1mg(重 量)の

力価 は約1.5mgで あ る.ブ レオマイシンA2の 分

子量は1507と して濃度 を概算 した.

標 準反応混液は全量0.1ml中 に50mM Tris-H-

Cl (pH 8.1ま たは8.5), 20mM 2-メ ル カプ トエ

タノール, 2μg SV40 DNAま たは2μg DNAを 含

むSV40ク ロマチン, 0.01μg～1,000μgブ レオマ

イシンを含む.反 応は37℃, 30分 または60分 行

ない, EDTA(終 末10mM, pH8.1ま たは8.5)

また はsodium dodecyl sulfate (SDS,終 末1

%)を 加 えて反応 を止めた.

5) DNAの ア ガロースゲル電気泳動

SV40ク ロマチンのDNAは 上記反応後, SDS-

プ ロナーゼ法(Telfordら197733))で 処 理して直

接 に,ま たはDNAをMarmur法30)で 精 製 して

か らアガロー ス電気泳動 した. SDS-プ ロナーゼ

法では,試 料にSDSを1%の 割 に加え,サ ーモ

ミキサーで10秒 混和 し, 56℃, 10分 加 温後37℃

に下 げて100μgプ ロナーゼKを 加 え,さ らに37

℃, 60分 保 温 した.電 気泳動はHellingら34)の

方 法に従って, 1.4%ア ガ ロースゲル(15cm)で,

 1.86～2.00V/cm, 14～16時 間行 なった.泳 動後,

エ チジウムブロマ イ ド(1～2μ9/ml)で 染 色

し,長 波長紫外線(max 360nm UV)照 射 でゲ

ルの螢光バ ン ドを観察 し,黄 色 フィルター を用

いて写真撮影 し,写 真プ リン トのバン ドをデン

シ トメーター(島 津CS-910型)で 測定して,各

バ ン ドにおけ るDNA (I , II, III型)の相対量

を求めた.一 部はゲルバ ン ドのDNAの 〔sg〕

放 射活性 を測定 してDNAを 定 量 した.

6) SV40ク ロマチンのヌクレアーゼ消化および

制限酵素 によるDNA切 断

SV40ク ロマ チンをNollら35)の 方 法に よって

ミクロ コッカルヌクレアーゼで限定 消 化 し,
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Marmur法30)でDNAを 抽 出 し, Peacock36)ら

の方法によってDNA断 片 のゲル電気泳動パ タ

ーンを解析 した
.

制 限酵素に よるSV40 DNA, SV40ク ロマチ

ン,お よび λファー ジDNA(分 子 量マーカー)

のDNA切 断 はPoliskyら37)の 方 法に従って行

った.

7)電 子顕微鏡的観察法

アガロースゲル電気泳動 したDNAは, Thuri㎎

ら38)の方 法に従って抽出 し,10,000×g, 10分 間

遠心,上 清を電顕観察試料に用いた. DNAの 電

顕試料作成は,各 種精製DNA, SDS-プ ロナー

ゼ処理DNA,ア ガ ロースゲル抽出DNAな ど

について, DNA量 の 多い場合はKleinschmidt

ら39)のチ トクロームC単 分子膜法 またはDavis

ら40)の改 良法で, DNA量 の 少ない場合は微量 ド

ロップ法41)で行 なった.電 顕観察は 日立HU11-

D型 で75kV加 速 電圧 で行ない, 20,000倍 の拡大

で写真撮影 した.

実 験 結 果

1) SV40ク ロマチ ンの分離 と性状

a)蕨 糖密度勾配遠心分画

SV40ク ロマチン抽出液 を5～20%蔗 糖 密度勾

配遠心(87,000×g, 4時 間)し た沈降パ ターン

は図1に 示す ごとくである.参 考のために, SV

 40DNA(I型)を 別の遠心 管 で同一条件下 で

同時に遠心 した沈降パ ター ンも示 されてい る.

 SV40ク ロマチンは(60～70S) SV40 DNA(I

型, 21S)よ り速 く沈降 し,か な りシャープな単

一 ピー クとして得 られる
. SV40ク ロマチ ンの

260nmに お ける吸光度 のピー クとその〔3H〕 標

識DNAに 相 当す る5%TCA不 溶性 〔3H〕 放

射活性 ピー クとほぼ一致 している.こ の図か ら

もわか るように,こ のSV40ク ロマチ ン抽出液

(粗SV40ク ロマチン分画)に は細胞核 クロマチ

ンの混在は極めて少ない. SV40ク ロマ チン抽

出液中には可溶性 蛋白質がか なり多量に混在 し

ているが,そ れは蔗糖密度勾配遠心に よって遅

く沈降す る分画に除かれ, SV40ク ロマチンが中

央の ピー ク分画に精製 される.こ の分 画のNo.

 18～27を 回収 し1/10SSCで 充分に透析後実験に

用 いた.

b) SV40ク ロマチンの性状

図1. SV40ク ロマチンの5～20%簾 糖 密度勾配遠心による分画.

O, SV40ク ロマチンの吸光度曲線; ●,〔3H〕 標 識した同じSV40ク ロマチン

DNAの 放射活性; △,マ ーカーとして別の遠心管で同一条件下で同時に遠心分画

した精製SV40 DNAの 吸光度曲線.… …,蔗 糖濃度曲線.
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分離 したSV40ク ロマチ ンのDNA量 対 蛋 白質

量の比率 は,お よそ1.0:1.0～1.5で あ った.

 SDS-ポ リアク リルア ミドゲル電気泳動法お よび

酸-尿 素ポ リア クリルア ミドゲル電気泳動法で

SV40ク ロマチンの全蛋 白質お よびヒス トンを解

析 した結果,主 として ヒス トンH2A, H2B,

 H3, H4が 含 まれ,少 量のヒス トンH1, SV40

 VI蛋 白質その他の蛋白質が含 まれていた.こ の

SV40ク ロマチンの260nm波 長 における紫外線吸

収スペ クトルをSV40ウ イルスおよびSV40DNA

の それ と比較 した もの を図2に 示す.

分離 したSV40ク ロマチンをマイクロコッカル

ヌクレアーゼで限定消化後, Marmurの 方 法30)

でDNAを 抽 出 して, 1.5%ア ガ ロースで電気泳

動 したパ ター ンは図3に 示す ごとくである. SV

40ク ロマチンの ヌクレオソーム単体,二 量体,

三 量体,四 量体のパターンが明瞭に観察 される.

このこ とによって,こ のSV40ク ロマチ ンはヌ

クレオソーム構造 を持 っていることが生化学的

に裏付け られた.

分 離 したSV40ク ロマチンは電顕的に,ヌ クレ

オ ソームが数珠玉状に連 なった弛緩形分子形態

を呈す る(図4).

2) SV40ク ロマチ ンDNAお よび精製SV 40

 DNA(I, II, III型)の アガロースゲル電気

泳動 による分離条件 の検討

a) SV40ク ロマチンおよびそのSDS-プ ロテナ

ーゼ処理DNAの 電 気泳動

SV40ク ロマチンをその ままおよびSDS-プ ロ

テナーゼ処理後0.7, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8%

ア ガロー スゲルで21時 間泳動 した結果は図5に

示すご とくである. SV40ク ロマチンの泳動はか

な り分散 してお り分離が明確 でないが,SV40ク

ロマチンのSDS-プ ロ テナーゼ処理によって得 ら

れた裸のSV40 DNAの 泳動はかな り明確であ

り,約90～95%のDNAが 速 く泳動するI型(よ

じれた閉鎖環状形),約5～10%のDNAが 遅

れて泳動するII型(開 いた環状形)に 分離して

い る. III型(線 状)は 認められない.同 じアガロ

ース濃度においては, SDS-プ ロテナーゼ処理SV

40ク ロマチンDNAの 泳動度は次 に示す精製SV

 40 DNAの 泳動度に類似 している.

b)精 製SV40 DNA (I, II, III型)お よび

λファー ジDNAのEco RI切 断 片のゲル電

気泳動

SV40ク ロマチ ンか らの精製SV40 DNAお よ

びそれにSV40 DNA I型 を制限酵素Eco RIで

切 断したIII型 を混 じたもの と,分 子量マーカー

として λファー ジDNAのEco RI切 断 片をそ

図2. SV40ク ロマ チ ン, SV40 DNAと

SV40ウ イ リオ ンの吸収 スペ ク トル.

 -SV40ク ロマ チ ン
,… …SV40

 DNA,-----SV40ウ イ リオ ン.

図3. Micrococcal nucleaseで 限 定消

化 したSV40ク ロマ チ ンの ア ガ

ロ ー ス ゲル 電 気 泳 動 図
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図4. SV40ク ロマ チ ン電 顕 像

ヌ クレ オ ソー ム 構 造 の 数 珠 玉連 結

を示 す 弛 緩 型SV40ク ロ マ チ ン.

酢 酸 ウ ラニ ル染 色-白 金 パ ラ ジウ

ム 回転 陰 影 法 に よ る. (×85,000)

れ そ れ0.5, 0.7, 1.0, 1.2, 1,4, 1.6%ア ガ ロ

ー ス ゲ ル で14～21時 間 電 気 泳 動 し
,各 ア ガ ロ ー

ス 濃 度 に お け るSV40 DNA I, II, III型 の 分

離 状 況 と,マ ー カ ーDNA断 片 の 泳 動 度 と分 子

量 と の 相 関 性 を 調 べ た 結 果 は 図6に 示 す ご と く

で あ る. 0.5～1.0%ゲ ル で はSV40 DNAのII

型 とIII型 が ほ とん ど重 な り,分 離 解 析 が 困 難 で

あ るが, 1.2～1.6%ア ガ ロ ー ス で は よ く分 離 さ

れ た. DNAの 分 子 量 マ ー カー と して 用 い た λフ

ァー ジDNAのEco RI断 片 の 分 子 量 は13.7,

 4.74, 3.73, 3.48, 3.02, 2.13×106で あ り34),

 λDNA断 片 の 泳 動 度 と λDNA断 片 の 分 子 量 の

常 用 対 数 との 関 係 を調 べ た 結 果,本 実 験 条 件 下

で は1.2～1.4%ア ガ ロ ー ス 濃 度 に お い て,分 子

量1×106～10×106の 範 囲 内 に お い て 両 者 は 反

比 例 関 係 に あ り,し か もSV40 DNA III型(分 子

量3.6×106)の 泳 動 度 が 分 子 量3.73×106と3.48

図5. SV40ク ロマ チ ン(a)お よ び その

SDSー プ ロ テナ ー ゼ 処 理DNA (b)

の ゲル 電 気 泳 動 図

A, 0.7%; B, 1.0%; C, 1.2%;

 D, 1.4%; E, 1.6%; F, 1.8%ア

ガ ロー スゲ ル

×106の λDNA断 片 の泳動度のほぼ中間に一致

した.従 ってブレオマイシンによるDNA切 断

の解析には1.4%ア ガ ロースゲルを用いた.図7

に1.4%ゲ ル で分離 したSV40 DNAの 各 型(I,

 II, III)の 電顕像 を示す.

3)ブ レ オマイシンによるSV40ク ロマチ ンお

よびSV40 DNAの 単 鎖および二重鎖切 断反

応の解析

用いたSV40ク ロマチンのDNAお よびそれ

か ら精製 した裸のSV40 DNAは 先 に述べたご

とく, I型(閉 鎖環状)が80～95%, II型(開

環状)が5～20%で, III型(線 状)は ない. I

型 に単鎖切 断(nick)が 起 こるとII型 とな り),

 I型 お よびII型 に二重鎖切 断が1箇 所起 こる と

III型となる.二 重鎖切断が2箇 所以上起こると

III型よ り)小さな線状切断片 となる.従 って, I

型 の減少 とII型 の増加は単鎖切 断を示 し, Iま
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図6.  SV40 DNA I,  II, III型(A)お よび マ イ クロ
コ ッカ ル ヌ クレ アーゼで限定消化し

た λDNA断 片 (B)の ゲ ル電気泳動図

a, 0.5%; b, 0.7%;  c, 1.0%; d, 1.2%;  e, 1.4%; f, 1.6%ア ガ ロ ー ス ゲ ル.

図7. SV40 DNA I型(a), II型(b), III型(c)の 電 顕像

チ トク ロー ムC単 分 子 膜 法に よ乃. (×30,000)
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たはII型 の減 少とIII型の増加は二重鎖切 断を示

し,さ らにIII型の 減少は より高度な二重鎖切断

を示す. II型 お よびIII型に はI型 よ り)多量のエ

チ ジウムブ ロマ イ ドが結合 し,螢 光度が増加(約

1.42倍42))す るので, I型 の減少による螢光度

の減少よ りII型 またはIII型の増加 による螢光度

の増加の方が大 きく現われるが, I, II, III型

の それぞれの螢光の増減はそれ ぞれのDNA量

の 増減 に比例す る.

a) DNA鎖 切 断反応 とpHと の関係

pHは ブレオマ イシンによるDNA鎖 切 断反

応に大 きな影響 を及ぼす ことが知 られているの

で,切 断反応の解析に先立って,標 準反応条件

下におけ る裸のSV40 DNAとSV40ク ロマチ

ンのブレオマ イシンに よるDNA鎖 切 断反応に

及ぼすpHの 影響 を調べた.種 々なpHに お け

る切断反応によって残存 または生成 したSV40

　 DNA I型, II型 お よびIII型の 相対量は(図8)

に示 す如 くである.裸 のDNA (1μgブ レオマ イ

シン/0.1ml)で は(図8-a), pH 7.5以 下 で は

DNA鎖 切 断反応は極めて弱いが, pH 6.0～7.0

で もII型 のか なりの増加 とIII型の僅かな生成が

見られる. pH 7.5か ら8.0に か けてI型 が急激に

減少消失 し, III型が 急激に増加す る. pH8.0か

らpH 8.5に か けてII型 とIII型が 急激に減 少し,

 II型 はpH8.5, III型はpH 9.0で 消 失する.従 来

の中性お よびアルカ リ性蔗糖密度勾配遠心法に

よる解析では13)至適pHは9.0附 近 に見られ, pH

 6.0以 下 およびpH 13.0以 上 では切断反応が起こ

り難いと報告 されているが,本 実験条件下では,

ゲル電気泳動法で単鎖および二重鎖切断反応を

解析す るには, pH 8.0～8.5が 適 当と考えられる.

図8.ブ レ オマ イ シ ンに よ るSV DNA (a)お よ びSV40ク ロマ チ ンDNA (b)鎖 切 断 反

応 とpHと の 関 係(左 図).

反 応 後 残 存 ま たは 生 成 したSV40 I, II, III型DNA量 とpHと の 関 係 を示 す.裸

のDNAで は1μg BLM/0.1ml, SV40ク ロマ チ ンで は10μg BLM/0.lml含 む標 準反

応 系 を用 い た. DNA量 は,ア ガ ロー ス ゲル 内 のDNAの エチ ジ ウムブ ロマ イ イ ド染

色UV螢 光 の 強 度 を,写 真 フ ィル ム ネ ガの デ ンシ トメ トリー の積 分 値(cm)で 表 現

して い る.

●, I型; ▲, II型; ■, III型; ○, I型; △, II型 は 反 応 して い な い 対 象 の

DNA (pH 8.0).

右 図 は その ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 図,

A,対 象; B, pH 6.0; C, pH 7.0; D, pH 7.5; E, pH 8.0; F, pH 8.5; G, pH 9.0;

 H, pH 9.5; I, pH 10.5
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従 って,一 部はpH8.5で 充分な切断反応 を調べ,

大部分はなるべ くin vivoに 近 い条件 で解析す

るために標準 としてpH8.1で 反 応を行なった.

 SV40ク ロマチンのDNA鎖 切 断反応(10μ9ブ

レオマ イシン/0.1ml)で も(図8-b), pH 7.5以

下 ではDNA鎖 切 断反応は極めて弱いが, pH

 6.0～7.0で もII型 の軽度の増加 とIII型の わずか

な生成が見 られ る. pH 7.5～8.0に か けてI型 が

急激に減少 し, III型が 急激に増加する. pH 9,0

～9 .5でII型 とIII型が急激に減少 しpH 9.5で 何

れ もほ とん ど消失す る.従 ってSV40ク ロマチ

ンのDNA鎖 切 断反応の解析はpH8, 0～9.5が

適 当 と考え られ るが,裸 のDNAの 反応 と比較

す るために,同 様に主 としてpH8.1,一 部pH

8.5を 用 い た.

b)ブ レ オ マ イ シ ン の 濃 度 とDNA鎖 切 断 反

応 との 関 係

① pH8.5に お い て, 2-メ ル カ プ トこLタ ノ ー

ル を 含 む 標 準 反 応 条 件 下 で,ブ レ オ マ イ シ ン の

濃 度 変 化 に よ るSV40 DNA I型, II型 お よ びIII

型 の 増 減 と 〔3H〕 チ ミ ジ ン の 酸 可 溶 化 は 図9に 示

す 如 く で あ る.裸 のDNA(図9-a)で は,ブ レ

オ マ イ シ ン 量 が 反 応 液0.1ml中0.01～0.6μgで

I型 の 減 少 とII型 の 増 加 が 著 し くな り, 0.1～

1.0μgでIII型 が 生 成 増 加 す る. 0.6μgか らII型

の 減 少, 0.8μgか らIII型 の 減 少 が 起 こ り, a-

4μgで はII型, III型 共 に ほ と ん ど 消 失 す る.す

な わ ち0.01～0.1μgで は 単 鎖 切 断 が 主 で あ るが,

図9.ブ レ オマ イ シ ン濃 度 とSV40 DNA (a)お よ びSV40ク ロマ チ ンDNA (b)鎖 切 断

反 応 との 関 係(pH8.5で2-メ ル カ プ トエ タ ノー ル を含 む)(左 図).反 応 に 用 い た ブ

レ オマ イ シン 量 と反応 後残 存 ま たは 生 成 したSV40 I, II, III型DNA量 との 関 係

を示 す.

反 応 液0.1ml中SV40 DNA 2μg,あ る いは2μgのDNAを 含 むSV40ク ロマ チ ン と

20mM 2-メ ル カプ トエ タ ノー ル, 0.05M Tris-HCI, pH 8.5を 含 む. 37℃ で60分

incubationし た.酸 可 溶性 放 射 活 性 は それ ぞれSV40 DNA (5,400cpm)お よびSV

 40ク ロ マ チ ン(5,400cpm)中 に 存 在す る 〔3H〕 の元 の放射 活性 に対す る%と して表

され て い る.

●, DNA I型; ▲, DNA II型; ■, DNA III型; ×,酸 可 溶性 放 射 活 性

右 図 は そ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル電 気 泳 動 図

aA, 0; aB, 0.01μg, aC, 0.05μg; aD, 0.1μg; aE, 0.2μg; aF, 0.5μｇ; aG,

 1μg; aH, 2μg; al, 5μg; aJ, 7μg; aK,10μgブ レオ マ イ シン; bA, 0; bB,

 0.01ug; bC, 0.1μg; bD, 1μg; bE, 5μg; bF, 10μg; bG, 50μg; bH, 100μg;

 bI,200μg; bJ, 500μg; bK,1,000μgブ レオマ イ シ ン; L,マ イ クロ コ ッカ ル ヌ ク

レ アー ゼ で消 化 した λDNA断 片
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0.1μgか らは1箇 所の二重鎖切断が起 こり, 0.6

μg以 上では多数の二重鎖切 断が起こることがわ

かる.し か し〔3H〕 チ ミジンの酸可溶化は0.1μg

か らわずかに起 こ りは じめ, 2μgか ら著 しくな

り, 10μgで 約20%に 達 す る.

SV40ク ロマチンでは(図9-b), I型 の減少は

0.1μgか ら始 まり, 50μgでI型 が消失す る. II

型 とIII型は0.1μgか ら軽度に増加 し, 1μgか ら

著 し く増加するが, II型 は200μgま で, III型は

400μgま で減少せず,そ の後急激に減少 して何

れも1000μgで ほ とんど消失す る.〔3H〕 チ ミジ

ンの可溶化は, 1.0μgか ら除々に起 こり, 100～

1,000μgで も約10%可 溶化す るにす ぎない.す

なわち, SV40ク ロマチ ンでは,裸 のSV40DNA

に比 して,単 鎖お よび二重鎖切断 と〔3H〕チ ミジ

ンの酸可溶化のは じまりに約10倍 高濃度のブ レオ

マ イシンを要 し,同 程度の切断 と可溶化には遙

かに高濃度(100-500倍)の ブレオマイシンを

要 す る.

② pH 8.1に お い て, 2-メ ル カ プ トエ タ ノー

ル を 含 む 標 準 反 応 条 件 下 で,ブ レ オ マ イ シ ン の

濃 度 変 化 に よ るSV40 DNA I型, II型 お よ びIII

型 の 増 減 は 図10に 示 す 如 くで あ る.裸 のDNA

(図10-a)で は,ブ レ オ マ イ シ ン 量 が0.1meの 反

応 液 中0.1μg以 下 か ら1型 の 減 少 とII型 の 増 加

が 始 ま り, 0.1μgか らIII型 の 生 成 が 始 ま る が,

 I型 は10μgで 消 失 す る に もか か わ ら ず, II型 お

よ びIII型 は100-1,000μgで もほ とん ど減 少 し な

い. SV40ク ロ マ チ ン で は(図10-b), I型 の 減

少 とII型 の 増 加 は ブ レ オマ イ シ ン 量0.1μg以 下

か ら始 ま り), III型 の 出 現 は0.1μgか ら 始 ま る が,

ブ レ オ マ イ シ ン を増 量 し て も,そ れ ら の 変 化 が

極 め て ゆ る や か で あ り, 100-1,000μgで も未 だ

少 量 のI型 と 多 量 のII型 が 存 在 し, III型 の 生 成

量 は 比 較 的 少 な い.

図10.ブ レオ マ イ シ ン 濃度 とSV40 DNA (a)お よ びSV40ク ロマ チ ンDNA (b)鎖 切 断

反 応 との 関係(左 図). (pH8.1で2-メ ル カ プ トエ タ ノー ル を含 む).

反 応 に 用 い た ブ レ オマ イ シ ン量 と反 応 後 残 存 また は 生 成 したSV40 I, II, III型

DNA量 との 関係 を示 す.

●, DNA I型;▲, DNA lI型;■, DNA III型,

右 図 は そ の ア ガ ロー ス ゲル 電 気 泳 動 図

A, 0; B, 0.1μg; C, 1μg; D, 10μg; E, 100μg; F, 1,000μgブ レ オマ イ シ ン.
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c) 2-メ ル カブ トエ タノール濃度 とDNA鎖 切

断との関係

2-メ ルカプ トエ タノール, dithiothreitol (D-

TT)な どのSH化 合 物,ビ タ ミンCは ブ レオマ

イシンによるDNA鎖 切 断 反応 を著 しく増強す

ることが知 られているが,単 鎖および二重鎖切

断に及ぼす2-メ ルカプ トエ タノールの濃度の影

響 を定量的に調べるために,

① まず2-メ ル カプ トエタノール を添加 しな

い反応条件下において,ブ レオマイシンの濃度

変化による単鎖お よび二重鎖切 断を調べ た(図

11).

裸 のSV40 DNAで は(図11-a), 0.1μg/0.1

me以 下 のブ レオマイシン量か ら除々にI型 が減

少し, II型 が増量 し, 1μgか らIII型が除々に生

成す るが, 1,000μgで も未だI型 がかな り)残存

し, II型 が およそ大半 を占め, III型は 少量 しか

生成 しない.す なわち還元剤 を添加 しな くても,

ブ レオマイシンのみでDNA単 鎖 お よび二重鎖

切断 を起こすが,そ の作用が比較的弱い. SV40

クロマチンでは(図11-b), DNA鎖 切 断の頻度

が著 しく少なく, 1,000μg/0.1meの ブ レオマイ

シン量で もI型 とII型 が ほぼ等量存在 し, III型

は極 く少量 しか生成 しない.

② 次にブ レオマ イシンを添加 しないで, 2-

メ ル カプ トエ タノールのみによるDNA鎖 切 断

を調べた結果(図12),裸 のDNAで は(図12-a),

 2-メ ル カプ トエタノールの添加量の増加によっ

て,僅 か にI型 の減少 とII型 の増加,す なわち

単鎖切 断が起こるが,そ の作用は約25mM 2-メ

ル カプ トエ タノールでプラ トーに達 し,切 断の

頻度は少ない.高 濃度 の2-メ ルカプ トエタノー

ルでもIII型は生成せず,二 重鎖切 断は起こらな

い. SV40ク ロマチンにおいては,ほ とん どDNA

図11.ブ レオ マ イシ ン 濃 度 とSV40 DNA (a)お よ びSV40ク ロマ チ ンDNA (b)鎖 切 断

反 応 との 関係(左 図)(pH8.1で2-メ ル カ プ トエ タ ノー ル を含 ま な い).

反 応 に用 い た ブ レオマ イ シ ン量 と反 応 後 残 存 ま た は生 成 したSV40 I, II, III型DNA

量 との関 係 を示 す.

●, DNA I型;▲, DNA II型;■, DNA III型

右 図 は そ の ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 図

A, 0; B, 0.1μg; C, 1μg; D, 10μg; E, 100μg; F, 1,000μgブ レ オマ イ シ ン.
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鎖 切 断が起 こらない.

③ ブレオマイシンを添加 し(SV40 DNAで

は1μg, SV40ク ロマチ ンでは10μg), 2-メ ル カ

プ トエ タノール濃度の変化によるDNA鎖 切 断

への影響 を調べ た結果(図12),裸 のSV40 DNA

で は(図12-a),約10mM 2-メ ルカプ トエタノー

ルまでは濃度の増加によるDNAの 単 鎖および

二重鎖切 断の増強が著 しいが,そ れ以上はほ と

ん どプラ トーに達す る. SV40ク ロマチ ンでは

(図12-b) 2-メ ルカプ トエタノール濃 度の増 加

(25～100mM)に よ ってDNA鎖 切断作用がさ

らに少 し増強する.こ れ らの結果 を勘案 して,

図12. 2-メ ル カプ トエ タ ノ ー ル 濃 度 と

SV40 DNA (a)お よびSV40ク ロ

マ チ ンDNA (b)鎖 切 断 反 応 との

関 係(pH8.1で, DNAの 場 合 は ブ

レオ マ イ シ ン1μg,ク ロマ チ ンの

場 合 は プ レ オ マ イ シ ン10μgを 含 む).

 2-メ ル カプ トエ タ ノー ル の 濃 度 と

反応 後 残 存 ま た は生 成 し たSV 40

 I, II, III型DNA量 との 関係 を

示 す.

●, DNA I型;▲, DNA II型;

 ■, DNA III型,た だ し, O, DNAI

型;△, DNA II型 は ブ レオ マ イ

シ ン を含 まず.

標準反応条件では20mM 2-メ ル カプ トエ タノー

ルを用いた.

d)二 価 鉄イオンのDNA鎖 切 断への影響

① 二価鉄イオン(Fe2+)の み に よるDNA鎖

切 断作用

ブレオマ イシンも2-メ ルカプ トエ タノール も

加 えないで, Fe2+の みに よるDNA鎖 切 断を調

べ た結果(図13),裸 のSV40 DNAで は(図13-a)

 10-6M Fe2+以 下 ではほとんどDNA鎖 切 断が起

こらないが, 10-6M以 上 になる とI型 が減 少し,

 II型 が増加 し, 10-5M以 上 ではIII型が 生成 し,

 10-4M以 上 ではI型 は消失 し, II型 お よびIII型

が減少 し, 10-3Mで は何れ も消失す る.三 価鉄

(Fe3+)で は10-3Mま でDNA鎖 切 断が起こら

ず,そ れ以上 になるとDNAが 凝集 し,泳 動 さ

図13.鉄 イオ ン濃 度 とSV40 DNA (a)

お よびSV40ク ロマ チ ンDNA (b)

鎖 切 断 反 応 との 関 係(pH8.1で ブ

レオ マ イ シ ン, 2-メ ル カ プ トエ タ

ノー ル を共 に 含 まず).

反 応 に 用 い た 鉄 イオ ン濃 度 と反 応

後 残 存 また は 生 成 したSV40 I,

 II, III型DNA量 との 関 係 を示 す.

●, DNA I型;▲, DNA II型;

 ■, DNA III型
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れに くくなる. SV40ク ロマチンでは(図13-b),

 Fe2+で は10-5M以 上 でI型 の減少 とII型 の増

加が著 しくな り, 2×10-5M以 上 でIII型が 生成

す るが, 10-4Mで はI型 が消失 し, II型 とIII型

が 増加 し, 10-3Mで は共にほとん ど消失す る.

 Fe3+で は10-3M以 上 ではDNAが 凝集する.す

なわち,二 価鉄 イオンは10-6M以 下 ではそれ 自

身ではほ とん どDNA鎖 切 断作用が ないが, 10-6

M以 上 では比較的低濃度(10-6～10-4M)で もそ

れ自身で著しいDNA鎖 切 断作用を起 こす.裸

のSV40 DNAとSV40ク ロマチンとで感受性の

差が比較的少ない.こ のこ とはブレオマイシン

図14.ブ レオ マ イ シ ン のSV40 DNA (a)

お よびSV40ク ロ マ チ ンDNA (b)

鎖 切 断反 応 に及 ぼ す 二 価 鉄 イ オ ン

の影 響(10-6MのFe2+添 加)

反応 に用 い た ブ レ オマ イ シ ン量 と

反応 後 残 存 ま たは 生 成 し たSV40

 I, II, III型DNA量 との関 係 を

示 す.

●, DNA I型;▲, DNA II型;

 ■, DNA III型(2-メ ル カ プ トエ

タ ノー ル を含 む)

○, DNA I型;△, DNA II型;

 □, DNA III型(2-メ ル カ プ トエ

タ ノー ル を含 ま ず).

によるDNA鎖 切 断作用 と比べ て大いに異なる

点である.

② ブレオマイシンのDNA鎖 切 断作用に及

ぼす二価鉄 イオンの影響

低濃度(10-6M)のFe2+添 加 によるブレオマ

イシンのDNA鎖 切 断反応 を調べた結果は図14

に示す如 く,裸 のDNAで は(図14-a),ブ レオ

マイシンに よる二重鎖切断作用が著 し く増強す

るが, SV40ク ロマチンでは(図14-b),影 響 が

比較的少 ない.

e)反 応温度 とDNA鎖 切 断の関係

裸のSV40 DNAお よびSV40ク ロマチン共

に40℃ 以上ではDNA鎖 切 断反応が低下 したが,

 0℃ で も反応 し,至 適温度はSV 40 DNAで は

10～30℃, SV40ク ロマチンでは10℃ であったが,

 in vivoに 近 い条件で反応す るために,標 準では

37℃ で反応 を行なった.

f)反 応 時間 とDNA鎖 切 断の関係

標準反応条件下で1μgブ レオマイシンではDN-

A鎖 切 断反応は裸 のSV40 DNAで もSV40ク

ロマチンで も極めて速やかに(1～2分 以内)

進 行 したが, 0.2μgブ レオマイ シンではSV40

 DNAは 反応後1分 か ら5分 でI型 が減少 しII

型が増加 した. I型 は しだ いに 減 少 し, 20

図15.反 応 時 間 とSV40 DNA鎖 切 断 と

の 関 係.

ア ガ ロー ス ゲル 電 気 泳動 したSV

40 DNA I, II, III型を エ チ ジ ウ

ム ブ ロマ イ ド染 色, UV螢 光 強 度

測 定 し, I型 は1.42倍 して, I,

 II, III型の 相 対 的DNA量 を百 分

率(%)で 表 わ し た もの で あ る.

●,DNA I型; ▲, DNA II型;

 ■, DNA III型
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分 で消失 した. II型 は5分 か ら20分 と増加 し,

 20分 で ピー クに達 し,そ の後は漸減 した. III型

は全経過にわた り漸増 した(図15).

g) EDTAのDNA鎖 切 断反応に及ぼす影響

標準 反応条件下においてEDTAは ブレオマイ

シンによるDNA鎖 切 断 を一部阻害す るが,高

濃度のEDTAで も鎖切断を完全には阻止 し難い.

特 にSV40ク ロマチ ンのDNA鎖 切 断はEDTA

で 阻害 され難い(図16).

h) Cuz+イ オ ンのDNA鎖 切断反応に及ほす影響

CuSOaは10～100mMで もブレオマイシンを加

えない ときはDNA鎖 切 断作用はなか った.ま

たCuSo4は10mMで もブ レオマ イシン(1μg/

me)に よるDNA鎖 切 断反応を阻止 しなかった.

i) SDSのDNA鎖 切 断反応に及ぼす影響

2-メ ルカプ トエタノール を含む標準反応条件

下 においてブ レオマイシンを含 まずにSDSの

添加ではSV40 DNA鎖 切 断は起 らなかった. 2-

図16. EDTへ のDNA鎖 切 断 反 応 に 及 ぼ

す影 響(pH8.1でSV40 DNA,ブ レ

オ マ イ シ ン10μg; SV40ク ロマチ ン,

ブ レオマ イ シン100μgを 含 む).

a, SV40 DNA; b, SV40ク ロマチン;

 ●, DNA I型; ▲, DNAII型;

 ■, DNAIII型

図17.ブ レオマイシンによるSV40 DNA

鎖切断反応のSDSに よる阻害

百分率(%)は 図15と 同様に算出した.

●, DNA I型; ▲, DNA II型;

■, DNAIII型

メル カプ トエタノー ルを含む標準反応条件下に

おいて終末0.01%か ら2%のSDSを 反応前に添

加 して, 10μgブ レオマイシン/0.1meに お け る

SV40 DNA鎖 切 断 を調べ たが(図17), SDSは ブ

レオマイシンによるDNA鎖 切 断を終末0.1～

0.2%で ほ とん ど完全に阻害 した.以 上の結果 よ

り反応停止には終末1%のSDSを 用 いた.

考 察

ブレオマ イシンの制癌作用はDNA鎖 切 断に

基づ くものであ り2),4)～9),二価 鉄(Fe2+).と 酸素

を必要 とし7), 10)～16),還元剤に よって促進 される.

こ とは以前か ら明らかにされているが,プ レオ

マイシンによるin vitro DNA鎖 切 断反応機序

に関す る従来の研究は主 として裸 のDNAを 用

い蔗糖密度勾配遠心法によってなされて きた.

本研究ではin vivoとin vitroに おけ るブレオ

マイシンによるDNA鎖 切 断反応の関係 を明ら

かにす るため に, SV40ク ロマチ ンと裸のSV40

 DNAを 用 い,種 々な条件下でブレオマ イ シ ン

に よる単鎖および二重鎖DNA切 断 を起 こし,

ア ガロー スゲル電気泳動法によって定量的に解

析 した.そ の結果,こ の解析法が蔗糖密度勾配

遠心法に比 しては るか に簡便 で,し か も鋭敏 で

あ り,優 れた定量性 を有す るこ とが判 った.ま

たクロマ チンDNAと 裸 のDNAの 鎖 切断反応

に及ぼす.諸条件の定量的比較研究に よって,両

者の類似点 と相違点を知 り, in vivo反 応 とin vitro
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反応 との関係 を明らかにす るこ とがで きた.

ブ レオマイシンによるin vivoに お ける生細

胞核 クロマチ ンの単鎖および二重鎖切 断は従来

アルカ リ性お よび中性蔗糖密度勾配遠心法に よ

って解析されて きた.し か し核 クロマチ ンDNA

の大 きさは不規則であ って,こ の沈降パター ン

の解析ではDNA鎖 切 断反応の定量的解析が困

難である.生 細胞の単鎖DNA切 断 は0.1μg

 BLM/mlで は 少ないが, 1μg/mlで 明瞭 となる.

二重鎖切 断は1μg BLM/mlで 認 め られ, 10μg/

mlで 著 明 となる.二 重鎖切断には単鎖切断 よ り

お よそ10倍 高濃度のプ レオマ イシンが必要 であ

る4), 6).精 製 した核DNAを 用 うるin vitro DNA

鎖切 断反応 も同様に定量的解析は困難である.

ウ ィルスやファー ジの ゲノムDNAは 均 一 な大

きさを有 し, SV40ウ ィルスDNAは 分 子 量約

3.6×106ダ ル トンの二重鎖のよじれた閉環状DN-

A (1型)で,沈 降定数21で あるが,そ の二重

鎖の何 れか1箇 所以上単鎖切断が起るとよじれ

が とれて開いた環状DNA (II型),約18Sと な り,

さ らに二 重鎖 切 断 が 起 る と線状DNA (III

型)約16Sと な る.し たがって,こ のようなI型

DNAを 用 うれば,蔗 糖密度勾配遠心法で もI

型 の減少 とIIま たはIII型の生成が調べ られるが,

 II型 とIII型との区別は難 しい.し か しDNAの

エチ ジウムプロマ イ ド結合性はIIお よびIII型で

は1型 の42%増 加 するので42),螢 光 測 定法によ

って単鎖切断 をかな り鋭敏 に測定で きる43)～46).

さ らに一定のアルカ リ(pH 11.7)処 理 すればII

～III型は二重鎖が開離 して単鎖 とな り,エ チジ

ウムプ ロマ イ ドの結合が著 しく低下す るが, I

型 は再生 して変化 しないので,同 様に螢光測定

法に よって単鎖切断 を測定で きる.し か しこの

螢光 測定法 では一般 にか な り大 量のDNAを

必 要 とし,ま たII型 とIII型との区別ができず,

二 重鎖切断の解析がで きない.本 研究において

用いたSV40環 状DNAの ア ガロースゲル電気

泳動解析法では,極 めて微量で鋭敏 にしか も簡

便 に単鎖お よび二重鎖切断 を定量的に解析する

こ とが できた.長 波長UV(～360nm)を 用 う

れば1～2μg DNA,短 波 長UV (～260nm)を

用 うれば0.2～0.5μg DNAの 試 料で充分 である.

本 研究において,ブ レオマイシンによるSV

 40ク ロマチンDNAのin vitro切 断 は裸のSV

40 DNAの それに比 して単鎖および二重鎖切断の

は じまりに約10倍 高濃度 のブ レオマ イシン(そ

れぞれ0.1μg, 1μg BLM/0.1me)を 要 したが,

さ らに充分 な同程度のDNA鎖 切 断 を起 こすに

はSV40ク ロマチンでは裸 のSV40 DNAに 比 し

て遙かに高濃度(100～500倍)の ブ レオマイシ

ンを要 した.ま たpHを 少 し下げると,裸 のSV

40 DNAで, I型 が 消失 して もII型 およびIII型

が あま り減少 しない.こ のことはどこか一箇所

に単鎖 または二重鎖切 断がかな り選択的に起 き

易いことを示唆 してい る.ま たSV40ク ロマチ

ンでは高濃度のブレオマイシンで も少量のI型

と多量のII型 が残存 し, III型の生成量が比較的

少ない.こ の ことはSV40ク ロマチ ンではDNA

分子 の鎖切断の起 き易い部位が一部蛋白質によ

って保護 されている可能性 を示唆 している.最

近Kuoら47)は ブレオマイシンが細胞核 クロマチン

の ヌクレオ ソーム リンカー部のDNAを 選択的

に切 断し,ヌ クレオソームコア部 のDNAは 切

断 し難 いことを切 断片DNAの ア ガロースゲル

電気泳動で示 した.ソ ラーレンのDNAへ の光

化学的結合 もヌクレオソーム リンカーDNAに

選択 的に起こることが示 されている48), 49).そ れ

に対 し,二 価鉄 イオン(Fe2+)に よるDNA鎖

切 断反応は裸 のSV40 DNAとSV40ク ロマチ

ンDNAと で大差ないことが本実験に よって明

確に示 された.ジ メチル硫酸 のようなアルキル

化剤の作用 もヌ クレオソームコアDNAと リン

カ-DNAと で差が認め られていない50).

ブ レオマ イシンのDNA鎖 切 断における塩基

配列部位特異性 について, PM2フ ァージDNA

では,二 重鎖切断が数個所で起 り易 く, HpaII

とPst I制 限 酵素切断の間の領域に 多く起こる

こ とが示 されている42),51).塩基配列については,

 GTとGC配 列 に特異的にDNAの 二重鎖切断

が起 き易い52)～56).しか もそれは二重鎖DNAの

相 対す る鎖の隣接部位における二つの独立 した

単鎖切断に基づ くもの らしい52),55).ブ レオマイ

シンに よる二重鎖切断の数 は,単 鎖切断の数に

ほぼ比例 しているが,不 規 則な単鎖切断の偶然

的な一致か ら予想 され る計算値 よ り遙かに多い.

こ のことはブレオマイシン誘発二重鎖切断が個
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々の単鎖切 断 とは独立に起こることを示唆 して

いる57).本研究における単鎖お よび二重鎖切 断の

定量的解析結果 において も,そ の ような見解が

支持 される.ま たブ レオマ イシンによる単鎖切

断をアルカ リ条件下で測定す る と,約2倍 の単

鎖切断が認め られるので,ブ レオマ イシ ン は

DNA鎖 に アル カ リ感受性部位 を起こす ことが

Col. E 1, PM 2, φX174な どのDNAを 用 い

て示されている57)～59).

ブ レオマイシンのDNA鎖 切 断反応機構につ

いては,先 にも述べ たように,二 価鉄 と酸素 を

必要 とし,還 元剤によって促進され ることが明

らかである.本 研究 における結果 もそれ と矛盾

しない.還 元剤(2-メ ル カプ トエタノール)を

加えな くて も,ブ レオマ イ シ ンの み で僅 か に

DNA鎖 切 断が認め られるが, SV40ク ロマチン

ではその反応は極めて弱い.ま たブレオマ イシ

ン を加 えな くて2-メ ルカプ トエ タ ノールのみ

で も裸のDNAで は僅かに単鎖切 断が認められ

るが,ク ロマチンでは殆ん ど認め られ ない.二

価鉄は10-6M以 上 の濃度になると,そ れのみ で

DNA鎖 切 断を起こし,高 濃度(10-4～10-3M)で

は著 しいDNA鎖 切 断が認め られ る.三 価鉄 で

は高濃度でもDNA鎖 切 断が起 こらない.し か

しそれに還元剤を加える とDNA鎖 切 断が起 こ

る.二 価鉄に よるDNA鎖 切 断は先に も述べ た

ように裸のDNAと クロマチ ンDNAと で差が

比較的少ない.し か しブ レオマ イ シ ンに よ る

DNA鎖 切 断は二価鉄の添加によって,裸 のDNA

では著 し く増強す るが,ク ロマチンでは比較 的

影響が少ない.そ れは クロマチン蛋 白への鉄 の

結合によるためか も知れない.こ れ らの結果は

ブレオマ イシンによるDNA鎖 切 断に及ぼす還

元剤や二価鉄 などの添加 の影響が生細胞におけ

るin vivo反 応 と裸のDNAで のin vitro反 応

とでかな り差があるわけ を理解する上に役立つ

であろ う.最 近,ブ レオマ イ シンニ価 鉄 錯 体

〔BLM-Fe(II)〕 がDNAに 結 合 して,そ の酸

化過程 において,次 の ような反応過程で,ス ー

パーオキサイ ド(O.2),過 酸 化水素(H202),ヒ

ドロキシラジカル(・OH)な どの活性酸素 を発

生 し, DNA結 合 局所において,鎖 切断が起 こる

ことが示唆 された16),17),60)～67).

DNA•EBLM+Fe(II )DNA•EBLM•EFe (II )

DNA•EBLM•EFe(II)+02•¬DNA•EBLM•EFe(III) 

+O-.2 

2O-.2+2H+H2O2+O2

DNA•BLM•Fe(II)+H202DNA•BLM•Fe(III)

+•EOH+OH-

(全反 応過程ではO-.2+H202→ ・OH+OH-+02)

したがって,二 価鉄はブレオマ イシンのDNA

鎖切 断における究極的な補助 因子であ り17),61),

発生 したスーパー オキサ イ ドまたは終局的には

最 も強力な酸化 力を有す るヒ ドロキシラジカル

がDNA鎖 切 断 を起 こす ものと考えられる64), 66), 67)

す な わちプレオマ イシンのbithiazole環 がG-T

また はG-C塩 基 配列 を含むDNAの 塩 基対間に

介入 し54), 68)～72),その特殊な立体関係と二価鉄のキ

ー レイオンとその酸化によって, DNA分 子 の近

接局部 において発生 したフ リーラジカルが特殊

な塩基配列 におけるピ リミジン塩基の定量的優

先的遊離(T>C>A>G)61), 72),デ オキシ リボ

ースの酸化的破壊4)
,マ ロ ンアルデヒ ドの発生68),

リン酸 ヂエステル結合の切 断な どを起 こす.還

元剤はBLM・Fe (III)の 還 元にあずか り,活 性

なBLM.Fe (II)を 再 生し,リサイクルす る60),63).

 BLM・Fe (III)+R・SH〓BLM・Fe (IIl)・SR十H+

BLM・Fe (III)+SR→BLM・Fe (II)+SR.

生体 内ではアス コル ビン酸15),シ ス テイン15)な

どのSH化 合 物やNADPH-ミ ク ロ ソーム系73)

な どの還元系が働 くもの と考えられ る.ま たブ

レオマ イシンのDNA鎖 切 断はATPそ の 他 の

ヌ クレオチ ドの添加 に よって著 し く増強され

るが20), 74),そ れ は主 として混在 している二価

鉄の働 きによるもの らしい17).二 価 鉄 を加 えな

くて もブ レオマ イシンのみでDNA鎖 切 断が起

こるのは微量の鉄が反応液中に存在 しているた

めであ り17),鉄 の キーレー ター(deferoxamine

 mesylate)は 低 濃度 でATP添 加 に よる反応

を阻害 す る.EDTA添 加 に よるブ レオマ イ

シンのDNA鎖 切 断 阻害 につ い ては肯 定 す

るもの4),20)と否 定す るもの9)が あ り,意 見が一致

しない.ブ レオマイシンによるDNA鎖 切 断反

応機構の解析の反応停止の目的にEDTAを 用

いているものが多いが,本 研究におけ る解析で

は,高 濃度のEDTAの 添加によっても充分な反
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応の阻害あるいは停止 を認め るこ とができなか

った.反 応論の解析においては鋭敏な完全 な反

応停止剤が必須であ り,種 々な検索 を行 った結

果, SDSが 強力な反応停止剤 として用 うること

を見出した. Cu2+は ブ レオマ イシンの強力な阻

害剤であ り,　BLM・Cu　 (II)錯 体 はin vitroで は

DNA鎖 切 断作用がない.臨 床的に投与 される

ブレオマ イシンの脱銅体は生体内では大部分安

定 な銅錯体 を生成す るが,そ れは低分子SH化

合物に よって再 び還元的に脱銅 され,生 じた一

価銅 イオ ンはSH基 を有す る蛋白質に トラップ

されることにより,ブ レオマ イシンの脱銅体が

再生 し72). 75), BLM・Fe (II)錯 体 となって働 くの

であろう13). BLM・Cu (I)の 酸 化過程 に も,

 O-.2や・OHが 生 成 しうるので64), BLM・Cu (II)

錯体 の還元的脱銅過程 でも酸素の活性化が起 こ

る可能性は否定 できない72).何 れ に して もin

 vitroの 反応で,銅 は反応停止剤 としては適 して

いない. SDSの 使用は反応論 の解析に今後大い

に役立つ もの と考 えられる.

結 論

ブレオマイシンによるin vivoお よびin vitro

 DNA鎖 切 断反応の関係を明らかにす るために,

分 離 したSV40ク ロマ チ ン と裸 の精製SV40

 DNAを 用 い,種 々な条件下でブレオマイシンに

よるin vitro DNA鎖 切 断反応 を起こし,ア ガ

ロースゲル電気泳動法に よって,単 鎖お よび二

重鎖DNA切 断 を定量的に解析 し,次 の結果 を

得た.

1)実 験 に用いた分離SV40ク ロマチンは細胞

核 クロマチ ンに酷似 したヌクレオソーム構造 と

ピス トン組成 を有す るこ とを生化学な らびに電

子顕微鏡的検索によって確めた.

2)実 験 に用いたアガロー スゲル電気泳動解析

条件(1.4%)はSV40ク ロマチンのI, II, III

型 を分離 し,単 鎖 および二重鎖DNA切 断の鋭

敏 な定量的解析ができることを証明 した.

3)ブ レオマイシンによるSV40ク ロマチンDNA

のin vitro切 断 は裸のSV40 DNAの それに比

し,単 鎖お よび二重鎖切 断のは じま りには約10

倍 高濃度のブレオマ イシンを要するが,充 分な

同程度のDNA鎖 切 断 を起こすには遙かに高濃

度(100～500倍)の ブレオマ イシンを要す る.

また裸のSV40 DNAで はブ レオマ イシン濃度

の増加に よってすべ ての分子の完全 な単鎖およ

び二重鎖切 断が起るが, SV40ク ロマチンでは高

濃度のブレオマ イシンに よってもすべての分子

の完全な切断は起 こし難 い.

4)裸 のSV40 DNAで は ブ レオマイシンのみ

で も軽度の単鎖 および二重鎖切断 を起こすが,

 SV40ク ロマチンでは極め て少ない.裸 のSV40

DNAで は2.メ ル カブ トエ タノールのみでも軽度

の単鎖切 断が起こるが, SV40ク ロマチンではほ

とん ど起 こらない. 2-メ ル カプ トエ タノールは

プ レオマ イシンのDNA鎖 切 断 を増強す るが,

 SV40ク ロマチンでは裸のSV40 DNAよ り高濃

度の2-メ ル カプ トエ タノールを要す る.

5)二 価 鉄はそれのみで著 しいDNA鎖 切 断作

用があるが,そ の作用は裸のSV40 DNAとSV

40ク ロマ チンとで差が比較的少ない.裸 のDNA

では 低濃度の二価鉄の添加に よってブレオマイ

シンに よるDNA鎖 切 断が著 しく増強す るが,

 SV40ク ロマチ ンでは その影響が比較的少ない.

6)EDTAま た はCu2+に よるDNA鎖 切断反応

の阻害 ない し停止は充分でなか ったが, SDSが

強 力な反応停 止剤 として使用 しうることを見出

した.こ れはブレオマ イシンのDNA鎖 切 断反

応機構 の解析に大 いに役立つ もの と考 えられる.
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Single and double strand breakage of DNA by bleomycin under various conditions was
 analyzed quantitatively using purified simian virus 40 (SV40) DNA and SV40 chromatin.
 The method employed for DNA assay was fluorometry of SV40 DNA separated into three 
forms I, II, and III by 1.4% agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide. 
This method was extremely simple and accurate for quantitative estimation of single and 
double strand breakage of circular DNA. The amount of bleomycin required for in vitro 
breakage of SV40 chromatin DNA was much higher than that of naked SV40 DNA. 2-
Mercaptoethanol accerated bleomycin-induced DNA strand breakage. The concentration 
of 2-mercaptoethanol required for the acceleration was higher in SV40 chromatin than 
in SV40 DNA. DNA strand breakage was induced by ferrous ions in the absence of bleo
mycin to a similar level in SV40 chromatin and in SV40 DNA. The acceleration of bleo
mycin-induced strand breakage by a low concentration of ferrous ion was higher in SV40 
DNA than in SV40 chromatin. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and copper ions 
were not efficient for stopping the reaction of bleomycin-induced DNA breakage. 
Sodium dodecyl sulfate(SDS) was a useful reagent for stopping the reaction.


