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Abstract: In this study of transcribed active chromatin， DN ase sensitive chromatin 

was isolated from tissue block embedded in LR White Resin using TEM observation. The 

DNase sensitive chromatin showed that high-mobility group proteinCHMG)17 localized in 

them with immunoelectron microscopic study， so that they may be included as transcribed 

active genes. The reasons for the mechnism of chromatin dissociation from embedded resin 

are not yet known. SDS-P AGE analysis of chromatin proteins from sections showed a lack 

of histone H1A， H2A and H2B. This result is consistent with other laboratories as to 

transcribed active chromatin except for histone H1A and H1B， but with respect to histone 

H1， it is proposed that CTF /NF -1 and H1 in inactive chromatin act to change chromatin 

structure for transcriptionCsee ref. 26)， so that in our Laboratory， one of them， eg. histone 

H1B， may play an important role in acting for transcription. 
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緒 -呈呈・

国

り返し単位の長さを比較すると不活性chromatinより

も転写活性の chromatin の方が塩基の長さで 11~14bp 

真核生物の核はDNA， histone， nonhiston巴 ほど長くなっており，これがDNase1感受性の増加の

chromatin protein， RNAなどにより構成された 原因2)ではないかとも言われている.さらにLawsonら3)

chromatinから成り立っており，このchromatinには転 はDNase1感受性部位が遺伝子の上・下流にわたって

写活性な状態と不活性な状態とがあることが分かつてい 約100kbの広範囲にあることや，このDNase1感受性

る.この両者には構造上に大きな違いがあることが， 部位の中でも超高・高感受性部位が存在附することが報

Weintraubら川こより報告された.即ち，ニワトリ有核赤 告されている.この様な転写活性を有するchromatinに

血球細胞核でglobin genesを持つ転写活性の高い DNas巴 I感受性部位が存在することについて，例えば，

chromatinと不活性chromatinのDNase1感受性を比 転写調節因子である TFII Dが結合する TATAbox6) 

較してみると，機能しているglobingenesを持つ の存在， DNA topoisomerase IIの作用による負の

chromatinの方がDNase1感受性が高いことを示した supercoilの形成7A)，あるいはchromatinを構成する

また転写活性の高いchromatinのヌクレオソームの繰 core histoneの中でH3，H 4， H 2 Bの高アセチノレ化9)
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などが原因ではないかと考えられている.

現在，転写活性を有する chromatinを調製する方法は

DNase， MNas巴や制限酵素などにより行われているが，

得られた標品中の転写活性chromatinが含まれる割合

は少なく，これを用いてその構成を検索しても正確な

chromatin構造を推測することは困難であると考えら

れる.Tecottら10)は固定組織切片内でreverse tran悶

scriptaseによる mRNA合成が可能であると報告し，中

山ら11)がLRWhite resin包埋したブロックからの切片

に， DNase Iやprotease処理が，固定・包埋された条件

下でも可能であることを示した.そこで精巣切片を

DNase I処理した後，この酵素処理液をホノレムパーノレ膜

張りメッシュに展開して，白金蒸着後，電顕観察した所

chromatin構造が観察された.これは限定された超薄切

片領域から DNaseIにより転写活性chromatinを多く

含む分画が得られ，これセタンパク質分析すれば， より

正確な転写活性chromatin構造が把握できる可能性が

考えられた.そこで以下に述べる実験を行った結果，

DNas巴Iにより超薄切片から遊離してきたchromatin

には特定の corehistoneやhistoneH 1が欠如している

ことがわかり，この研究結果について報告する.

次に形態的側面からは，この活性chromatinの立体構

造の提示と共に免疫電子顕微鏡的に活性chromatinで

あることを示すことができないものかと考え，従来から

DNAやchromatinの電顕観察に用いられている plati-

num rotary shadowing methodと抗原の局在を免疫電顕

で用いられている ProteinA -colloidal gold methodあ

るいはcolloidalgold lab巴l吋 immunoglobulinmethod 

を結合させて転写活性chromatinを観察した結果につ

いても報告する，

材料と方法

材料

ら同の方法により得た.約100grのラット肝臓を3倍量

(v/v)の5% (w/v)perchloric acid(PCA)を加え，氷冷

しながらワーリングブレンダーで 1分間maXlmum

speedで細切し， 2分間氷冷した後， 1分間さらに細切し

た.これを3回繰り返して目立SCR-20高速冷却遠心機

で2，500Xg40C 30分遠心し，生じた沈澄を同じ方法で

3回繰り返して 5%PCA抽出を行った.この上清を集

めて外科用ガーゼとガラスフィノレターで鴻過し，最終濃

度 18%になるように100% Cw/v)Trichloroacetic acid 

(TCA)を加えて 4，500Xg40C15分間遠心した.沈i査を

acetone/conc.-HCl(400: 1， v/v)で、溶かし 3倍量の

acetoneを加えて 4，500Xg-10oC15分遠心し洗浄した.

沈澄に混在する histoneHlを除くために0.1N HClで

10mg/mlになるように溶かし 3倍量の ac巴toneを加

え， 4，500Xg 10分遠心し，沈澄をpellet-l(大部分his-

ton巴Hl)とし，上清にはさらに3倍量の acetoneを加え

4，500Xg 10分遠心して沈溢とし，これをpell巴t-2 

(HMG proteins)とした.

(a-2) イオン交換およびゲノレクロマトグラフィ-

pellet-1および 2をそれぞれ7.5mM  sodium borate 

bufferCpH 8.8)に溶かし，同じ緩衝液で平衡化した

Mono S陽イオン交換樹脂カラムに吸着させ， FPLC 

systemCPharmacia Co.)で塩濃度を上げてタンパク質

を溶出させた.各peakを，同じ緩衝液で平衡化した

superose™ 12 gel columnでFPLCsystemを用いて分

画し，得られた各peakを12% SDS-PAGEで泳動(方

法は下記の(2)-bに記載〉して，純度及び成分を確認した.

この方法により純度の高いhistoneH1， HMG 14/17の

各成分を精製した.

(b) 抗体の作成

ラット核からの各精製抗原を 1mg/mlになるように

PBS(pH 7.4)に溶かし， Reichlinら13)の方法により抗原

を重合させ，カリウムミョウバン法〔菌体不合〉でMRL

Wister rat( 7週令〉およびMRL/Mpjlpr(十)mice miceに週一回足底に免疫した.抗体出現を確認して，ー

( 6週令〉はオリエンタノレパイオサービス紛より購入し， カ月後，眼寝静脈より採血し，硫安分画により部分精製

繁殖飼育させて実験に用いた.25 % glutaraldehydeは した.これをPBS(pH7.4)で平衡化した superose™12

TAAB Co.より， LR White resinはLondonResin で， FPLC system(Pharmacia Co. )によりゲノレ漏過し，

Co.， Basings toke， Hants.， U. K目より， DNase I (type 抗体を精製した.

II from bovine pancr巴as)，DNase II (typ巴IIfrom (c) ウエスタンプロッティングによる抗体の確認

bovine spl巴en)はSigmaChemical Co.より購入した Pellet-1および-2を一緒にして 12% SDS-PAGE 

その他の試薬類は試薬特級，電子顕微鏡用試薬を用いた. で泳動し，ゲノレと nitrocellulos巴 membrane(BA -83) 

方法 (Sch巴ich巴r& Schuell Co. )を25mM Tris-HCl， 192 
(1) ポリクロ一ナノレ抗核抗体の作成 mM  glycin， 20 % methanolのプロッティング緩衝液に

(a-1) 抗原の精製 15分浸し，毛細管式プロッティ γグ法により室温下で約

High-mobility group proteins(HMG)はGoodwin 20時間転写した.各レーンを0.05% Tw巴en-20-PBS
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(pH 7.4)で15分ブロッキングし，希釈した各抗血清を

一晩〔約20時間)4 'cで反応させた.次にブP ツキング液

で15分3回洗浄し， 3.000倍にPBS(pH7.4)で希釈し

たベノレオキシダーゼ標識抗マウス IgG抗体(MBLCo. ) 

を5時間，室温で反応させた.PBS(pH 7.4)で3分 2

回洗浄後， 0.05M Tris-HC1(pH7.6)で2分洗浄した.

これを0.02% 3， 3'-diaminobenzidine(DAB)-0.05 % 

H202-O. 05 M Tris-HC1(pH 7.6)と反応させ，発色した

時点で水道水で洗浄し停止した.

(d) 免疫染色による抗体の確認

Drosophila Hydiの幼虫の唾液腺を2% glutaralde. 

hyd巴0.01M phosphate buffer(pH 7ーので約20時間固

定し，上昇アルコールシリーズで脱水後， LR White 

resmで60'C 20時間重合包埋した. これより切片を作

成した. ポリクロナーノレ抗HMG17抗体10μlを5nm 

コロイド金溶液10ml vこ加え 3分後に0.15mlの5%

polyethyl巴neglycolを加えて， 24，000 rpm 4 'c 30分

日立RPS65 T rotorで遠心した.pelletを5% glycerin 

-0.5 % polyethylene glycol-0.005 % NaN3に溶かして，

これをコロイド金標識抗HMG17抗体とした.D. Hydi 

からの超薄切片を0.05% Triton X-100-PBS(pH 7.4) 

で洗浄し， PBS(pH 7.4)で希釈したコロイド金標識抗

日MG17抗体で4'C 20時間反応させた.これを0.05

% Triton X-100-PBS (pH 7.4)で15分3回洗浄後，再

蒸留水で5分3回洗浄し， ウラニーノレ染色後，透過型電

子顕微鏡観察をした.

(2) 酵素処理と変成ゲノレ電気泳動

(a) 切片，固定組織，裸核の酵素処理

ラットの精巣を 2% glutaraldehyde-0.01 M phos-

phate buffer(pH 7.4)で4'C 20時間固定し，脱水後，

LR White resinで， 60'C 20時間重合包埋し， これよ

り超薄切片を作成した.

一方包埋せずに固定後， PBS(pH 7.4)で洗浄し，乳鉢

により PBS(pH7.4)溶液ですりつぶり， 3， 000 X g 4 'c 

15分遠心し，沈在査を固定核として用いた.

未固定標本として chauveau'4)らの方法でシュークロ

ース裸核を作成した.

次にこれら超薄切片，固定核及び未固定裸核をそれぞ

れDNase1 (10mMTris-HC1(pH7.4)-5 mMMgC12 

1 mM  phenylmethylsulfonyl fluorid巴(PMSF)に

10，000 units/mlの濃度に溶かしたもの)，及びDNase

II (10 mM  Tris-HC1(pH 6.0)ー1mM  PMSFに 10，000

units/mlの濃度に溶かしたもの〕を室温下， 30分間の酵

素消化を基準として行った.加えた液量は以下の手順に

記載してある.

(b) 切片，固定組織，裸核からのchromatinproteins 

の変成ゲノレ電気泳動

変成ゲノレ電気泳動(SDS-PAGE)はLaemmliら15)の

方法で、行った.Stacking gelは1.1mlの44.4% polya-

crylamide-1. 2 % bisacrylamide， 2.5 mlの0.5MTris 

-HC1(pH 6.8)， 6.2 mlの再蒸留水， 10 % SDSと10% 

ammonium persulfateは各々 100μlを加え，脱気後，櫛

形を入れて重合させた.Running g巴Iは12% polya 

crylamide gelを作成した.4.9mlの44.4% polya. 

crylamide-1. 2 % bisacrylamid巴， 4.5mlの1.5M Tris 

HC1(pH8.8)，8.25mlの再蒸留水， 10 % SDSと10% 

ammonium persulfateは各々 180μlを加え，脱気後， 18 

μlのN，N ，N' ，N'-Tetramethylethylenediamine 

(TEMED)を加えて 1mm厚の slabgelを作成した.

泳動緩衝液は0.05M Tris-HC1-0.4 M glycin-1 % 

SDS(pH 8.8)を使用し，泳動は泳動マーカー(bromo-

phenol blue， BPB)がゲノレ下端に来たときに終了した.

染色は2.5% Coomassie brilliant blu巴(R-250)←50% 

methanol-10 % acetic acidで一晩染色し， 10 % meth 

anol-5 % acetic acidで十分に脱染後， 40 %m巴thanol

10 % acetic acid に30分間浸し， silver stain kit (Bio 

Rad Co.)で銀染色した.

(b-l) 

切片からの泳動試料は約 100枚のメッシュに拾い，酵

素液各々10μlをparafilm上に置き， floatingにより室

温下， 30分間反応させた.この液を集めて 3倍量の冷

acetoneを加え， -30'Cに一晩放置後， 10，000Xg -

10'C 30分遠心した.この沈査をSDS-PAGE用sam.

ple溶解液(10mM  Tris-HC1(pH 8.0)-1 mMEDTA-

1 % SDS-5 mMβmercaptoethanol)に溶かした.不

溶性のものがあれば固形尿素を加えて溶かし， 90'C 90 

秒間で変成させ，泳動試料とした.

(b-2) 

約 1grの固定組織をPBS(pH7.4)で十分に洗浄後，

乳鉢で10倍量の PBS(pH7.4)を加えてすりつぶし，

10，000 X g 4 'c 15分間遠心した.上清を捨てて沈査に

酵素液0.4ml加え，室温下， 30分間反応後， 10，000X 

g 4'C 30分遠心した.この上清に3倍量の冷aceton巴

を加え，一晩 30'Cに放置後， 10，000Xg -1O'C 30 

分遠心した.この沈査をSDS-P AGE sample溶解液に溶

かした.不溶性のものがあれば上記と同様の操作を行っ

た.

(b-3) 

約0.2grのシュークロース裸核を 10倍量の PBS

(pH 7.4)を加え，テフロンホモゲナイザーで懸濁し，
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1， 500 X g 4"C 10分遠心した.沈査に0.4mlの酵素液

を加え，固定組織の酵素処理液と同様の操作を行った.

(3)切片から遊離したDNase感受性クロマチンの免疫

電顕

メッシュに拾った免疫電顕用切片をparafilm上にド

ロップしたDNase1酵素液20μl上に浮かせ， 30分間

反応させた.この反応液(DNas巴感受性chromatin)を親

水処理したホノレムパーノレ膜張りメッシュに直接すくい，

室温乾燥後，ポリグロ一ナノレ抗Hl histone抗体，抗

日MG17抗体で4'c， 20時間反応後， 5 nmコロイド金

標識プロテインAで室温下で30分間反応させるか，また

は直接 5nmコロイド金標識抗体〔抗日 1，抗HMG17

抗体〉を4'c， 20時間反応させた.これをPBS(pH7.4) 

と再蒸留水でそれぞれ5分3回洗浄後 1分間ウラニー

ル酢酸(50%アルコール飽和水溶液〉で、染色した.再蒸留

水で洗浄後，乾燥させた.この試料を角度 8-10'，電流

は30mA， 15-30秒間蒸着装置(JEE-4B， JEOL)でロ

ータリーシャドウイングを行い，透過型電子顕微鏡(JE

1200 C， JEOL)にて観察した.

DNase II酵素処理液も同様の操作を行った.

結

ラット精巣組織をglutaraldehyd巴による単独固定後，

LR White resin包埋したブロックより得た超薄切片を

DNase処理した結果をFig.lに示した.方法はラット精

巣切片をDNase1処理した後，メッシュを PBS(pH

7.4)，再蒸留水で洗浄後， 95 %アルコーノレに 1分間浸

し， ウラニーノレ染色後，白金ロータリーシャドウイング

を行って，電顕観察した.Fig.l-aはcontrolでDNas巴

処理を行っていない切片である.Fig.l-a，l-bの細胞は

spermatidである.

両者の細胞核を比較すると， DNase処理の方は電子密

度の低い領域が未処理の切片より広い範囲を占め，

chromatinが切片上から抜けていることが明瞭である

と考えられる結果を得た(Fig.l-b， arrow).一方， Fig. 

l-bの核内に残っている chromatin(arrowheadで示

す〕は，Fig.l-aのarrowheadで示したchromatinと同

程度の電子密度を示した.したがって切片をDNas巴処

理すると Fig.l-bに示す様に， chromatinが切片中より

遊離すると考えられる結果を得た.この様にLRWhite 

resin包埋した試料ではDNaseのような酵素処理が可

能である.この理由をまだ明確に説明できないが，その

理由の一つに切片を蒸着すると樹脂表面から試料が突出

していることが観察され(datanot shown)，この突出し

た部分のDNAに酵素が作用し'1，試料の離脱が可能で

はないかと考えている.

この切片より遊離したDNasesensitive chromatinが

転写活性chromatinであるかどうかを確認するために，

抗核抗体で検索した.作成した抗体は抗凹抗体と抗

HMG17抗体である.MRLマウスで、作成したラットに

対する抗histoneHl抗体(Fig.2， lane 2)，および抗

HMG17抗体(Fig.2， lar胞のを W巴sternblotで確認し

た.泳動した核タンパク質はpellet-lとpellet-2，即ち，

histoneとHMG両画分が一緒に泳動されている.両抗

体とも特異的に染色し，日1及びHMG17をそれぞれ認

識していることが解ったが，このミュータントマウスは

自身で抗核抗体を作るため，抗原を投与しても異なる抗

核抗体が混入してくる可能性がある.しかし Fig.2に示

すように精製Hl抗原を投与したマウスの血清にはhi任

H1A、
H1B-

H3 ... 色
H2A&2B-
H4-

(1) (2) (3) 

HMG17 

Fig. 2. Western blot analysis of anti-nuc1ear anti. 
bodies. Nuc1ear proteins (all histones and 
high-mobility group proteins) are blotted on 
nitrocellulose membrane after gel el巴ctro
phoresis and stains with Coomassie bri1liant 
blue Oane 1). Anti -HMG 17 antibody reacted 
with antigen on a slit reveals brown precipi】
tates at the site of HMG 17 antigen Oane 3)， 
and lane 2 shows the reaction of anti-H1 
antibody against both histone H1A and H1B 
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Fig. 1. Electron micrograph of sp巴rmatidof rat testis s巴ctionwhich stained with uranyl and shadowed with 
platinum. 
Fig. 1-a is not treated with DN as巴1.Fig. 1-b is treated with DN ase 1 and in nucleus， widely deletions 
of chromatin fibers ar巴obs巴rv巴dCarrow) and there ar巴leavingsin nucleus in spite of DNas巴I
tr巴atm巴ntCarrow head). N 目 nucleus，cyt: cytoplasm， mt: mitochondria. Bar repres巴nts1μm 

Fig. 3. Electron micrograph of postembedd stain with colloidal gold labeled anti HMG 17 antibody to 
polytene chromosome of salivary gland of Drosophila Hydi. Gold particles aggregate in a ar巴aof 
Balbiani ring CBr) in the polyt巴nechromosomes. In this Balbiani ring area， HMG proteins are 
speciffically localized Csee ref. 16). NO: nucleolus. Bar repres巴nts1μm 
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Fig. 4. Chromatin， freed from sections with DN ase I treatment， is stained with 5 nm colloidal gold labeled 
anti -H1 antibody and shadow巴dwith platinum. In spite of rotary shadowing， colloidal gold partic1es 
are visualized same as usual TEM observation. Chromatin cor巴partic1esare visible among aggregat-
巴dchromatin fibers(arrow). Bar repres巴nts100 nm. 

Fig. 5. Chromatin sam巴asin fig. 4 instead of stain with 5 nm colloidal gold labeled anti-HMG 17 antibody 
DN ase I sensitive chromatin have HMG 17 protein and they ar巴thoughtto be transcriptional active 
regions. Bar represents 100 nm 
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tone HIAおよびH1Bと反応する抗体しか含まれてい

なかった.また抗HMG17抗体も同様の特異性を示し

た.しかし，この HMG17抗原は移動度がhistoneH2A， 

H2Bとほぼ同じであるので， これが抗HMG17抗体で

あるかどうか疑わしい点が問題とされるので， Wester-

mannら16)がHMG14/17がDrosophilaHydiのsali-

vary glandのpolyt巴nechromosomeのBalbianiring 

とactivelocusにのみ局在することを抗HMG14/17抗

体で証明したので， D. Hydiのsalivary glandの

polytene chromosomeをこの作成した抗HMG17抗体

で免疫染色すると Fig.3に示すように核小体の近傍に

見られる Balbianiring領域が強く染色され，この転写

活性領域特有の抗原の存在は，この抗体がHMG17に対

するものであることを強く示唆していると考えられる.

しかし， nuc1ear sapにも多くの金粒子を見られたが，こ

の抗HMG17抗体でrattissueを同条件で染色しても

このような非特異的染色は見られないことからCdata

not shown)， nuc1巴arsapに見られる金粒子の存在は非

特異的な染色によるものではなく程聞の違いによるもの

と考えられる.この両抗核抗体を用いて切片から遊離し

たchromatin様構造物に免疫電顕を行った結果がFig

4とFig.5に示しである.切片から遊離したchromatin

は約10nmの径の cor巴粒子が数珠状に観察され，この

cor巴粒子へ金粒子が観察された.しかし，この展開法(界

面活性剤を用いない方法〉ではbeadson a string状の

chromatinは観察されなかった.Fig.4に示すように抗

H1抗体では金粒子は少ないが， Fig.5の抗HMG17抗

体染色では多くの金粒子が見られ，電顕レベノレで、切片よ

り遊離したchromatinにhigh-mobilitygroup proteins 

の存在を示すことができ，転写活性chromatinであると

考えられる結果を得た.しかし HMG14/17がnu-

c1eosom巴に結合した状態を電子顕微鏡観察しても特別

(1) (2) (3) 

1&2 

Fig. 6. SDS-PAGE analysis of DNase 1 sensitiv巴
chromatin derived from t巴stis sections 
DNase 1巴nzyme，as same mass of DN as巴 I
contents treated with sections， are pr巴cipitat司
ed with acetone and its precipitates are 
loaded Clane 1). DNase 1 sensitive chromatin 
from rat testis sections are treated with same 
proc巴dureas described in DN as巴I巴nzyme
and loaded Clase 2). Control loading of 
nuc1ear proteins Clan巴 3)ー Eachprotein of 
DNase 1 sensitive chromatin and nuc1ei can 
be distinguishable from that DNase I. DNase 
1 sensitive chromatin is mainly consisted of 
HlB， H3， H4， HMG 1 & 2， and 14 & 17， H3， 
H4 

な構造変化は見られないと報告17)されているように，切 は今回問題としている histon巴やnonhistoneproteins 

片から遊離したchromatinも，裸核から得たchromatin と移動度が異なり，明瞭に区別可能であった.一方Fig.

と同様に差は見られなかった 6のlane2に示すように，切片から遊離したDNasesen-

次にこのDNasesensitive chromatinのタンパク質構 sitive chromatinのタンパク質パンドはhistoneHlで

成分を検索した.Fig. 6には精巣切片から DNas巴処理し はHIBが，core histon巴ではH3，H4が，high-mobility 

て得たchromatin分画の SDS-PAGEの泳動結果が示 group proteinsではHMG1& 2， HMG 14&17が確認さ

しである.Fig.6のlane1は切片処理に加えたと同量の れた.ここで問題となるのはglutarald巴hydeにより固定

DNase 1酵素タンパク質の泳動結果が示されており，そ されたchromatinproteinsがDNas巴I抽出後， Fig.6 

の出現バンドはhiston巴H1より移動度が小さい 2本の のlane2に示した様にSDS-PAGEでそれぞれのタン

パンドと， HMG1&2と同じ移動度付近に存在するがそ ノミク質に分離するかどうかである.そこで精巣を同条件

れとは明らかに区別可能な微ノトの2本のバンド，さらに で固定した未包埋のものから DNas巴11こより抽出した

histon巴H4の移動度と同程度付近の 3本のパンドが観 のがFig.7のlane3である.Fig.7のlane1はcontrol

察された.これら DNase1酵素に含まれるタンパク質 として未固定のシュークロース裸核を同様にDNase1 
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(1) (2) (3) (4) 

Fig. 7. SDS-PAGE analysis of DNas巴 sensitive
chromatin of fixed rat testis sp巴cimenand 
unfixed unclei. In unfixed nuclei， same 
r巴sultsof protein constitutions wer巴obtained
in fig. 6巴xceptH1A and core histones both 
treatm巴ntwith DN ase 1 (lan巴1)and II (]ane 
2)， and in fixed specimen， same results are 
thought to b巴 obtainedfrom sections with 
DNas巴I(Iane3) and DNase II(]an巴4)treat. 
ment 

処理して得たクロマチンタンパク質を泳動した.固定し

た未包埋の精巣からはhistoneH1はH1A&Bの両方が，

core histon巴では全てのものが，また HMGではHMG

1&2，14&17が観察された.従って glutaraldehyde固定

しでも DNase1処理により遊離してきたchromatin

prot巴msのSDS-PAGE分析は未固定の場合と同じ様に

同定が可能で、あることがわかった.Fig. 7のlane2&4は

裸核および切片をDNas巴II処理により得たchromatin

の泳動結果で両者ともほとんどDNase1の場合と差の

ない結果が得られたが，切片と組織からのDNas巴I抽

出と chromatinとでは異なる結果が得られた.

この Fig.6&7の結果をまとめたものがTable1であ

る.切片から遊離してきたDNase1感受性chromatin

の特徴としてはHlではhistoneHIA， core histoneでは

H2B，H2Aが欠如していることである.裸核からはcore

Table 1. Comparison of DNase tr巴atedchromatin 
proteins from s巴ctions，fixed and unfixed 
speClmen 

SEC. FIXED SPE NUCLl 

DN-I DN-1 DN-II DN-1 DN-II I 

日lA 十+ 十十 十 十

HIB +十 + 十十 十 十 l

H3 ++ 十 土 十+ 十+ I 

H2B 十 + 十+ 十十

H2A 十 + 十 十十

H4 +十 土 十 十+ 十十

HMGl&2 十 土 + 十 + 

HMG14 十 十 + + + 

HMG17 十 ワ 十 ワ ? 

histoneの部分的欠如は見られなかったし， Hlの欠如も

見られなかった.これは転写活性chromatinの含有率が

低いためtこよる結果と思われる.

切片から得たDNase1感受性chromatinタンパク質

分析の結果から，転写活性chromatin構造モデノレの一例

をFig. 8に示した.core histoneを形成する H3-H4

dimerはラセン軸の中心部に位置し， H2A -H2B dim巴r

はその外側でH3-H4とDNAと数点で結合18)している.

histone H1はcorehistoneを取り巻いたDNAの会合

部に結合し， C末端部をlinkerDNA19)へ， N末端部を

core histon巴を取り巻く DNAへ延ばしている.30nm 

fib巴rは core histone -HI -DN Aの 1単位

Cchromatosome， Fig. 8の左〉が内側にH1を配置する

ように6偲の chromatosomeが取り囲んでいるが，この

際のhistoneHlはHIAと考えている.これが転写活性

chromatinへ転移するには， 30nm fiberがほどけると同

時にHIAがHIBCHIAがリン酸化のような修飾された

ものと考えられる〉に入れ替わり， 10 nm fiberが形成さ

れる.その際にH3-H4dimerとDNAに軽く結合して

いたH2A-H2B . dim巴rが除去され， HMG 14&17が

core histoneを取り巻く DNAの会合部近くのDNAと，

さらにH3またはH4へそれぞれ1分子結合17，20，21)した

状態を形成すると考えられる.

考 察

この論文では電顕用包埋ブロックの切片から DNase

処理により chromatinを抽出し， SDS-PAGE分析の結

果， histone H1A， H2AとH2Bが欠如していることを示

し，転写活性chromatin構造のひとつの形態について報

告した.
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INACTIVE CHROMATIN 

¥ 

¥ 
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崎訟政
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Fig. 8. Transcriptional mod巴1，on the basis of this results， is proposed that active chromatin may be 
replac巴dof HMG 14 & 17 from H2A-H2B， and of HlB from H1A construct巴dinactive chromatin 
whose H3-H4 dimer of core histones are in c巴ntralregion among double helix of DNA， and H2A 
-H2B dimer of them bind to both DNA and H3-H4. In this characteristic mod巴1，H1A resides in 
spacer/hinge region of DNA in inactive chromatin， and H1B， which may be phosphorylat巴dwith 
H1A， may reside in巴xtendednucl巴osomein active chromatin. 

電顕用包埋ブロックの切片から chromatinを抽出し

たという報告はこれまでにないが，固定した光顕用切片

を用いて mRNAの合成を行い， PCR法に使用できるこ

とが報告10)されており，固定状態でも酵素の作用が可能

であると考えられる.またglutaraldehydeのDNAへの

作用はDNAを構成する塩基中， guanin巴のみがfreeの

amino acid r巴sidueを持っているが，この部位が固定さ

れても， DNas巴に対する間害効呆は少ないと考えられ

る.一方Fig.1-bで示したように，樹脂包埋された組織

から組織の一部が酵素により遊離するのは，切片を白金

蒸着してみると切片表面から組織の一部が顔を出してお

り， DNA分解酵素の作用を受けやすくなっていると考

えられる.

chromatin ~こ対する DNase Iの作用はDNAへの核

タンパク質のmaskingの程度や種類により異なる.さら

にここで、は樹脂による maskingも影響してくると考え

られる.例えばAlbrightら2川工chromatinにhigh

mobility group proteins(HMG 14&17)が存在する場合，

DNase Iで遊離してくる DNAのサイズはhistone

DNA複合体の場合よりも， 160-220塩基対のより長い

ものが切り出されると報告している.

さらに樹脂の覆われ方によっては， DNas巴Iによる切

断部位が裸核の場合と異なって数倍の長さにもなる場合

も考えられるので，大きなchromatinblockが切片から

遊離しでも不思議ではないと考えられる.

MRL/Mpj Ipr/lprは自己免疫疾患発症マウスとして

よく知られており，生後8週令を過ぎる頃からリンパ節

の腫脹が起こり，血中に抗DNA抗体や抗Sm抗体など

が出現してくる.これまで牛肝臓より得たhistoneタン

パF質をBALB/cmiceに投与して抗核抗体を得ていた

が，これから monoclonal抗体を作成した際にラットへ

は染まらない抗体などが得られ，問題があった そこで

MRL miceへ， ラット核抗原を投与して抗核抗体(poly-

clonalおよびmonoclonal)が得られないかと考え，精製

抗原を5週令♀マウスへ投与すると，約3週間後には血

中に抗HMG抗体や，抗H1抗体が出現してきた.幸い

にも血中には他の抗核抗体は出現せず，これをpoly-

clonal抗体として使用可能であった.

切片からのDNasesensitive chromatin proteinsの分

析から転写活性chromatinにはhistoneHIのうち HIA

が， core histoneのうち H2A，H2B histoneが欠如し，

HlB， H3， H4， HMG1&2， 14&17が存在していたことが

わかった.

転写活性chromatinの形態で， core histon巴の H2A

H2Bが 1分子ずつ欠如し， core粒子からこの H2A-

H2Bがはずれる事がRNA polymeras巴IIのDNAへの

結合に必要ではないかとの報告23)や Ryojiら叫が転写

活性を有する chromatinはtopoisomeraseIIにより負

のsupercoilを形成するが，その際にH3-H4か，あるい

はH2A-H2Bがchromatinに結合した状態でnu-
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clesomeが半分に分割した構造を取っているのではない が欠如し，H1Bが存在していたことは興味あることであ

かという報告，さらに最近で、はHayesら25)がH2A-H2B る.

がcor巴histoneを形成していると転写調節因子の TF

IIIAが5SRNAの転写に対して抑制的に働くことなど
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