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金沢大学十全医学会雑誌 第93 巻 第 2 号 291 － 3 0 3 く19 8 射

L 5 1 7 8 Y 細胞 の ヒ ス ト ン H l 小成分 の

細胞分裂期 にお けるリ ン 酸化

金沢大学 が ん研 究所分 子生 物部 く主任 こ 亀LLl 恩 典鍬吼

松 川 通

く昭和5 9 年2 月 7 日受付1
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ヒ ス トン B l 小 成分の リ ン 酸化に つ い て ， 二 次元 ポ リ アク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動お よ び カ ラ ム ク

ロ マ トグ ラ フ ィ を用 い て 検討 した ．
マ ウ ス 白血病由来 の 培養細胞 L 5 17 8 Y の H l を5 種の 小 成分に 分画 し

た． 対数増殖期に ある細胞で は， H l 小 成分 は各々 異なる程度 に リ ン 酸化され て い た ． リ ン酸 化の 程度は小

成分工1 が最も 高く， 以下 小成分IV 十 V ン 工二十m の順 で あ っ た ． 細胞分裂期 に お い て ， H l 小 成分はや は り

各々 異なる 程度 に リ ン酸化され て い た ． 対数増殖期に 高度に リ ン 酸化 され る ことが 観察さ れた小成分は
，

分裂期に お い て もや は り高度 に リ ン 酸化 され て い た ．
コ ル セ ミ ド添加後， 各小 成分 の リ ン酸化は同時 に 始

ま り
，
リ ン 酸化体の 蓄積は直線的 で あ っ た ． 各小成分 へ の

32
P の 単位時間あた りの と り込 み 量 はあま り経時

的変化を示 さ ず， ほぼ 一 定の 値 で あ っ た ．
コ ル セ ミ ド処理 4 時 間以 内で は， リ ン酸残基の 代謝回転はみ ら

れ なか っ た
．
ま た

，
H l リ ン 酸化酵素の 活性 は， コ ル セ ミ ド処理後 6 倍に 増加 し た．

K e y w o r d s ヒ ス ト ン E l 小成分， リ ン酸化， 細胞分裂期

ク ロ マ チ ンは， ヒ ス ト ン H 2 A ， H 2 B ， H 3 ， H 4 の 4

種の コ ア ヒ ス ト ン た ん白質に D N A が 巻き つ き， ヌ ク

レ オ ゾ ー ム 構 造と名付 けら れ た基本構造 をも っ て い

る り
．
こ の 基本構造 は折り たた まれ て ，

な ん らか の 超高

次構造 くs u p e r st r u ct u r el を と っ て い る と 考 えら れ

る2I
． もう

一 種 の ヒ ス トン た ん白質 H l は こ の 超高次構

造の 形成 に 関わ っ て い ると推定さ れ る
31

．

ヒ ス ト ン H l は ， 細胞周期上 の D N A 合成期くS 期1 ，

お よび細胞分裂期くM 期J に リ ン 酸化 され る
31

．
D N A

合成時
，
ある い は M 期に お け る染色体凝集時 に

，
ク ロ

マ チ ン は超高次構造 の 変化 をす る と 考 え ら れ る．
H l

の リ ン酸化は こ れ らの 超構造変化の 制御因子 と推定 さ

れる
． 特 に G 2 後期か ら M 期 に か け て ， H l は最も 高度

の リ ン 酸化体と な っ て お り
41 5I

，
B r a d b u r y ら

61 は こ の リ

ン酸化が染色 体凝 集の 引き金に なる と発表 し て い る ．

H l は 一 次構造の わ ずか に 異 な る い く つ か の 小 成 分

より成 っ て い る封
．
そ して これ ら E l 小 成分 は その 生 理

的機能が各々 異 な っ て い る の で は な い か と 予 想さ れ

る． ラ ッ F
，
ウサ ギ

，
その 他の 生物種 に お い て， 臓器

に よ り小 成分の 存在比 が異な り
3I
，
その 存在比 は加齢

に よ り変化す る
71
．
ま た

，
ウ ニ

8 湖

，
イ モ リ 叩 な ど は発生

過程で合成さ れ る H l ノJ l 成分の 量比 が異な る．
こ の よ

う に小成分の 存在比 は多様 に 変化 し， 小成分の 機百邑的

差異 を暗示 して い る ． ま た
，
H l ノJ l 成分の 物理化学的な

性質 も各々 異 な っ て い る こ と が 見出 さ れ て い る ．

S m e rd o n ら 川 は
， 仔牛胸腺 の 3 種の H l 小成分が， ク

ロ マ チ ン結合性 の ノ ン ヒ ス ト ン たん白質の 一 種 で ある

H M G l や H M G 2 と
， 各々 特異的な相互作用 を行う こ

と を見出した ． C ol e ら は， ウサ ギや仔牛胸腺の H L 小

成分が 環状 ス ー パ ー

コ イ ル D N A や 直線 D N A と特異

的な相互作用 をす る
1 2 ト 川 こ と， ヌ ク レ オ ゾ

ー ム ニ 量体

の 円偏光二 色性ス ペ ク トル の 変形に 対する効果 が 小 成

分 に よ っ て 異 なる 用 こと を報告して い る ．

以上 の よ う に H l 小 成分が それ ぞれ 異なる 機能 を果

して い る こ と を示 唆する報告が多い ． しか し
，
まだ H l

小 成分に つ い て は不明の 点が 多く， 上 記以 外の 他 の 観

点か ら H l ノJ l 成分 に つ い て 検討する必 要が あ る で あ ろ

う．
リ ン酸化の 観点か ら小成分に つ い て検討す る こ と

P h o s p h o r y l a ti o n of his t o n e H I s u b t y p e s of L 5 1 78 Y c ells at m it oti c p h a s e ． T o h r u

M a t s u k a w a ， D e p a r t m e n t of －M ole c ul ar B i ol o g y くD ir e c t e r こ P r of ． T ． K a m e y a m al ， C a n c er

R e s e a r c h I n s tit u t e
，
K a n a z a w a U n iv e rsit y ．
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は ， H l が ク ロ マ チ ン 超高次構造の 形成 に 関与 し， リ ン

酸化が そ の構造変化 の 制御因子 と考 え ら れ る こ と か

ら
，
H L 小成 分の 機能の 解明に 重要 な こ と と思わ れ る．

H l ノJ l 成分 が細胞周期依存性の リ ン 酸化 を各々 異な

る程度 に受け る こ と が報告さ れ て い る．
G u rl e y ら

弟は
，

C H O 細胞の 2 種 の H l 小 成分， C H O － I と C H O － II に

つ い て， 細胞周期 を通 して 両者が異な っ た程度 に リ ン

酸化され て い ると報告 した ． ま た， Aji r o ら は， H e L a

細胞の 2 種の H l ノJ l成分 H トA
，
H l － B に つ い て

，
両者

で リ ン 酸化の 程度 に 差が あ る5I こ と， 両者の リ ン 酸化

部位の差 用 に つ い て 報告 して い る． しか し通常， 多く の

生物種の 各種 の 臓器
，
ある い は培養細胞か ら抽出さ れ

る H l は， 3
ノ ー 6 種の小成分 に 分画さ れ てい る3I ． した

が っ て
，
G u rl e y ら

41
，
また Aji r o ら

51 の報告は H l 小成

分の 多様性を充分 に 反 映 して い る と は い え な い ． E l

小成分の機能を解明す る研究の 一 環 と して ， よ り多種

類の H l に 分画でき る 方法 を用 い て の研究が必要 で あ

る と考えた ．
マ ウ ス 白血 病由来の培養細胞， L 5 1 7 8 Y の

H l 小成分 は 5 種 に 分画され ， H l 小成分の 研究 に はよ

い 材料で あ っ た ． こ の 細胞 を用 い て， 分裂期に お ける

H l 小成分の リ ン 酸化と そ の 動態 に つ い て 解析 し， リ

ン 酸化の 観点 よ り， 甘 レJ l成分の 機能的差異の 解明 を

試み た ．

材 料 及 び 方 法

1 ． 材料

Fi s c h e r の培地 は 日水製薬梱 く東京l の 粉末培地 を用

い た
． 馬血清 は Fl o w L a b ．社くU ． S ． A ．1 の もの を用 い

た ． B i o R e x 70 く20 0 － 4 0 0 メ ッ シ ュl は B i o R a d L a b ．

社くU ． S ． A
．うか ら購入 した ．

コ ル セ ミ ドは 半井化学薬

品鮒く京都つか ら求め た． 亡3 2 P ト 正 リ ン 酸くキ ャ リア ー

フ リ
ー 1 は 日本 アイ ソ ト ー プ協会 く東京う の も の を使

用 した
． E
3
H ト リ ジ ンく4 0 m Cil m m o l el

， 亡
3
H ト デ オ

キ シ シ チ ジン く15 ，5 0 0 m CiI m m o l eI ， 亡1 4 C j －リ ジ ン

く287 m C iJ m m ol el は A m e r sh a m 社 くU ． K ．1 か ら購

入 した
．

2 ． 培養及 び分裂期細胞の 蓄積法

L51 7 8 Y 細胞 は 10 ％馬血 清 を加 え たFi s ch e r の 培地

中， 3 7
0

C で培養 した．
こ の細胞 は浮遊性 で， 世代時間

は 9 時間， 細胞密度 は 1 ． 2 X l O
6
c ell sl m l 程度ま で対数

的に 増殖 す る． 通常 500 m l 程度 の 培地 で 回 転培養 し

た
．
M 期細胞 を集め るた め に ， 過剰チ ミ ジ ン と コ ル セ

ミ ド に よ る 二 重 ブ ロ ッ ク を行 っ た ． 対 数増殖期に ある

細胞 く細胞密度 こ 3 旬 4 X l O
5

c ell s J
I
m ll を 2 ． 5 m M の

チ ミ ジ ン で 6 時間処理 した． チ ミ ジ ン ブ ロ ッ ク は ，
0 ． 1

m M デオキ シ シ チ ジ ン を加 え る こ と に よ り解除 し た．

コ ル セ ミドく0 ． 1 ノ上gノm り を デオ キ シ シ チ ジ ン 投与 2 時

間後 に 加 えて ， M 期 で細胞周 期 を停止 させ た． M 期細

胞 数 は ア セ トオ ル セ イ ン 染 色用 に よ り観 察 し た．

亡用 ト リジンく0 ． 1 声C iノm lう を培地 へ 加 えて 3 世代間，

た ん 白質 を標識 した． た ん 白質の 放射活性 を測定し
，

培地 中の亡
3
H ト リ ジ ン の 比活性に 基き

，－た ん白質量 を

算定 した． 亡
3 2
P ト 正 リ ン酸 く5 句 8 メCiノm lう による

標識条件 は各々 の 実験 に よ り異な る の で ， その 都度示

した
．

3 2
P の 放射活性 を測定し

，
培地中の亡

3 2
P ト 正 リ

ン 酸の 比 活性 に 基 い て
，
た ん白質中の リ ン 酸残基数を

求め た．

3 ． 分裂期ま た は中間期細胞か ら の ヒ ス ト ン H l の

調整

全て の 操作 は 4
0

C で行 っ た
． 図 3 で 用 い た対数増殖

期細胞 より抽出した H l 標晶 を除い て， 以 下の 方法で

調整 した ． 細胞 を 1 0 0 0 x g ， 3 分の 遠心 で 集め， リ ン取

壊衝液生理食塩水 くp h o s p h a t e － b u ff e r e d s ali n e ， 以下

P B S と 略I で 3 回 洗 っ た ．
3 m M M g C l 2

－5 0 m M

N a H S O ，くp H 7 ．Ol
－

1 m M フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル

フ ル オ ラ イ ド くph e n yl m e th yl s ulf o n yl fl u o rid e ， 以下

P M S F と 略1 中で ， 5 0 W ， 1 5 秒の 超音波処理C B r a n s o n

社 ， U ． S ． A ．
，
タイ プ B －121 を行 い ， 細胞 を破壊した．

2 7 0 0 x g ，1 0 分の 遠心 で 沈殿を得 た． こ の 沈殿 は単離染

色体 を含み
，
分画 C と名付け た． 分画 C よ り0 ． 4 N

H 2 S O 4 中で 6 時 間あ るい は それ 以 上 捜拝 し全 ヒ ス ト

ン を抽 出した ．
1 0 0 0 0 x g ， 30 分遠心後，上 清を とり

，
4 倍

量 の エ タ ノ
ー

ル を加 え て たん ばく 質 を沈殿 させ た． 沈

殿 をア セ トン で 3 回洗 い
， 乾燥後， 水 に 溶か した．

5 ％

H C1 0 4 中， 2 時間擾押 し， H l を抽出 した ． 10 0 0 x g ，10

分 遠心 し
，
上 清は H l 分画， 沈殿 は コ ア ヒ ス ト ン分画と

した． 上 浦を 1 m M 酢酸に 対 して透析 し， 凍結乾燥し

て H l 標 品を得た．

図3 で用 い た 対数増殖期細胞か ら の H l の 抽出は以

下の よ う に 行 っ た ． 対数増殖期 に あ る 細胞 を集め，

P B S で 洗 っ た ．
1 m M ブ リ ッ ジ58 －10 m M M g C l 2－

1 m M P M S F 中 で テ フ ロ ン
ー

ガ ラ ス ホ モ ジ ナイ ザ
ー

を用 い て ホモ ジナイ ズ した． 1 0 0 0 x g ， 2 分の 遠心 後
，

0 ．2 5 M シ ョ 糖 － 3 m M C a C 1 2 M l m M P M S F 中で 更

に ホ モ ジ ナイ ズ し た． 10 00 x g ， 2 分遠心 し得られ た沈

殿 を更 に 2 回 ホ モ ジ ナイ ズ し単離核 を得 た． 単離核を

ウ ル トラ タ
ー

ラ ッ ク ス ホ モ ジナイ ザ
ー

を用 い ， 1 m M

エ チ レ ン ジア ミ ン テ トラ 酢酸 くp H 7 ．5 ト 1 m M P M S F

中で 破壊 した．
10 0 0 x g ， 1 0 分遠心 し， 沈殿 に 単離ク ロ

マ チ ン を得た． 以下 H l の 抽出は分画 C と 同様 に行 っ

た
．
た ん白質量 は L o w r y ら

瑚
の 方法 に よ っ て 求め た．

4 ． カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ及 び ポ リ アク リル アミ

ド ゲ ル 電気泳動

Bi o R e x 7 0 イ オ ン交換 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は，
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Ki n k a d e ら の 方法
工9，
に 塞く 変法 く足 立

，
大場l に よ っ

た ．
カ ラ ム サ イ ズは 0 ． 6 x 5 5 c m と し た ．

H l は塩酸グ

アニ ジン 直線濃度勾配く9 ．6 旬 1 1 ． 6 ％J をか け て溶出 し，

1 m l ず つ 分画し た．

ポリ アク リル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動 く以 下 P A G E と

鰹酎 は ディ ス ク ゲ ル に つ い て は手製 の ， ス ラブ ゲ ル に

っ い て は Bi o R a d 社 くU ．S ． A l の 装置 く1 3 ． 5 X 16 c m l

を用 い た ．

S D S － P A G E は ， L a e m m li の 系
2 0
りこ従 っ た ．

ア ク リル

アミ ド く以 下 A A m と略1 の 濃度は ， 12 ． 5 ％， ゲ ル 厚

は1 ． 5 m m と し た ． 染色 は ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ

ル ー く以下 C B B と略1 G 2 5 0 を用 い た ．

二 次元 P A G E は以 下の よう に 行 っ た ．

一 次元 目と し

て
，
酢酸一尿素 P A G E を H a rd i s o n ら の 方法

2 りに基 く

Aji r o らの 変法
51
に 従 っ て 行 っ た ． ゲ ル は 0 － 18 X 27 c m

で
， 組 成 は 2 ． 5 M 尿 素 － 5 ％酢 酸 － 1 2 ％A A m －

0 ． 08 ％ ビス A A m と した ．
電気泳動は 4

0

C
，
4 5 0 V 定電

圧， 14 時間行 っ た ． 各ゲ ル の 標準泳動位置 を定 める た

め， 対数増殖期の L 51 7 8 Y 細胞よ り抽出 した マ ー カ ー

用 H l 標晶 を， サ ン プ ル H l 標晶泳動開始 3 時間後 に ，

各ゲル に のせ ， サ ン プ ル H l と共に 泳動 した ．

二 次元 目と して， K i stl e r らの 系
221
の 変法 を行 っ た ．

ゲル は 0 ． 2 X 1 3 ． 5 X 16 c m と した ， 濃縮用 ゲ ル は， 5 ％

A A m
－

0 ． 13 ％ビ ス A A m － 20 m M K O H くp H 6 ．0 ， 酢

酸に て 調整卜用 ．3 5 ％ トライ トン X l OO と し
，
分離用 ゲ

ル は
，
20 ％A A m －

0 ． 1 3 ％ ビス A A m －60 m M K O H

くp王封 ．5
， 酢酸うー0 ． 35 ％トライ ト ン X l O O と した ．

一 次

元目の 泳動終了後， ゲ ル を ガラ ス 管よ り取り出 し，2 5 ％

グリセ リ ンー20 m M K O H くp H 6 ．0 ， 酢酸 卜 1 ％ トラ

イ トン X lO O － 0 ．0 8 ％ ピ ロ ニ ン Y に 浸 した． そ の後， 二

次元 目の ゲ ル に の せ ， 4
0

C ， 16 m A 定電流， 1 6 時間電

気泳動 した． 染色 は C B B R 2 5 0 で 行 っ た ． H l ノJ l成 分

は
，
C B B R 2 5 0 に 対 し各々 異な る色 に 染 まる の で， 小

成分の 識別を容易に する た め に こ れ を用 い た ．

染色後， ス ポ ッ ト をゲ ル より切 り出 し， 3 0 ％H 2 0 2 中

で 溶 か し た． トラ イ ト ン
ー

トル エ ン 系の シ ン テ レ 一

夕 ー を加 えて ，

3
王i ある い は

32
P の 放射 活性 を測定 し

た．

5 ． ア ミ ノ酸分析

各分画 を集め， 1 m M 酢酸に 対 して 透析 し， 凍結乾燥

さ せた ． 6 N H C l に て 1 10
0

C ， 2 4 時間加水分解 した．

アミ ノ 酸分 析は ， 日立 アミ ノ 酸分析機 835 型 を使用 し

て 行 っ た ．

6 ． た ん白質リ ン 酸化酵素の 活性測定

細胞 を P B S で 洗 っ た後， 3 mi の 1 0 m M T ri s ． H C l

くp H 7 ．5 ト 3 m M M g C1 2 くT M Bl 中で ， 5 0 W ， 1 5 秒

超音波処理 を して破壊 した ．
2 7 0 0 x g ， 1 5 分遠心 し， 上

29 3

清くS U P U と 沈殿 に 分けた． 沈殿 に T M B を加 え
， 同

じ操作 を繰り返 した． 遠心 後， 得ら れた上 清をあわ せ

て S U P I と した ． 沈殿 に 0 ．3 5 M N a Cl を加 え， 水中 90

軋 ス タ
ー

ラ
ー

で 捜拝した． 2 7 0 0 X g ， 15 分遠心 し， 上

清 くS U P 工り を得た．

た ん白質リ ン酸化酵素の 活性測定 は， L a n g a n の 方

法2 3 切 変法 に よ っ た ． 反 応は
，
1 町1 の 10 m M N a F

－

2 5 0 m M T ri s H Cl くp H 7 ．5 ト 25 m M M g C 1 2
－

5 m M ジ

チ オス レ イ ト
ー ル と

，
2 0 〆1 の S U P 工 ある い は 2 倍 に

希釈 した S U P II と ， 1 5 JLl の 水， H l 水溶液く20 JL g1 15

声11 ある い は コ ア ヒ ス トン 水溶液く50 声gノ15 ノ川 と，

5 JLl の 仁Y
－ 32
P ト A T P く61 ． 8 c p m l p m ol el を混合 し

た後， 3 7
0

C
，
5 分行っ た ． 反 応は， 5 J Ll の 0 ．1 M A T P

，

10 0 声l の 牛血清ア ル ブミ ンく1 m gノm ll を加 え， 冷却 し，

2 0 ％ トリ ク ロ ル 酢酸 を加 えて 止 め た． たん白質 を ニ ト

ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に トラ ッ プ し， トル エ ン系 シ

ン チ レ
一

夕
ー

をカロえ て
，

32
P の 放射活性 を測 っ た．

H l と コ ア ヒ ス トン は
， 対数増殖期の L5 1 7 8 Y 細胞

よ り抽出し
，
B i o R e ヱ 70 の カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ を

行 っ て ，
ノ ン ヒ ス ト ン た ん自質を除い た．

成 績

1 ． 分裂期細胞の集積 と ヒ ス ト ン H l の リ ン 酸化

細胞を過剰チ ミ ジ ン で処理 す る と， 細胞 の D N A 合

成 が抑制 され る． S 期に ある細胞 は D N A 合成阻害の

た め， S 期 一 G 2 期 う M 期の 正 常な細胞 周期 を回 る

こ とが で き な くな る． しか し
，
G 2 期， M 期， G l 期

に あ る細胞 は影響を受けず に細胞周期を進行 させ る．

X

山
てJ
亡

U

．t －

0
－＋．一一

宣

0 2 4 6

H o u r s aft e r c o I c e m 盲d a d diti o n

Fi g ． 1 ． A c c u m u l a ti o
n of m it o ti c c ell s b y c oI c e mi d

t r e a t m e n t f o1l o w i n g e x c e s s th y mi di n e tr e a t m e n t ．



2 9 4

だが ， 新 た に S 期 に 入 る こと は で きずに
，
G lノS 期の 境

界で細胞周期を停止 させ る
．
デ オ キ シ シ チ ジ ン を加 え

て D N A 合成阻害を解除し， 仁3 H コーデ オ キ シ シ チ ジ ン

を加 え D N A 合成中の 細胞 を標識 した． す ると
，
過剰 チ

ミ ジン 6 時間の 処理 で， 90 ％以上 の 細胞 の 細胞周期が

S 期あるい は G lノS 期 で 停止 してい た ．

デ オ キ シ シ チ ジ ン添加2 時間後に コ ル セ ミ ドを加 え

た
．

コ ル セ ミ ドは紡錘糸の 形成 を阻害 し， 細胞周期 は

分裂中期で停止 す る．
コ ル セ ミ ド添加後の 分裂期細胞

の割合を図1 に 示 した ． 分裂細胞 は コ ル セ ミ ド添加後

次第 に 増加 し， 5 時間後に 80 ％に 達 した ．
コ ル セ ミ ド

A

1 2

処理 が長時間に 及 ぶ と ミ ク ロ ニ ュ ク ラ イ が観察され
，

細胞は不 可逆的 な損傷 を受 ける． そ こ で
，
コ ル セ ミ ド

処理 が細胞 に 不 可逆的 な変化を もた ら し て い る か どう
か 調 べ る た め に

，
コ ル セ ミ ド添加5 時間後 に 細胞を コ

ル セ ミ ド を含ま な い 培地 へ 移し た． M 期細胞の 割合は

速や か に 減少 し， 細胞密度 は 2 倍と な っ た ． し たが っ

て
，
コ ル セ ミ ド処理 を 5 時 間行 っ て も

， 細 胞は細胞分

裂 に 関 して 生理的 な状態を維持 して い た．

上 記 の よ う な処理 を し
，
m が リ ン 酸化さ れ るか ど

う か を調 べ た
． 亡3
2
P ト 正 リ ン 酸 をデ オ キ シ シ チ ジン と

同時 に 培地 へ 加 え て， リ ン 酸化た ん白質を標識 した．

B

1 2

と温 1 早
附 ン

ミ貯 磯

Fig ． 2 ． H i s t o n e H l ph o s p h o r yl a ti o n d u ri n g c oI c e m id t r e a t m e n t ．

P r o t e in s e x tr a c t e d w i th O ．4 N H 2 S O ． f r o m f r a c ti o n C w e r e a n a l y z e d b y S D S
－ P A G E く1 2 ．5 ％

a c r yl a m i d eJ ． T h e g el w a s s t ai n e d b y C B B G 2 5 0 ． 亡
32
P ト o rth o ph o s p h a t e w a s a d d e d t o th e

m e d i u m a t th e ti m e o f ad d in g d e o x y c yti di n e ． R o m a n n u m e r al s i n P a n el A a r e s h o w n a s th e

C O r r e S p O n di n g H I s u b t y p e s a s m e n ti o n ed l a t e r くFi g ． 3
－ A J ． H I w a s e x t r a c t e d f r o m c ell s t r e a t e d

W ith c o I c e mi d f o r 3 h r s く1 a n e ll o r 5 h r s く1 a n e 21 ． A I C B B G 2 50 s t a i ni n g ． B I A u t o r a di o g r a ph i c

p a tt e r n of A ．



H l 小 成分の リ ン 酸化

コ ル セ ミ ド添加後 ， 細胞 を集め， 分画 C よ り硫酸抽出

した全 ヒ ス トン 分画 を S D S
－ P A G E で分離 した． リ ン

酸化たん 白質は オ
ー

ト ラ ジオ グラ フ イ に よ っ て検出 し

たく図2 J ． 後述 す るが ， L 51 7 8 Y 細胞の H l は 5 種の

小成分よ り成る ．
S D S － P A G E に お い て は 3 本 の バ ン

ドが検出され たく図2
－

A ユ． ヒ ス トン た ん 白質 は それ

らの移動度が ， それ らの 分子 量か ら予 想さ れ る位置よ

り大き く ずれ る た ん白質と して知 られ てい る
瑚

． した

が っ て ， H l に 関 して， 移動度の遅 い 小成分が移動度の

早い 小成分 より も高分子量 のた ん白質 で ある のか どう

か はわ か らな い ． 図 2 中の ロ ー

マ 数字に つ い て は後述

30 50 7 0 90

F r a c tl o n n u m b モー

2 9 5

する ． たん 白質の 電気泳動パ タ ー ン に コ ル セ ミ ド添加

後経時的変化は ほ とん ど見られ なか っ た ． オ
ー

トラ ジ

オ グラ フ 上 で 多数の バ ン ドが検出され た．
ほ とん どの

たん 白質の バ ン ドが
，
コ ル セ ミ ド添加 3 時間後と 5 時

間後と で 放射活性が変化 してい なか っ た ． しか し
，
H l

と H 3 の バ ン ドは 5 時間後に は 3 時間後 よ り， 放射活

性 の強 い バ ン ド と な っ た ．
こ の よ う な 条件下 で，

L 5 1 7 8 Y 細胞 の H l が M 期 に リ ン 酸化 さ れ る こ と が

わか っ た ．

2 ． カ ラム ク ロ マ トグラフ ィ に よる ヒ ス ト ン H l リ

ン 酸化体の解析

イ オ ン 交換タ ロ マ ト樹脂， Bi o R e x 7 0 を用い て ， H l

をい くつ か の小成分に分画で きる
． 対数増殖期に あ る

L51 7 8 Y 細胞の H l は こ の カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ に

よ っ て 5 つ の ピ
ー

クと なり
，
それ ぞれ 工

，
工I ， H ， 押 ，

V と した く図3 － A う． た ん 白質量 を求 め る た め に

仁
5
H ト リ ジ ン で 3 世代間， H l を標識 した． こ れ らの 分

画に 含 まれ るた ん白質 は， S D S ．P A G E で の泳動位置

が
， H l の泳動位置 と

一

致 し， 他のた ん白質の バ ン ドが

み られ な か っ た こ と， ま た その ア ミノ酸組成が， 報告

され て い る H l の ア ミノ酸組成2 5I と よく似 て い る こ と

か ら， す べ て H l である と結論 した． 表 1 に 各分画の ア

ミ ノ 酸組成 を示 した．
これ らの億は互 い に わ ずか ずつ

異な っ て お り， 各 々た ん白質と して異な ると考 えた
．

各分画を H l ノj l成 分1
，
H ， H ， 押 ， V と した ． また図

2 に
， 各小成分の S D S － P A G E に お ける泳動位置を，

ロ
ー

マ 数字で 示 した．
これ ら小成分の対数増殖期に お

Fi g ． 3 ． B i o R e x 70 c ol u m n ch r o m a t o g r a ph y o f

hi s t o n e H l ．

P r o t ei n s w e r e l a b el ed w ith P H ト1 y si n e f o r 3

g e n e r a ti o n p e ri o d s ． N o n h i s t o n e p r o t ei n s el u t e d

in r u n －th r o u gh f r a c ti o n w e r e n o t s h o w n ． A

g r a d i e n t el u ti o n w a s b e g an a t f r a c ti o n N o ． 2 0 ．

Aン H l く1 m gI f r o m e x p o n e n ti all y g r o wi n g c ell s ．

亡
3 2
P j －

O rth o ph o s p h a t e く8JL Cil m ll w e r e a d d e d t o

th e m e di u m d u ri n g o n e g e n e r a ti o n p e ri o d ．

R o m an n u m e r al s s h o w H I s u b t y p e s a n d r o m a n

n u m e r al s w ith p r l m e Sh o w p h o s p h o r yl a t e d H I

S u b t y p e s ． B I H l く0 ．5 m gl f r o m m it o ti c c ell s

h a rv e St e d af t e r 5 ．5 h r s f r o m c oI c e m id a d d iti o n

くmi t o ti c i n d e x ， 6 5％ナ． C
3 2
PコーO r th o p h o s ph a t e

w a s a d d e d t o th e m ed i u m i m m e d i a t el y a f t e r

a d diti o n o f c oI c e m i d ． T h e s u b f r a cti o n s w e r e

C all e d X
，
M I

，
M II

，
M III ， M N a n d M V in o rd e r

o f el u ti o n ． CンC o － C h r o m a t o g r a ph y of H l f r o m

m it o ti c c ell s w e r e l a b el e d wi th 亡
3
H 卜1 y si n e ．

E x p o n e n ti a11 y g r o w i n g c ell s w e r e l a b el e d w it h

亡
1 4
Cj

－

1 y si n e く0 ．0 5 p Cil m lJ f o r 4 g e n e r a ti o n

p e ri o d s ． C
3
H j

－

H l く0 ．6 m gI a n d 亡
1 4 C ト H l t O ．

3 m gJ w e r e mi x e d t o g e th e r a n d c o
－

C h r o m a t o g r a p h e d ．
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T a bl e l ． A mi n o a cid c o m p o siti o n s o f H I s u b t y p e s

I 王I 王II N Y

A S p

蝕

S e r

G l u

P r O

G l y

A l a

C y S

V al

M e t

鮎

L e u

T 叩

P b e

L y S

H i S

触

． 7

． 6

． 3

．0

． 1

． 2

．
8

一

4

5

9

7

9

0

9

． 6

． 6

． 3

． 9

． 9

月

． 0

一

2

4

7

5

0

0
0

2

． 7

． 7

8

． 0

5

月

O

一

3

6

7

6

1

8

8

． 5

． 7

． 7

． 9

． 0

． 0

． 0

一

3

6

0
0

5

1

7

8

1

1

1

2

．6

．7

．9

．3

．7

．7

．1

一

4

5

0

8

6

2

0

．9

一

．2

．9

一

．
9

一

． 9

． 4

一

．
2

一

． 8

． 5

一

仁
U

O

3

． 3

一

諸

． 9

一

． 4

一

． 1

． 1

一

6

1

4

一

言

一

．8

1

1

一

． 6

一

． 8

A
－

1

一

． 9

一

． 8

5

1

一

． 5

一

諸

6

1

一

． 2

一

諸

亡
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ける存在量は I ニ 3 4 ％，王工 ニ 20 ％，H ニ 1 4 ％，I V ニ 1 3 ％，

V ニ 18 ％で あっ た ．

リ ン酸化体に つ い て調 べ る た め に ， 培地に亡
32
Pコ

一

正

リ ン酸 を加え 一 世代培養 し， リ ン酸化体 を標識 した．

M P は 6 つ の ビ ー タとな り，工
7

， II
ノ

， H r ， 工Y
ノ

， V
r

， V
ル

と命名 したく図3
－

A l ． 各々 は
3
E の ピ ー ク よ り少 し早

く溶出し， そ れ ぞれ 小成分I ， 江， 皿， 工Y ， V の リ ン

酸化体 と思わ れ た．
I r とV

ノ

は ホ ス フ ァ タ
ー ゼ処理後 ，

再ク ロ マ トグラ フ ィ ー

を行う と， それ ぞ れ小成分 H と

V の 位置 に 溶出され， 小成分王1 と V の リ ン酸化体で あ

る こ と が確認され た ．

32
Pノ3 E 億 を計算す る と， 小 成分工 ニ 1 ． 0 3 ， 工工 ニ 1 ． 1 1 ，

m ニ 0 ． 6 6 ， 押 ニ 0 ．8 3
，
V ニ 1 ．1 2 と な り， リ ン酸化の う

け易さ はV
ノ
ー r王ン 工ン工Y ン耳ほ な っ た

． 対数増殖期 に

お い て， H l 小成分が各々 異な る 程度 に リ ン 酸化 さ れ

てい る
．
こ とが わか っ た

．

次 に M 期の H l リ ン酸化 を調べ ，
上 の 結果と対比 さ

せ た ． M 期細胞 は前述の よ うに し て集 め， 亡3 2 Pコ 一

正 リ

ン 酸 を コ ル セ ミ ドと同時に 培地 へ 加 え て， 分裂期の リ

ン 酸化体を標識 した． M 期 に お い て H l は 7 つ の ピ ー

ク に 分か れ， M I ， M II ， M llI ， M I V ， M V ， X ， Y ，

と それ ぞ れ命名 したく図 3
－

B L
3
H の ピ ー クと

さ2
P の

ピ
ー

ク はM H を除い て重 な っ て お り， M 工I 以外 の H l

は す べ て リ ン 酸化さ れて い た． 対数増殖期 の 小成分 と

の対応 を調べ るた め に ， 亡
1 －
Cコ

ー

リ ジ ン で標識 した対数

増殖期細胞の H l 標晶と混合 し， コ ク ロ マ トグ ラ フ ィ

を行 っ た く図 3 － C L 二分画M I ， M II ， M I n ， M I V ，

M V は そ れ ぞれ 小 成分I ， II ， 11工， I V
，
V と やや前方

の ほぼ
一

致 す る位置に 溶出され て い た ． し たが っ て
，

M I ， M II
，
M IIl

，
M I V

，
M V は それ ぞれ ， 小成分I

，

H
，
1Il

， 1 V ， V の リ ン 酸化体 で あ る と考 えた
． 分画X

と Y は M 期に 特有 で あ っ た ． 分 画 X に 含ま れ るたん

白質は
，
S D S ． P A G E に お い て2 本の バ ン ド とな り

， 小

成分工， II ， HI と同 じ移動度 を示 した ． ま た分 画 Y に

含 まれ る た ん白質は 1 本の バ ン ドと な り， 小成 別V
，

V と同 じ移動度で あ っ た ．
さ ら に 分画 X お よび Y の

32
P J 3 H l直がM I ， M II

，
M 工II

，
M V の 約2 倍と高い こと

，

カ ラム か らの 溶 出位置な ど か ら ， 分画 X は 小成分工
，

H の 高 リ ン 酸化体， 分画 Y は小成分IV ， V の 高リ ン酸

化体 で あ ると結論 した ．
こ の よう に

，
M 期に 特有の高

リ ン 酸化体 H l を分離す る こ とが で きた ．

3 ．
ニ 次元ポ リ アク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 による

ヒ ス ト ン H ユノJ l 成 分の リ ン 酸化の 解析

前述の よう に ，
カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ に よる解析

で は， 高 リ ン 酸化体相互 の 爽塞が あ り， 紳か な解析が

困難で あ っ た ． そ こで ， 二 次元 －

P A G E に よ る解析を

行い ， 高 リ ン 酸化体小成分相互， お よ び高リ ン酸化体

と低 リ ン 酸化体小成分の分離を試み た．

一 次元目 と して ， 酢酸 一 尿素 P A G E を行 っ た ． この

系に お い て ， リ ン 酸化さ れ た H l は泳動が遅れ ， その遅

れ の大 き さ は リ ン 酸化 の程度に 依存する．
二次元目と

し て ト ラ イ ト ン X l O O を 加 え た p H 4 ．5 － P A G E を行 っ

た ． p H 4 ．5 の 系 ヘ トラ イ ト ン X l O O を加 え る こ とで ，

L 5 1 7 8 Y 細胞 の H l を 4 本の バ ン ド に分離 で き た． ク

ロ マ トグ ラ フ で 分画 した小成分と対応させ る と， 泳動

の 早い 順 に 小 成分III ， I ， II ， I V ＋ V で あっ た ．

対数増殖期 の 細胞お よび コ ル セ ミ ド処 理 を 4 ．5 時間

行 っ た 細胞 か ら H l を 抽 出 し， 各々 ， H l を 二 次元

P A G E で分離 したく図 41 ． 対数増殖期の H l と比べ る

と
，
M 期の H l は

一

次元 目方向で 泳 動 の 遅れ が あっ

た ． 特 に 小成分II とI V 十 V で 泳動の 大き な遅 れ が認め

られ た ．
こ の こ と は， 小成分工工と工V ＋ V は他 の小成分

に 比 して
， 商リ ン 酸化体 を含む こ と を示 唆 してい た．

小成分 工 とII は， 2 つ の ス ポ ッ ト， I a と I b
，
II a と Il b

に 各々 分離 した ．
工b

，
H b は各々 小 成分 工， 工I の 高リ

ン酸化体 と思 われ た ．

酢酸 一 尿素 P A G E に よ ると， H l の リ ン 酸化の程度

と泳動の遅れ と は比 例す る ． 図 4 で 分離 した ， 各小成

分の バ ン ド の 位置お よ び拡が りか ら ， 各小成分の 分裂

期に お ける リ ン 酸化 の 程度と その 拡が り を求め た．
す

る と
，
工a ニ 1 へ 2 くリ ン 酸残基 数くモ ルIノH lくモ ル1コ，

工b ニ 3
〆 ．
－ ノ 4

，
王工a ニ 2

一
旬 3

，
工王b ニ 5 へ 6

，
小成分H工二

巨 v 2
，
工V ＋ V ニ 2 〆 － 6 とな っ た．

亡
3
H コ

ー

リ ジ ン で 3 世代以 上， 仁
3 2
P ト 正 リ ン 酸で 1 世
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代以 上 ， た ん白質と リ ン 酸化体 を 二 重標識 した． 電気

泳動後， 各ス ポ ッ トを切 り取 っ て
，

3
H と

ま2
P の放射活

健を測定 し
，
H l l 分子 あ た り の リ ン 酸残基数 を求 め

た． 表2 ． に対数増殖期 と M 期 に お け る
，
H l 小成 分の

リ ン 酸化 の程度 を示 した． 対数増殖期に お い て
，
各小

成分 は各々異な っ た程度に リ ン 酸化さ れ て お り， リ ン

酸 化の 受 け 易 さ は小成分工工ン 汀 ＋ V ン 工 ンエ工の 慣 で

あっ た
．
M 期に お い て も各々 小成分は異 な っ た程度 に

リ ン 酸化 され て お り
， 小成分 H ン 汀 ＋ V ン 工 ン 皿 の順

で高度に リ ン 酸化 され て い た ． 対数増殖期 に 高度 に リ

ン 酸化さ れて い る小成分は， M 期 に も 高度 に リ ン 酸化

され て い た
．
ま た 王b

，
工王b は各々 ， 小成分 王， H の高

リ ン 酸化型であ っ た． 小成分汀 ＋V の バ ン ド は 一 次元

目方向に ， 泳動の早い 成分か ら遅い 成分まで 存在 して

お り
，
や は り高リ ン 酸化型 と低リ ン 酸化型が あ ると思

われ た ． しか し
，
分離が 明確で な い た め， こ れ を 二 つ

に分 けな か っ た ． 小成分IV t V が こ の 二 次元 P A G E の

系で は分離で きな か っ た た め， それ らが どち ら も同 じ

程度 に リ ン酸化 されて い る の か どうか は わか ら なか っ

た ． 対数増殖期 にお い て は
，
小成分V は W よ りも 高度

に リ ン 酸化され てお り く図3 － A う M 期に お い て も両

者は異 な る程度 にリ ン酸化さ れ て い る の で は な い か と

推測され た．

また 二 次元 P A G E の 一 次元目方向の泳動位置 か ら

求 め た リ ン酸 化 の 程度 く前述1 は， I b を除 い て 表2

と ほぼ
一 致 した．

一 次元目方向の 泳動の遅れか ら求め

た 工b の リ ン 酸化の程度は， 表 2 の 値 よ り大き く， 一

致 しな か っ た
． 不

一

致の 原因は よ くわ か らな い がi 次

の よ うな こ と を可能性 と して上げられ る． 1う 分子 種

に よ っ て は， リ ン 酸化の 程度 と泳動の遅れ とが 比例 し

な い こ とも ある． 2う 小成分工 は， さ らに 2 種 の小成

分よ り成 り， 各々 の酢酸 一 尿素 P A G E に お け る原点が

異な る．

4 ． 分裂期 に お ける リ ン 酸化 の動態

コ ル セ ミ ド添加後， E l の リ ン 酸化体が蓄積 して く

る く図2 1 が， 小成分 に よっ て蓄積 に差が ある か どう

か検討 した．
コ ル セ ミ ド添加後

，
時間 を追っ て細胞 を

分取 し， H l を抽出 した．
二 次元 P A G E で 展開 し， 以

下
，
表 2 の結果 を得た方法に 従 っ て， 各時刻 に お ける

リ ン酸化の程度 を求めた ． 図5 に ， 各時刻の各小成分

の リ ン酸化の程度 を示 した ．
2 つ の ス ポ ッ トに 分離 し

た 小成分 につ い て は， そ の 平均値 で示 した ． 各小成分

とも ， M 期細 胞の増加 に つ れ て， リ ン酸化体 の蓄積が

見 られ た． そ れ らの 増加 は， 各小成分 とも ほ ぼ直線的

で， コ ル セ ミ ド添加 4 ．5 時間後 に は
， 増加が ほ と ん ど

見 られ なくな っ た ． しか し， 分裂 期細胞の増加 は こ の

時点で ま だ続い て おり ， リ ン 酸化反応 は， 分裂期 に 入

る直前 に は終了 す る と考え た． また ， リ ン 酸化反応は
，

各小 成分とも ほ ぼ 同時 に 開始され る と判断 した．

コ ル セ ミ ド添 加 2 時 間後 に は ． H a と工王b の 2 つ の

ス ポ ッ トが 見 られ た．
工工a と H b の存 在量比 は

，
コ ル

セ ミ ド添加 3 時間後 で， H a 二 H b ニ 0 ． 6 4 二0 ． 3 6
，
5 時

間後 で ， 0 ． 4 4 二0 ． 56 で あり
，
M 期細胞の 増加に つ れて

H b が 増加 して い た ． しか し， H a
，
工工b 各 々 の リ ン酸

化の 程度 は変化せず， 同 じ値で あっ た ． 工a と工b は
，

3 時 間 後 か ら観 察さ れ 4 ■ 5 時 間 後 の 存 在量比 は
，

I a ニ I b ニ 1 こ 2 であ っ た ． I a
，
II a は ， 各々 I b

， II b

へ の 中間体 と 考 えら れた が ， 全 て の 王a
，
工I a が 中間

体 か どう か はわ か ら な か っ た ．

一 部 は M 期に お い て

も
，低 リ ン酸化体の ま まと どま っ て い る か も しれな い

．

次 に
，
リ ン 酸化反応速度 を調 べ た ．

た ん白質は， 前

述の よ う に亡3 H ト リ ジ ン で標識 した ． さ ら に
，
コ ル セ

ミ ド添加後 0 ， 1 ， 2 ， 3 ．5 時間の 各時点で ， 亡3 2P ト

正 リ ン 酸を培地 へ 加 え， 1 時間後 に 細胞 を集め た． 前

述の よ う に H l を分離 し
，

32
Pノ3 H 値 を求 め た く図6 I ．

単位 時間あた り お よ び た ん自重 あた りの 3 2P のと り込

み は
， あま り経時的変化 を示 さ ず， ほぼ

一

定な い し少

し増加 の傾向を示 した． また
，
リ ン 酸化 の程度の高い

小成分 H ， 工Y ＋ V は高 い 値 を示 し た． ま た 同時に ， 培

地 中の リ ン酸濃度 を定量 し たと こ ろ， コ ル セ ミ ド処理
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期間内で は
一

定の値 で あ っ た ．

以上 の測定は み か け 上 の も の であ り
，
コ ル セ ミ ド処

理を行 っ て い る期間内の．
リ ン 酸化が脱 リ ン 酸化を伴 っ

てい る か どう か 検討 した． 亡
3 2
P ト 正 リ ン 酸 を， コ ル セ

ミ ド処理 1 時間後 か ら 1 時間培地 へ 加 え て リ ン 酸化体

を標識し た後， 細胞 を， コ ル セ ミ ド を含 み亡
32
P ト 正 リ

ン酸を含 まな い 培地 へ 移 した ． 時間を追 っ て 細胞 を分

取し， 全 ヒ ス ト ン 分画 を抽出し， H l を S D S － P A G E に

て分離 した． 図7 に ， た ん白質量 あた り の 3 2P 放射活性

を示 した．
比活性 は減少せず 一 定の値 と な り， 脱 リ ン

酸化は観察さ れ な か っ た ． しか し
，
コ ル セ ミ ド処理 が

5 時間と な っ た時点で ， 比 活性 の 低下 が見 られ
，
リ ン

酸残基の脱リ ン酸化が観察さ れ た．

■

しか し
， リ ン酸化

の 程度は低下 し てい ず， リ ン喝残基の 代謝回転が おき

ると判断した ． 前述の よう に ， コ ル セ ミ ド処理 が長時

間に 及ぶ と，細胞 に 不可逆的な損傷が お こ る．
したが っ

て， こ の 時点で観察さ れ る脱リ ン 酸化 は， その ような

不可逆的変化に 対応 した もの か も しれ な い ．

5 ． H l リ ン 酸化酵素の活性変化 と H l リ ン 酸化体

の 蓄積

H l リ ン酸化酵素の活性変化 と H l リ ン酸 化体蓄積
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の関連 に つ い て検討し た．
コ ル セ ミ ド添加後， 時間 を

お っ て細胞 を分取 し
， 細胞質分画くS U P り と ク ロ マ

チ ン 結合性た ん白質分画 くS U P 工エコに 分 け， 各々 の 分

画の た ん白質リ ン 酸化酵素の 括性を測定 した く図 8 1 ．

S U P 王 の活性は低く ， また経時的変化 を ほとん ど示 さ

なか っ た
．
S U P II で は

，
コ ル セ ミ ド添加後

，
H l リ ン

酸化酵素活性が急激に 上 昇 し
，
3 時間後 に 6 倍と な っ

た
．
4 り 5 時間後に はい く らか減少す ると思わ れた

． 分裂

期細胞 は コ ル セ ミ ド添加 4 ．5 時間後 に はま だ増加 して

お り， E l リ ン 酸化酵素 の 活性 は H l リ ン 酸化体の蓄

積と同様な変化 を示 してい た． また， C A M P 依存性 は

ほと ん どな か っ た ．
コ ア ヒ ス トン を基質と して加 え た

場合1 お よ び他の た ん 白質 を加 えずS U P H 咤含 まれ

る ノ ン ヒ ス ト ン たん 白質の み を基質と して 用 い た場合

に は
，
S U P H 中のた ん白質リ ン酸化酵素の括性は ほ と

ん ど
一 定で あっ た ． した が っ て

，
H l に 高い 特異性 を も

つ 酵素で あ る こ とが わ か っ た ． H l が リ ン酸化さ れ て

い る こ と は
， 反応後， たん 白質を S DS － P A G E で分離

し， オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ を行 っ て確か めた．

32
P の放

射活性 の ほ と ん どは H l の バ ン ド の位置 に 検出さ れ

た．
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考 察

L5 1 7 8 Y 細胞の 5 種 の ヒ ス ト ン H l 小成 分は ， 対数

増殖期に お い て， 各々異な る程度 のリ ン 酸化 をさ れ て

い た ． ク ロ マ トグラ フ ィ に よる解析結果で は， 小成分

V ノ ー 王1 ン 工 ン汀 ン1工工の 順 で 高度 に リ ン 酸 化 さ れ て い

た．

一 方
，
二 次元 P A G E の 結果で は， 小成分II ン王V ＋

V ン I ニトm の 順 で 高度 に リ ン酸化 され て い た．
ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ の 結果の 小 成分工V と V の 平均値 を考 え る

と， 二 次元 P A G E の 結果は ク ロ マ トグ ラ フ ィ の 結果に

一

致 した． 実験方法の 容易さ と感度の点か ら， 本研究

で は 主たる 方法 と して 二 次元 P A G E を採用 したが
，
こ

の 方法 でも充分解析 で き る こ とが 判明 した．

対 数増殖期の リ ン 酸化 の程度 は
，
G l 期 －

S 期－G

2 期 －

M 期， 各時期の リ ン酸化の 程度 の 平均値 と考 え

られ る． L 5 1 7 8 Y 細胞 は対数増殖期 に お い て， G l 期 ニ

1 5 ％， S 期 ニ 6 0 ％強， G 2 期 こ 1 5 ％， M 期 こ 7 ％の 分

布 を してお り
， 平均値は S 期 の リ ン酸化の 極度 に 近い

と推定され る． 染色体凝集 に 伴う リ ン酸化 と， 他 の 時

期の リ ン 酸化 は細胞核内の 事象 と して は無関係 な よう

に 思え る． 例 えば， S 期の リ ン 酸化は， D N A 複製 に伴

う ク ロ マ チ ン構造の ゆ るみ くu n f old i n gI と関係 す ると

考 えら れ， M 期で は 一 義的に ク ロ マ チ ンの 凝集が起 こ

る こ と を考 える と， ク ロ マ チ ン 高次構造の変化 は互 い

に 逆の方向に な る． し か し
，
細胞核内事象と の表面的

な対応関係が知 られ て い る の み で ， 分子 レ ベ ル で見た

場合 H l の リ ン酸化が どの よ うな効泉を もた らす か は

不 明 で ある． 対数増殖期 に お い て リ ン酸化の 程度の高

い 小成分は， M 期に お い て もや はり 高い 程度 に リ ン酸

化さ れ て い た こ と
，
M 期 に お け るリ ン酸化の 程度は各

小成分と も対数増殖期 に お け る値の 約 3 倍 で ， だい た

い 同 じ程度の倍率で リ ン 酸化が 促進 して い た こと がわ

か っ た ． こ れ らの こ と は
，
M 期 に お け る リ ン 酸化と他

の 時期の リ ン 酸化は， 基 本的に は同 一 傾 向の 効果を示

し
， 同 じ制御機構が働 い て い る こ と を示 すと 思 える．

また ， 対数増殖期に お い て も M 期に お い ても ， 各小 成

分が各 々 異 な る程度 に リ ン 酸化さ れ て い た こ と は
，
リ

ン 酸化 を通 して み た各小成分の 機能に は差異の ある こ

と を示 して い る．

M 期 に お い て ， 小成分の リ ン 酸化の程度に は各々 分

布の 拡 が りが あ っ た． 小 成分H と王V 十 V に お い て は，

小成分 H ニ 2 〆
－ 6 くリ ン酸残基 数くモ ル1ノH l くモ ルうう，

I V ＋ V ニ 2
．
勺 6 の 広 い 拡が り を見せ た．

コ ル セ ミ ド添

加 1 時 間後 に は
，
小 成分H とIV ＋ V で こ の 分布の 拡が

りが観察 され ， 分裂期細胞 の 増加に 伴い ， 低 リ ン酸化

体成分 が減少 し， 高い リ ン 酸化体成分が増加 して い た ．

したが っ て ， リ ン酸化は 除々 に お こ るの で は なく
，
極

めて 短期間 で低 リ ン 酸化体 か ら高リ ン 酸化体 へ の 移行

が な さ れ ると 考え られ る． 図5 に み られ る 小成分の リ

ン 酸化程度の 上 昇は， こ の 高 リ ン酸化体の 割合の 増加

に よ っ て い る
．

コ ル セ ミ ド添加 4 ． 5 時間後に もみ られ

る
，
こ の よう な 分布の拡が り は

，
ひ とつ に は M 期細胞

の 割合 が低い く60 ％っ と い う 技術的 な側面の 不 完全さ

に よ る こ とも 否 め ない ．

．

しか し小成分V王十 V の 拡が り



H l 小成分 の リ ン酸化

は
，
小成分IV ある い は V の 片方が低 リ ン 酸化体， 片方

が高リ ン 酸化体 と な っ て い る こ と に よ る か も し れ な

い
．
I王a は す べ て が 分裂期細胞 とな っ た時点 で は， 終

局的 に は H b へ 移行す る もの と 考えて い る ．

L 5 17 8 Y 細胞の H l 小 成分は， 高リ ン酸化型 小成分

と低リ ン酸化型小成分の 2 種に 大別 され う る． 高リ ン

酸化型 は 小成分王王と王V ＋ V で， 高 リ ン 酸 化体く4 リ

ン酸残基数くモ ル1ノH l くモ ルIう を含み ， 低リ ン酸化型

は小成分王と皿I で ある． 高リ ン酸 化体 を形 成す る分子

は
，
コ ル セ ミ ド添加4 ．5 時間後 に お い て ， 小 成分王V 十

V の 半数 と 全 王工b と し て計算す る と， 全 H l 分子 の

20 ％ とな る．

S D S ， P A G E に お け る移動 度で 比 較す る と， 高リ ン

酸化型 小成分は低 リ ン 酸化型小 成分よ り も移動度が遅

か っ た ． 他の 細胞 を用 い た研究 でも 同様 の こ と が み ら

れる．
Aji r o ら

5I
は H e L a 細胞の 2 種の H l ， H l － A と

H l － B に つ い て， H l － A は低 リ ン酸化体 ， H l － B は高リ

ン酸化体 と報告 して い る ．
H l － A は S D S － P A G E に お

ける泳動が H l ． B よ り も早い ． ま た
，
C H O 細胞 の H l

小成分工， 王i に つ い て も同様の こ とが い える之61 ． さ ら に

もう ひ と つ の 共通点と し て
，
L 5 1 7 8 Y 細胞， H e L a 細

胞岬 ， C H O 細胞261の 高リ ン 酸化型 小成分 は， い ずれ も

バ リン 含量が 低い こ とが 上 げら れ る．
ま た

，
ラ ッ ト肝

部分切除後 の再生時 に お け る H l 小成分の リ ン酸化 に

つ い て同様 の ヱ と が い え る 叩 ．
ラ ッ ト肝臓の H l は 4

種の 小成分 よ り成り， 肝再生 中の D N A 合成時 に H l

はリン 酸化 され る．
こ の 時， 小成分工工王は最 も高度 に リ

ン酸化さ れ， こ の 小成分III は S D S － P A G E に お い て遅

く泳動さ れ， バ リ ン 含量 の少な い H l で ある ． こ の よう

に
， 生物種， 細胞の 種類に よ らな い 共通 の特長が， 高

リン 酸化型小成分に は ある こと が わか っ た ．

C ol e ら
1 2I 川
は ， ウサ ギ 胸腺の 4 種の H レJ l 成分に お

い て
，
環状 ス ー パ ー コ イ ル D N A や 直線 D N A と最 も

強く相互作用 す るの は， 小成分 R T し3 で ある と報告

してい る
．
ま た

， 仔牛胸腺の 3 種 の E l ノJ l 成 分 に つ い

て
，
メ タ レ オ ゾ

ー ム 2 量体
，
環 状ス ー パ ー

コ イ ル や 直

線 D N A の 円偏光 二 色性 ス ペ ク トル の ゆ が み に 対 し

て
， 小成分 C T し3 が最も 強い 影響力をも つ 川 1 5さと報告

してい る． これ ら の 小成分 R T し3 と C T L － 3 は ， S D S －

P A G E で遅 く泳動され
，
バ リ ン含量 の 少 な い H l であ

る． S D S － P A G E で 遅く 泳動さ れ， バ リ ン含量 の 少ない

小成分が D N A やヌ ク レ オ ゾ ー

ム と強 く相互作用 す る

ことと
， そ の よ う な小 成分の リ ン 酸化の程度が高い こ

とと はな に か 関連が あ る か も しれ ない ．

H l をリ ン酸化す る酵素 くH i st o n e K i n a s el と し て

報告さ れ て い る た ん白質 リ ン酸化酵素 が い く つ か あ

る
．
ひ とつ は ク ロ マ チ ン結合性， C A M P 非依存性で，

3 01

増殖関連型 くg r o w th － a S S O Ci a te dう ヒス ト ン リ ン 酸化酵

素と名づ け ら れ た 酵素 で あ る． ま た， I 型 と工工型 の

CA M P 依存性 たん 白質リ ン酸化酵素 ほC ． 2 ． 7 ． 1 ． 3 7ン

が あ る
．
L a k e ら 細 や

， Z eili g ら
291
は c A M P 非 依存

性， ク ロ マ チ ン 結合性の 酵素活性が M 期に 上昇す る こ

と を報告 した． また ， C A M P 依存性の酵素性が M 期，

お よ び S 期に 上昇す る こ とが ， C H O 細胞301， L e y di g

工－10 細胞紺 で 観察さ れ て い る． 図 8 に 示 した よう

に
，
L 5 1 78 Y 細胞 で は， C A M P 非依存性の 酵素活性が

，

ク ロ マ チ ン結合性た ん白質分画で 上 昇した．
こ こ で観

察さ れた 活性 は， 増殖関連型 ヒ ス ト ン リ ン酸化酵素と

同 じ種類の酵素活性 と思わ れ た．
こ れ ら の 結果 は，

L a k e ら
細
や ， Z eili g ら

2 91
の 結果と 一 致する．

ま た コ ル セ ミ ド添加 3 時間後 に ， た ん白質 リン 酸化

酵素の 活性は最大と な り， 以後， 多少減少する． H l リ

ン 酸化体の 蓄積 は コ ル セ ミド添加4 ． 5 時間後 に は ほぼ

終了 して い た．

一 方 3 時間後，4 ． 5 時間後の 時点で は M

期細胞数 はま だ増加 してい た．
こ れ らの こ と か ら， 酵

素活性は M 期以前 に 高ま り， 続い て H l が リ ン 酸化さ

れ
，
M 期 に 入 る まで に リ ン酸化 は終了 す ると考え た．

細胞が M 期に 入 り， 長時間 M 期に 止 め られ ると リ ン

酸化酵素の活性 は低下す ると思わ れ る．

た ん白質リ ン 酸化酵素の 活性が， i n v it r o での 測定

で 6 倍の 上 昇を みせ た に もか かわ らず， 図5 で示 され

た ように ， リ ン酸化速度 はあ ま り経時的変化をみ せ な

か っ た
． 脱 リ ン酸化 はみ られ ずく図7 1 ， 脱リ ン 酸化で

は説明 され な か っ た ．
こ れ は

，
H l の リ ン 酸化 に つ れ

て
，
ク ロ マ チ ン の凝集が段階的に 進行 し， 基質 と して

の H l の有効性が減少 しリ ン 酸化反応が抑制さ れ ，
よ

り大量 の 酵素 を必要と す るた め か も しれ ない ．

以上 を総括す る と， 細胞が 分裂期 へ 進入 す る際に ，

そ の前段階と して ク ロ マ チ ン の凝集が お こり， そ の引

き金的な役割と して H l の リ ン酸化を伴う．
それ は短

期間に お こ り
，
ク ロ マ チ ン の 凝集をひき お こ しなが ら，

同時に H l の リ ン 酸化 も進行す る と結論で きる．

結 論

1 ． L 5 1 7 8 Y 細胞の 5 種の ヒ ス トン H l 小成分 は対

数増殖期の 細胞 で ， 各々 異 なる程度に リ ン酸化 され て

い る．

2 ． それ ら は細胞分裂期 に お い て も， 各々 異なる程

度の リ ン 酸化を され て い る ．

3 ． 各小成分 の リ ン酸 化の 程度が各々 異 な る こ と

は
， 小成分が リ ン 酸化か ら みた機能的差異をも つ こ と

を示 唆する ．

4 ． 高 リ ン酸化体と なる H l 小成分に は， 生物種， 細

胞種の遠い に よ らな い 共通の 特長が あ っ た ．
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5 ． リ ン 酸化は分裂期 に 入 る 直前 に は終了 し， B l

の リ ン酸化 に伴っ て
，
ク ロ マ チ ン の凝集が 除々 に 進む

ら しい ．
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C h r o m a ti n ．
，
A n n u ． R e v ． B i o c h e m ．

，
5 1

，
8 9

－

1 2 1 く19 8 21 ．

3 I H o h m a n ， P ． 二 T h e H I cl a s s h i st o n e a n d

di v e r sit y i n c h r o m o s o m a l st r u c t u r e ． ， S u b ． C ell u l a r

Bi o c h e m
り
5
，
8 7 － 1 2 7 く19 791 ．

4 I G u rl e y ， L ． R ．
，
D
，

A n n a
，
J ． A ．

，
B a r h a m ， S ．

S ． 鹿 T o b e y ， R ． R ． こ H i st o n e p h o s ph o r yl a ti o n a n d

Ch r o m a ti n st r u c t u r e d u ri n g mi t o si s i n c hi n e s e

h a m st e r c ell s ．
，
E u r ． J ． Bi o c h e m ．

，
8 4

，
1－15 く19 8 7I ．

5 I A ji r o ， E ．
，
B o m m

，
T ． W

．

． 鹿 C o h e n
，
L ． H ． ニ

P h o s ph o r yl a ti o n st a t e s o f d iff e r e n t H i st o n e l

S u b t y p e s a n d th ei r r el a ti o n s h i p t o ch r o m a ti n f u n
－

C ti o n s d u ri n g t h e H e L a S
－3 c el l c y c l e ． ，

B i o c h e mi st r y ， 2 0 ， 14 4 5
－

1 4 5 1 く19 8 11 ．

6 I B r a d b u r y ， E ． M ．
，
I n gli 8 ， R ． J ．

，
M a t th e w s ， H ．

R ．
及 L a n g a n ， T ． A ． こ M ol e c ul a r b a si s o f c o n t r o l o f

m it o ti c c e11 d i v i si o n i n e u c a r y o t e s ． ， N a t u r e ， 2 4 9 ， 5 5 3

－

5 5 6 く19 7 4I ．

7 I L e n n o x ， R ． W ． 鹿 C o h e n
，
L ． H ． ニ T h e h i st o n e

H I c o m pl e m e n t s o f d i v id i n g a n d n o n di vi di n g c ell s

O f th e m o u s e ．
， J ． B i ol ． C h e m ．

，
2 5 8

，
2 62 － 2 6 8 く19 8 31 ．

8ナ R o b e r t ， J ． A ． ， D o l l a ld
，
R ． S ． 鹿 P a ul

，
R ． G ． こ

T h e p r o g r a m m e d s w i t ch in 1 y si n e ィi c h hi st o n e

S y n th e si s a t g a s tr ul a ti o n ． ， C e11 ， 9 ， 1 7 1－1 7 8 く19 7 6l ．

9 I B r a n d t ， W ． F ．
，
S t ri c k l a n d ， M ．

，
C a rli sl e

，
L ．
，

W o o d s
，
D ． 鹿 H olt

，
C ． V ． ニ A hi s t o n e p r o g r a m m e

d u ri n g th e lif e c y cl e o f th e s e a u r c hi n ．
，
E u r ． J ．

B i o ch e m ．
，
9 4

，
1

－

1 0 く19 7 9ナ．

1 01 I m o h ， H ． こ C h a n g e s i n H l hi s t o n e d u ri n g

d e v el o p m e n t o f n e w t e m b r y o s ．
，
E x p ． C ell R e s ． ， 1 0 8 ，

5 7
－6 2 く19 7 7I ．

llJ S m e r d o n
，
M － J ． 鹿 I s e n b e r g ， I ． ニ I n t e r a c ti o n s

b et w e e n th e s u b f r a c ti o n s of c alf th y m u s H l a nd

n o n h i st o n e p r o t ei n s H M G l a n d 2 ．
，
B i o c h e mi st ry ，

1 5
，
4 2 42 －

4 2 4 7 く1 9 7 6J ．

121 W el c h ， S ． L ． 鹿 C ol e
，
R ． D ． こ D iff e r e n c e s

b e t w e e n s u b f r a c ti o n s o f H l hi s t o n e i n th ei r i n t e ．

r a c ti o n ． Ci r c ul a r d i c h r oi s m a n d v i s c o si ty ． ， J ． B i。1 ．

C b e m ．
，
2 54

，
6 62

－

6 6 5 く19 7 91 ．

1 3I W el c h ， S ． L ． 盈 C ol e
，
R ． D ． こ D iff e r e n c e s

a m o n g s u b f r a cti o n s o f H l h i st o n e i n r e t e n si o n of

li n e a r a n d s u p e r h eli c al D N A o n fil t e r s ．
， J ． B i。1 ．

C h e m ．
，
2 5 5

，
4 5 1 6 － 4 5 18 く19 叫 ．

1 4J Li a o ， L ． W ． 鹿 C ol e
，
R ． D ． 二 Di ff e r e n c e s

a m o n g s u b f r a cti o n s of H l h i st o n e i n th ei r in te r ．

a c ti o n s w it h li n e a r an d s u p e r h eli c al D N A ．
，J ． B i ol ．

C b e m ．
，
2 5 6

，
6 7 5 ト67 5 5 く19 8 1I ．

1 5ナ Li a o ， L ． W ． 鹿 C o l e
，
R ． D ． 二 C o n d e n s a ti o n 。f

d i n u cl e o s o m e s b y i n di vi d u al s u b f r a c ti o n s o f H l

h i st o n e ．
， J ． B i ol ． C h e m －

，
25 6

，
1 0 1 2 4 － 1 0 1 2 8 く19 81J ．

1 6I A ji r o ， E ．
，
B o ru n

，
T ． W ．

，
S h u lm a n

，
S ． D

．
，

M a C f a d d e n
， G ． M ． 鹿 C o h e n

，
L ． H － ニ C o m p a ri s o n

O f th e st r u c t u r e s o f h u m a n hi s t o n e l A a n d l B a n d

th ei r i n t r am 01 e c u l a r p h o s ph o r yl a ti o n sit e s d u ri n g

th e H eL a S －3 c ell c y cl e ．， B i o c h e m i st r y ， 2 0 ， 1 4 54
－

14 6 4

く19 8 11 ．

叩 黒 田行昭 二 動物組織培啓温 第14 章
，
共立出版，

東京 く1974I ．

18J l o w r y ， 0 ． H ． ， R o s e n b r o n g h ， N ． J ． 及

R a n d all
，
R

． J ． ニ P r o t ei n m e a s u r e m e n t wi th th e

F oli n p h e n ol r e a g e n t ．， J ． B i ol ． C h e m ．
，
1 9 3

，
2 6 5 M 27 5

く19 5 リ．

191 E i n k a d e
，
J ． M ．

，
J r ． 晶 C ol e

，
R ． D ． こ T h e

r e s ol u ti o n o f f o u r l y si n e
－ ri ch hi st o n e d e ri v e d f r o m

C a lf th y m u s ． ， J ． B i ol ． C h e m ．
，
24 1

，
5 7 9 0

－

5 79 7 く19 661 ．

2 0I L a e m m li ， U ． E ． こ Cl e a v a g e o f st r u ct u r al

p r o t ei n s d u ri n g th e a s s e m bl y of th e h e a d of

b a ct e r o p h a g e T 4 ．
，
N a t u r e

，
2 2 7

，
6 80－68 5 く1 9 701 ．

2 り H a r d i s o n ， R ． 及 C h a l k l e y ， R ． こ

P ol y a c r yl a mi d e g el el e ct r o ph o r eti c f r a c ti o n a ti o n of

h i s t o n e s ．
，
I n S t ei n

，
G ．
，
S t ei n

，J ． 8 t K l ei n s mi th ， L

くe d s －1 ， M e th o d s i n C ell B i o l o g y ， 1 7 ， 23 5－251 ，

A c a d e m i c P r e s s
，
N e w Y o rk く19 7 81 ．

2 2ナ 瓦i stl e r ， W ． S ． 及 G e r o c h
，
M ． E ． 二 A n u n u s u al

p a tt e rn O f l y s l n e
－

ri ch hi s t o n e c o m p o n e n ts is

a s s o ci a t e d w ith s p e r m a t o g e n e si s i n r a t t e sti s ．，

B i o c h e m ． B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
6 3

，
3 7 8

－

38 4

く19 7 5ン．
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23I L a n g a n ， T － A ． 二 C h a r a c te ri z a ti o n o f hi gh l y

ph o s p h
o r yl a t e d s u b c o m p o n e n ts o f r a t th y m u s H l

his t o n e ． ，J ． B i ol ． C h e m ．
，
25 7

，
1 48 3 5－14 8 4 6 く19 82l ．

瑚 打a y a s b i ， E ■
，
M a t s n t e r a ， E 一 息 O b b a

，
Y ． こ

T h e o r e ti c al c o n sid e r a ti o n o f th e a b n o r m al

b e h a v i o r of h i st o n e s o n s o di u m d o d e c yl s ulf a t e g el

el e ct r o p h o r e si s ． ， B i o c h i m ． Bi o ph y s ． A c t a ， 3 4 2 ， 1 8 5

－19 4 く19 741 ．

25I K i n k a d e ， J ． M ． 二 Q u al it a ti v e s p e ci e s diff e r －

e n c e s a n d q u a n tit ati v e ti s s u e diff e r e n c e s i n th e

d ist rib u ti o n o f l y si n e
－

ri c h h i st o n e ．
， J ． B i ol ． C h e m ．

，

2 24
，
3 3 7 5－33 8 6 く19 6 91 ．

2 61 D
，

A n n a ， J ． A ．
，
G u rl e y ， L ． R

．
息 B e ck e r

，
R ．

R ． こ H i s t o n e s H l
O
a a n d H l

O
b a r e th e s a m e a s C H O

hi st o n e s H l く工エロ a n d H l くIVl こ N e w f e a t u r e s o f H l
O

ph o s p h o r yl a ti o n d u ri n g th e c ell c y cl e ． ， B i o c h e
．

m is tr y ， 2 0 ， 4 50 卜 4 50 5 く19 8 11 ．

2 7I O h b a ， Y ．
，
H i g

．

u r a s hi
，
M ． 鹿 H a y a sh i ， Y ． 二

3 0 3

P h o s p h o r yl a ti o n o f H I s u b t y p e s i n r e g e n e r a ti n g r a t

li v e r ．
， J ． B i ol ． C h e m リ i n p r e s s ．

2 8I L a k e ， R ． S ． 及 S al z m a n
，
N ． P ． こ O c c u r r e n c e

an d p r o p e r ti e s o f a c h r o m a ti n a s s o ci a t e d F l
－ hi s t o n e

p h o s ph o k i n a s e i n m it o ti c c hi n e s e h a m s t e r c ell s ．
，

B i o c h e m i s t r y ， 1 1 ， 4 8 1 7
－

48 2 6 く19 7 21 ．

29I Z eili g ， C ． E ． 鹿 L a n g a n ， T ． A ． 二 S t u d i e s o n th e

m e c h a ni s m o f m it o ti c hi st o n e H l k i n a s e ．
，
B i o ch e m

．

B i o ph y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
95

，
1 3 7 2－13 7 9 く19 8 01 ．

30I C o s t a ， M ．
，
G e r n e r

，
E ． W ． 息 R u s s e11

，
D ． H ． こ

C ell c y cl e
－

S p e Ci fi c a c ti v it y o f t y p e I a n d t y p e II

C y Cli c a d e n o si n e 3
，

こ 5
し
m o n o－ph o s p h a t e d e p e n d e n t

p r o t ei n k i n a s e i n c h i n e s e h a m st e r o v a r y c ell s ． ， J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 5 1

，
3 3 1 3

－

3 3 1 9 く19 7 6l ．

3 1J C h ri s t e n s e n ， M ．
，
S c h w e p p e ， J ． S ． 鹿

J u rL g m a n n ， R ． A ． こ C y cli c A M P
－d e p e n d e n t a c ti v it y

i n s u b c ell ul a r f r a cti o n s o f s y n ch r o n o u sl y g r o w l n g

L e y di g ト1 0 c ell s ．， E x p ． C ell R e s ．， 1 2 4 ， 1 5
－

2 4 く1 97 9I ．

P h o sp h o r yl atio n o f H ist o n e H I S u bt y p e s o f L 5 1 7 8 Y C en s a t M it o tic P h a s e T o h ru M at s u ．

k a w a
，
D e p a rt m e n t of M ole c ula r B i o lo g y くDi r e ct e rこP r o f ． T ． K a m e y a m al ， C an C e r R e s e a rc h I n sti ．

t u t e
，
K a n az a w a U ni v e r sit y ， K a n a z a w a ， 9 2 0 ，J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 3
，
2 9 ト 30 3 く1 9 84l

K ey w o rd sニ H i st o n e H I s u b t y p e ， P h o s p h r ylati o n ， M it o tic p h as e

A b str ac t

T h e p h o s p h o r yl a ti o n o f h i st o n e H I s u b t y p e s w a s a n al y z e d in t h e p r e s e n t st u d y b y t w o
－

di m e n si o n al p o l y a c r y l a m i d e g
e l el e ct r o p h o r e si s a n d B i o R e x 7 0 c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y ． H l o f

L 5 1 7 8 Y c ell s
，
a C u l t u r e d m o u s e l y m p h o l e u k e m i c c ell st r ai n ， W e r e S e P a r a t e d i n t o fi v e s u b t y p e s ．

I n e x p o n e n ti ally g r o w in g c e11 s ， t h e d e g r e e o f p h o s p h o r y l a ti o n w a s d iff e r e n t i n e a c h s u b t y pe ．

S u b t y p e II w a s p h o s p h o r yl at e d a t t h e h ig h e st l e v el ， f o ll o w e d b y s u b t y p e I VI V ， I a n d m i n t hi s

O rd e r ． I n m it o ti c p h a s e ， t h i s d e f r e e o f p h o s p h o ry l ati o n w a s al s o d if f e r e n t i n e a c h s u b t y p e ．

H ig h l y p h o s p h o r y l a t e d H I s u b t y p e o b s e rv e d i n e x p o n e n ti al 1 y g r o w i n g c e ll s sh o w e d a hi g h l e v e l

O f p h o s p h o r y l a ti o n al s o i n m it o ti c p h a s e ． P h o s p h o r y l ati o n st a rt e d si m u l t a n e o u sl y a m o n g s u b
－

ty p e s a ft e r c o I c e m i d a d diti o n
，
a n d p h o s p h o ry l a t e d H l a c c u m u l a t e d li n e a rl y ． T h e i n c o rp o r a ti o n

r at e o f
3 2
p i n t o e a c h H I s u b t y p e w a s al m o st c o n st a n t d u ri n g c o I c e m id t r e at m e n t ． W it h in 4 h r s

O f c o I c e m i d a d d i ti o n
，
t h e p h o s p h a t e r e si d u e s i n H l d i d n o t t u r n o v e r ． T h e H l ki n a s e a ct i vit y

i n c r e a s e d si x ti m e s h i g h e r d u ri n g c o I c e m i d t r e at m e n t ．


