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緒 言

Simian virus 40(SV40)は サ ルを自然宿主

とする最 も代表的な小型DNA腫 瘍 ウイルスの

一種であって
, SV40 DNA蛋 白 複合体(SV

40ク ロマチン)は 細胞核 クロマチ ンと同様 なヒ

ストン組成とヌクレオソーム構造 を有する複製

単位(レ プ リコン)で ある.し たがって, SV

40ク ロマチンは真核細胞におけるクロマチンの

構造 とDNAの 複製 ・転写,な らびに発癌の分

子構造を調べる上に極めて有利な研究モデルで

ある1). SV40ウ イルスは許容細胞(サ ルの腎臓

細胞)に 感染す ると,そ の核内でSV40ク ロマ

チンとなって,そ の遺伝子機能の段階的発現が

起る.す なわち, SV40初 期 遺伝子の転写翻訳

によるT抗 原 とt抗 原 の合成,ウ イルスDNA

の複 製,後 期遺伝子の転写翻訳 によるウイルス

構造蛋白質V1, V2, V3の 合成 など.こ れらの

諸過程はすべて宿主細胞の酵素系によって行な

われる1～3).

SV40ク ロマチ ンのin vitro DNA複 製 は,従

来, SV40感 染 細胞の分離核や その抽出物などで

研究されて きたが3),私 共 は,真 核細胞におけ

るクロマチ ンDNAの 複製 とその調節機構 を研

究するために,な るべ くin vivoの 状 態に近 く

て,し かも種々な基質や阻害剤 および高分子蛋

白質の影響 を調べることのできるin vitro DNA

複 製系 として,低 濃度のジギ トニン処理で基質

透過性 とした細胞(permeable cell)内 に おけ

るSV40ク ロマチンのDNAの 複製 系を開発 し

た4).ジ ギ トニ ンはステロイ ド・グリコシ ドの

一種で
,コ レステロールに特 異的に結合 し5),

細胞 膜のコレステロール含量は他の膜系 よりは

るかに多 く6),低 濃 度 では,細 胞膜のみ選択的

に透過性に し,他 の内膜系は比較的無傷に保つ

ことができる4),7).

本 研究 においては,ジ ギ トニン処理 したSV

40感 染 細胞の超微構造, SV40ク ロマチンDNA

複製 系の諸条件の検討,基 質要求性 と阻害剤の

影響 などを調べた.そ の結果, DNA複 製 の至

適条件 を確立 し,本 実験系が クロマチンDNA

のin vitro複 製のみならずDNA合 成 阻害制癌

剤などの作用 を調べ る上に極めて有用な実験系

であることを明らかにした.

材 料 と 方 法

1.細 胞培養 とSV40ウ イルス感染

アフ リカミドリザルの腎臓由来株細胞(CV-

1)を10%仔 ウシ血清(Gibco Co.)添 加ME

M(DulbeccoのEagle minimum essential

 medium)で,プ ラステ ック製ペ トリ皿(LAX

製,直 径90mm)を 用 い, CO2イ ン キュベー タ

ー(5% CO2 , 95%空 気)中 で37℃ で培養 した.

 CV-1細 胞がconfluentに 達 してか ら24時 間後,

プ ラック精製 した高感染価(108～109PFU/ml)

の 小 プラック型simian virus 40(SV40)777
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株 を高MOI(50～100 MOI)で 感染 さし,ウ イ

ルス吸着約90分 間後, 3%仔 ウ シ血清 を含むM

EMを 加 えて, 37℃, CO2イ ン キュベー ターで

培養 した8).

2. SV40感 染 細胞の採集 と透過性細胞の調製

SV40感 染 後38時 間 か ら46時 間 後に,メ ジウム

を除き, 37℃ の0.05%ト リプシンー0.02% ED-

TA-PBS(-)で 一 度 洗い,再 びそれ を加 え

て, 37℃ 保 温 し,細 胞が丸 くなってか らメジウ

ム を除 き, 4℃ に 冷 した10%仔 ウ シ血清添加M

EMを デ ィッシュ当 り5mlづ つ加 えて トリプ シ

ンの作用を停止させ た.駒 込 ピペ ッ トを用いて

細胞をディッシュから剥離し,遠 心管に集めた.

以 下の操作はすべて4℃ で行った.遠 心管に集

めた細胞を静置して凝集塊をとり除き, 2,000

rpm, 5分 間遠心 して上清 をとり除いた後,沈

渣 をBuffer A(0.15M sucrose, 50mM Tris-

HCl, pH 7.4, 80mM KCl, 5mM MgCl2, 0.5

mM dithiothreitol(DTT))で 洗 い,再 度2000

rpm, 5分 間遠心 し,上 清をとり除いて沈渣 を

Buffer A 1ml当 り1000万 個 の細胞になるよう

に懸濁 した.こ の細胞懸濁液1ml当 り100～

150μgの ジギ トニン(1%ジ ギ トニン ・アルコ

ール溶液0 .01～0.015ml)を 加 えて, 25℃, 5分

間保温す ることによって,ジ ギ トニ ン処理透過

性細胞を調製した.

3. DNA合 成 反応条件 と測定法

DNA合 成 の標準 的測定条件にお いては,

 1ml中 に1000万 個 の細胞を含む ジギ トニン処理

透過性細胞懸濁液0.1ml(106細 胞,約0.5mg蛋

白質量)と 反応基質液0.15mlを 混 じ,反 応液総

量0.25mlで 反 応を行った.反 応液は最終濃度に

おいて,そ れぞれ0.1mM dATP, dCTP, dGTP,

 0.01mM〔3H〕dTTP(0.5Ci/m mole), 2mM

～5mM ATP , pH 7.4,そ れ ぞれ0.1mM CTP,

 GTP, UTPをBuffer A中 に含み,反 応温度は

37℃,反 応時間は15分 であった.反 応停止は冷

7%trichloroacetic acid(TCA)-40mMピ

ロ リン酸 ソーダ(Na-PPi)3mlを 加 えること

によって行ない,沈 殿 をガラスフィルター(GF

/C, Whatman)に 乗せ,同 液で充分 洗浄後,

酸 不溶性分画にとりこまれた放射活性 を トルエ

ン-PPO-POPOPシ ス テムで液体 シンチレー シ

ョンカウンター を用 いて測定 した.

4.電 子顕微鏡的観察法

ジギ トニン処理透過性細胞を37℃, 15分 間D

NA合 成 反応 を行 った後に, 2.5%グ ル タルア

ルデヒ ドー0.1Mカ コ ジル酸 ソーダ緩衝液で固

定, 1%四 酸 化オス ミウムで後固定,エ タノー

ル系列 で脱水,エ ポン樹脂包埋,超 薄切片,酢

酸ウラニウムと塩化鉛 で二重染色し,日 立電子

顕微鏡HU-11Dで 観察,写 真撮影 した.

5.蛋 白質定量その他

蛋 白質の定量はBiuretの 方 法,及 びLowry

らの方法によった8). DNAは 紫外線吸収(OD

 260nm/mg=20)に よって測定 した8).

結 果

1. DNA合 成 に及ぼすジギ トニン処理濃度の影響

透過性細胞を調整するためのジギ トニン処理濃度

と, DNA合 成量との関係は図1に 示すごとく,標

図1.ジ ギ トニ ン処 理 濃 度 のDNA合 成に お よぼす

影 響.

○-〇,標 準 反 応 系; ●-●,標 準 反 応 系に

1mMボ ス フ ォエ ノー ル ピル ビン酸 カ リウム,

 5mMリ ン酸 緩衝 液, 0.1mM CaCl2を 添加.

準反応系(完 全系,白 丸)で は150～200μgジ ギ

トニ ン/107細 胞/mlで 最 大であった.分 離核の

反応系でATP再 生 のためおよび核構造保護の

ためによ く使用 される1mMボ ス フォエ ノール

ピル ビン酸 カリウム(PEP), 5mMリ ン酸緩衝
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液(Pi),お よび0.1mM CaCl2を さらに添加 し

た反応系(黒 丸)で はかえってDNA合 成 量が

低下 した.ジ ギ トニン処理透過性細胞では細胞

膜は透過性になって も,ミ トコン ドリアその他

の内膜系は比較的無傷に保 たれ, ATP合 成系が

含まれるので9), PEP-Piな どの添加を必要 とし

ない.ジ ギ トニンは溶解度に限界があるので,

以後の実験 では透過性細胞の調整に100～150μg

ジギ トニン/107細 胞/mlを 至 適 濃度 として用い

た.ジ ギ トニン100μg/ml濃 度 において, DNA

合成 は細胞数106個 まで細胞数 にほぼ平行 した.

至適ジギ トニン濃度は細胞数の増加 によってあ

る程度 まで上昇 した.

2.ジ ギ トニン処理透過性細胞の電子顕微鏡的

微細構造

ジギ トニン処理 しないSV40感 染CV-1細 胞

(対 照)お よび100μg/mlの ジ ギ トニ ンで処

理したSV40感 染透過性細胞をDNA合 成 の標

準反応液で, 37℃, 15分 間 反応 した後の電子顕

微鏡像 をそれぞれ図2a, bに 示 す.ジ ギ トニン

処理透過性細胞は,電 顕像において細胞膜がか

な り破壊されているが,ミ トコン ドリアその他

の内膜系は比較的よ く保 たれている.核 は幾分

腫大 しているが,破 壊 されてお らず,ク ロマチ

ンの構造 もかな りよ く保 たれている.

3. DNA合 成反応の時 間的経過

標準反応条件下における透過性細胞のDNA

合 成反応の時間的経過は図3(白 丸印)に 示す

ごとくである.反 応は5分 まではほぼ直線的に

進み,以 後漸次減速するが, 15分 まではかな り

速い速度で進行 し,そ れ以後著 しく減退す る. 

SV40感 染 細胞のin vivoに おけるSV40 DNA

合 成1サ イクルに要する時間はおよそ15分 とみ

なされてい る3).し たが って,標 準 反応におい

ては,反 応時間 を15分 とした.反 応細胞をHirt10)

の上清 と沈渣に分けて, Hirt上 清 の酸不溶性分

画への 〔3H〕dTMPの と りこみは,細 胞全体の

それの80%以 上 を占めるので(図3黒 丸印),こ

の透過性細胞におけ るDNA合 成 の大部分はSV

40 DNAの 合 成によるもの とみなされ る.

4. DNA合 成 におけ るその他の基礎条件

1)塩 濃度:標 準反応液のKCl濃 度 を32～

300mMの 間 で調べた結果, DNA合 成は32～100

mMま で あまり変化 な く, 150mM以 上 ではかな

り阻害 されたので,標 準では80mMを 至適 と定

めた.

2)蔗 糖 濃度: 60～150mMで は あま り変化

がな く,そ れ以上では阻害 されたので, 150mM

を至 適 と定めた.

3) Mg2+濃 度: 5～7mMでDNA合 成 が

最高であったので, 5mMを 至適 と定め た.

4)反 応 温度: 4℃ ではジギ トニ ン処理 しな

い細胞 と同様にDNA合 成 が極めて低 く, 25℃

で ジギ トニン処理 し, 37℃ で反応 したものの約

10%程 度 であった.反 応の至適温度は30～37℃

であ った.

5) DTT: 0.5mM DTTを 含む標準Buffer

 AとDTTを 除いたBuffer Aと で ジギ トニン

処理 した透過性細胞につ いてDNA合 成 を比較

した結果,後 者では著 しくDNA合 成が低下 し

たので,透 過性細胞の調製にはDDTの 添加が

必要である. DNA合 成 反応 には終末0.2mM

 DTTで 充 分である. 1mM以 上 の高濃度のDT

Tで はDNA合 成がかな り強 く阻害 され る.

6) pH: DNA合 成反応時のpHを6～10の

間 で調べ た結果, pH 7.0以 下 ではDNA合 成 が

極めて低 く, pH 7.4で 最 高 とな り, pH 8.0～8.5

で は低下 し, pH 9.0で は著 しく低い(図4).

7) CV-1細 胞 のSV40感 染後の使用時期:

 SV40感 染 後36か ら48時 間 まではDNA合 成 量

があまり変化 しないが,早 い時期の細胞を使 用

する場合 には宿主細胞核 のDNA合 成 の関与 を

多く考慮 しなければならない.そ れはDNA合

成反応後,全 細胞の放射活性 とHirt上 清 に 回

収される放射活性 を測定 して比較すれば判別で

きる.

5. DNA合 成 の基質要求性

この系における効率の よいDNA合 成 は基質

として4種 のデオキシリボヌクレオシ ド三 リン

酸(4dNTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

の他, ATPとMg2+の 添加 を必要 とす る(表

1).他 の3種 の リボ ヌクレオシ ド三 リン酸(3

NTP: CTP, GTP, UTP)を さ らに添加す る

と僅かにDNA合 成量が増加する. DNA合 成

にはATP依 存性が強 く, ATPの 添加を省くと,

 DNA合 成 量が著 しく減少す る. Mg2+を 添加せ
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図2.ジ ギ トニ ン処 理 透 過 性 細 胞の 電 子 顕 微鏡 像(×4,700).

a,ジ ギ トニ ン(0); b,ジ ギ トニ ン100μg/ml処 理.
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図3.ジ ギ トニ ン処 理 透 過性 細 胞 に お け るSV40ク

ロマ チ ンDNA合 成 量 の反 応 時間 経 過 .

○-○,細 胞 全体; ●-●, Hirt上 清,共 に

〔3H〕dTMPの 酸 不 溶性分 画

図4. DNA合 成におよぼすpHの 影響.

ず, ethlenediamine-tetraacetic acid(EDTA)

を 添 加 す る と,反 応 は 完 全 に 阻 害 され る の で,

 Mg2+の 存 在 が 必 須 で あ る . N-ethylmaleimide

(NEM)を 添 加 す る と,反 応 は ほ と ん ど 完 全 に

表1.ジ ギトニン処理透過性細胞のDNA合 成にお

ける基質要求性 と阻害剤a

aDNA合 成の完全系は標準反応液でDNAへ の

〔3H〕dTTPの 取 り込み量により測定を行った.

すべての反応は完全組成のDNA合 成量を100と

して表わした.

阻 止されるので, SH基 が 活性 に関与 して いる.

基 質要求性の解析において,市 販(Boehring

er Co., PL Co.な ど)のATP(5mM)を 使 用

した場合, dATPを 除 いて もDNA合 成量の低

下が認め られず,む しろ僅かに増加することが

あったが,そ れはATPに か なりのdATPが 混

在 しているためであって,精 製 したATPあ る

いは山佐社のATPを 使 用 した結果 , dATPを

添加 しない ときはDNA合 成量が最大 となるこ

とがわかった(図5).

6. DNA合 成 阻害剤の影響

1)ア フ ィデ ィコ リン(aphidicolin):ア フ

ィデ ィコリンはDNAポ リメラーゼ αに特異的

に結合 し, DNAの 複製 を阻害する11).こ の 系

のDNA合 成 はアフイデ ィコリンの濃度の増大

に伴って漸減 し, 20μgで は5%に な り,強 く

(95%)阻 害 された(表1, 2).こ の ことはSV

40 DNAの 複 製がDNAポ リメラーゼ αによっ

て行なわれること2)と 一致 している.

2) 2´, 3´-dideoxythymidine-5´-triphosphate

(ddTTP): ddTTPはDNAの 複 製 をほ とん

ど阻害 しない濃度において, DNAの 修 復 を強

く阻害することが知 られている13).こ の系のD

NA合 成 はかな り高濃度 のddTTP(50μM)

で もほ とんど阻害 され ない(表1).こ の こ とは

SV40 DNAの 複 製にDNAポ リメラーゼ βの

関与がほとんどないものと考える.
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図5.ジ ギ トニ ン処 理透 過 性 細 胞 のDNA合 成

に お け る添 加 したdATPとATP濃 度 と

の 関係.

○-○, ATP, 5mM; 〓-〓,

 1mM; ●-●, 100μM;

 ○-----○, 0.

表2.ジ ギトニン処理透過性細胞のDNA合 成

に及ぼすアフィディコリンの濃度変化の

影響

3) Arabinosyl-cytidine triphosphate(ara

 CTP): ara CTPは 一 般にDNA合 成 の阻害剤

であるが,こ の系のDNA合 成 はara CTP

(0.6mM)に よ って高度に(85%)阻 害 される

(表1).

4)ア ドリアマイシン(adriamycin):ア ド

リアマイシンは世 界で最 も広 く使用 されている

制癌剤の一種 である.こ の系のDNA合 成はア

ドリアマ イシンの添加 で強 く阻害 され る(図6a).

 10μg/mlで 強 く(80%)阻 害 され, 100μg/ml

図6a.制 癌剤ア ドリアマイシン濃度変化によるジギ

トニン処理透過性細胞のDNA合 成 阻害.

図6b. DNA合 成 にお け るア ドリア マ イ シ ンの種 々

の濃 度 と反 応 時 間.

○-○,ア ドリアマ イ シ ン(0);

●-●, 1μg/ml; 〓-〓, 5μg;

△-△10μg; ■-■, 50μg
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でほ とんど完全に(96%)阻 害 された。図6b

はア ドリアマイシンの種 々な濃度(そ れぞれ,

 0, 1, 5, 10, 50μg/ml)に お けるDNA合

成量の時間的経過 を示す.

1μg/mlで はほ とん ど阻害が認め られないが5

～50μg/mlで は濃度に応 じて強い阻害が認め

られ, 50μg/mlで はほとんど完全に阻害される.

ア ドリアマ イシンは反応のは じめに加えておい

ても,ま た反応の進行途中に添加 しても直ちに

阻害がかかる.(図6c).し たがってこの系は

図6c　 DNA合 成 反 応 進行 過 程 に お け るア ドリア マ

イシ ン添加 の 影響

〇-〇,ア ドリアマ イ シ ン, 0;

●-●,ア ドリアマ イ シ ン10μg/ml反 応 開始

時 添加; ●-----●, 5分 間 反 応 後 添加; ●---●,

 10分 間 反 応 後 添加; ●----●, 15分 間 反 応 後 添加

ア ドリアマイシンな どの制癌剤 によるDNA合

成 阻害作用 をin vitroで 調 べる上に有用である。

考 察

生細胞ではDNA合 成 の直接の基質であるデ

オキシ リボヌクレオシ ド三 リン酸(dNTP)や

その前駆体のヌクレオチ ドは細胞膜を通過 し得

ないので,一 般に リン酸の結合 していない前駆

体デオキシ リボヌクレオシ ド(dN)の 一種の標

識化合物 〔3H〕チ ミジンを前駆体基質 として添

加 し,そ の酸(TCA)不 溶性分画への とりこみ,

す なわちDNAへ の とりこみ を測定 して, in

 vivoのDNA合 成が調べ られて いる.し か し,

生細胞ではDNA合 成 の反応過程の解析が難か

しい. SV40ク ロマチ ンDNAのin vitro合 成

は一般に分離核や その抽 出物 で行われているが,

効 率のよいDNA合 成 には細胞質抽出物の添加

が必要である3).最 近,生 細胞のin vivo合 成

を反映 し,し か もDNA合 成 の直接の基質であ

るデオキシリボヌクレオシ ド三 リン酸(dNTP)

を基 質 として真核細胞のin vitro DNA合 成 を

研究するために,種 々な方法で細胞 を処理 して,

細 胞膜を基質(ヌ クレオチ ド)透 過性 にした

permeable cell系 が利用 されている4,14～17).透

過 性細胞の調製法 として, 2-メ ル カプ トエタノ

ールでの低温処理
,種 々なデ ターゼ ン ト,低 張,

高 張,ジ エチルア ミノエチル ・デキス トラン,

お よび リゾレシチンなどによる処理が行 なわれ

ている4,14～17).しか し,こ れ らの処 理の中,温

和 なものは基質は透過 して も高分子は透過 し得

なかったり,デ ターゼン ト処理では,細 胞膜の

みならず細胞内膜系が障害され,細 胞や核の著

しい腫大 を来 し,ミ トコン ドリアの酸化 的 リン

酸化 も障害されて, ATP再 生系の添加が必要 と

なる.私 共は低濃度のジギ トニ ン処理透過性細

胞が真核細胞の クロマチンDNAのin vitro複

製 や ミトコン ドリアの酸化的 リン酸化の研究に

極めて有用であることを見出 した4,9).ジ ギ トニ

ニンはステロイ ド・グリコシ ドの一種で,コ レ

ステロールその他 の β-ヒ ドロキシ・ステロイ ド

に特異的に結合する5).細 胞 膜 の コレステロー

ル対 リン脂質の分子比は他の内膜系よ りはるか

に高いので6),低 濃度 の ジギ トニ ン処理によっ

て,細 胞膜 を選択的に透過性にし,他 の内膜系

を比較的無傷 に保つ ことがで きる.そ のこ とは

本研究における電子顕微鏡的超微構造の観察に

よって裏付け られた.そ して本実験系では細胞

質抽出物やATP再 生 系を添加 しな くて も効率

のよいDNA合 成 が行なわれ ることを示 した.

さ らに本実験系では外か ら添加 したフェリチン

のような生体高分子が細胞質内のみならず,核

内にも侵 入することが電子顕微鏡的に証明され
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るので(未 発表),種 々 なDNA合 成 基質,前 駆

体のみならず,抗 原や抗体その他の蛋 白質の添

加 によって,ク ロマチンDNAのin vitro合 成

制御 を解析することができる.

SV40感 染細胞のHirt上 清分画のDNAが

大部分SV40 DNAで あ ることは一般的常識で

あ り10),本 実験系におけるSV40感 染透過性細

胞のDNA合 成 の80～90%がHirt上 清 に回収

されることは,本 実験系におけるDNA合 成 の

大部分がSV40 DNA合 成 に よるものであるこ

とを示 している. Hirt上 清 より精製したDNA

を1.4%ア ガロースゲル電気泳動 し,エ チジウムブ

ロマイ ド染色すると, SV40 DNA-I型, II型

お よび複製中間体が観察 される4).ま た 〔α-32P〕

d CTPを 基 質 として合成されたDNAの ア ガ

ロースゲル電気泳動 のオー トラジオグラフィー

の時間的経過の観察によって, SV40 DNA複

製 中間体, II型,お よびI型DNAの 生成が証

明されている4).し たがって,こ のジギ トニ ン

処理透過性細胞は真核細胞におけ るクロマチ ン

DNAのin vitro複 製の研究に極めて有用な実

験系 として役立つ もの と考えられ る.

要 約

真核細胞におけるクロマチンDNAの 複製 と

その調節機構 を研究するために, SV40感 染細

胞を低濃度のジギ トニン処理 し,基 質透過性 と

した細胞(permeable cell)の 超 微構造 と同細

胞内におけるSV40ク ロマチンDNA複 製 系の

諸条件 を検討 し,基 質要求性 と阻害剤や制癌剤

の影響 を解析 した.そ の結果, ① 至適なジギ ト

ニン濃度(100～150μg/ml),処 理 温度(25℃),

塩 濃度(50～100μM KCl),蔗 糖 濃度(0.1～

0.15M), Mg2+濃 度(5～7mM),反 応 温度

(30°～37℃)な どの基礎的諸条件 を決定 した.

 ② このジギ トニン処理透過性細胞は超微構造的

に細胞膜は障害 されているが,他 の内膜系や核

クロマチンは 比較的よ く保 たれている. ③ この

透過性細胞系では,細 胞質抽出液 を加 えな くて

も,基 質としての4種 のデオキシ リボヌクレオ

シド三 リン酸(d ATP, d CTP, d GTP,各0.1mM,

 dTTP, 0.01mM)の 他, ATP(2～5mM)

とMg2+(5mM)の 添加 で効率のよいDNA

合 成 が行 なわれる. ④EDTA, NEM,ア フ ィデ

ィコリン, ara CTPでDNA合 成 がほ とん ど

完全に阻害 され, dd TTPで は全 く阻害されな

いので,こ の系のDNA合 成 は複製的DNA合

成 であ る. ⑤ ア ドリアマイシンなどの制癌剤で

SV40 DNAの 複 製が直ちに強 く阻害 されるこ

とを見出 した.

したがって,本 実験系は真核細胞におけるク

ロマチ ンDNAのin vitro複 製の研究のみなら

ず,ア ドリアマイシンなどのDNA合 成 阻害制

癌剤の作用 を調べ る上 に極めて有用な実験系 と

して役立つ もの と考えられる.
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The ultrastructure of digitonin-treated permeable cells and various conditions for 

DNA replication of SV40 chromatin as well as the requirements for and inhibitors of 

DNA synthesis were analyzed. Electron microscopy of the permeable cells revealed that 

the plasma membrane was injured but inner membranes and nuclear chromatin remained 

relatively intact. Efficient DNA replication of SV40 chromatin in the present system 

requires the addition of dATP, dCTP, dGTP, dTTP, ATP and Mg2+. Complete repli

cation of SV40 chromatin DNA occurs without addition of cytosol. The DNA synthesis 

is almost completely inhibited by ethylenediamin-tetraacetic acid, N-ethylmaleimide, 

aphidicolin, and arabinosyl-cytidine triphosphate but not by 2•L, 3•L-dideoxythymidine 

-5•L-triphosphate, showing that the DNA synthesis is replicative. Adriamycin strongly 

inhibits the DNA replication, and the addition of adriamycin in the process of reaction 

immediately stops the DNA replication. Thus, the digitonin-treated permeable cell system 

serves as a useful system for studying in vitro replication of chromatin DNA in eukaryo

tic cells as well as for studying the in vitro action of adriamycin and other antitumor 

drugs which inhibit DNA replication.


