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電位依存性カルシウムチャネルγ-8遺伝子

欠失誘導型マウスの作製
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要 旨

小脳運動失調と欠神 て ん か んを特徴とする変異 マ ウ ス St a rg a z e r の解析に より
,

そ の 原因遺

伝子 で ある st a rg a zi n ( Ⅵ) C C γ- 2) が A M P A 型受容体と機能的に密接な関係にある こ とが示

された . こ の 分子と相 同性 が高 い 電位依存性カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ( V D C C) γ
-

3 , 4
,

7 , 8 も,

A M P A 型受容体 の機能発現に重要な補助的サ ブ ユ ニ ッ トで ある こ と が示唆されて い る が, 個体

レ ベ ル で の 解析 に乏 しく
,

その 機能や綬割分担 に つ い て は未解明の 部分が多 い ･ 本研究で は海

海 で高 い 発現を示 す γ
-

8 サ ブ ユ ニ ッ トに着目 し
, 海 馬 C A 3 特異的に こ の 分子を欠失 させ

,

A M P A 型受容体を介 した脳の 分子機構 の 解明を計画 し た . そ の ため に C r e/1 o x P シ ス テ ム によ

り, 部位 ･ 時期特異的に V D C C γ
-

8 を欠失で きる マ ウ ス γ 8 - fl o x 系統を樹立 した ･ そ し て こ

の マ ウ ス と全身で C r e リ コ ン ビネ - ス を発現する マ ウ ス とを交配する こ と により Ⅵ) C C γ
‾

8

が C r e 活性依存的に欠失する こ とを確認した. さらに
,

V D C C γ- 8 の欠失 は
,
A M P A 型受容体

の タ ン パ ク 発現 に選択的に影響を及ぼすこ とも示唆された . 本研究 で樹立 した V I) C C γ‾8 K O

マ ウ ス は, 特に A M P A 型受容体 の関与する神経分子機構 の個体 レ ベ ル で の 解析 にお い て有用な

ツ
ー ル となると考え られる .

キ ー

ワ
ー ド : V D C C

γ
サ ブ ユ ニ ッ ト,

コ ン デ ィ シ ョ ナ ル タ ー ゲ テ ィ ン グ法,
C r e/1 o x P シ ス テ

ム
,
fl o x マ ウ ス , K O マ ウ ス

, A M P A 型受容体
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は じ め に

St a r g a zi n は 4 回膜質適領域 と C 末端に P D Z 結

合 ドメ イ ンを持つ タ ン パ ク質で あり, 小脳 の 運動

失 調 と て ん か ん の 一 形態 で あ る 欠 神 て ん か ん

( a b s e n c e e pil e p s y) を示 す変異 マ ウ ス st a r g a z e r

マ ウ ス の原因遺伝子 と して同定 された 1)
.

こ の マ

ウ ス の 解析 に お い て小脳 願粒細胞で の A M P A 型

グ ル タ ミ ン酸受容体応答の消失が報告され た こ と

か ら 2)
,

st a r g a zi n と A M P A 型 受容体が 機能的 に

密接 な 関係 に あ る こ と が示 唆 され た . そ の 後 ,

St a rg a zi n c D N A を小脳穎 粒細胞 に発現 させ る と

A M P A 応答 が 回復する こ と が示 され , St a r g a zi n

が A M P A 型受容体を細胞表面に出現 させ る と い

うモ デル が提唱 さ れた 3)
. さらに 近年,

こ の 分子

が A M P A 型 受容体 の チ ャ ネ ル 活性を直接に調 節

する 補助 的サ ブ ユ ニ ッ トで ある こ と が 山崎 ら 4)

に より示 さ れた . こ の 知 見 は , T o m it a 等 5) に よ

っ て最近になり確認 された .

St a r g a zi n は電位依存性 C a
2 ＋ チ ャ ネ ル γ

-

1 サ

ブ ユ ニ ッ ト ( VI) C C γ
- 1) と相 同性 が高 い こ と

よ り Ⅵ) C C γ- 2 と 名付 け られて い る . 他 に も,

これ ら の分子 と相同性の あ る遺伝子 が晴乳動物の

ゲ ノ ム 上に は 6 個 コ ー ドされており,
Ⅵ) C C γ- 3

-

γ - 8 と 呼 ば れ て い る 6)
. 小 脳 腰 粒細 胞 や

Ⅹe n o p u s o o cy t e を用 い た解析 などか ら, γ- 2 以

外に γ- 3 , 4
,
7

,
8 も A M P A 型受容体の チ ャ ネル

活性の 上昇や細胞表面 へ の 出現を促進する こ と が

示 されて おり 3) I 5)7) 8)
, A M P A 型受容体の機能発

現 に必須な補助的サ ブ ユ ニ ッ トで あると推定 され

て い る .
これ ら の γ サ ブ ユ ニ ッ ト は脳 に お い て 相

補的 な発現 パ タ ー ン を示 し
,

St a r g a zi n は小脳 に
,

γ
-

3 は大脳 皮質に
, γ

- 4 は ほ ぼ脳全体に分布す

る が
, 特に線条体とグリア細胞に

,
そ して γ- 8 は

海 馬 に お い て そ れ ぞ れ 高 い 発 現 を 示 す 7 )

St a r g a zi n 以外 の 分子 で は 個体 レ ベ ル で の 解析 に

乏 しく , その 機能や 役割分担に つ い て は未解 明 の

部分 が多い .

そ こ で
, 本研究で は海海で 高い発現を示すγ

-

8

サ ブ ユ ニ ッ トに 着目 し, 海 馬 C A 3 特異 的 に こ の

分子を欠失 さ せ
, A M P A 型受容体を介した脳 の 分

子機構の 解明 を計画 した . その た め
, 遺伝子 ノ ッ

ク ア ウ トが誘導可能 な C r e /1 o x P シ ス テ ム に よる

コ ン ディ シ ョ ナ ル タ ー ゲテ ィ ン グ 法を用 い て,
マ

ウ ス を作成する こ とに した
.

材料と方法

γ
- 8 遺伝子の ク ロ ー

ニ ン グとタ ー ゲテ ィ ン グベ

クタ ー

の作成

C 57 B L/ 6 マ ウ ス の ゲ ノ ム をテ ン プ レ ー

ト と し

て P C R を行 い
,

プライ マ ー G 8i n - F (5
-
- A G G G C

A T A G C A C
′

Ⅰ 皿 C C C 1 3
r) , G 8 e 2 - R ( 5 l -

A C G -

T A C G G A G C A G G T A C T C C - 3
T

) を用 い て 6 . 5k b p ,

G 8 e 2 - F (5
-
- C G T G A A G A T C A A C C A m C C -

3り,

G 8 I 6 (5 L T A C A T G G A G A T G T C C G T G G A - 3
'

)

を用 い て 4 .1 k b p の D N A 断片を増幅 した . こ れ ら

の P C R 産物を p Blu e s c ript Ⅱ K S ( - ) の E c o R V

サ イ ト に サ ブク ロ
ー ニ ン グ し

, それ ぞれ p5
■- 1

,

p 3
■
- 1 を得た.

次 に
,

こ れら の サ ブク ロ
ー ン を用 い て タ

- ゲテ

ィ ン グ ベ ク タ ー を作製 した
. p 3

- -

1 をテ ン プ レ ー

ト と して Ⅹb o I リ ン カ
ー を つ けた プライ マ ー P 5 1

( 5
†- C C C C T C G A G C C A G A G T G G C A G A A T A A

G G G I 3
I

) i p 3 I (5 L C C C C T C G A G T A C T C A C A G

T C T G A G C A G G C - 3 り を 用 い た P C R ( pf u Ult r a

H i gh - Fid elity D N A p ol ym e r a s e
,
S t r at e g e n e) %

行 い
, P C R 産 物 を Ⅹb o I で消化 して 4 86 b p の フ

ラ グ メ ン トを得 た .
こ の フ ラグ メ ン トを,

E R T 配

列で挟 ん だ p g k
-

n e o - p A カ セ ッ トの 両端に1 o x P

配列を挿入 した配列 を持つ p Blu e s c rip t を ベ ー ス

に した ベ ク タ ー

p N e o - M C /1 o x # 5 の Ⅹb o I フ

ラ グ メ ン ト 5 k b p と ラ イ グ ー シ ョ ン し
, p G 8 -

N e ol o x と した
. ま た, p 3

I- 1 を テ ン プレ ー ト と し

て , K p n I リ ンカ ー を つ けた プライ マ
ー

G 8 - E 3 F

( 5 し C C C G G T A C C T A G C C T G C T C A G A C T G T

G A G - 3
1) と G 8 - K 3 R (5

L
C C C G G T A C C T A C A T

G G A G A T G T C C G T G G A - 3り を用 い た P C R を行

っ た
. 得られ た P C R 産物を K p n I で 消化 して

,

2 .9 k b p の フ ラ グ メ ン トを作成 した
.

こ の フ ラグ メ

ン トと p M C I D T A p A の N o t I - Hi n d Ⅲ (平滑化)

に マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サイ トを挿入 した ベ ク タ
ー
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P D T - M C # 3 の K p n I フ ラ グ メ ン トをライ ゲ -

シ ョ ン して
, p G 8 - D T と した . 5 ■相同組換え領域

は , p 5
し

1 の Hi n c I - B si W I フ ラ グ メ ン ト

6 .5k b p , およ び p 3
L
l の B si W I -

K p n I フ ラ グ

メ ン トで あ る 0 .7k b p , p G 8 - N e ol o x の Hi n c I -

K p n I フ ラ グ メ ン トと の ライ ゲ - シ ョ ン を行 い
,

p G 8 - 5
1
N e ol o x と した

.
こ の p G 8 - 5

IN e ol o x の S al

I - A s ° I フ ラ グ メ ン ト 9 .4k b p と p G 8 - D T の S al

I - A s c I フ ラ グ メ ン ト 7 .3 kb p を ライ ゲ - シ ョ ン

し て
, 全長 1 6 .7 k b p の タ - ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー

t v G 8 - fl o x を作成 した
.

C 57 B L /6 E S 細胞 の培養

遺伝子組換え マ ウ ス は C 57 B L/ 6 マ ウ ス 由来細

胞株 R E N K A 細胞 ( 崎村らが樹立) を用 い て作出

した . なお, E S 細胞培養の詳細 に つ い て は
, 北山

ら 9) の 報告に従 っ た .

S al I に て直線化 した t v G 8 - fl o x を, 25 0 V , 9 60

〃 F , R - ∞ の 条件で エ レ ク ト ロ ボレ ー シ ョ ン によ

りの E S 糸田胞 に導入 した. トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

後 3 8 か ら 48 時間後に G 41 8 (175 m g/ m l) 選別 を

開始 し
,
7 日後 に耐性 コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し

た
.

こ れ ら コ ロ ニ ー か ら D N A を抽出し, サザ ン

プ ロ ッ ト解析により標的遺伝子組換えを起 こ した

E S 細胞 ク ロ
ー ン を同定 した .

こ れら の E S 細胞ク

ロ ー ン を 8 細胞 期 の I C R マ ウ ス 歴 に マ イ ク ロ イ

ン ジ ェ ク シ ョ ン し
, 胸腔期まで 培養 した 後, 偽妊

娠 した I C R マ ウ ス の 子宮に移植 した . 得られ たキ

メ ラ マ ウ ス を C 57 B L / 6 マ ウ ス と交 配 して遺伝子

組換え マ ウ ス 系統を樹立 した .

サザン プロ ッ ト解析

ネオ マ イ シ ン 耐性を持つ E S 細胞 ク ロ ー ン の ゲ

ノ ム D N A
,

も しく は マ ウ ス 尾 より抽出 した ゲノ

ム D N A を B gl II
,
K p n I あ る い は S p e I で消化 し

,

o .6 % あ る い は 0 .8 % ア ガ ロ - ス ゲ ル で 電気泳動

を行 っ た .
これ をナイ ロ ン メ ン プ レ ン に転写 し 4

種薄の プ ロ
ー ブ (5

r

, n e o , 3
-

, 5
'i n) を用 い て ハ イ プ

リダイズ した
1 0)

ゲ ノ ム D N A をテ ン プ レ ー ト と して
,

プライ マ

ー

5
'

p r o b e F (5
'
- T C A m C T C A G T G A G G A G A C -

3
'

) と 5
-

p r o b e R ( 5 r- A G T A A C A A T A C C C T C T T G

G C - 3り を用 い た P C R を行 い
, 得 られ た 35 6b p

の P C R 産 物 を 精製 し て 5
1 プ ロ

ー ブ と し た .

c 57 B L/ 6 の c D N A をテ ン プ レ ー

ト と して
,

プラ

イ マ
ー

3
-

p r o b e F ( 5 し G C G T C A C G G T C A C A G T -

c A C C I 3
T

) と 3
-

p r o b e R (5 r- G C C T C C A C A T G C A I

C A C A G C A - 3
T

) を用 い た P C R を行 い
,

510 b p の

フ ラ グ メ ン ト を 精製 し て 3
I 7

o

ロ
ー ブ と し た .

p G K 2 N e o
l l) より P st I フ ラ グ メ ン ト の 580 b p を

精製し, N e o プ ロ
ー ブと した . p 3

- -

1 の B si W I -

K p n I フ ラ グ メ ン トで あ る 7 00b p を精製 し, 5
-
i n

プ ロ
ー ブと し た . それぞれ の プ ロ

ー ブの 位置を図

1 A に示 した .

B gl I で消化した ゲノ ム で は 5 ザ ロ
ー ブにより,

野生 型 10 .5 k b p , N e o 型 12 .2 k b p を検出 した ( 図

1 B
,

2 A) . B gl Ⅱで消化した N e o 型 の ゲノ ム に お

い て は N e o プ ロ ー ブに より 5
■プ ロ

ー ブと同様 の

1 2 .2k b p を検出 した ( 図 1 B) . K p n I で消化 した

ゲノ ム で は 3 プ ロ ー ブにより, 野生型 21 k b p ,
N e o

型 13 k b p を検出した ( 図 1 B) . S p e I で消化 した

ゲ ノ ム で は 5 1i n プ ロ
ー ブに より , 野 生型 4 .6k b p ,

K O 型 4 .2k b p を検出 した ( 図 3 A ) .

p c R 角牢析

ネオ マ イ シ ン耐性を持つ E S 細胞 ク ロ ー ン の ゲ

ノ ム D N A
, も しく は マ ウ ス 尾よ り抽出 した ゲ ノ

ム D N A をテ ン プ レ ー トと して ,
プライ マ ー

g 8 -

47 7 F (5
'
- A G T C C G G G m C C A G C A T C T - 3

1) ,
と

g 8 - i n 3 R2 (5
l
- G A G T C T C T A A A A C A G C T A G G - 3

')

を用 い て K O D D a sh ( T O Y O B O) によ る P C R を

行 っ た
.
2 0/o ア ガ ロ - ス ゲル を用 い た 電気泳動に

よ り , 野 生 型 4 00 b p ,
N e o 型 48 0b p を 検 出 し た

( 図 1 C , 2 B) . また
,

プライ マ ー

g 8 - i n 2 F (5
-
- C T

C A G A A A C C G C A G A A T C T G - 3り と g 8 - i n 3 R2 を

用 い て P C R を行 い
, 野生 型 8 40 b p ,

K O 型 42 0b p

を検出した ( 図 3 B) .

R T
-

P C R 解析

野生 型 および K O マ ウ ス 大脳 より ,
グ ア ニ ジ

ン ･ 酸性 フ ェ ノ ー ル 法 ( IS O G E N
,
Nip p o n G e n e

,

T o k y o , J a p a n) で t ot al R N A を抽出した
･
t o t al R N A
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図 1 St a r g a zi n f am ily γ 8 - fl o x マ ウ ス の 作製

A . γ 8 c D N A
, 遺伝子, タ - ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー (t v G 8 - A o x)

,
タ - ゲテ ィ ン グ後の遺伝

子 ( γ 81o x

; 血 e o) ,
F R T 配列 間 の 組換え に よりネオ マ イ シ ン 耐性遺伝子 を除 い た遺伝子

( γ 81o x

; - )
,
1 o x P 配列間の 組 み換え により エ ク ソ ン 3 を欠失し た遺伝子 ( γ 8 ‾‾) の 構

造を示 した
. c D N A の 灰色 の 部分 は 膜貫通領域を示 して い る. タ -

ゲ テ ィ ン グ後 の 遺伝子

構造 の 下 に サ ザ ン プ ロ ッ ト に 用 い た プ ロ ー ブを灰色 の 長方形 (5 -
; 5 -in ; n e o; 3り で

,
P C R

に 用 い た プ ラ イ マ ー ( a
,
i n 2 F ; b

,
F P - 0; c , 4 7 7 F ; d

,
i n 3 R 2) を矢印で 示 した . 黒 い 長方形

,

エ ク ソ ン ; B
,
B gl II ; K

,
K p n I ; S ,

S p e I ; 黒 い 三角形, 1o x P 配列 ; 半円, F R T 配列 ; D T
,

ジ フ テ リ ア毒素 A 断片遺伝子 カ セ ッ ト ; n e o , p g k - n e o - p A カ セ ッ ト.

B . E S ク ロ ー

ン の サザ ン プ ロ ッ ト に よ る遺伝子型解析. E S 細胞より抽出 し た ゲ ノ ム D N A

を B gl II で 消化 し
,

5'
7

o

ロ ー ブで ハ イ プ リ ダ イ ゼ - シ ョ ン を行 う と 野生型 1 0 .5 k b p , γ

81 o x

; n e o 型 1 2 ･2k b p が検出され
,

n e o プ ロ ー ブで は
γ

8l o x

; n e o 型 1 2 .2 k b p の み が検出さ

れ る . D N A を K p n I で 消化 し
,
3 1

7
o

ロ ー ブ で ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン を行 うと野生型

2 1 k b
, γ 81o x

; n e o 型 1 3 k b p が検出され た .
マ ー カ ー は 人/ St yl dig e s t . ＋/ ＋

,
野生型 ; ＋

/ 丑o x
,
陽性ク ロ

ー

ン (1 1 1 - 3 9) .

C . 陽性 E S ク ロ ー

ン (1 1 1 - 3 9) の P C R に よ る遺伝子型解析. E S 細胞より抽出 し たゲ ノ

ム D N A を テ ン プ レ
ー トと して プ ラ イ マ ー

g8 - 4 7 7 F と g8 - i n 3 R 2 間を増幅す る P C R を行

うと野生型 4 0 0b p ( D ) , γ 81 o x
: n e o 型 4 8 0b p ( ト) が検出 さ れ た

. ＋/ ＋
, 野生 型 ; ＋

/ fl o x
,
陽性 ク ロ

ー

ン (1 1 1 - 3 9) .
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A

1 2 .2 k b p ■声

1 軌5 k b 野E >

A

㌔ 滅
B

㌔ 威

慧:監冨琵

図 2 γ 8 - fl o x マ ウ ス 系統の樹立

A . キ メ ラ マ ウ ス 及び キ メ ラ と C 5 7 B L/ 6 の F l マ ウ ス の 尾 より抽出 し

た ゲ ノ ム D N A の サザ ン プ ロ ッ ト に よる遺伝子型解析. D N A を B gl II

で消化 し
,
5 T 7

o

ロ ー ブで ハ イ プリ ダ イ ゼ -

シ ョ ン を行 っ た . F l の マ ウ

ス に お い て 野生型 1 0 .5k b p ( D )
, γ

81 o x

; n e o 型 1 2 .2 k b p ( ト) が検出

され た .

B . 陽性ク ロ
ー

ン の P C R に よ る遺伝子型解析. E S 細胞より抽出 し たゲ

ノ ム D N A をテ ン プ レ
ー ト と し て プ ライ マ ー

g8 - 4 77 F と g8 - in 3 R 2 間

を増幅す る P C R を行 うと野生型 4 00 b p ( ”) , γ 81o x

; n e o 型 4 8 0b p

( ト) が検出され た .

ヰl ＋ ＋! ･ ネ
B

＋j ＋ ＋l ･ ･! ･

蓋萱琵琶
雪男監欝臣

図 3 γ 8 - n ull K O マ ウ ス 系統の 樹立

A . 野生型と ヘ テ ロ K O マ ウ ス の 尾より抽出 した ゲ ノ ム D N A の サザ ン

プ ロ ッ ト に よる遺伝子型解析 . D N A を S p e I で消化 し
,
5 ■in プ ロ

ー ブ

で ハ イ プリ ダイ ゼ -

シ ョ ン を行 っ た. 野生型 4 . 6k b p ( D ) , γ
81 o x

; K O

型 4
,
2 k b p ( > ) が検出された .

B .
K O マ ウ ス の P C R に よ る遺伝子型解析.

マ ウ ス の 尾 より抽出 し た ゲ

ノ ム D N A をテ ン プ レ
ー トと し て プ ライ マ ー

g 8 - in 2 F と g8 - i n 3 R 2 間

を増幅する P C R を行う と野生型 8 4 0b p ( D )
,

K O 型 42 0 b p ( > ) が検

出され た .

2 0 7
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R T ＋ R T _

E x I E x 3 E x 4 E x 2f4 β･ a cti n

” ＋j＋ -i - ＋/＋ -l ･ ＋f ＋ ./ - ＋j＋ _/ - ＋/＋ イ.

A T G

P ri m e r s

E x I
E x 3

濫Ⅹ4

E 霊芝絹

T G A

1 之 3

=

C o n t r o lβ･ a e tirl

=

ト

> <

Si 冴

1 10 b p
1 4 2 b p
3 6 7 b p
3 5 3 b p
5 4 8 b p

b p

5 4 0

3 6 7

3 5 3

1 4 2

i l o

図 4 K O マ ウ ス の 脳 に おけ る γ- 8 R N A の 発現

マ ウ ス 大脳 to tal R N A の R T - P C R を行 っ た . リ バ ー

ス ト ラ ン ス ク リ

プ タ - ゼ存在下 ( R T ＋) で合成 した c D N A の P C R で は コ ン ト ロ ー

ル で あ るβ- a cti n の バ ン ドが 全 て の レ
ー

ン で検出され て い る が
,
非存

在下 ( R T - ) で合成 し た c D N A の P C R で は P - a ctin の バ ン ドが検出

されな い
. 写真下 の 模式図の 白抜き の 四角は c D N A .1 か ら 4 は エ ク ソ

ン N o で あ る . 黒矢顔
,

プ ラ イ マ ー

; ＋/ ＋
,

野生型 マ ウ ス ; - / -
,

K O マ ウ ス ; M
,

◎ × 1 74/ H i n cII dig e st マ
ー カ ー

.

1 FL g を鋳型 と して
,

A d v a n t a g e R T - fo r - P C R Ki t

( C L O N T E C H
,
P al o Alt o

,
C A) で

,
r a n d o m p ri m e r

を用 い c D N A を合成 した . 報告されて い る遺伝子

情報を基 に して エ ク ソ ン 1 , 3 , 4 の 内部, 及 び エ

ク ソ ン 2 か ら 4 の 間で 増幅さ せ る 4 組 の プライ マ

ー セ ッ トを設計 した : g 8 - 1 9 7 F (5 .- C G G C T m

G G C C T C A T G A C C - 3り, g 8 - 3 06 R (5 し A T G G G G

T G G T C C G T C A T C A C - 3り, g 8 - 47 7F ( 5
■
- A G T C

C G G G m C C A G C A T C T - 3り, g 8 - 618 R ( 5 し C A

A G C C T G C T G C C A C G A A C A - 3り, g 8 - 67 3 F ( 5 - -

C C C A A G A G G G A C G A G G A G A A - 3り, g 8 - 103 9 R

( 5
r- G G C T G A G C G T G T A C A T G G A G I 3

'

) , G e n e

R 8 F l (5
†
- C T G G A A G G G T T G A A A A G A G G T G T C

-

3
1

) , G e n e R 8 R l ( 5
1 -

C C C G C C G A A G T A G A A G G A

C C A - 3り. 合成 した c D N A をテ ンプ レ ー

トと して
,

R O D D a sh ( T O Y O B O) に よ る P C R を 行 っ た .

E x l p ri m e r s ( g 8 - 19 7 F , g 8 - 306 R) で 11 0 b p ,

E x 3 p ri m e r s ( g 8 - 47 7 F , g 8 - 618 R) で 1 42b p ,

E x 4 p ri m e r s ( g 8 - 673 F
, g 8 - 1 039 R) で 3 67b p ,

E x 2/ 4 p ri m e r s ( G e n e R 8 F l , G e n e R 8 R l) で 353 b p

が検 出さ れた . ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル と し て

,

M o u s e β一 a Cti n R T - P C R P ri m e r s e t ( T O Y O B O)
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A
＋/＋ -/ 一

輝 畿汚
盛 観
g l

P S D

S ぎXl

B

Ⅰ壬e m

*

P S D

S y n

＋!＋ -/ -

図 5 K O に おけ る γ- 8 および関連分子 タ ン パ ク の 発現

A . 大脳 の p o st n u cl e a r fr a cti o n 5 FL g を試料と して ウ エ ス タ ン 解析を行

つ た
. ＋/ ＋

,
野生型 マ ウ ス ; - / -

,
K O マ ウ ス ; γ 8

, γ- 8 サブ ユ ニ

ッ ト ; α 2 , G l u R α 2 サブ ユ ニ
ッ ト ; e l

,
G lu R E l サブ ユ ニ ッ ト ;

P S D
,
P S D - 9 5 ; S y n

,
S y n a p t o p b y sin .

B . 矢状 パ ラ フ ィ ン 切片 (5 FL m ) を用 い た海馬 の 染色像 ＋/ ＋
,
野生

型 マ ウ ス ; - / -
,
K O マ ウ ス ; H e m

,
核染色 ( へ マ ト キ シ リ ン) ; γ

8
, γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト ; P S D

,
P S D - 95 ; S y n

,
S y n a p t o p h y si n . ス ケ ー

ル バ ー

,
1 0 0

/
メ m ･

を用 い た (5 40b p) .

ウエ ス タンプロ ッ ト解析

摘 出 し た 大 脳 を ホ モ ジ ネ -

ト バ ッ フ ァ
ー

(1 0 m M T ri s
-

Cl p H 7 .2 , 5 m M E D T A , 0 .3 2 M ス

ク ロ
ー ズ) で ホ モ ゲ ナイ ズ し

,
70 0 × g で 1 0 分

間遠 心 の 後, 上清 の p o st n u cl e a r fr a cti o n を試料

と し た . B C A 法 ( B C A p r o t ei n A s s ay kit
,
Pi e r c e

C h e m i c al C o .

,
R o c kf o r d

,
IL) で タ ン パ ク濃度 を測

定 し, 大脳 サ ン プル 5 FL g , 小脳 サ ン プル 1 5 FL g を

2 0 9

7 % また は 1 0 % S D S - P A G E で分離 した .
エ レ ク

ト ロ プ ロ ッ ト法で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー

に

転写 し, ブ ロ ッ キ ン グ液で 室温 にて 1 時間抜道 ,

一 次抗体反応 液 ( γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト
,
P S D - 95

,

Gl u R α 2 サブ ユ ニ
ッ ト, Gl u R E l サ ブ ユ ニ ッ ト抗

体は それ ぞれ 0 .5 F L g / m l , S y n a pt o p h y si n 抗体 は

o .3 〃 g / m l) で 1 時間,
2 次抗体反応液 ( ペ ル オキ

シ ダ ー ゼ 標識抗 ウ サ ギ Ig G 抗体 ( A m e r s h a m

p h a r m a ci a Bi o t e c h
,
B u c ki n g h a m s hi r e , E n gl a n d) ,

1 0
,
00 0 倍希釈) で 室 温 に て 1 時間イ ン キ ュ べ -
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卜 し た の ち 発色 させ Ⅹ 線 フ イ ル ム に 感光 さ せ

た . ブ ロ ッ キン グ剤, 発色基質に は E C L A d v a n c e

(A m e r sh a m P b a r m a ci a Bi o t e c h) を用 い た .

組織学的解析

矢状方 向に 5 m m 厚で 切 っ た 脳 ス ライ ス を ,

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド1 0 m l に 12 時間浸漬固

定 し
,

パ ラ フ ィ ン 匂 埋後,
ミ ク ロ ト ー ム にて 5 FL

m 厚の 矢状断切片を作製した . 切片の 脱 パ ラ フ ィ

ン後,
へ マ トキシ リ ン染色液に より 2 分間イ ン キ

エ ペ -

卜する こ とで核染色 を行 っ た . 免疫組織化

学を行うた めの 切片は
, 前処理 と して

, 脱 パ ラ フ

ィ ン 後,
o .5 m g / m l ペ プシ ン溶液で 37 ℃ にて 8 分

間イ ン キ ュ ベ - 卜 した
.
P B S で洗浄 した後,

ブ ロ

ッ キ ン グ液 A で 室温 に て 3 0 分 間, ブ ロ ッ キ ン グ

液 B で室温 に て 1 0 分 間,

一

次抗体反応液 ( γ- 8

サ ブ ユ ニ ッ ト抗体は 5/ ∠ g / m l
,
P S D - 9 5 抗体 は 3

FL g / m l
,
S y n ap t o p h y si n 抗体 は 1 FL g / m l) で 4 ℃

にて 1 0 時間,
2 次抗体反応液 ( ビオチ ン標識抗ウ

サ ギI g G 抗体) で室 温 にて 3 0 分 間,
ペ ル オ キシ

ダ
ー ゼ標識 ス ト レ プト ア ピジ ン 反応液で 室温 に て

2 0 分 間イ ン キ ュ ベ - 卜 し
,
3

,
3 T
- di a m i n o b e n zidi n e

で 発色させ た . ブ ロ ッ キ ン グ亨夜,
2 次抗体反応液,

ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン 反応 液 に は Hi st o M o u s e -

Pl u s kit ( Z y m e d , S o u th S a n F r a n ci s c o , C A) を用

い た .

結 果

γ 8 - fl o x マ ウス系統の樹立

本研究で は, A M P A 型受容体の補助サ ブ ユ ニ
ッ

ト と考 え られ る Ⅵ) C C γ- 8 の 海 馬 C A 3 特異的

な ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 作 成 を 目 的 と し て
,

C r e/1 o x P シ ス テ ム を用 い た γ- 8 遺伝子 fl o x マ ウ

ス を作成 した . まず,
C 5 7 B L/ 6 マ ウ ス の ゲ ノ ム を

テ ン プ レ ー

ト と して P C R を行 い
,

エ ク ソ ン 2 を

含む 上流 6 .5k b p と
,

エ ク ソ ン 2
,
3 お よび 4 の 一

部を含む 4 .1 kb p の D N A 断片を増幅し
,

サ ブ ク ロ

ー ニ ン グ してそれぞれ p 5 l- 1
, p 3

l- 1 を得 た . 取得

した ク ロ ー ン を用 い て タ - ゲテ ィ ン グ ベ ク タ ー を

作製 した . 欠失させ る領域と して
, 膜貫通領域2

,

3 を コ ー ドし た エ ク ソ ン 3 を含む 48 6b p を p 3
L
l

か ら P C R で 増幅し
,

N e o
- M C /1 o x # 5 ベ ク タ ー

の 1 o x P 配列の 間に挿入 した . また
, p 5

-- 1 の Hi n c

II - B si W I フ ラ グ メ ン ト 7k b p と p 3
I
- 1 の B si W

I - K p n I フ ラ グ メ ン ト 0 .7k b p を 5 '相同組換え領域

と し て n e o カ セ ッ ト の 上 流 に 挿入 し
, p G 8 -

5 IN e ol o x ベ クタ
ー を作製した

.

エ ク ソ ン 4 の 一 部

を含む 3
-

相 同組換 え領域 2 .9 k b p は p 3
■ -

1 か ら

P C R を用 い て取得 し
, P D T - M C # 3 ベ ク タ

ー

の

K p n I サイ ト ヘ 挿入 し
, p G 8 - D T ベ ク タ ー を作製

した
. p G 8 - 5

-
N e ol o x ベ ク タ ー の 5

-相 同組換え領

域か ら 3 -側の 1 o x P 配列 まで を , p G 8
-

D T の 3
-棉

同組換え領域の 上流に挿入 して 全長 16 .7 k b p の タ

- ゲテ ィ ン グ ベ ク タ ー t v G 8 - fl o x を作製した (図

1 A ) .

直線化 した タ
- ゲテ ィ ン グ ベ ク タ

ー を C 5 7 B L/

6 E S 細胞 ヘ エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ン した . ネオ マ

イ シ ン 耐性を持 つ 2 15 ク ロ ー ン を K p n I で消化

し
,
3 ザ ロ

ー ブを用 い て サザ ン ハ イ プリ ダイ ゼ -

シ ョ ン を行 っ た結果 , 2 個の ク ロ
ー ン ( N o .111 -

3 9 , 111 - 5 3) で 野 生 型 の 2 1 kb p と 変 異 型 の

1 3k b p の 2 本 の バ ン ドを検出した . こ れら の ク ロ

ー ン に対 して 3 例 の 1 o x P 配列を検出する P C R を

行 っ た と ころ, 両ク ロ ー ン か ら野生型 の 4 00b p と

変異型 の 4 80 b p の 2 本の バ ン ドを検出した
.

さら

に
,
5 l

,
n e o プ ロ ー ブ を用 い て サ ザ ン 解析を行 い

,

相 同組換え が正 しく起 こ っ て い る こ とを確認 し

た . サ ザ ン解析,
P C R 解析の 結果を図 1 B , C にそ

れぞれ示 した .

相同組換えを確認 した E S 細胞 ク ロ ー ン を マ ウ

ス初期月杢に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ンする ことに

より,
キ メ ラ マ ウ ス を作製した . N o .1 11 - 39 より

E S 細胞 の 寄与 が 大き い キ メ ラ マ ウ ス が得 られ,

C 57 B L / 6 マ ウ ス と交配する こ と により Fl 個体を

得 た
.

こ れ ら F l マ ウ ス の 尾 の ゲ ノ ム を抽出 し
,

K p n I で消化後, 3
'
7

o

ロ
ー ブで ハ イ プリ ダイ ゼ -

シ ョ ン を行 っ た と こ ろ, 約半数 の個体で野生型 と

γ 81 o x

; n e o 型 が検出さ れた . こ の 結 果 か ら キメ ラ

マ ウ ス よりタ - ゲテ ィ ン グ した変異ア レ ル が生殖

系列 伝達 する こ と を確認 で き た . 得 られた F l マ

ウ ス を C 57 B L/ 6 マ ウ ス と交配 さ せ
, γ 8 - fl o x マ
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ウ ス 系統を樹立 した . 系統維持における遺伝子型

判定 に は P C R 解析を用 い た . キ メ ラ マ ウ ス およ

び陽性 F l 個体の サザ ン解析, P C R 解析の 結果を

図 2 A , B にそれぞれ示 した .

y 8 1

n u ll k n o ck o u t マ ウス 系統の樹立

γ 8 - n ull k n o c k o u t ( K O) マ ウ ス を作製する た

めに, 初期腫で C r e リ コ ン ビネ - ス を発現 し, 結

果 と して全身で の 遺伝子組換えが可能な T L C N -

c r e マ ウ ス 1 2) 13) と樹立 した γ 8
- fl o x マ ウ ス を

交配 した . 得られた仔の 遺伝子型 をサザ ン プ ロ ッ

トに より解析 した . D N A を S p e I で消化 し, 5
■
i n

プ ロ
ー ブで ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ンを行 っ た と こ

ろ,
F l の マ ウ ス に お い て野 生型 4 .6 k b p と γ 8 ‾

型 4 .2 k b p が検出された .
こ の 結果, 標的遺伝子配

列を ヘ テ ロ 欠損 ( ＋/ - ) した マ ウ ス が 同定 され,

γ 8 - fl o x マ ウ ス に おい て C r e リ コ ン ビネ - ス 依

存的に標的遺伝子配列を欠失できる こ とが 明らか

と な っ た . さら に
,

こ れら の ＋/ 一型 マ ウ ス 同士 を

交配 し
, 得られた仔の 遺伝子型を解析 した と こ ろ,

サ ザ ン解析にお い て γ 8 ‾型 の バ ン ドの み検出さ

れる
-

/ 一型 ( K O) マ ウ ス が得られ た . 系統維持

に おける遺伝子 型 判定 に は P C R 解析を用 い た .

野生型 ,
ヘ テ ロ K O 型 ,

K O 型 マ ウ ス の サ ザ ン 解

柄, P C R 解析の 結果 を図 3 A
,
B に それ ぞれ示 し

た .

K O マ ウ ス は野生型 と比較して発育や行動 に大

きな違い は 見られ なか っ た. そ こ で ,
エ ク ソ ン 3

の 欠失が γ- 8 の 遺伝子発現 に与え る影響を解析

する た め, 成体 K O マ ウ ス の 大脳 の 全 R N A を用

い て R T - P C R を行い 野 生型 と比較 した . 野生型

で は コ ン ト ロ ー ル の β
-

a cti n の 54 0b p と と もに
,

エ ク ソ ン 1 , 3 ,
4

,
および エ ク ソ ン 2 と 4 の プライ

マ ー 間 の P C R 産物 で あ る ,
11 0b p ,

142 b p ,
3 67 b p ,

3 53b p が得 られ た .

一 方,
K O で は エ ク ソ ン 1 お

よび 4 内部の バ ン ドが それぞれ検出さ れた が
, 欠

失さ せ た エ ク ソ ン 3 の P C R で は コ ン ト ロ
ー ル の

バ ン ドの みが 検出された . また , 欠失させ た エ ク

ソ ンを挟 んだ エ ク ソ ン 2 と 4 の プ ライ マ ー 間の

p c R で も コ ン ト ロ
ー

ル の バ ン ド以 外は検 出 さ れ

なか っ た ( 図 4) . こ の 結果 は,
エ ク ソ ン 3 の 欠失

が γ- 8 の 機能的な m R N A の 発現 を障害する こ と

を示すもの であ る .

y 8 E O マ ウス に おけるタン パク発現量の検証

Ⅵ) c c γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト抗体を用 い た ウ エ ス

タ ン プ ロ ッ トで は, 野生型 マ ウ ス の大脳 タ ン パ ク

に検出さ れる約 43 .5 k D a の バ ン ドが
,

K O マ ウ ス

に は全く検出され なか っ た
.

これ らの結果は, K O

マ ウ ス に おい て γ- 8 サブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク が完

全 に 欠損 した こ とを示す. また γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ

ト の 欠損が 大脳 に及 ぼす影響 に つ い て 調 べ る た

め , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト により各種の シ ナプ ス 関

連タ ン パ ク の 発現量を検証 した
. その 結果,

プレ

シ ナ プ ス マ
ー カ ー S y n a pt o p h y si n , ポ ス ト シ ナ プ

ス マ ー カ ー P S D - 95 ,
N M D A 型 グ ル タ ミ ン酸受

容体 Glu R E l サブ ユ ニ ッ トそれ ぞれ の 発現量 は,

野生型 マ ウ ス と K O マ ウ ス の 間に顕著な差 は認 め

られ な か っ た
.

一

方, 大脳 に 発現 す る 主 要 な

A M P A 型 受容体 Gl u R ｡ 2 サ ブ ユ ニ
ッ ト の 発現 量

は ,
K O マ ウ ス で著 し い 減少を示 した ･

これ らの

結果は
, γ

- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト の 欠損は , A M P A 型

受容体の タ ン パ ク発現 に選択的な影響を及ぼすこ

と を強く示唆する .

海馬 の組織学的検証

γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト が強い 発現 を示 す海 馬体に

着目 し, 組織学的解析を行 っ た
.

へ マ トキシ リ ン

によ る核染色 で は
, 海馬体の 形態 , 層構造, 細胞

密度等に野生型 と K O マ ウ ス で顕著な差 は認め ら

れ なか っ た . V I) C C γ
-

8 サ ブ ユ ニ ッ ト抗体に よ

る免疫組織化学で は, 野生型 マ ウ ス で非常に強い

染色像が得られた . 特に強く染色されたの は C Al

放射状層, 上昇層で あ っ た . C A l 及び C A 3 の 網状

分子 層,
C A 3 放射状層, 上昇層や海馬台は強く染

色 され, 菌状回分子層, C A 3 透明層で は比較的弱

く染色 され た . ま た
,

C A l 及び C A 3 錐体細胞 層,

菌状回源粒細胞層に染色 は認 め られなか っ た . し

か し
,

K O マ ウ ス で はこれらの染色 は全く認められ

なか っ た
.
プ レ シ ナプ ス マ

ー カ ー Sy n a pt op b y si n
,

ポ ス ト シ ナ プス マ ー カ
ー

P S D
- 9 5 に対 す る抗体

を用 い た 免疫組織化学で は , 野 生型 ,
K O マ ウ ス
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とも,
それぞれほ ぼ 同 じ染色像が得られ た . これ

ら の 結果か ら, V D C C γ - 8 サブ ユ ニ ッ トは海馬

体の シ ナプ ス に強く発現 して い るが
,

こ の分子 は,

海馬体の構造形成や シ ナプス 機能分子 の 分布に は

大きな影響を与えな い こ と が示唆される .

考 察

本研究で は , C r e/1 o x P シ ス テ ム を用い て 部位 ･

時期特異的 に st a r g a zi n 関連分子 Ⅵ)C C γ- 8 サ

ブ ユ ニ ッ ト遺伝子 を欠失する た め に
,

C r e の 標的

配列で あ る1 o x P で エ ク ソ ン 3 を挟ん だ γ 8 - fl o x

マ ウ ス 系統 を樹立 した . γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝

子 は 4 つ の エ ク ソ ン で構成 され て おり, 4 つ の 膜

質通領域が エ ク ソ ン 1 , 3 , 4 に コ
ー

ドされて い る .

エ ク ソ ン 3 は膜 貫通領域2 , 3 を コ ー ドする こ と ,

塩基数が 1 40 であり, こ の エ ク ソ ン の 欠共 に より

フ レ ー ム シ フ トが期待で きる こ とか ら標的遺伝子

組 換え領域と して 選択 した
. 樹立 し た γ 8 - fl o x

マ ウ ス は C r e 発現 マ ウ ス との 交配 により γ- 8 遺

伝子 の エ ク ソ ン 3 の 欠失が示 され た . また
,

エ ク

ソ ン 3 ホ モ 欠失 マ ウ ス の 大脳 に お い て γ- 8 の

m R N A 及びタ ン パ ク の 欠損が認め られ た . こ の 結

果 は , 海 馬 C A 3 特異的 C r e 発現 マ ウ ス と の 交配

する こ と により コ ン ディ シ ョ ナル K O マ ウ ス を得

る こ と が可能で ある こ と を意味する .

γ- 8 は
, 興奮性 の シ ナ プス 伝達を担う主要 な

グ ル タ ミ ン 酸受容体で あ る A M P A 型 受容体 の 補

助 的 なサ ブ ユ ニ
ッ ト で あ る こ と が 示唆され て い

る･ 小脳 で多く 発現 する γ
-

2 サ ブ ユ ニ ッ トは こ

の 分子 の欠失 マ ウ ス で あ る St a r g a z e r の 解析に よ

り個体 レ ベ ル で の 知 見 が得 られ , 小脳 に お ける

A M P A 型受容体の機能の 解析が進み つ つ ある . し

か しなが ら, 他の γ サ ブ ユ ニ ッ ト に関 して は個体

レ ベ ル で の 知見が ほ とんど無い
. 本研究で得られ

た γ 8 - fl o x , γ 8 - K O マ ウ ス に よ っ て
, 脳 に お

ける A M P A 型受容体 と γ一8 サ ブ ユ ニ ッ ト の機能

を個体 レ ベ ル で検討する こ とが 可能に なる.

こ れまで の 知見 か ら小 脳 に多く発現 する γ- 2

欠失 マ ウ ス (St a r g a z e r) の小脳 で Gl u R α 2 サ ブ

ユ ニ ッ ト の 発現量 が減少す る
一 方 , N M D A 型 グ

ル タ ミ ン 酸受 容体 の Glu R ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ ト の 発

現 量が変化 しない こ とが示 されて い た 7)
. 我 々 の

作製 した γ- 8 N ull K O ( エ ク ソ ン 3 ホ モ 欠失) マ

ウ ス で は大脳 に お い て A M P A 型 受容体 で あ る

Gl u R α 2 サ ブ ユ ニ ッ ト の 発現量 が著 しく減少 し
,

N M D A 型 グ ル タ ミ ン酸受容体の Gl u R E l サ ブ ユ

ニ ッ ト の 発現 量 に顕著な変化 は認 め られ なか っ

た ･
こ の こ と は

, γ- 8 が大脳 の A M P A 型 受容体

の 主要な機能制御分子 で あ る こ とを示唆 して お

り, ま た γ- 8 サ ブ ユ ニ ッ ト の 抗体 によ る 免疫組

織化学で野生 型 の 海 馬体に お い て A M P A 型 受容

体が多く発現する領域が強陽性で ある こ とか らも

支持される (図 5 B ) .

グ ル タ ミ ン酸受容体は, 従来より脳虚血 と の 関

係が示唆され, 数多く の 報告が なされて きた
. 虚

血性神経細胞死 の機構にお い て は, 最初期 にお こ

る グ ル タ ミ ン酸サ
ー ジが最 も重要な現象として認

識 され, 治療薬の 開発等が試み られた が
,

ブ レイ

ク ス ル ー とな るよう な知見 が得られて い な い の が

現状で あ る . しか し
, 興味深 い こ と に

, 虚 血動物

に おけ る n o n - N M D A 型 受容体サ ブ ユ ニ
ッ トの

遺伝子発現 の 解析か ら虚 血後 一 日経 つ と
,

C a
2 ＋

透過 性の 高 い 受容体 が増え て い る .
つ ま り Glu R

･ 2 が減 っ て い る と い う報告もある こ と か ら
1 4)

,

本研究 にお ける j M P A 型受容体制御分子 で ある

γ フ ァ ミリ
ー を解析する こ と により, 未だ有効 な

治療法が ない と され る虚血性脳疾患に対 して
, 新

た な側面か ら ア プ ロ
ー

チ でき る可能性が ある と考

えられ る .
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M V , C h o S a n d P ul si n elli W A : S wit c h i n gl u t a -

m at e r e c e pt o r s u b u nit g e n e e x p r e s sio n i n

C A I s u bfi eld of hip p o c a m p u s f oll o w i n g gl o b al

is c h e m i a i n r at s . P r o c N a也 A c ad S °i U S A 8 9:

1 0 4 9 9 - 1 0 5 0 3
,
1 9 9 2 .

(平成 1 7 年 6 月 2 8 日受付)


