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1. は じ め に

ミエ))ンは神経軸索の周囲を幾重にも取り巻く模様構

造物であり,中枢神経系ではオリゴデントロサイト,末

梢神経系ではシュワン細胞によって形成される. ミエり

ンとミエりンの間は神経軸索の露出するランヴヤエ絞輪

とよばれる部分があり. ミエりンによる絶縁とこのラン

ヴ(エ絞輪構造によっていわゆる跳躍伝導を生し.軸索

の電気的興奮をより早くかつ効率的に未桐に伝えるのに

役立っている.このようなミエりンの異常によってさま

ざまなヒトの疾患あるいは ミ:i-タント動物が生 じるこ

とが知r7れている.

ミ_T-リンパよその横坑成分の約709･6'が脂質であり,残El

の約30%を蛋白質が占める.中枢神経系の発生段階にお

いてはミエりン膜は比較的急速に形成され マウスやラッ

トなどのげっ歯類では生後20日前後の数日間で大部分が

形成されることが知られている.このため. ミエリンの

形成に際 して,オリゴデンドロサイトではミエりン構成

蛋白質および脂質合成にかかわる辞索類が短期間に時期

を同じくして発現する.主要なミエリン構成蛋白質とし

ては,現在までに Proteolipidproteill(PLP上 myelill

basicprotein (MBPl,2',3'cyclicnueleotide

phosphodiesterase(GNP),myelin-oligodendroeyteL

glycoprotein仙IOG).myelin-associatedglycoprotein

(MAG)が知られており,近年そJlぞ九の遺伝子がクロ-

こンプされたことによってその構造上の特徴が明らかに

され ミエりンにおける各々の蛋白質の機能が明らかに

なってきている11. しかしながLT),脳の発達段階あるい

は何らかの原田でいったん形成されたミエりンが破壊さ

れた場合 (脱髄)において.これl:っのすりゴデンドrlサ

イトに特異的な蛋白質の発現がどのように調節され ミ

エリンの形成あるいは再生が起きるのか.というメカニ

ズムiこ関 しては未だに明l:_)かにされていない.

多発性硬化症 (MultipleSclerosis:MS)は中枢神

経系iこおける代表的な脱髄疾患である.病因は細胞障害

性T細胞の活性化に伴う自己免疫によってミエリン膜が

破壊されるが,この自己免疫を引き起こす引き金はいま

だに明LT-)かではない.かねてから MBPを抗原として

てrLJスで脱髄病変を生Lyる実験性丁レルギー性脳脊髄炎

(EAE)と MSとの類似性から.MSにおいても MBP
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の自己抗慣性が指摘さJtているが,これまでに明らかな

困果関係は認めと､_-)かていない21,.MBPの他に抗原とな

る可能性のあるミエりソ構成蛋白質として､PLP.MOG.

および MAG が報告されており11､.MSにおける免疫

異常は EAEのような単-一一抗原によってもたらされる

のではなく.未知の ミエリン構成成分を含むいろいろな

ミエりン蛋白質に対する免疫応答が脱髄iこ関係している

ものと思われる.MS患者においては,脱髄を生 じた

後で ミエリンの再生を促すことは後退症を防ぐ上で重要

であるが,このためをこぼオリゴデソドロサイ トにおいて

ミエリソ形成 (再生)がどのような機序で行われるかを

明らかにすることが重要である.この過程では他の ミエ

リン構成成分,オリゴデソドロサイ トと軸索相互の認識

に関与する分子. ミエ))ン蛋白質遺伝子の活性調節に関

わる因子,あるいはミエりン形成やミエりンの再生の過

程における細胞の形状に関わる因子など,まだ同定され

ていない未知の分子が多く関わっていると思われる.今

回はこのようなこれまでにわかっていない分子を同定 し,

ミエリン形成や維持iこおけるこIlらの機能を明ド)かにし

ていくことを目的として研究を行った.

このような未知の遺伝子を同定 していくには,サブ ト

ラタショソ蔭やディファレジシャルスタリーエソグ法3)

および最近一･一般的にな一〕た differentialdisplayが有用

である.これらの方法は 1)特定の細胞や観織にのみ発

現される遺伝子.2)発生過程で特定の時期にのみ発現

されている遺伝子,3)細胞や鼠織にある勉理を加えた

際に誘導されてくる遺伝子など,2種類の細胞あるいは

組織でそれぞれに発現の異なる退伝子をクローニングす

る目的に開いられる.特にサブ トラクション法によって.

これまでに Charco卜Marie-Tooth病の病因遺伝子で

ある PMP22こ11を初めとして数々の新 しい遺伝子が同

定されてきた5161.私はこの手法を用いてオりゴデンド

ロサイトに発現するいくつかの遺伝子を新たに同定 し,

それらの遺伝子のコー ドする蛋白質の中枢神経系におけ

る分布を明らかにし.その役割を考察 した.

2. 実 験 方 法

1) オリゴデンドロサイ トcDNAライブラリー

の作製

新生仔ラtlJ卜の大脳半球から脳初代培養を行い,培養

10日から11日後に McCarthyと DeVellisらの方法71に

基づいてす))ゴデソドロサ1'卜を単離 し,poly-1ysine処

捜 したデ ト′シュに培貴 した.この後3から7日培糞 し

た後, トリプシン処理によってすりゴデンドロサイトを
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集め,全 RNA を抽出 し.oligo(dT〕カラムによって

po一yA+RNA を精製 した.この polyA+RNA から

Superscriptkit(GIBCOBRL)を用いて,01igo(dT)

ブラ(17-により逆転写辞素反応を行ない cDNA を作

製 した.その後 EcoRI-rダブクーをラ1'AjJ1--ションし,

lZAPII(Stratagene)に挿入することiこよってラITJト

オりゴデントロサ1'卜cDNA ラIブラり-を作製した.

サブ トラクションプローブを用いたスケり一二ンゲのた

め,Stratageneの用法に従ってオリゴデンドロサイト

cDNA ライブうり一 ･lZAPⅡ かLLlインサー トを含む

pBluescriptcI)NA ライブラリーを得た.

2)ディファレンシャルスクリーニング法による

オリゴデンドロサイトd)NA ライブラリー

のスクリーニング

ライブラり-スクリーニングのストラテジーーは図 1に

示すように,古典的なディファレソシャルスクリ-ニソ

ダ法と,サブ トラクションプロ…プを用いた方法の2種

額を行った.

a. 古典的デ (77レンシャルスクり-･･plこンゲ法

生後3日齢のラ･リ卜の脳および肝から抽出した polyA+

RNA かi､)M-MLV逆転写辞素 (GIBCOBRL)を用

いて-･一本鎖 er)NA を作製 したのち,ラン'(ムブラIム

法を用いてこIlrっの cDNA を 32p で標識 してプロー

ブとした.プレー トあたり1,500 プラー クの密度で生育

させたオリゴデントロサ1'卜cDNA･lZAPⅢ ライブ

ラリ-から各プし-I-卜あたり2枚づつ7-(′レ々 一一を作製

し,標識 した脳あるいは肝の cDNA をプローブとして

それぞれのフィルタ-の-イプリダイゼ-ショソを行っ

た.この結果脳 eDNA プローブ陽性かつ肝 cDNA プ

ローブ陰性のプラークを選び,その後のスクリーニング

に用いた (図 1). 2次 スクリーニングには前述の髄お

よび肝 cDNAの他に取払のミエりン蛋白質の混合 cDNA

(MBP,PLP,CNP,MAG)を70ローブとして.これ

らに関連する cDNA プラークをのぞいた.同様にスク

リーニングを繰 り返 し.最終的に脳 cDNA プローブ陽

性かつ肝 cI)NA 陰性. ミエリン cDNA陰性のプラー

クを選択 した.

b. サブ トラクションプローブを用いたデ ィファレ

ンシャルスクり一二ング

デ･(77レンシャ,Lスクリーニングの感度を上げる目

的で menolemulsionでnrichedDNAdrivensubtractive

CDNA cloning(PERT)を用いてサブ トラクションプ

ローブを作製 した8-~101.生後30日齢ラ､､′卜の脳から抽

出した polyA+RNA からオリゴ (dT)プライマー
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図 1 スクり一二ン ゲ方法の概略

ス')り一一エソグを行 った.

を用いて 1mCi32p-αTdCrP 存在下で 1本鎖脳 cI)NA

の標識された cDNA を100 倍量の熱変性 した肺臓 cDNA

ライブラ ])-プラス ミド (&･ORIで切断)と混合 し,

激 しく振漣 させながら- イブ りダイゼー シコンさせ るこ

とによって,共通に存在する cDNA をサブ トラ クショ

ンした. -イブ りダイゼーショソの後 -イドロキシアパ

タイトカラムを用いて脳1本銀 cDNA を単離 し,プロー

ブと Lた. オ りゴデン ドロサ イ ト cDNA ラ1'ブラり-

(PBluescript)をプレー トあた り1,500コロニーまき,

フ (ル ターに転写 し, これを 32p 漂諭 したサブ トラ ク

ションプローブ,あるいは標識 1本錦牌練 cDNA プロー

ブ,標識 ミエ l)ン蛋白質 cDNA 70ロ--ブでそれぞれ ′＼

イブりダ1'ゼ-ションを行った.サブ トラクションプロー

ブ陽性,肺臓 cDNA 陰性, ミエ ))ン蛋 白質 cDNA 陰

性の コロニ-を選択 し,その後の スケ))一二ソグを行っ

た. 2次 スクリ一二ン れまフ [ル ターを 3枚用意 し,そ

れぞれ脳 cDNA,肺臓 cDNA あるいは ミエ りソ蛋 白

質 cDNA でデ ィ77レンシャル スケり一二 ソグを行 っ

た.脳 cDNA のみで陽性の コロニーーを選択 した. 3次

スクり一二 ングでは生後3日齢の ラ･ソト脳 cDNA およ

ぴ30日齢脳 cDNA でそれぞれ スケり一一ニンゲを行い,

これ らの 2つの間でデ (7･･Tレンシャ′しシグナ′Lを示す

ものを選んだ.

3) サザ ンプロ･ソト法を用いたスク リーニング

上記の ようiこして選択 した クロー ンを rr(フRlで切断

し, IJ'ガロ一一一スATIルで電気泳動を行 った後サザンプロ･･′

卜を作製 し, 32p標識脳 cDNA,肺臓 cDNA 肝 cDNA

をプロ-ブと してそれぞれ- 1'ブ I)ダイゼーションを行

い11),脳 cDNA との.L′､イブ ])ダイズす るクロー ンを

選択 した.

4) スロッ トプロItJト法あるいはノーザンプロttJ

卜法を用いたスク リーニング

成熟 ラッ トおよび発育段階の ラ･ソト脳および各組織か

ら全 RNA および polyA+RNA を調整 した.10FLg

の全 RNA あるいは 2FLgの polyA+RNA をスロ､ソ

トプロ･ソトあるいは ノーザンプロLl.,卜したフ (′しクーに,

32p 標識 した cDNA インサー トをプローブとして-イ

プ リダイゼー ションを行 った (lmM EDTA,pH7.0.:･;5

% SDS.;･!50% formamide,!･/0.5M Phosphatebuffer,

42℃ )12).これLT)のプロIt/卜は洗浄バッブ7--(1X SSC!/0.1

㌔ SDS)で室温30分2回,0.1XSSC:/0.1,OiSDS溶
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液で42℃,30分2回洗浄 した後オー トランナゲラ7 ･(-

を行った.脳iこおいて特iこ発現の多いクローンを選択 し

てその後の解析に用いた.

5) 培養細胞における iltSittLハイブリダイゼー

ション

新生仔ラ.ソト大脳から脳初代培養を行い.poly-1ysine

処理 したチャンバー･--スライド (Nunc)上で培養 した.

培養14E]後.細胞を PBSで洗--.〕た後,4,9I/OJくラ7十′L

j-lJ'Jレデヒト(PFAlを用し､て蔓温で 1時間固定 した.

固定後 PBSで洗浄 し.以lrの操作に移るまで4℃で保

存 した.プ=/スミ卜かL.1分離抽出した各 cl)NA インサー

ト 500ng を.Genuskit(BoeringerMannheim

Bi∝hemicals)を用いて digoxigenin(DIG)標識 した,

Amu-Umarjeeド)の方法13､1こ従って以下のように ittSiltL

-イブIjダイゼ-ショソを行った.スライドグラスを70

%ェタノー-ルで4℃1時間処理 した後 0.2NHCIで室

温15分,引き続いて65℃,30分処理 して内因性丁ルカり

7+71クーゼ (Al-P)を失活させた後,2XSSCで5

分間洗浄 した.プレハイプリダイゼ～ショソ液 摘0%

fomamide,6XSSC.5XIknhardt'ssolution,100/Lg･
ml変性1トーモン DNA)で室温 1時間 (ンキ:lベ-.iTl

ンし.20ngの DIC標識 cDNA プロ一一1-を含む′､･(

ブりダトピーショソ液 (45%､fomamide,6XSSC.5X

Denhardt'ssolution.10% dextransulfate)中で --･

吹-(ブりダト七一ションを行った.その後45Pbfom一a-

mide_.･'､6ⅩSSC液で42℃15分2回,2XSSC室温5分

2回,0.2XSSC50℃15分づつ2回洗浄 した.細胞を0.5

.%プロ､･′キング液 (Genuskit)中でプロLtJキングした

後 AトP を結合 した抗 DIG抗体で インキュベーショ

ンした.数回 りンスした後.5-brom0-4でhlot･0-3-indoly1-

phosphate(BCtP),41nitrobluetet∫azolium salt(Ntrr)

を混合した発色液を加えて遮光下で一晩発色させ,TE(10

mM Tris-HCL,pH7.6,1mM EDTA)で反応を停

止し,水溶性封入剤を用いて封入,検鏡 した.

EITtStlftL,､1'ブりダ1'ゼ-シコンと抗体を用いた二重

染色は Amur-Umajeeド.)の方法に従った13､.細胞は4

% PFA で固定 Lた後0.25.9,6'プロ･ソキング液 (Genus

kit)で処理 し,す りゴデンドロサイトに特異的なガラ

クトセレブロシドの抗体である R-mAblllで一時間室

温でイソキュベーションLた.Tri S -bLmeredsaline(TI≡S)

で3回洗浄 した後上記のようにして DIG標識 した cDNA

プローブを用いて iTIStttL′､11ブリダトピーションを行っ

た.発色には, ロー ダミン標識抗 DIG 抗体および

FluoresceinisothiocyaJlate(FITC)標識抗マウス IgG
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抗体を用いた.細胞は TBSで3回洗った後水溶性封入

剤で封 入し,共焦点 レ一一ザ一一顕微鏡 (Bi(トRadMRC-

50O､Richmond,CA)で観察 した.

6)脳切片を用いた illStd(tLハイブリダイゼーショ

ン

DIC 標識 した cRNA プロ-ブを Genuskitの用法

に従-1て準備 し.丁′Lカり処理によって約 250bp程度

の長さに分解 した.生後17日齢のてrLJス脳の凍結切片を

作製 した.′､仁ナりダイ･tf一一シコンは Bartsehド-)の方

法15)161に従った.切片を 0.1M HCIで処理 した後0.25

55℃でプレ-イプリダイゼ-ショソおよび-イプリダイ

ゼーシコンを行った.結合した cRNA は上述 した培養

細胞の insiiuハイブリダイゼーションと同様に,Aト

P結合抗 DIG 抗体で インヰ :Lベ一･一卜した後し,;ミゾー

ルを含む NBT と BCIP の発色液で発色させた.

7) DNA塩基配列の決定

2本錦 pBluescI･iptDNA に入った cDNA の塩基

配列の決定は dideoxynucleotide法を用いて行った LSC-

quenasekit.U.S.Biochemical117'.既知の遺伝子配

列と比較するため,得 られた塩基配列を BLAST ネッ

トワークサービ-Lを経由LNational Centerf()rBiotech-

nologylnfomation(NCBI)で検索 した.I/ラ1'ンメ

ソト検索には TheAlignPlus(Scientific&Fklucational

Software)を用いた.

8) GTPase-activatingprotein(GAP)活性の

測定

図 12に示すように5つの GapⅢCDNA.GapⅢ-1か

ら GapⅢ-5を pKTIOベクターーにクローニングした.

pKTIOベクタ一一は glyceraldehyde-3-ph(満phatedehydro

genase遺伝子のプロモ- クー-および翻訳開始点を持つ

辞母発現ベ クターである18､.酵母 iralミュータントで

ある KT27-2D(1111.1TatLra3lt,tL2tT･♪1his3iT･al::LET?)

に酢酸 りチウム法を用いてこれらの DNA を導入した191.

pKTIOベウタ-ーーあるいは ncurofibromatosistypel遺

伝子 (NFl)の GAp-relateddomaill(GRD)を挿入

した pKTIOベ クター一一(pKP22)をコソトロー′レとし

て用いた181.これらの遺伝子を導入した辞母は30℃で

一晩生育させ.波長 600nm における吸光度0.2の濃

度の酵母をそれぞれ 100/Llの YPD液 (Yeastextract,

Peptone.Dextrose)iこ混合した.53℃で熱処浬 した後

10/Llづつ YPD プレ一一トにまき,再び30℃で2日かLl-)

3日間 1'ンキュベ- トした.それぞれの遺伝子導入酵母
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の熱処理に対する感受性の変化を指標として,導入 した

遺伝子による形質転換の有無を調べた.

3. 結 果

1) オ リゴデン ドロサイ トに発現する d)NAク

ローン

中枢神経系 ミエリンの形成や再生過程に関わる新 しい

分子の同定を目的として,古典的デ (77レンシ十′L･て

クリ一･r-こンケあるいはサブ トラ'7シコンプロ一一ブを用い

たデ fフ一戸･しンシャノしスケl_p-二ンr/を行った.ラ.lJト

すりゴデントロサイトcDNA ラ仁..7■ぅり一一の中で月削こ

特異的に発現 している cI.)NA のんを得るために.肝あ

るいは肺臓で発現する cDNA をデ †77しンシャルス

クr)-･-1ニンプで除いた.また, ミエリン形成時期特異的

に発現する分子を同意するため, ミエ りン形成のまだな

されていない生後3日齢と ミエ リン形成の盛んな30日齢

の脳それぞれから合成 した cl)NAをプu-ブとして ス

クリ一二ングした結果,29個の脳 cDNA ブロー一一プ陽性

クロ-ンを得た.これらの ')ロ-ンはいずれも生後3日

齢および30日齢脳 cDNA ブロー-/でシブナ′Lの強 さが

異なり,また, スロ･ソトプロ･ソトあるいは ノ-･･JfンプロLL,

卜によって特に脳においてその mRNAの発現量が多

いことが確認 された.この中の2つの ')ロー-ンの塩基配

列を調べたところ.これらがそれぞれ7/i:~77およびベ一一

タチ∴L~7■リン関連 cDNAであることが判明 した.これ

I:'のす,1ブ])ソcDNA をプローブとして開いて残 りの

cDNA をサザ ンブロットで調べたところ, さらに17個

のケumンがア′し~トrあるいはベータチュブりン関連 cDNA

であった.残 りの10ウTl-ンiこ関 してはいずれもクロス

-イブりダイゼーションを認めず,独立 した ウロ-ソで

あることがわかった (表 1). クローンの 1'ン.サー トサ

仁ズは 5∝)bpから約 3kbであった.これらの10ウロ-

捌こ対 して,まず脳初代培養細胞を用いて i柁situ-イ

ブ りす1'1.ぎーシコンを行ったところ,し､ずれの cDNA

もアvJtトロサイトとは反応せず, オT)ゴデンドロサ f卜

様の小形円形細胞のみに特異的にハイブ リダイズするこ

とが確認 された (図 21.p362.HB-､GapⅢ を7Cロ-I-ブ

とした iltSt'fu′､('ナりすrゼーtシコンおよびオリゴデ

ソドロサイ トの特異的マ-カ-であるガラクトセレブロ

シド (GC)抗体 (R一･･･mAblによる二重染色を行ったと

ころ.これ らの小円形細胞は GC,陽性のオ りゴデント

ロサ 1'卜であることが確認された (図 3).

10個のオ りゴデンドロサ イトに発現するクローンの一

部の塩基配列を決定 し,GeIIBankサ-十によって既存

の配列と比較 した.結果.表 lに示すようにその全部

あるいは一部が既知の遺伝子とホモロジーを示すもの6

個と.全 くホモロil:-を認めないもの4個であった.こ

ItLLlの ウロ-ンのうち今回新たにオリゴデソドロサイト

に特異的に存在することが明仁)かになった p421;Phospho-

diesteraseI(PD-Iα).pCH26.Ii2:StearoyトCoA

desaturase2(SCD2㌦ および癌遺伝子 rasの調節蛋

白質の 1つとして新たに同定 された p362./:GapⅢ に関

して.脳における mRNAの分布および=L- ドする蛋

白質の構造を解析 し,こIlによって推測 さttる蛋白質の

繊能について考察 した.

2)p421/PD･Ⅰα

ノーザンプロりト-イブりゲイゼ一一ション解析iこよっ

て,p421は脳に発現する約 1.6kbの nlRNA を認識

表 1 すりゴデンドロサイトcDNA クローン

CLONE 1NSERTSIZE mRNASlZE HOMOLOGY

p362.HBp262.A4.p271.HB 1.25kb1.21.8 4.2kb4.52.4 RasGTPaseactivatingprote in *Amyloidprecurso｢likeprotein5日

p272.F9 3.0 4.2;4.5 Insulin-1ikegrowthfactorbindingprotein5与2153う

pC26.H2 0.47 5.0 Stearoy1-CoAdesaturasel&2*

p421.HBp1371.HBp502.HBp1008.HBp973.HB 1.62.01.91.01.6 2.44.02.62.02.6 Phosphodiester.aseI*HumanMGl

*本文参照.HumanMGl:unpublishedcDNAのため詳軌 ま不明.
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図 2 オ リゴデソ ドロサイ トcDNA タロ- ソp野3月B閑適
mRNA の培養 グリア細胞における発現

p973.HB (a)およびオ リゴデソ ドロサイ トに特異的な PLPcDNA 沌)を
それぞれプロ-プと して ラットダリア細胞培養系で im situ -イプ リダイゼ-

ショyを行 った.どちらの cDNA プロ-プ共,単層に広がるアス トロサイ トの

上にのっている小円形細胞とのみ反応 した.

図 3 すH=-tTントロサ f卜cDNA ウt･1--ン p362.Ⅲ3関連

mRNA の培養オ リゴデソ ドロサイ トをこおける発現

培養オ リゴデソドロサイ トに,p362cDNA を用いた in摘 u -イブuダイゼ-

シ ョy (右)とオ リゴデソ ドロサイ トのマ-カ-である RImAb抗体をこよる免

疫染色 亡友)の 2盈染色を行った,p362cDNA の mRNA はオ リゴデッ ドロサ

イ トに発現 しているが,無印に示すよ うをこ p362m民NA 陰性のオ リゴデソ ドt3

サイ ト (究印) も認めた.
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図 4 p421PD-ⅠnmRNA n分布

a. p42まcDNA とラットPD-I甜mRNA の比較および RT-PCR 用合成オリゴヌクレ
オチ ドプライマ-.

プラJYマ-dを履いて逆転写酵素反応を行 った.a-C,ら-Cはそれぞれのプライマ-

セットで得られる PCR産物のサイズを表す.

･
'･･5.;3'･･･[･I.57･if

.,+.･ii'Z.薫

㌔
AZl

､.伸 輔 il:
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b. ;I/･リ卜各組織におけるプライマ- a-Cによる RT-PCR.75bp
部分がスプライシソダきれた産物 緩35bp)は脳以外の各組織

にも存在するL')に対 して,31ObpC)産物は脳特異的に存在 し
た.

･紺 細 さ:,

:jI'̀長亨

C. ラll/卜脳各発達段階における7いライて一･一arcを開いた RT-PCR.
1,E17.2),P3,3.Plo.il,P25.5こ成体ILトJ卜脳かi､.)抽出

した RNjlを用し､た.どもE.lL7I)PCR産物も発達に伴--,て増
加傾向を認めた.

することが示された.このクロー

ンLJ)塩基配列を決定し.GpnBallk

をこよって既知の遺伝子と比較 した

結果.p･･IL)lcl)NA は脳特異的な

アイソフォ-ムである Phospho-

diestel･asLl1 r'),rophosphこltこiSt?

(prトIα;GL,nfhnkl)2856(い 2O､

と極めて額似 しているが,すでに

デ (ン'/領域n うち 75bpが矢

げている新たなスプライシソグ産

物であることがわかった (図4瑠).

これらの2つのスプライシング産

物がそれぞれどのような発現調節

をされているのか明らかにするた

め.図 4la に示すようにaかrr

dのような4つのオ リゴヌクレオ

チ ドプライマ-を含成 し 脳およ

び各組織から抽出 した全 RNAを

用いて RT-PCR を行った.紘

果, これ il'の 2穐頓の RNA が

どちらも脳をこ存在すること,p421

に由来する 231bpLI'lPCR産物

は脳では 310bp亡T)産物に比べて

よl)多く発現 していること.また

この短い PCR 産物が心臓以外

の検索組織に広 く分布するのiこ対
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図 5 p421~PD一一ⅠαnlRNA の脳における局在

DIG 漂諭した p421(a,離,PL甲 (也,e),および NSE (C,i)cRNA を用いて pl7日

齢マウス脳の凍結切片の insitu-イブtjダイゼ-ショソを行った.海馬周辺 (a,ら,C)
および小脳 (C,也,a)において p421/PD-ヱげmRNA は脈絡華上皮細胞とオリゴデソド

ロサイ トに発現 していた.

I2345 6

臣≡ヨ

堅塁

i2345 も

~WL

図 6 各組織における pC26.li2および p973.Hl∃mRNA の発現

成体ラット各観織から抽出した RNA を開いて作製 したノ-ザソプロットを 32p

標識 した pC26.H2/SCD2CBNA (a)および p973.HBCDNA (ら)で-イプリ

ダイゼーショソした.どちらの mRNA も脳をこ特異的をこ発現 していた.lane1,
肝.lとIne2.心臓,limP3.捕,lane▲1.碑鳳 lane5,腎鼠 ILlnP6.脂.失

頭はそれぞれ リボゾ-ム RNA の位 置 を示す,
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して,75bpの挿 入のある 310bpの産物は脳くrこ特異的

に存在 していること (図 4滴)が示された斗どちらの RNA

も脇の発達に伴って増加傾向を認め, ミエ リン形成とほ

ぼ同 し時期に発現量の ビーークがあった し図 4-C~1.脳凍

結切片の Ilnsiiu-イブリダイゼ…ショソを周いた PE卜

ⅠfrmRNA の分布は,白質と脈絡叢のLに限局されて

おり, この蛋白質が ミエ りン形成調節に関わる蛋白質で

あることが示唆 された (図 5).

3) pC26.H2/′scD2

pC26.112 クローンは脳において約 5kbの mRNA を

認識 した (図6-a). 1ンサー トの塩基配列を決定 し.

GentうLlnkで既知の配列 と比較 したところ.図 7に示

C26H2 1 GGACACCGGTGGCTGCAAGCTGCGCTTTT-GGCGTCCTCTCATTTTTCTATCC

SCD2 13 ‥.‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥.Å‥‥入‥‥‥‥.‥.-‥‥..‥‥

C26H2 53 TTATCTCCGTCCGCGGCTGCCTTGGCCAGCCAGTTTTTGATTTTTTATCTTGT

SCD2 65 ‥日..‥.C...‥‥‥‥C‥‥‥‥‥‥‥‥TGA‥‥‥ ‥ ‥ . G

c26H2106 TCCTTGATCGATAC九九AGAACCT九人GGACATACAGGACATT入ATACCCAACTG

SCD2 118 ‥入‥.‥.入‥.T..C‥‥日.‥HT..-‥‥‥‥.‥‥‥,C.日.

C26H2I59 ccAGCTCTGGCCCAGGGCTTGTACTGTGCAGCGGGCTGGCTCGAGAAACTTAG

SCD2 170 ‥‥‥,‥‥..‥A‥..‥‥ -.C...‥ 日 .‥.

SCDl 1 CT.九人.ACCC.T.CGGT.

C26日2212 TCAT入ACACTCTTTG-CGCTGAGGTCTGAAGCTCTCTG-ACGTTCTCATCCCT

SCD2 218 ‥‥.G‥.C.‖‥T.‥‥‥...‥‖‖..G‥.C‥.‥‥‥‥‥.

SCDl 19 AG.C.GG.GGGCAG.TTT.CA..CG.C.CTC.G.C入CACTT.▲‥‥.G.GH
A I A

C26H2263 ccGAACGTCACCCCACCATCCGAC-GCCAAGATGCCGGCTCACATACTGCAAG

SCD2 211 ‥‥‥.‥‥‥ ‥ ‥ .‥‥‥-‥.‥‥.‥‥‥C‥.‥‥‥.‥.

SCD1 72 .....A....AG.G... .A..,..A.日.C.........C..日.G..C.日.

C26H2315 人GATCTCTGGCTCTTACTCGGCCACCACCACAATCACAGCGCCACCTTCTGGG

SCD2 323 .‥.‥‥‥.G‥..‥.A........‥.‥‥‥.‥‥‥.‥‥‥..

SCDl 125 ‥‥‥.CA.T‥CH.A‥Å‥ ‥.‥T‥C‥..‥.Å‥.T.‥‥C‥A

C26H2368 GGACAGCAGAATGGAGGAGAGAAGTTTGAAAAGAATCCTCACCACTGGGGAGC

SCD2 376 ‥‥‥‥‥.‥‥‥C‥ ‥ ‥ .‥‥‥‥.G.T‥‥ ‥ ‥‥‥‥‥

SCD1 178 人AC.T‥.‥‥.‥C...‥...A.GA,G‥.GTG..C.T.T.TCT..入‥A

C26H2ll21 AGATGTTCGCCCTGAAATTAAAGATGACCTATACGACCCCAGCTACC人GGATG

SCD2 429 .........日.....C.AH...日.T.日..T.... ...C...T.......

SCD1 231 ‥.CA.C‥T‥‥‥‥G.G‥.入‥T入.CC‥‥ ‥ .‥ ‥ ‥‥‥‥ ‥

C26H2 l MPAnILOEISGSYSAでTTITAPPSGGQQNGGE:KFE:f(NPHHWG入DVTUEIKDDL

SCD2 1 ...........A.....日.......日.日.....SS..........L....
SCDl l .‥ .H.‥..S..TT‥...E‥‥NLH.R‥MX.V.LYLEE.I.‥MRE.I

C26日2 54 YDPSYQD

SCD2 54 ...T.‥

SCD1 54 日‥‥‥

図 7 pC26.H2cDNA と報告 されているう･リ卜SCDIJO'

およびマウス SCD2412の塩基およびア ミノ酸配列の
比較

ラL､ノトcDNA クロー一一ンである pC26.H2とてrt,ス SCD2は塩基配

列で92%,ア ミノ酸配列で 91.7%の一致性を認めた.
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すように,不飽和脂肪酸合成の中心的酵素である1･･17-人

SCl)2nlRNAの塩基配列と92%の同 一性を示した.SCI)1

i).pC26.日2'Jローーンはこの:i-]卜SCl)1とも高い

ホモロジーーを示した. しかし,SCI)1)と塩基配列 (92%)

鼠織分布がこれまでの報告と寮似 していることから

pC26.H2 '7ロ-ンはう､II卜SCD2であると結論 した.
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解析を用いてニト､′卜pC26.H2SCI)2mRNAの発現を

検討 した結果,pC26.H2.SCr)2mRNAは主に脳で発

現 していた.生後17u齢て,L7I:u7)脳凍結切片を DIG標

識 した pC26.日2cRNA ~′｢-ーブで itt∫iItI-･(-Tり

す仁l_･:---1シコンした結果.PLP711にトーブと同 L'く主に

白質の細胞iこ陽性Lr)↓ブ+,Lを認めた (図 8, aとbを

比較). しかしこかLL12つの染色像を比較すると PLP

_ 千 千 二三 二=--二-7 t-

d

図 8 pC26.日2.'scr)2)mRNAc')脳における局在

pc26.H2(a)および p973.HB(e)mRNA の脳における分布を PI._P
(b工 NSE(d)と比較 した.pC26.H2mRNAは PLPnlRNAの分

布に煩似して,白質に認め1､'わた.これ.に対 して p973.HBmRNAは

NSEに頬似して,主に灰白質こ:i-ロンに発現 していた.

eC.entol･hinaleortcx.CAl.hipr)ocampalCAlregion.wm.

白質.
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陽性細胞数の万が多く,また個々のシブナ′トも PLPの

方が強いことかl｢),SCD2は PLP (i:r司様iこすりゴデ

ントロサ イトに発現するが.その メ･リセ一一ジ量は PLP

に比較 して少量であると推測された.また.すりゴデン

トロサ ･(卜に比較 して明と1-かに弱いが,-.一部(I)こ :i-∩

ンにもシブナJLを認めた.

4) p973.HB

p973.HB 77ロ-日 工約 1.6kbの -(ンサー一一トを持一一

ていた.Genbankによる塩基配列の検索ではこかまで

脳特異的に発現する約 2.4kbの nlRNA を認識 した (図

(トb).脳培養細胞で行った il=t'ttL′＼仁7Jりダイゼ-ショ

ソではこの mRNA はアストロサイ トには存在せず,

オI)ゴデンドロサ.(卜に存在 した (図2).これに対 し

て DIG 漂諭 した p973.Hf∋cRNA をブローーブとした

脳切片におく.ナる JllLV-ftL-イブりダ1'ゼ-ショソでは,

大脳皮質や′ト脳および喚球の特に灰白質部分にi･グナル

を認めた (図 8111.この染色バター･･･-ンほ neuron･specific

enorase(NSE)'ZlL二と極めて類似 しておE)(図 8. C と

dを比較),p973mRNA がFf:l枢神経系ではニューーr-7ン

に特に多く発現 していると推測さIlた.海馬,海馬采お

よび駁弓においては白質にも弱いシブナ′Lが認めL:)汁

+りゴデントに7･サイトでも少畳発現 していることが示唆

された.

5) p362/GapⅢI

pこ施2.Hfミ(1.2kb)をプロ-ブとした培勅 封胞の zlJtst-ltL

･＼[ブりLrl'ゼ一･一ションにおいてシゲナ/Lがオりゴデン

ドロサイトに限局して存在 したこと (図 3),1.2kbの

インサ-.1卜の塩基配列を検索 した結果,この----･部の領域

が rasGAP 7I:r･ミT)一蛋白質に共通の GAp-related

domain(GRD)22､23)に極めて類似 しているが,他の

部分が既知の GAP とは異なっていたことから,以後

この クローンに注目し,晴乳類の3番目の GAP,すな

わち GapⅢ と命名し,この cDNA がコ一一ドする蛋白

質分子の特徴,分布,榛能を明仁つかにすることを目的と

してさl二)に実験をすすめた.まず,p362.HB .(ンサ-ll

ライブラり-を再度 スクり-二ングし,部分的 cDNA

クローン (1,788bp)を得た.ラ･ソトのラ仁ブラり-一一か

ら全長 cDNA を得ることが困難であったため,同じプ

ロ-7Iを用いててrL7ス髄 cDNA ライブうり- (lgtlO)

した (図 9).GapⅢcDNA は834ア ミノ酸残基から

なる分子量 96kDaの蛋白質をコー ドしていた.ラ･ソ

卜の部分塩基配列およびてr)スC')塩基配列では94.69,6'

ノ酸配列かと丁〕推測される機能 ドメインを図 10に示す.

類似 した領域であり.この cDNA が rasGAP 活性を

持つことが推測 された.Z･･asGAP iこ共通 してムられる

I/ミ/酸配列である F-i:R･-x(3トp-A-I(3トP2･11お

ぞれT ミノ酸 L183かL､)494残鼠 および517残基の部分

に認められた.GRl)領域のアミノ末端側には りン脂質

に対する Ca汁-依存性の結合に関与する C2 ドメ(ン27L-

とよばれる構造が2つ認められた.また GRD の力JL,

ポキシル末端側には情報伝達系に関わる蛋白質iこよく見

られる Pleckstrinhomology(PH) ドメイン28ニJ191や,

ヒト伴性無ガンて ゲロブI)ン血症に関与する Btk モチ-

7からなる PHノBtk ドメJ(ン構造30卜32､を有 していた.

哨乳類における GAPは図 10に示すようにこれま

でに p120GAP22-23㌧ タイプ1神経線維腫症 (Neurofi-

brimatosistylXtl)の貴任遺伝子として知られる NFl33､-

361が知LT)Itている.こIli.)はいずれも GRD 部分で高

いホモ【..1ジ一一を示 しているが,その他の部分ではその構

造は全く異な--ている.今回すr):1--デントロサ (卜cDNA

が二--卜する蛋白質 GRl)の両端に C2トメヤンと PH

Btk ドメインを持ち,構造の上では同じ時期に Maekawa

は C2 ドメナン,PH ドメi'ンの他に. リン酸化され

たチロシン残基を認識する SH2LSH3 ドメ1'ンを持ち,

NFlはこれらのいずれの構造 も持たず.GRI)の両側

に辞母の GAP として知られる IRAlあるいは IRA2

ときわめてホモロジーの高い領域を持っている.このよ

うな構造上の違いから,これらの異なる rasGAP の問

では,rasの活性調節に際 してそれぞれに異なった榛序

で調節 していることが推測された.Gaplm と GapⅢ で

は蛋白質の構造上は極めて擬似 しているが,実際の塩基

および丁ミノ酸配列を比較するとそのホモロジーは59.7

%ときわめて高いが全 く同一一ではないこと (図 11)か

ド),これらが異なった遺伝子にコー ドされた蛋白質であ

り,噛乳煩においてはこの2種類の GAP が 1つの71,-

ミリ--をつくっていることが示唆された.この GapⅢ 77

ミリーは Drosophilaの網険光受容体の発生におtL､て

神経細胞とそれ以外の細胞の運命決定に関与する Gapl

蛋白質38､と類似性が高 く.晴乳額における Gaplのホ

モログであると思われた (図 10および 11㌦
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lCGC▲GCGCCCGGGGCてCTGGGGGĈTC⊂G⊂AGCTCGG⊂T⊂CGTCTGCCGGくTT⊂TTC⊂CC
61TGTCTTGTC⊂⊂⊂⊂TTCTG⊂GGCCGCGCTG⊂⊂GGG⊂TCCCCCCCGTTGG⊂G入GGTCGAC人<
iIiGC▲GCATロニCGGTG6人GG入∧G山ココGACTGCGGGTCTTC⊂人G∧GCCTG入GCAでCJJLĜTTG
L ｢｢^v ES6G LAVFQSVRエK一

iaiGTC人∧G⊂CAN:▲入TCTT⊂⊂TTCCT̂CC⊂GGGGCC人入▲⊂人AĜTG入CGCA⊂TCCTA⊂TC⊂̂
19G E^K～ LPSYPG P～K～AO⊂Y⊂

ZIi CTGでG入入CCTGĜ⊂⊂̂GC入GG入GGTTTT⊂⊂CGACC▲入人入TTCTCCAC人入GTCACTCTC⊂⊂
j9 T V 〟 L【)0 6EVどATK:V6KSL⊂

⊃01 ⊂⊂TTTTACGG入GAGGACTTTTACTGTC人んヽT⊂⊂CTCGG入CTTTCCG⊂⊂ACCTGT⊂⊂TTTT
S† p r Y G E D どYCE【FASFAML5r

161 ⊂̂^TTTTTGAT入G入GACGTTTT⊂CCA.lGGĜTTCCATĈTm GTGこ⊂⊂人T⊂CAG入
79 Y 工 F 0 A D V { R a D S こ こ G K V 人 :Q

I21 AGGAJLJ=ACTTGC人入入GGTACĈ⊂人入⊂▲GGGAĈĈTCGTで⊂⊂AGCTC⊂AGĈTGTGGATG
I9 K E a i Q A Y H ～ A C) で tJ F く】 L Q トlV O

lll ⊂TG入⊂T⊂入C入GGT∝入GGCCA入GGT⊂⊂AC⊂TGGAGCTGAĜ⊂TĜGTG入GGTCATT̂CTC
u l ^ D 5 E V Q G K V li i E L A L 5 【 V t T

5Il ^CX ⊂TGGTGTCGTCTCCĈ⊂人入ACT⊂GCTC⊂ACm TCTT⊂C入GTGCC人GGGT⊂て⊂CC⊂̂
Lユ9 N T G V V C H K L 入 A A I ど E ⊂ Q G L P

O

601 TTGTG八人⊂GGGC∧GTCTCA⊂⊂⊂TT入⊂∝⊂▲CAL=TG入CGCTGGCCCG^⊂⊂⊂TTCACGTCTG
lさ9 工 V ～ G Q C D EI Y ^ T V T L ^ G P ど A S

H i AAGC人人入GA人入▲CG人入GGTG入〟;M 入入人▲⊂こÂC.uC⊂ここCJuTTTG^⊂GAGGTGTTTT
179 E A X K T K V ド ド K T ～ N P (〕 F Cr E V ど

l721 ^TTTTG入GGTGA⊂CAGAC⊂⊂TG⊂▲GCTA⊂▲… TCC⊂̂⊂TTTGA⊂TTTG入GGA人G
199 Y F E V T A P ⊂ S Y S K K 3 ～ F D ど E S

7Il 入GGA⊂GTGG ⊂̂人九人CTTG入人入TCCC入GTTGA⊂CT⊂TG6人入C∝C八cc人 ⊂ヽ⊂TGAAGTTTG
Z19 S D V t) K i E I A V a i W ～ A 5 .～ L K ど

M 1 GGG^TG入GTTT⊂TCGGGG入入⊂TG九m で⊂⊂T⊂T⊂▲AĜTTCTGCGAJ:ACTCG入G⊂T⊂TT
Zj9 G E) E ど i G S i A i P i K I i A M S S i

工 H V Y A
～O1 T̂G入入GC⊂TGGTAm ⊂CTCCA=⊂⊂⊂⊂GN=入m Cm T入入6人GCCTG人▲G⊂⊂.ヽGATG

259 Y S ^ W Y f i Q P A a II G ～ K S L X P a
S V

961 ⊂̂TTGGGGT⊂TCTG入GGTT入入入TGTCGTTTATA⊂AG加 入CĈ TGTCTTCTCCTCTG入GT
279 D i G S L A L ド V V Y T S a H V F 5 S i

i021 ⊂̂T入⊂▲G⊂⊂CA⊂TG⊂GTGA⊂⊂TGTTA⊂TGA.LJ=T⊂TG⊂AGATGTGGN:⊂⊂TGT⊂TCM ⊂T

Z99 Y Y S P i A a i i i K S A D V E P V S ^

i081 ⊂AGM CT⊂人⊂̂T⊂⊂TGGGTG入GGTGTG⊂AG入GACM 山 人GGCAG.:⊂ATCCCGCTGG

319 5 ^ A H I i G ど V ⊂ A D K Q E 入 ^ = P i

iil1 T̂ CGGCTCCTGCTGC入⊂TATGGC入GGGTAGTGCCCTTCATC.LL;TCGCATG⊂GT入GCGCAG
ユコI V A L L i H Y G A V V P F Ⅰ S ^ 工 ^ S A

1201 AGGTG入入G′GGACCC入GĜCCCC入れTACCATCTT⊂⊂G入GGA入入CT⊂̂⊂TG入⊂▲T⊂CM T
ユ59 E V 汰 A T Q D P EI T 工 F A C ド S L T S K

1261 GC人で入G入TG入GACG^TG人m GGC.ヽGGC▲TGCACTAT⊂T⊂⊂ATGTĜ CCCTG入AGCCĈ
ユ79 ⊂ 工 D E T M ド L A G ～ H Y L ～ V T i K P

lユ21 cĉ TTG入GG入G^TCTG⊂⊂AG入G亡nCM TCm TG入G入TCGA⊂CCTGTG入人入CTC人帖
ユI9 T I i S エ C Q S tl K S C E 工 D P V K i K

lユ81 0̂よこCG入入入入CCT⊂GAG入入C人入CATGGAG入GCCW CAGT̂TGTGGATO=⊂ATCTTĈ
119 D G E ド L E NドMSSiA QY V a A I r

l一li CTGTC▲TCACCAnT⊂Cm TG入GCTGCC⊂nCCGTCATGTGTGAnTCTTTTTCTCCT
u 9 T V ITKiGVSCPTVN⊂D I r r S

S ど

i～OiTGCGGG入GG⊂GG亡TGC⊂人入GCGCTTCCAAGATGAm TGTGAGGTAĈ CGGCCGTCA

lH iAEA^^KA どQDDiOVI Y I A V

i～61cc▲GCTT⊂̂TCTで⊂CTC｡LJ=GTTCTTCGCCCCTGCCATC⊂TGTC⊂CCAM CTTTT⊂⊂AGC

1795SどI早.iArどA PA IiSI ～ LEQ

⊂
1621TGAn⊂⊂⊂CA⊂CACACGĈT⊂⊂̂CN:̂⊂Tて⊂7人G九人CC⊂TGA⊂̂⊂TT̂T⊂TC人んlG入O=A
ln iT PHHTDPQT5RTLTi ISKT

図 9 p362.Im C,ap灯
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I6817⊂⊂▲CA⊂⊂⊂TCGGCAGCTTGT⊂⊂人入GTCC入AGT亡TC⊂⊂̂CTTTTuGG入GT⊂GTA⊂̂TGG
!19 工QTLこ S L 5 IくSAS^SrKESYM
lTli CGAĈTTCTATG人人でTCTで… TG入GĈGんヽCTAでCC人G入TCCTGT人八人人人人でてTT⊂TCG
5ユ9 ^TチYE ど F ～ EQKY^O^VK〟どL
iBQiATTTCAT⊂TCAT⊂⊂て⊂GGGG人Cん■GGĜ⊂CCCAAG入GĈT入G入G⊂▲エCCĈTC⊂TCCTTA
559 CIL【5S S G A IaPKS工EQP:LL
i861 人入GAJLJnTTCATGATC人人GCGCGCC⊂入GGG人入GCAJuCGCTTTGG入入TG入人G入ATTTCヽ
179 KEGどN : X A AQGAKIどGHK～F
1～21 Ĉ入人GACCTGGTTT⊂GCCTGACG人入⊂⊂入CGAGTTĈ⊂こて入CC人GA人八人GC.L̂AJXTCAT⊂
591 にKAu F A L T .YHEどTYaKSXGa
i～Bi AGCCAC-TCTCC.人入⊂̂TC⊂こ⊂̂T⊂G入GÂCAで⊂TTGGCTGTCG入G〟=GCT入G▲GG入GこAL:T
619 QPL⊂pJ 【 P 工 ∈-V 工L^∨亡1'L.ミEE
ZOli C⊂Tで⊂CG入入TCA.入入人人⊂ATCTT⊂⊂人GGで⊂人で⊂こAC⊂⊂AG入CCCTCC⊂CGTA⊂AT⊂⊂人CG
iユ9 S ど A ～ K 〟 M ど QV :QPEAALy工Q
ユlo1 cc人入CんヽCTCTCTGG入GC⊂⊂AACCACTG=̂T⊂Ĝ⊂∧TCCT⊂∧⊂⊂M TG入GCC人GTCiC入
659 人 H N こ V E ^ K a } 【OtLTKVS0C
ZL古I ACC人GA人CCこCこて⊂入ここCTCTTCĈ C⊂CCTCGGCCT入C⊂TGA人CGCC⊂ACTGG⊂TCTCCT
i79 N a K A L T V .r H ? S A Y L ドGHWLC
2～2iCC瓜 t:CTここで⊂入CA⊂̂ CGGCTCCTGGCTCĈ CTC⊂⊂TGĈ CTGGTGG(;CT⊂⊂CW Ĉ

699 C R ^ S S D T ^ ^ G C T P ⊂ T G G i P A

Z201 AĈ TCCAC⊂TGC入⊂人でTCATCGCC入⊂⊂CTC入▲▲⊂入G入G⊂G亡人TCTACTCT⊂TCTTT.u ⊂⊂

119 N : Q IL. D I D G :) R E T E: A I Y S L F ～

2】II TGT▲⊂ATGGG⊂人AGL_I-TGGÂ 人IGATGC八cc入GGC⊂TGCGGC人G⊂人AGTCTCTGT入TGACG

7ユ9 L Y H G K L E K H Q 【 ^ ⊂ G S X S V Y a

1I01 ccCCTC九cc人GCAGGAL=TACT⊂人入⊂CTでCCT⊂▲T⊂GA⊂G^CCCCC-1占G入GACGTACW A

159 G P E a E e Y S T ど V 【 D 【) P Q E T Y K

ZIii CGCTG入入G⊂AGGT⊂▲TCm GGGGTGGCGA⊂C⊂TTGAGCAGG Ĝ⊂^⊂GCACN:TACAGG^

779 T i K Q V 工 A G V G T L E 0 ; H A Q Y A

2521 GAL;̂CM TでCAJu人入GACGAL=ATACGG6人GC⊂▲GG入GこACC⊂T^TTGG入GACJW AGCT

199 R D K ど K K T A Y G S Q E H P I G D K 5

2さ8i TCCAG人咋 て̂ ⊂AT⊂CCG⊂AJ=⊂･LCT⊂-=GAJ=入TCT⊂CA⊂こC･LTT⊂CATTl･u GGTC人⊂人GC^

119 r Q N:･.･Y t i Q 0 S S こ S T N 5 : -
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CCTC⊂⊂人GATC人GCGCTGTTGACCCACAここAGGGGG入人入M CAGAT人入収 入仙 ここ入G▲

入GGC入TACATGGAGAGG人人入⊂̂ TGTTC入CCCGTで⊂入CA⊂GGGT⊂⊂T^CC.ヽ GヽCTGGTGGG

G⊂CAC⊂̂CG入GTC入入GC▲TGCT⊂TTC⊂⊂⊂GGCAGG人人CTCTTGCCTGGGCTGTGW C⊂

⊂⊂TTNm G亡⊂山ニCA⊂AGGTGGTCTĜ GCCATCCTGG入▲TG⊂ATG⊂T⊂ATCTGTCTTTCT

A⊂TC⊂TTCAGTTGT̂ TCGGĜ T⊂CAGGGAT⊂TGTT入人入T^TT入GGG人入CTATGG入m TG

T⊂7人入入cm TTCCCGTCG⊂̂ ⊂G⊂⊂⊂GGTCCCCCTTC^C人九人GGC入CCCC'rGGTT⊂GTT⊂

T̂GC⊂AGGGCm C⊂TTCTTC人GTGTGCACTCTTGTC⊂⊂TTGC⊂TGCTGGTCTCTGTGGC

TCCGTACA⊂▲'rGTAC⊂▲GTCTG∝ ⊂CT入GC⊂TTAL=ACGTACA恥 入T⊂CT∝ CZ=TTCGT

TC⊂▲ロコニ入人で⊂Cm TCTG入人入CGTG入G入入GCAGTATT⊂CCW ⊂九cc〟;こ掛 GGこ

入G⊂⊂TTT⊂TC⊂TG入m T^TGTTtコGTTTGTT⊂CTGGCT入人入GGGT⊂人TTTTTTGTGGCTG

GGATGGACAGĜ TGG7人CAJ=仙 人⊂T⊂⊂TTT入TCTIAG〟=G入亡人TGGGGGTCCTTTT⊂TT入

G入GTCCm AL=山ココG入GGGm TG.LJX C▲GTCTTCTCTGGm GAC⊂AT⊂̂ CCCCTCAG

TTC人入入⊂▲⊂入GGT⊂TGGATGTTGGATんlGGTTTCんUlCTAG入入T⊂CACJuニGCTでGCTGCC

TCĜ TG人んヽ GT⊂TGM ATm 入入入GGm TGn m Tで⊂入AG⊂TGTCTTICTT九人

TGTTTTT人ん叫m TTTTT九人人で九m TTTTGATAT入入GGCJGTGTGG入入TAC⊂AGĈ
T⊂T̂ TGTGCATT入GGGGGG TC⊂⊂んU IGGG入入⊂入GTATTTGATTT⊂TC
AM ⊂▲入▲GGGT⊂⊂TロココGGA⊂人で▲GCT⊂TGAll̂ TCGALm G ⊂ACCGGC人m TA
八̂GGC⊂人九人⊂GTGGTATT⊂⊂入山 TGCCTGTGTCTCTGTGAGCC⊂八人C A G G C C A⊂̂CATGC

C入入TGT⊂TGGAACCA⊂TTTTGATTGGl;GTGGG入GGGTCCTGA入入CAGAC.LK ^ ⊂ 〟 n CTC
TACC〟ニCTTAL=CC⊂CCXCAGTAm m 姑 CCTT T̂G,CC人九人CTGC入TTT ⊂ ⊂ 入 G ▲ G G C T

GAGAG入GGGGC入CT亡T̂ TGm GATGTTGCTG入相=6人⊂入CAACCX C▲CATIC で G C T 入 C C

⊂TTTTCTC-rTĈ TTCTTGTTG∝ AGGTTT入人TCTGTAT⊂T.LJ=入▲⊂亡⊂AT人GT入GC AL= 入 G C

TGTA⊂TG人入⊂T T⊂TTTTT人AC T T

GĜ TTTGT人入CTT人入TGTTTCTGTTT T̂AAGATA⊂T人八cc^TTTG⊂.u TGTATTTTÂ T G

GGC堂 三 盆 ㌘ G帖ATGTTTT̂ TT⊂TT人人人入仙 人八人

の塩基およびアミノ酸配列

ラットのアミノ酸配列は,マウスと異なる部骨のみマウスの配列の下に記載 した.細訳

開始 コドン ATG と停止 コドン TAA は斜体および下線を用いて示 した.ポリAシグナ

′Li二は2重下線を引いた.GAPに特赦的な配列である F-i:R-㌔(3トPIpLxt3トP24､部

骨は下線で示 した.また,GAP活性に必要なり

これまでに rasGAP として報告されLている P12()GAP

の GAPである t')'Oの ミュ-｢ケントに導入すること_をこ

よって,この ミュ-タソ トに特徴的な熱ショック感受性

を正常化することが知 られている.このことは噂乳額の

GAP 活性部分が.酵母においても rasの GTPase活

ジン残基25)26)には下をこ串をつけた.

性を調節することができることを示 している.GapⅢ に

おけるこのような活性の有無およびその反応部位を調べ

るため.図 12-aiこ示すようなコソてトラJJ卜GapⅢ-

1から-5を作製 し,それぞれ IRAl遺伝子の ミ:i-タ

ントを持つ酵母 tLralに遺伝子導入し,熱 ショ･ソクに対

する感受性の変化を調べた.その結果図 121)に示すよ
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蛋白質構造の比較

C2.Cこ12+-de･pe11dentphospholipidbilldingdonlain;GRl),GTPilS(､一aeti＼･atingprotein
re一ateddomain:IRAlandrRAl)IhomolL)g〉･regionswithlRAlandllミ̂ 2in
neurofibromin.

∫ fIIII 工V

l- - 1
C2 C三 GRI) PtIIBtk

I II If【 IV V ■ヽf

Gap【IT iOO'詣 1(沖 7c l100'学,:,: <iO(〕{;lh lUV 芦.;, loo罷

Gaprm 65.iFc 81･(]q･; 6丘7% 61･8% 64･9To 35･6.7o

DmGap149･2% 40.5% 4515g0 5217C･; 4319% 22･4%

マウス p362Gapm,う1.,卜Gapln-37㌧ ショウジョウバエ (Dm)の DmGapl38､

のアミノ酸配列を,特をこ額似性の高い 王からⅥまでの各部分に関 して比較 した.

p362:GapⅢ.Gaplm 共鳴乳類に存在 し.共通の ドメ1'ン構造を上るが.塩基配

列の比較からこの2つが全 く異なった蛋白質であることが示された (ラットGapⅢ

の部分的アミノ酸配列は図 9参照).
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図 12 I_1363GこIPm 関連董自質ハ G八_I-'活性ハ測定

;1.CAP活性は iI･(ZI∴ =-･-'Zニト酵母LT)形質転換し叫 f無によ･･､て検討 した.C,之IPtl n

5つの異なる部分をそれぞれに酵母の発現ベクタ-である pKTIOをこ入れた Gap取-

1から GapⅢ-5を作製 した.数字はアミノ酸残基を表す.これらの DNA をミュ-
タソ ト酵母に導入 し,それぞれの熱ショックに対する感受性の変化を調べ,その程度

をこよって GAP活性を-から十十十藷で半定盈約に表 した,pKTIOはベクタ-のみ,

pKP22は NFlの GRD部分を同じベクタ-に組.み込んだものをそれぞれコソトロ-

ルとして用いた,

･!.',%轄 てこL13母

野張 野認諾

還 講臣事萱§･さ.頚

･!S 認Si,;.重き至/∃

b. GapⅢ DNA を導 入したことによる ミ:..-- ')ント酵母の熱感受性(7)硬化を
示す. ミェ-タy 卜酵母は53℃の熱処理に対 してあきらかな感受性を示す
(PKTIO)那,隅 の GRD部分 (pKP22)あるいは GapⅢほぼ全長 (GapⅢ一
日 を噂Åすると,熱感受性は正常化する, これをこ対 して GapⅢ-4あるい
は GaPⅢ-5のように,GRD 部分に-部の PH/Btk配列が加った もので

は ミュータントをこよる形質変化を完全には補正できない.
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うに.Gapm 蛋白質全長 (GapⅡト11および GRl)価

域 LGapⅢ-2,31が IRAlミ:i_- ケント酪母における

勲シ:トリ')感受性を正常化 した.さ吊こ.酵母内-の グ

リコ-ゲソの藩横をみることをこよってこれらの トランス

7十一てントで ras自体が確かに不活化されているこ

とを確認 した.

ノ一･一ザンプロ･リ卜解析によって,4.2kbGapmmltNA

は肺臓および肺に少竜の発現を認めるが,主に脳に多く

発現 してし､ることがわか一,た (図 13-a).脳の部位別

では,大脳皮質,海馬,小脳に･多く存在 し,視床や脳幹

部分ではその発現が既鮫的少なかった.また,脳の発達

iこ伴って GapmmRNAc')発現は増加 した (図 13-b上

脳内のどのような細胞に GapⅢ 遺伝子が発現 してい

るのかを明らかをこするためをこ,脳切片および培養細胞を 望85 -

用いて zL7日tlttEJ＼JTブl)で-1′1.:一･1･｢ンを行った.他の

GAP蛋白質と(')ウT7ス′､仁 '/りr/∫-ビーシ7ンを防 ぐ

ため,GapⅢcI)NAの･')ち.特iこユニー ウ上思われる

3●-LTTRの部分を開いて cRNA-~7■'ロー17-1を作製 した.

コント1..1-ノし上して.隣接切片をそれぞれ二.ll:-ロンの

特興的て一･J]-一･一であるNSELtすり二{:i-ごントロサ (卜

tTl特異的て-か -である PLf･)cRNAで′､仁7′りす(

-tr:-シ三一ンを行一･1て比較 した.その結果,生後19tl齢LT)

てウス脳凍結切片におけるGLIPrD rnRNAL')分布は NSll:

ときわめて類似L71分布を示していた (図 14).部位別iこ

ぼ,海馬をこおいて CA 簡域の錐体細胞,歯状回の額粒

細胞に発現 してし､た.隣接する白質部分では弱い発現を

みるのみであった.小脳をこおいてはプルキソエ細胞,覇

粒細胞でシグナルを認めたが,小脳白質では明らかなシ

グナルは認めなかった.このように,少なくとも生後19

日齢のてtJ7スにおいては GapⅢ の nlRNAは主にニュ-

ロンに発現 していることが示醸された,成熟マウスの脳

切片を用いた tLllJl'/tI′､1'ブ1)ダイゼ-.-.-シコンにおいて

も同様の傾向を認めた,

新生仔う､リ卜脳かrっ調整 した ブりIJ'培養細胞は主に2

観察の細胞からなる.すなわち-層にひろがるアス トロ

サイ トとその上をこのった比較的小円形のオリゴデソド田

サイ トである.この培養系で行った insiiu-イプリダ

イゼ-ショソでは GapBIプロ-プはアス トロサイ トと

は反応せず,小円形細胞のみを漁色 した.これらの細胞

が･寸-1)ゴデントロサ (卜かど･-1かを確認する目的で,zL77

situ-イプ リダイゼ-ショソを行った標本に同時にオ

リゴデソドロサイ トの特異的マーカ-であるガラクトセ

レブロシド (GC)抗体を用いた免疫染色をおこなった.

図3に示すようiこ.GapⅢ mRNAを持つ細胞はすべ

18S 一一･
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図 13 p362GapⅢ mRNA L')発現

p362/GapⅢ m況NA の発現をラッ卜の各組織 (a)
およびラット各発達段階の脳 沌)から抽出した RNA
を発いたノ-ザソプロット解析によって示 した｡こ
の mRNAは主監脳に発現 しており,発達によっ

てその発現慶が増加することが示された.bの 1か

ら5はそれぞれ生後4,7,10,17,25日掛ラット
し7)脳全 RNAを用いた.
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図 14 p362.LGapⅢ 111RNAの脳における局在

17日齢マウスの脳凍結切片を用いて insitu -イプリダイゼーショソを行 った.海馬

および小脳部分のどちらにおいても,GapⅡ王mRNA の分布 (a,b)はニュ-ロソのマ-

二か-である NSEmRNA の分布 (e,i)に額似 していた,Cとdぼオリゴデソド田サイ

トのマ-カ-である PLPmRNA の分布を表す.CA巨CA3,海馬 CA且から CA3領
域を示す.wm.自質.

て GC抗体陽性のオリゴデソドロサイ トであった. し

かし,かならずLもすべての GC陽性細胞が GapⅢmRNA 5和考 察

を持･･､てい･tlilけではなく,す】l二[-.i-ごンドし?+1-1′トハ系 今回すり={ご丁ごンドt.7サ /(卜iこ発現1る未知(T)遺伝子を

譜上のある一時期のみにこの G叩Ⅲ が発現すると思わ タロ-エソダし,それらのオリゴデソドロサイ トにおけ

れた, る機能を明らかにすることを目的をこディファレソシャル
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スタリーエソダを行った結鼠 既知の遺伝子 となんらか

のホモ ロ.j1-･･･-1を認めた ')ロー ン tp362.HB･/GapⅢ.

bindingprotein5,p271.HB･Amyloidprecursor-like

全 くホモtlジー-を認めなかった ウロー-ン (p262.A4.

p502.HB,p1371.HB,p973.HB)の合計10個clJ)'JL-I

ンを得た. これ!丁っ1017ロー:/の関連する mRNA はす

べて脳に多く分布 し,特iこ培養細胞で行一･〕た lltst'/IL-

イブリダイゼーショソではアス トロサイ トには発現せず,

オリゴデy ドロサイ トをこその存在を認めたことから,ス

トラテジ-としては目的をこかなっていたと思われる.受

SCD2は ILIZI･it.()で も明 i､っかにす りゴデ ン トrJサ イト

に発現 していた. このうi-'p421PD-Ilrは最近 Narit,こI

i-)によって報告されたラ･,卜脳特異的 phosphodiesterase

Inucleotidepyrophosphatase(PDIETP 9＼とほとん

関与する部分よE)TJj,しボキi!L末端側の:1-チ (ン'/領

I/産物である上,思われた.Narita 吊 よこの mRNA が

脳では脈絡叢土壁に多く存在 していると報告 しているが.

今回の J■JZ∫Z'llL′､･仁フ′りIJL'[-i_･:L一一･;lンにおいてヰ)脈絡

革上皮に強いシブナ′L･を認めた. さ吊こ,大脳および′ト

脳白質部分をこも明らかなシグナルを緒つ細胞が数多 く存

在 し, しか も PLP プロ-プを用いた隣接切片のシダ

ナ′Lと同様の分布を示すことかl＼, この白質C]:)細胞はす

りゴデンドr7サ 1'卜であると示唆 された.PD-I(Yの脈

絡叢上皮における役割はまだ明らかではないが,脳脊髄

液の分泌をこなんらかの関わりを持っているものと思われ

る.

pC26,H2は不飽和脂肪酸の合成をこおける重要な酵素で

ある SCDlおよび SCD2と高いホモロj一一を持つ.Lqユ)1
は飢餓状感で肝をこ誘導 される酵素であり,平常状態では

脂肪組織に多く存在する-lot:.こ畑 こ対 して.SCl)1)は

脳に多 く存在 し,肝には誘導されない41). これ ら2つ

の酵素は構造上きわめて類似 しているが,別々の異なる

遺伝子からの産物であることが知 られている42).塩基

配列に関 してはこれまでにラットSCDまとマウス SCD2
の報告があるが,今回タロ-ニソグされた pC26.H2は

その mRNA の分布が脳に局在 していること,および

塩基配列土のホモロジーから,SCD2のラッ トホモロ

ブであると結論 した.SCD2〔.T)脳における機能は.瞭

リソ脂質の合成のための不飽和脂肪酸の供給であると考

えド)れる. ミ_T･りパま飽和および不飽和脂肪酸に富木

特にすし仁ン酸は ミエ りンの主要構成脂肪酸であること_

かL:1, こI,Lまでに脳における S(TLr)活性の大部分は十

日ゴデントr,サ (卜に由来するで卦/'･>)と予測されてい

た.今回 insitu-イブ Tjダイゼ-ショソを行 うことをこ

よって.脳では推測とお ･')SCD2が主に十IJニ(-7:ンド

ロサイ トに存在することを明らかをこした.脳以外では脂

肪組織や リソバ球にも存在するが,中枢神経系において

は SCD2はオ リゴデソ ドロサイ トのマ-カ-になると

思われる.

mRNA のように,培養オ リゴデソドロサイ トには明ら

かに発現するのにもかかわらず,凍結魁切片で行った in

st-(zLI＼1'7'りJzI JL･:- 二三二7ンでは主にこ:1:一一ロンに発

現 しており.白質〔二71す り:I-i,-ごントロサ †卜にはごく少量

の発現 しか認めないもの もタロ-ニジグきれた.もとも

とオリゴデソドロサイ トeDNA ライブラリ-からタロ…

エソダしてきたに屯かかわらず,このようなことが生 じ

てきた原円上しては.サブ 卜二IilA'.I,｢ンあるいは古典的

ディファレンシャルスクリ-ニソグに際 して脳 cDNA

をプロ-プとして潤いたため,オ リゴデソドロサイ トで

は少慶の発現 しか していない希なタロ-ソがとれてきた

可能性が考えられるや鶴の可能性 としては, これ らの

mRNA が発達段階t･'1--.---時期∩+ -iゴ:'':ントロサ †卜iこ

のみ発現 していることが考えられる.この場合は様々な

発達段階の脳切片において ilZ∫ll/zL ′､仁′りす1′七t･.--11･I_1

ソを行ってみると,オ リゴデソ ト'ロサイ トの分化に伴 う

mRNA の発現が.なられるかもしれない.また, もう1

つの可能性として, これ らの mRNA の発現が培養下

のオ リゴデソドロサイ トのみをこ誘導 されることも考えら

れる,この場合,党をこも述べたようにアス トロサイ トで

は誘導 されていないため,ある橡の細胞特異的な誘導機

序があるのかもしれない.このような現象は勉の mRNA

LT)発現でも報告 されてお り,Z■II～,]'t･(Jでは主にニ_-i-【コ

ンに発現する MAPIB.I3＼が,培養下ではすりゴブ､ンド

1コサ 1'卜にも存在することが報告 されている1日.

今回特に詳細に検討を行-､た p362GapⅡlでは,生

後19Fl齢のIIJrL7｢く脳における mRNA L')分布は二二L.-

ロンに特に多く局在 していたが.その蛋白質分子として

の役割は極めて興味深い.癌遺伝子の 1つである raSは

GTP結合した活性型と GDPに結合 した不活性型の2

種類からなり,-方から他方-変換することによってい
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ここ

iFl:I.?;?宇戸門?P:門閥Pi隅開閉R.17)?.TIWF.lTiPll3
～o:最とさiミ晶とdldt:tl鎚し柑甜闘il:dl抽貼腿貼

RECEPTOR

EXCHANGE
FACTOR

GROWTH
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冒?:CIC:弓閥?:flP;謂l?.7%開田一与開田t?lPl開Wl開
占三もdddbEb睨;拙Gもヨ批闇viJai;朋とdES込.dlbはZ

MAPKINASE
CASCADE

図 15 rasを介したシグナル伝達糸
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わゆる分子スイッチとしての役割を果た している舶)

成長因子などによる細胞外からの刺激が受容体を経て ras

蛋白質を活性化させ,MAP キナ一････一ゼ糸を経て核に伝わ

り,細胞の増殖あるいは分化に影響する (図 15).GAP

はこの rasの内在性 GTPaseを活性化 して rdasに結

合した Gl､Pを G【)Pに加水分解することによって ras

を不活化する働 きを持っている.GAP にはこれまでに

晒乳頓で報告 されている p120GAP あるいは NFlの

他に Drosophilaで網膜光受容体細胞の分化に重要 な

役割を果たす Gapl.酵母iこおける RAlおよび IW 16＼

が如 上｢.〕Ilている.今回 '/[]-ニンプした GapⅢ は,こ

れとほは同じ時期に公表された Gaplnと同じくDr(芯OPhila

の Gaplときわめて類似な蛋白質構造をとるが, この

2つのア ミノ酸配列の-･･一致率は59.7% しかないため,

これら2つは進化学上おそL.)く共通の過伝子から別れて

長い進化の過程で異なる配列を皇 してきたものと推測さ

れる.このような関係は IRAlと IRA2にも認められ

ている.GapⅢ と Gaplmの mRNA の発現を比較す

ると,GapⅢ の発現 バターーンと Gaplmの発現 ベターー

ンには違いを認める.Gapm はノーーザソプロ･ソト解析

で示 したとおり,脳に多 く発現 し,その他肺煉,肺にも

少量の発現を認める.こナ=こ対して.GapI'nは Maekawa

lT･)が RT-PCR法を用いて解析 した結果脳iこやは り多

く発現 している他.胎盤,腎練にもその発現を認めてい

る371.また,今回結果は示さなかったが.GapⅢ の ras

蛋白質に対する7･'7(ニチ イはニューロ7(プロミン (NFl

遺伝子産物)に比較 して極めて弱いのに対 して,報告さ

れている Gap1---の rasアブ でニテ †はニューロ7 -†

プロミンとはは同一である.このことから,この2つの

類似の蛋白質は,その分布のみでなく rasに対する7

7イニテ (も異なっていると推測される.

最近 GapⅢ 71Tミり一一(Gap皿,Gaplm)に極めて

類似 した構造を持つと卜の蛋 白質遺伝子が報告 され

GapllP4RPと名付けられたL171.これはもともとイノシトー

ル4リン酸 (IP41結合蛋白質として血′ト板から精製 さ

れた蛋白質の部分アミノ酸配列をもとに クロ-こングさ

れた因子で,実際に IP4結合活性を有 し.他の りン脂

質による GAP 活性の阻害が IP4の添加によって解除

されることが報告されている.Gaplmや GapⅢ に IP4

が結合するか否かは不明であるが,IP4結合に関係あ

ると思われる残基が良 く保存 されているため,IP4と

の結合が GapⅢ 77ミリーの特徴である可能性が高い.

前述 したようiこ,噂乳類の rapGAP には p120CAP.

NFl,GapⅢ 77ミリーの3つに大別できる.これ√)

の機能的な差異はまた不明であるが.これらの構造上の

共通点は GRD のみであるので,rasGAP以外の機能

や細胞内の局在,組織特異性などはかな()異なることが

予測 される.たとえは. これ らの 3種の GAPは細胞

内局在に関 してもそれぞれに異なっている.p120GAP は

細胞質画分に存在するL18､が, これに対 して NFlは細

胞骨格糸,特に徽JJ､管と結合していることが知l::'わてい

る脚.また,Gaplmの活性はこのどちらの画分でも存

在することが報告 されている50).このように,細胞内

局在も,r拡 不活化以外の機能も全く異なる3観 の GAP

がどのようにそJtぞわの機能分担を行っているのかを明

｢っかに していくことが,rasを介した情報伝達糸を理解

する上で重要である.特に.raSはさまざまな成長因子

やサ fトカインなどの細胞外かt､)の刺激を受けて,細胞

の増殖あるいは分化をオン.オ~7する分子 スイッチであ

り,GAP はこの71イt,チをオ7にする働きをしている.

はたして GapⅢ がニューロンやすりゴデンドロサ イト

のように増殖能を持たない細胞の中でどのような働 きを

しているのかはきわめて興味深い.また.NFlと同様

iこ. プ))オーてなどの中枢神経系腫療発生と GapⅢ の

開床も今後の興味深い課題である.

10クロ-ンのうち4つの クローンでふLT)わたように既

知の塩基配列と全 くホモロジーを認めなかったクローン

に関 しては,そのコ一一ドする蛋白質の構造や横能をさぐっ

ていく1.で,予測がたちにくく.困難が予想される. し

かしながら.これらはこれまでに報告のない未知の遺伝

子産物である可能性が高く,今後解析を進めていく予定

である.
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