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(Director:Prof.Tadashi MIYATAKE)

The structures of three forms of mouse myelin-associated glycoprotein (MAG)

mRNAs were determined from full-length cDNA clones. Two forms of mRNAs have

been reported to be different by alternate inclusion of exon 2 and 12 portions in the

rat brain. One of the three forms of clones obtained here appeared to be a novel

mRNA which lacked both the exon 2 and 12 portions, although others were identical

splicing patterns to those of rat..

Two polypeptide isoforms of MAG with molecular masses of 72 and 67 kDa are

produced by alternative splicing of the exon 12 portion containing a termination codon.

Evidence was presented that expression of the two MAG mRNAs was developmentally

regulated in the mouse brain. In the quaking mouse, the mRNA without the exon 12

portion coding the large MAG isoform was scarcely expressed throughout development.

Specific antibodies to L―MAG and S-MAG respectively were prepared, and immu-

noblots showed that the L―MAG band was scarcely detectable in the quaking mouse

brain, whereas the lS- MAG had a higher apparent molecular mass than in the normal

control. Immunohistochemical study also showed that L―MAG was not stained in the

quaking mouse brain. These results seemed to reflect a reduction in the L MAC}

mRNA and abnormal glycosylation in the quaking mouse brain.
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緒 悶

り形成されている.この構成蛮鉦 廿ヒ畦的単純でnly(.tin

3'iyClic-1lu CIpot idC3'-pllOSPhい(･li(､slt･､r;lStナ(CNI叫.

myL,tin-ErjS(Yi とttedgll.COPrOteinLM̂ C1左上かJ､'なる.

一方.髄鞘形 成不全-~'､,rLJスがいく-)か知t､.'虹でおり.チ

れらの病態を解析することはた卜の髄鞠形成不全症を考

えるうえでも豊変である.これらの髄鞠形成不全マウス

L71rlち.MI3r' 過信[･(/･r)欠損であるshi＼,…Il･-~1',LJーくや

分f･Lべ′L･･て' /')病態解析が進んできたl､'.

九/1̂G は分 子駄約1OJjL'うニi()0(-L')糖錘を含む粧薫t十::-神

経軸索間鞘に限局し-て存在し,軸索LL_髄鞘し･T)接着分丁･(/Tう

役割を架たしている､【二考,･il･一一才1ている21. :;-,t一･･トハM八(二~i

広い')構造ハ -部が明iL､かにさ行ICいる31.日＼ :I.･,卜

M̂ (i,i,I)通 信(一江全長 16kllr)で13個(･りIT-T'､ノンが1L!IE,ち1

(T)仁/卜 ‖二ノにより分断さ汁こい(,i-'､.この遺伝什仁､

∫.｢′ ､/ン2ii-.TT▲J､ノン12〔T).･Ilt(_.r]llltLゝな挿入にLL･r):3
極板(T)11lTtN̂ を牛t:る上されTlL､た.こりこりLTlrnltN̂
は:-I'1､ノン2を合jt∴'′､′ンlL)を含.:.E左いもnて.もrl)
1つのmRNAはユタソy2を含まずエタゾソ且2を禽

ており.IコJJt!ンlLh:':含む111ttN̂ LLり漸訳され′:-:li

て.含まない111ItNAかL､-翻訳さ,IIL'-7:Zkl)こl〔･THミ日

I,I)ソン2は5'側非鰍 沢織成にあり,ーr'ミノ恨ハ構 造

Quこ1king-･-:TI,一八は,牛後 lt)‖ご/-より始JtltJf'f棉?(I)

振戦を義教とする髄鞘形成不全マウスであるを常染色体

劣性殿遺伝形式をとり,貌敬 体i7番にその輿常があると

さ行ている.QullkinL.-､,.十 人では髄鞘(71ぐ川11い;i(･ti川1

が不良であり7㌔正常マウス より分子量の漉きな MAG

が存在することなどよりき朗施鎚 をこその病態の原因があ

るのではないかと考えられていた8)9)

本研究において､-~､'｢､71iLT lh:1̂(芸.LTつct)N̂ ･▲′L1---

こン11萎:行い.(luこIking-:rl ′■-くを■卜L､に MAG LM)~T.

生物学的検討を･'ri-JL､.altprn ati＼でSPliL-ingにより牛 L

る 1:M̂ Ci､S.MACのf召 上百㌧轟に-.-いて考察した.

研究 材料及 び方法

1. マウス MA( lTの eDNA クローニング

(｢lollt亡･Ch1_Jeh()mt oritlS i-･rlてr17-LL脳 el)N.i＼:J仁/.:i

C,utllt､rilndトlolfm;l n i',(')Jj法 10∴t:-牛後】5tl齢ハ-･Jr.7

-く脳かエL-cl)N^ :/71!十 ･.,=-- (!_:作-L製 した.前苦(7)-I,iI

桂一,て.後苦″二,i仁′､Ip-]り一弓:一八IHトー::/A/した.得

!7日一･二ンr7､-i.規基配叫,:!.ISこlng(tr法H でll二･定 L-/'/_.

2. プローブの作製

LT▲J'､′ン11)を.含む nllくN^ し十合-!t左い IllltN八 に特

r3j ･:

屠

l･鵬■h■

臨

p桝人して-
1,仙il:～
L)トOiA1-:b

C

〓■▲
〓■▲

1'rL't.etlJJ4I(l川(AC叫▲l叫n(l▲4日IL七日I(lX■trt(I(I'

～-…t""l小r" -▲lbl
IL▼Al･P,･▲l■htI∫r い.
L..～_～__州｢.一一【｣

､㌔㌔

I(I■(IH■■■11tl(A(
l■rTlr■rQAl●【●IIllt

Tも●l■●Hlく▲lU■

FT～b書とlI｣ utl▲■I【114【111CA(I(m LTl■

l･lig. 1 人lousL､ hlA (lT (. Ⅰ~)NAs(qlldprobes

mHN̂ I .川dthtゝlocationorsHlthEtticprol)es.
Thpout.line(iI)oxpsindiぐllt(ゝtheeodingregion.
b:Therollr111OuSeM_L～G clー)N̂ el()nes,pM入.lA('T
l,PMMA(17▲.1,pllMA(ll25,fln(iPMMA(lT26
artlSho＼＼･n.Theexon 2nn(1

indieatt､(iI).vhlllL,kboxes.
C:CDNA sequnPCC､Oftheexon
portions.l'rohpE12is▲15nt
mentar_vtotLheseLluenCPOfthe
and Probe .E12J is 25 nt

ment.ary to the sequeneps

12portions;:ire

12(lndndjacpnt
I(-ngthrOmPle-
exon12Portion

length eomplel
or both sides

ndj<TICenttO the-(-Xon 12portion.



十 十 ∴∴ ･工 ∴･一日-:.:r:･::I-'､.:l･.:､～t', ∴': 1

粍的に反応寸る合成イr,--/Il宣,App一ied Biosystems

lnc.LA131)LT)I)NA 斜光機を拝巨､て作製tた (1'rok

tlIll).PrLOttlll:12.日.そ(T､周;位と_批判を Fig.Iiこ示す.

7L']~- ーイ(-･')::iベ′日工T/1.poけIluLll(ゝolidL,kin;iS(､によ

り 1-,yJ2t'__】ATl'を用し､た.(･1)N̂ Lr)断111'を Fig.I

(/')よ･')に切;).ltJLし,i(r--∴12Ⅰ}†(i(｢rI､t~'て ⅠくこInd川11Primt†(I

I)N̂ L.こ1tt,,llingKitにより:-)ベ′Lを入れ,両JjLlT)IllRNA

に 特 異なプロ-プはマウス CN㌘ cDNA フラグメン

ト13､をJHL､た.

3. マウス脳 MAG の nlRNA の発現の検討

各発育段階の正常及び quak皇mg マウス男顔より もotal

RNA を guilnidinetllioC1･(,111こItt,CLISium i,hlorid t-､法トt､

により調製 した.さらをこpoly(A)+鼠 NAを o晦o (dTト

celluroserhrom'ltOLJraPh l,て調製 し, NortllHllblot -

tiII Lr及び前述LTl(､l)N A 二i仁/､こすり--J用言恥 ニJ削 ､た.

NoI-thLlrllhlotti11gは.1).2M i:')ホ!い､'りンft:含む 1.5

00(･')-J'ltj-r-トー一八上,!71を用いた.Slot hlo=inLTには .I(1tこll

ff -･/l三卜l二汀 て. 他n合成-/ll--木 上,汁,しムー~,'ミ上汁存

4. 1.-MA(i及びS-MA( ;特異抗体の作製とその
免疫組織化学的検討

MAG rr)N̂ (71塩基配列かヱLII-r･刺 される l:MAG

のC 末端別個のアミ}酸から成るペ プ チ ド 及 び エ タ ソ ソ

ー ､ 一､ -

Glu-1le一入rq-V一■1-Ly8-C(X)H
L-MA G

S-MA G

a

愈

Nt12 一山 旦 - Ser - k q - Glu - Val - Ser - Thr - Lrg -
8̂ p - Cys - Hi8 - COOH

Fig. 2 T he primar.v strueturcsofthesynthetic
peL Ptid(､s and theselocati()n to I,-MAG
and SIMACT. The,panelrepresentsthe
schpmpof i , - h･･IA('Tfind S-MAL'T,I)1_I)5

arf､ thE,fi､･pIF llikpdom<linseont･aining･
th(～( iisulfidet) ounded loops.Thetrans-
menlh mnepoI･tion isindicatLPd by the
bl<lCk tlOX,andt.hpoligosaぐぐh aridesite
(Yland phosr'horyllltion site (磨 )arc
indiL.nted. I,0efltion orthe synthesized
ppptidcs <1rP in(iieat.ed t)y I.hebox and
flrr'01＼'.
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12に相当する部分の10個cl)~~J'ミノ酸のN末端に Lysを

付加 したペプチ ドを,At号ⅠtT)べ-I+ド合成機を用いて

作魁 した (Fig.2 1.こIl lL-)のペブ+ ドの牛血清アミブ

Freundの完全丁ジ∴Lバンドと典に家兎に数【~Lll免疫 した.

柑 1-I,flた血清をそれぞれ anti--し･MAG 抗体及び antト

S･-M A G 抗 体とし.inlmunOblotting I-_免疫組織敬色

に用いた.免疫染色は2次抗体に抗rIJサ-i-:lg G を用い,

Avidinbiotinperoxidasecomplex (Alう C)法を用い

で発色 した.

5. Quaking マウスにおける MAG 遺伝子の解析

正常及び quaking てウスの肝より Ⅰ)NA を柚,Lt_iL,

a:oRI で切り出される-T-ク､Jン12を含む ㈱ bp(7)CDNA

I-I)､ノン11とJ･')､ノン13部分をソう (7-iこして遺伝子

に polymerasechainreaction (PCR ＼を用い151,そ

(T)産物を直接シ･-'7Jソ1し.I-'7､/ン12 間辺の塩基配

列を比較検討 した.

結 果

1. マウス MA (;の cDNA クロー二ンゲ

最初J)て'7日一一二ンケで柑L■)Itた 'Jtトー日工,EcoRl

で 75Ot)l 〕Li二GOOht)に分かれるヰ)(I)で (PMMAG i).

付≠11:-I )帆F‖よ.cl)N̂ し/!'丹 側ii端を合むもCT)てあ･-,!こ.

こ(7)FI‖-1ンを用し､て. -~J.二7こく15i-】齢(])蝋か吊牛･:Tた

rl)N^ -I.i仁/:)り-をスッ1-1･-こソI/し, 3 椅頓(7)令

長を含む cl)NA を得た (Fig. い.lT･')ソン2を含jt

:T･'Jソン12を含まないもLT)(ph:PIMAG 25),I-''､ノン2

を含まずJTLク､/ン･12を含む4.,(')(p hnlAG 26 1,及び∴

tlリン2 も∴′′､./ン12も含まなし､も(I)(p MMAG l1 1の

3種板である.45bp t')長さかL■､沃 るIIL-')､/ン12の部分

は,既報のラットと全 く同 じ塩基配列であったが,53bp

(71長さかIt_通 る_~T-I)､′ン2 (二')部分は.ニラ･ソトと12 塩故が

異なっていた.翻訳蘭域の塩基配列とアミノ酸配列のラッ

これlL,LT)仝塩妖艶glLとLJ-'ミノ酸配列を Fig.3 に示す.

ラ.･J卜(:')そIミこし二9個(I)~ン′ミノ酸LT)際襖があ-I-た.-iTJ､/

ン12 を含ま左い 111ⅠくNA か1､)翻訳さJlる L-MAG ポリ

く,さL､_)に1O脚LT)I-/ミ′頼(T)際襖があ--,fこ.

2. 正常発育における MAG mItNA の発現

L̂ 1AG ,S･-･vh･LIAG を二トードする mRN̂ は,終Lll.

二Jドンを含む:7'7､ノン12の alt.ernativesplicing によ
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:-∴ -i._∵▲/- i･言

･-I -･･(.I. ･上 .i宣 ∴.̂ … ..､√∴ … - .∴･･ ∴ ､ ･- ･ ∴ - ･‥ ･､-(.

10 20 30 40 50 ○○ TO 80 90 100 110 120
ATĈT̂TTCCTCGCĈCCCTGCCCCTGllTTGGATんへTGAmCAGCTTCTCĜCCGCGC CACTGGGGT GCCTGĈTGCCCTCCACĈT CTĈCCCTTCGAGCCC∧CGTGTGTCTCCATT
∩IドLATL,ILどIJIIS^SllGG HI6 ATIPSTI SAFEGTCYS1▲ ▲

130 140 150 180 170 1●0 10 0 200 2LO 220 230 2●O
cccTGCCGmCG∧CTTCCCCCATĈGCTC∧G∧Cl:CGCTCTGGTACATGGCGTCTGGT̂ mĈAT∧GT CCCTACCCC八人ĜACT̂CCCA CCCCTGGTCTTC∧AGTCCCGCACAC人AGTO
pcArOFP0ELflPAVVHGYYYど PIi PYPA～YP PVVFKSITqV

250 280 2TO 280 290 300 310 320 :-30 :I40 3$0 380

∴ l∵ こ':T./I/k':､･'L'L:I∴ lit ∴ ■;､LtL.て; ■､Itl･-; こ:▲･.I:-∴ ‥ '了:こ∧■:All-[エ出 ー

3TO 380 390 400 ■LO 420 ･130 440 150 ■80 470 410
cTGCGTCGCT∧⊂人ACĈGTAĈCCTTCTCGGAGCACAGCGTCCTGĈCATCGTC八人C∧CCC CC∧AĈTTC TGCTTCCCl:CC6人∧GTGGTG CeACGÂCGG人∧CTCCAGmĈmGTATC
L G 0 Y N q Y T F S E H SYLDIY～TF' N1V YPPEVVA 6TEYEYSCI▲

490 500 510 S20 530 540 550 580 5TO S10 580 800
CTCCCCĜĈ ĈTCCCC∧ĜGCTCCCCCĈĜGCTCACCTGGCTGGGCĈCĈCCGG亡TGGC AGAr,CCĈ CTGTGCTGGGTCGGCTGCCTG AGCATG▲AGGĈCCTGGGTCCAGGTGTCC
V P D PI C P E L II P E L S I L G H E GLC EPT VLCILAE DFGTIYくIYS

8L0 620 830 840 850 880 670 8E-0 690 700 710 720
.rTCrT̂CACTTCGTCCCT∧CT̂ĈCAGCCCAACCCCC∧CCGTCTGGG(二TCTC∧GGCTGCCTrTCCCCÂ亡∧ CC∧CCTTCCAGTITCĈCCCTT ACGCCAGTTTGGACCTCÂGTACCCCCCA
L L II F V ド T R 亡 ∧ N G ～ R L G C q ∧ ∧ FL p ～ T TLqrどGY ASLDVLYFIP

●

T30 T40 150 700 TTO lio TtIO 100 ●10 120 830 110
(,TĈTTCTGGAĈTGJuTTCCTCTGTG(:AGGCCATTCACCGCTCC【､∧TGTC∧Gt:eTCI-TCTr.TGGCGCTGAĈCĈ ĈCCCCCGCCGCTCe TGACTTCGATGCCCCATCGGATCGTGTITG
V I V E ～ ～ S S Y ど A I ど G S H V i L L C G A D S ～ PPPLL T▼NIDG～YL

●

lSO 880 170 100 100 t)OO O10 920 ●30 ■40 950 060
AC'CCACGCAGTTGCC∧∧ĈC【CTt,TACrTGG∧TCTGĜCĜCGTGACCCCACCAGAC,(,ACCr.CCTCT̂TGCTTGCCTACĈGAĈACcccTA TG･r.CCACCACAACr.GeACGGTGCAGCTG
I E A V A K S L Y L D L E E Y T P G E l) C V Y A C L A E ～ A Y GqDNRTYEL

▲ ▲ ▲ ●

970 900 -mo IOfIO IOLO IHZO LO二10 LO●0 1050 101iO 10 70 1010

～ v ～ Y ^ P I K P T Y N G T Y V A V F,G E T V S I L C S T q SIPDP1LTtF
●

l(柑O L100 1110 LLZ0 1130 1140 1150 1180 11TO ll10 Lt80 1200
八人GĜG∧̂CĈĈTCCl.ACCCACCGTC∧TCT∧TĈCAGTCAGCTCCAGCTGG∧.∧CTCCCTGCACTCACCCCCCAGĈTGATGGGC∧AT∧CTGGT6TCTGGCTĜCJuCC∧CT∧TOGCCAG
A ど K q I L A T V 1 Y E S q L Q L E L P A V T P E D D GEY▼CYAEPlqYG4

12IO 1220 1230 1240 1250 lZ80 1210 1280 1290 1300 1こIIO L320
Ĉ̂GCCACTCCCTTC八人CCTC,TCTGTGG∧Gm GCCCCC∧T八人TCCTTCTGG∧GTCAC∧CTGTCCAGCGGCCAGAĜC∧CCGTCCACTGTCTATGTGTGGTAJUuTCC人ACCCGĜACCC
Ft ^ T ∧ F ～ L. S V E F ∧ P I I L L E S H C A A A■DTYqCL.CyYKSNPEP

●

1330 1:110 1:150 1380 13TO L310 13BO 1400 L■lO 1120 1130 1140
TCTGTGCCCm ĜGCTGCCTTCCCCC∧∧CCTĈCTGTG九人TGAG∧CCĈG∧GGĜGTmr;TGT̂CTCCĜGCCĈCTCGCCTCCTGCTC八cc∧GCATCCTCACG∧TCCGGGGTCAGGCC
S V A ド E L P S * N Y T V ～ E T E ■ E ド YYSEISGLLLTSILTIL0qA● ● ▲

1450 1■80 1470 1110 1●00 L500 1510 1$20 1530 1540 1550 1580
ぐ̂AC･CCCCACCCCGCr;TCATmGTACCTCCACĈ ĈCTCT∧TGGĈCCCAĈtt.C(-TCGACCTCCt二mCĈC,GĜGCAr̂C(､ĈrTĜTCTGGGCC▲人人∧TCGCTCCTGTGCGTGCTCTG
q A P P A Y I C T S I I L Y C TqSLELPFqGAMALM▼∧KIGPYGAY

1570 1510 1590 1800 16LO LB20 1830 11140 Le50 L880 1870 1880
GrCGCCm CCC∧TCCTG∧TTCCC∧TTGTGTGCT∧C∧TC八ccCAG∧CG∧G人∧GA∧八人八人G∧∧TGTC∧CGG∧G∧GCTCC∧CC̀rrCTCAGGGGG∧G∧C∧ACCCTC▲TGTCCTGT∧C∧∝CCC

1690 1700 171O
ĈATITCAĜATCTCTGCGGCACCTGAT∧▲GT̂TĜ
EドALSCAPOKYE

720 17
GTC∧CTG∧6人GCCCC∧GCA

REVSTADCH
1710 1T10 1丁●0 1●90
GT…AG㌻G盲45;GCETG…GA言cT…AG;GG;GGCLTCCLTG

▲

川LO loo luO l140 1150 1180 18TO 1880 111?0 1900 1910 1970
C;rprrTT【:(l･GGGG(;八八TCCCC∧GA∧CTC･†1人CCTCACTTATTCCĈCTCACACCTGGG∧∧∧∧CĜCCĈCĈ̂CG∧ĈGCTAĈCCCTG,̂CAĜGGACCTGCCTGAGTATGCAG人八人TCCGA
cLRCE三pELDLSYS"SDLGMArTADSYTLエi皇iiiエAELI

19〕0 1940 川50 1980 川70 1P10 1tI90 2000 2010 2020 2030 7010
fTrTC1ACTGAGĈCGCTCGCCGCTGGCCCTGTGCCTCACCCCCCATCAAGACCCTCC CTGGCCCCtT∧CTGCCTGTG,CCCTCCCmCTCTTCACAGT̂GT̂(.GGt.,TCAGGGCGCGMGGCVKe

至0号0 2080 2070 2040 2OBO ZlOO 2110 2120 2130 2140 2LSO 2180
cĉC･Ĉr∧GC∧人̂ĈCTC･̂GGTr(TCGGGr･CrTGGぐCTCCCCTCeTTCCC八ccTG ¶CCT(TTI(.,rĈACATTrCTTdccT̂C∧TT̂C∧GCTCCCCitTtrCnlICi･ih仙(CTCi占ti

21_て0ー_2日O 7190 2200 2210 2220 7230 2240 2250 2･)60 2270

;･ミ∴･ミ ･- ･･-････ ･ i:､;･･(.ミ!t ･ .･トZ l-- .1･l ･･ ､､- -. 二.
L-･I.･･･､;･･･､ ･･く-･: -L-- :tt.lm‥ 1､ ･: .･･ ･I . .

_･･ ㌧ ＼∴lL･-･･:･一･{ r､(..･1-･lit･･ ･･･;･ 一 ･!･..･ . I.I -･ ､

lL= '･･ :､､､!-い日日=--T.I ､､･･- ･･･; ･･ l･は い l･･ r ･ :

m r ･､､･･:い･:≡. :I-I.I::.､･･.; いl.･･.1･-‥】 .､ ･ ､' :.. ､‥.､

L ..･･' ;こい-･二･..L:･･り:卜:･ ･'ト:.･!.r 二･日 .･ .･･ .Il一 ...

ニー ●･.r∴い･∴ ･こ.;･､･･L･- …･"L.:･･;･ト : i さ.･･-:､･: ∴ _I . ･

_∴､I I/:- - .･･ト･i l･- ● ..LlllH卜 いミ･- ･.十､- :二･:･ ･-言･･ 卜
L･一二' ､､･l･ ､ ▲ ･.一･t･･Z｡- .I.- ''十･､･･i･:.八日ti;'･･- ‥エ:.い ∴ ∴
RGr)aI-dthee又on2Eu-d12portionsareboxedin.
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聾 葦蔓 著 書夢 葦 蓄著

盲･主･.∴ ! .. :･･ :!･!.､ I･l＼:＼-l Jミ＼､＼り･･lL･･,I.･P･ ~ド-･･,･ .-､:･二＼＼
･･･-滴 .:il.いiiミ;.1･/t･Jt･i=l.日 -1ぎ･･･日.I.; :! ト :.･‥. ･､･:.JH-.
ndulttA1)ddY mousebr･ainwasblotted:totalRNA from adultddY
motlSelil,er(い was(llso blot.ted,TheGlterwasprobed Grstwith

c】-1NA pro†-e( a)･

り作られると考えられ,この mRNA の発育過程での

発現を検討 した. Pro t把 E12 はユタソソ旦2 に相当する

mtくNA L7)相補配列で,S-＼.･1̂G を二--卜､~jL~る mRNA

に特異的に反応一軒~る.Protl, E12.1は.･=ト')､ノン12 に相

当する部分の両側を合わせた25塩基からなる部分の相補

配町こ.こLT)イr]-イは‥レMAG f!:二t-･ドすく､111ttNA

に特鞘畑こ反応する (Fig.1) .各発育甜 針 圧_常-.I,ウ

ス脳より totaユRNA を調整 して S臨 blotting を行

うと,ProbeE12J は生後 15日頃最も強い発現を認め,

probeE12 ではそれより遅れた生後40 日頃最も強いバ

ソドを認めた.S-MAG,L-MAG を=3- ドする mRNA

両方を認識する cDNA のプロ-プ 如 tal観AG) では,

その両者を合わせたパターソの発現を認めた 澗i欝点弧

:i. tllJaking マウスにおける MA (;.(lNP,MI壬P

mltNA の発現

Qtlこ1kinL,-: Tl,-こく脳上り調製 し上 い01lr(A)+1くN̂ を

車常-I,Irl′一･くLL:IllftN A ill)発 現 JIi:･比較した.'rotこIIMAG

の mRNAの発現は,発 膏 を通 じて正常マウスに比べ増

とんど検出できなかった.他のミエリンの蛋白の mRNA

7L19

C')発現は,quaking て･L7スで減少していた (Fig･5)1

4. 正常発育及び Quaking マウスにおける l,-

MAG,S-MAG抗休の 免疫組織化学的検討

LMAG,S-M̂G をそ!1ぞIl特異的に認識する抗休

上両方の M_AG を認識する抗f本を用いて,immunoblot -

ting !二免疫組織学的検討を行-.'た.正常の発育におい

て,L-MAC の発現は15 日E-_iをビー-クにしてその発現

は持続 した.一兎 5-MAG の発現はそれより遅れ 40

日目でLJ:- rJに達 した (Fig. 6).Quakillg てウスに

おける imnlunOblotting では,S-MAG を認識する抗

体で,よi)大きな分 仁巌(I)MA G LT.)バンドを認めた.

･11,LIMAG を認識寸封封本では.quaking てr171L

ではとんと′ミントが韓.i_土J,さ51在か-一､､た (Fig. 7). 免疫

組織染色においても,LMAG 抗体では qu aki ngT{rLJ

ス(′り小脳Lf)髄印ははく･_1-_A(lパよ染色されなか--'た (Fig･

吊).

5. Quaki ngマウスにおける MAG 遺伝子の解析

Southern blotlingでは-1f:.'常と (1uこIking -/rlJrt:.

I(ント■(71差ろ_Ji,xL)tめたか--,た (Fig. 9).狛 こ.I-'CI くiこ

よるJr_I/､ノン12閑辺(7)過信 [-の解析でも, (ントr~Jソと

:r_'7･/ン(瑚抑ここJン･t･_ンサ1な配う伸二で'かいを認めなか-･.,
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･既 .-三∴ -1 ;上▲.､･:

Fig.5 NorthernI)lotlanal.vsisof入:IAG mRNA

(6/Lg e(,lCh)froITl15,25daysold alld
adult･(A)quakingandddY moLISebr･ain
Ⅵr･aseleぐtrOPhor(,Bed.Therllt-erwaspr(ト
bed with 九･lAG cIうNA fmgment (a),

tie prot)e(_C1.

相 即仁君.封き膏 摘

済 聯 療感麹磯

Fig.6 lmm unot)lotsofthenorm.TllmousebI･ain
myclinstElinedwiththef l n t･illJ一八･tA(1an-

antiserl川 1Ll:2O()H bl. T ll･･即1t.Vmicrog-
ram ofmyelinprot･pinrr()tlltlllel O,15 ,
20,25 ,40(qn(i6OLda_VsoldddY mouse
bminmyclinwereloaded.



･∴∴∴言'':≡..-L㍊":i=':.,'トー一､･･h｢!.:,.:l＼いi十 一

23 -

9.4-

6.8-･

4.4･-

2.3_
2.0-

Fig.7 Immunot-lotsoft･hpqu.lkingllndcontrol
mousp I)r (lin nlyelil一SLnine(I with t.hp
(Tlnti-mouseMAG ntltisprum (1:500)(a),
ant.i-S一九･lA(I,antiserum (1.･5〔)0)(t+);1nd
anti-LMA(i. antiserum (1:2OOO) (C1.

Twenty mierogramsorlllyelin protein
froITlt･hebrainsof15daysol(1quaking
(Q)and Control(N)and adult′quaking
(QA)andcontrol(NA)111iぐeWet･eloaded･
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ミj,ぎ二束嶺 三宅専鞄
●■一一一- - ■-■■一→■■- --

●

卜! い い ､‡ ミヽ妻 t;Y ト; lit;･･

Fig.9 SouthernblotanalysisofMA(l'g(モneOf
tht､quaking (lnd eontrol mouse. Ttn
miCt･oFr,1111SOfど,enolllic･genefrom qu ,1 -

ki ng (Qlとln(inorma一(N)mousedig t?-

sted by therf･Str･ietionenzymeofEeoR
l(1),PstI(21,I-1indIll(31and PvuII
(小 wereelectrophorespd,Thefilterwas
probedwith600bpMAC7CI)NA fragment
containingthepxon12portion.

Fig.8 eerebellum ofa 15daysold quakiI岬 mOuSeimmunostain e(1with
th(ゝanti_mouse九･･lA〔1.antiserum (1:loot(A)Elnd I, he ant.トLMAG

aIltiserun l(_1:500日 削.r主<lrSrepresent.10 O川11.
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exon13

叫 一 叫 抄 か

告 二二宗 一

>8%Polyac-yJamide ge一
>EJuLion

>Chemicalmodificatiorl

>Sequencing

CCAGAGAGGT...AGCC CCAGGA tagg tcc-

I/ill. 10 GenomiぐSequenCe.,-lr Ound exon 12 de-
tplllllitlPdby PCR.The,st･mtt唱ya一一dtlle
sequenceEireShown.

上 tFiL,. 1Ol.

考 接

:).′卜 てLは.分 f･EltIL'l逓 '' 1'種軌′†つれ,･1,1(1,/I)1存在す

るこLi-_吊. 力nlか王1.immunob lottinLT加∴171ており.ill

帥貰.仁丹)ニトIlへ､′-i-トこし摘草i仁L卜∴ を含む -′ILノ1,I12 L')

こIltH11こIti＼･e .q)litrillgにLL■:lヰ)(T)て:l鰐'々:.'二｣㍉帰りい､､かに

ご一いたい . 一万,. TJJL'ン:目上:T 側井翻.沢紙域iIJ;､

い. そしf)illt'-､rrlこlli＼･t､叩Ii(ting(i/ F'ミノ恨(,')f齢 ,三iに影,

yグでは,従来報告 されていた,エクソン2を含みユタ

ソソ12 を含まないもの及びその逆のものの他に,新たに

両方とも含まないもの (p済渚AG 43を得ることができ

た tFig･. r,lL6㌦ こnJl･ト ′ン1'Lr)部分の発現tJl検討を

含め,エクソン12 は独立 した 畏プライシング調節を受け

ているものと思われる16㌧ 3轍額のjj田- yg)他の塩

基配列は,polyA シグナル部位 を含め同配剤であった.

-T･''ソン12 L.')こIlt(?rnとIti＼･(I spliぐinhrに､Lf‖乍上-)来る
2 橡輝の MAG の異なった部骨は予C末端側の細胞内

の配列に相当 し,2 封国の疎水性に富むア ミノ酸からなる

膜質通部分と513 個のア ミj酸からなる細胞外部分は両

者とも共通であった.細胞外は5-I)の ドメイソから成 り,

その構造は免疫 グロプリソの ドメイン構造に察似 してい

上 げiLr∴い. こ′ナll､,i,')構造は:,.-1卜J二強い柑同性かあ

-I-′･ミlトーに拭す く工L_考:tL､-;hろ.細胞接着分子と免疫

系の認識分子が進化上をこ共通性があるらい ､ことは,輿

l昧深 く思わ/1!肴.

N末端'狛 )に.^rL,-G圧-I-̂印 か1､′在る配列が存在し

ていた. これは,フすプロネタテン鶴 最初に農いだされ

た細胞接着機能を持つ配列 と考え綻)れてお り仰,MAG

が細胞認識に関わる役割を果たす上で機能 していると思

われる.細胞外には, 射国の糖童断 言付 く可能性のある部

位かあ･･--た (Ash.-X -SL.r l､llr､1.

S-･-LM Ĝ 上 しM.:＼G はC ji端=二差があり, L-MAG

M八(;'･r_) ll'･lE意義.あるし､∴[こ1hL,rrllllti＼･し_l Plicin L,の

意義は何なのであろうか.正常マウスの発膏に伴うそれ

誘導され S-MAG の mRNAがそれより遅れて発現

し上 (L･lig.Lい. I__h･･1人(;し'1-nll(N八は,牛後15 上1

という愚も髄斡形成の盛んな嶋に多く発現していた胤.

(:し叩ri/いnLl､皇 ､.I,凝剤還/旧い::-･.r-,一㌧∴脱髄十牛Lさ

せ,モL')捜し叫廿.脳二 二(･･71)Ml:V/.t!)ilhL_､rnこIti＼で 叩 Iic-

inLrLITj酎施与検討十 七:､L∴ 再牛初粧 '11.M ^(二; m lくN A

M八(ii, S鵜,1̂ し;ト圭 一)発現ば.mJ(N 八 に 比 ･∴ 二~長 ＼こ

持続してい上 しnLr.I;･.1/＼~1八(_∴ 上 髄 鞘 か 柚 素 十 接

着し 髄鞘が積極的に形成 させる時に必要とさ れ そ UJ

mRNA も優先的に発現すると考えられる.

Quakin 鍔マウスでは守髄鞘の cornpactio m が不良で

ある7),更に immun(jb如血 g で,分子量の大きな MAG

の存在が指摘されていたBt9､.Quakimg マウス脳では t()もai

の MAG の m民NA の発現はむ Lろ増加 Lていたが,

それは S-1MAG mRNA の増加を反映するもので,L-

MAG m足NA はほとんど検出されなか-謡こくFi富.5) 18,'

f帖 う髄鞘董自t]111川 N八 Li∴ 小IukirlLr-:rL,LJJ鉦 rI:滅･]/

してこい ), 二(])こIh(,rnこlti＼･(.IH)1i(､inL,ハ勘裾 .i,九･1̂(1,

に特異-吊 見象と.!i廿一打 そ:)lこ120.史に-!′)･ノンコLrl用;//i

(')iIItt､nlこLti＼で q:)liLlirlL,｣畑 土.[;I;I-､'r▲)ーく､【二変.卜(.左か-,

たItう.ITnTnunOblりHi‖L:や免疫組織刊 5'J検討に.-い )蛮

白レベルで む し-MAG は quak血尿マウスでほとんど

発現 されていないことがわかった 胴 欝｡7 ,8)29,,抗

マウス MAG 抗体で染 ま る 分 子量の大 きな MAG は

S-MAG 管,異常な糖 誹 を 持 ったものであると考えら



‥-lttl:･ll:.,i.L.Zh.A;I:∴‥Ll;;::. I:..1.i.h:!'l:.-､':･ド■小･ニー= 十 ･ ●､ -

Ilる.

1.lil.のように,Lluilki11gて卓､く脳では.～,l̂G C71Jr

L'7リン12L7)alter･nLltivL,splicil1gハ興 常があると考え

LL凍 る.こLT)ことは.inI,itrotrtlnSlこItio nによく了実験

で.分子鼠の小さな木目ペプチ ドのjjが過剰に作zT凍 て

いるLL_いう報告と矛盾 し左い21∴過剰lIS.MAG llllくNA

LTう発現は,足り机 ､i/MAG mRNA c･')発現し')代償機

構かもしれない.そしてこの過剰な mRNA の発現は,

翻訳過程でなんらかの作周を受けて,蛋白としてはその

発現の量を威 じているらしい,

Quaking マウスの遺伝子の解析を SoutheTn blot

と PCR に.より行ったが,異常を見いだせなかった.

スプライシソダ異常に基づく髄鞘形成不全マウスとして

は, jimpy マウスが知られている. このマウスでは,

pLP 遺伝子のエクソン5 とイソ トロソの問のコソセソ

サスな配列 AG から GG への突然変異があり,スフ
ライシソダの異常が起こる22).Quaking マウスでは,

エタソ机 2とイソトロリとの間にコソセソサスな配列は

保存されていた Jltllg.lot.

MAG の遺伝子は,マウスでは染色体 7 番にマップさ

れている23).Qua坂主ng マウスの遺伝子の異常は染色体

17 酎 こあi),MA〔 三.上野左･･,てし､る. 近年. N (､AM

cAMi鋸 が,quakimg マウスで減少 しているという報

告が左された汁 .N--I(∴u･1品 h･.1AG 同様免疫 !/I-7-′

リンス-パ-プァミリ-に属 し,マウスの染色体 9 番に

マップされている25).polyA シグナルを含むエクソン

15 '/T)こ11tHllati＼で SPlicing で.分子量の異なる N･--ぐAM

が作 られる26).染色体17番の トラソスをこ働 く因子が,

染色体 7番や 9 番をこ影響を及ぼ し,MAG のエクソン12

や N -CAM のユタソソ15 を幼君期の問だけ spiiceout
しておくという復斉な調節磯韓を担っているのかもしれ

ない.

では.現在LTl._'t･二二/-L鳶,IAG mRNA Lか見つか-1て

いない27)28).髄鞘の形成や再生,又は髄鞘形成不全マ

･11.くて(:'l～,･1AG Lr)LIhemLlti＼でSPlicing に1日:-発現の

検討から,L-MAG が髄鞠の形成初期に麓賓な役割を

果た していると推察される.L-MAG は S-MAG より

C 本こ端が1151,'ミノ酸長いが.こし叫 ~-iこpho叩t10rylこlliいn

site が含まれている.L-MAG は細胞内のセカンドメッ

センジャ-へ情報を伝える受容体として,シグナル伝達

の機能屯担っていると思われる.
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稿を終えるにあたり.御指導,御矧域Tr:賜り了EJL

た宮武汀:_教授に心かと､-感謝(I)意を来し.ます.-!たた直

接御指噂をい.i/.たし､た佐藤修三講師.神経薬冊羊部

F11高橋康夫YI済放撞及び栗原1日功殿控に深く:f諭し.申

し上げます.更をこ,神経薬理学部門桑野良三助手,

崎村建r朋力手.荒木 ･明桔′iJ-･;..簡斜妃[墨江｢,神経

内科翠部門兼壕濠助手,辻省次助手,石黒英明先生,

馬場広1･先生,長沢達1･壊.諸橋 li',J'･嬢,第 ･内

科学教室伊藤Lt-:.穀講師.古川達錐先牛1■っLT)諸兄に御

指導,御助言を勝 りましたことを深謝いたします.

尚､本研究の概要は.第19回一,◆メ1事1]神経化学会

(こユ-オ リンズ,1988) ,努ま2回国際神経化学会

(ポル トガル,1989) ,第21 回アメリカ神経化学会

(I7_,::-･､′ウ一･く,1990 上等において発表 した.
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