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Dentatorubral-pallidoluysian  atrophy  (DRPLA)  is  an  autosomal  dominant  neuro-

degenerative  disease caused by  expansion  of  an  unstable  CAG  repeat  in  a  novel  gene

mapped  to chromosome  12p. Although  nucleotide sequence of  this gene  transcript and

its expession in both  normal  and  affected individuals are determined,  the functions  of

this gene  product and  the mechanisms  responsible for selective neuronal death  remain  to

be  elucidated. As  a  first step to develop  an  animal  model  for DRPLA,  we  isolated a

murine  homolouge  cDNA  for DRPLA.  The  consensus  cDNA  spanned  4103  bp.  encoding

1175 amino  acids protein. The  murine  homolouge  exhibited  86%  nucleotide  and  92%

amino  acid identities to  the corresponding  human  sequences. Nucleotide  sequece analy-

sis revealed  that  murine  cDNA  contained  shorter  CAG  repeat  than  that  of  human

DRPLA  cDNA.  The  CAG  repeat ranged  from  three to  eight repeat. The  numbers  of

CAG  repeats varied among  different phylogenetic  mice  but  were  constant  within  the

same  phylogenetic ones. Northern  blot analysis revealed that a single 4.5 kb. transcript
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は じ め に

歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA) ば常染

色体優性遺伝系式を示す脊髄小脳変性症の-型である.

DRPLA は発症年齢により多彩な臨床塾を示すことが

知られ,進行性 ミオタロ-ヌスてんかんを示す若年型 と

進行性の小脳失調と痴呆を主徴とする成人型に大別され

る日. DRPLA 患者家系では世代を経るごとに患者の

発症年齢が若年化 し表現型がより重症化するという表現

促進現象が知られ,特に父親から病的遺伝子を受け継い

だ場合に顕著である日 .DRPLA の原因遺伝子は1994

年に同定され 2)3)4)5) ,第12 番染色体短腕に存在する

未知の遺伝子のポリグルタミンをコ- ドする CAG リ

ピー トが患者では特異的に伸長 していることが明らかと

なった.そして表現促進現象の分子病態メカニズムとし

て CAG リピー ト数が世代を経るごとに増大 してい く

ことが明らかとなった 6 ),今日までポリグルタミンをコ-

ドする CAG リピー トの増大が病因として同定されて

い る疾患 が DRPLA を含 めて 8 つ , す なわ ち

spinoceTebellaTataXiatype1 7),2 8)9)10),6 11),7

12),Hunti頑 on 病13),MachadoJoseph 病14),球

脊髄性筋萎縮症15),が知られている.これらの疾患には

共通した特徴として,球脊髄性筋萎縮症を除き常染色体

優性遺伝形式をとること,中枢神経系の特定の神経細胞

が変性すること,病気をおこすために必要なポリグルタ

ミンの長 さが SpinoeeIでbellarataxiat･)･pe 6 を除

いて40 リピー ト程度であることなどがあげられる.異常

な遺伝子産物が神経細胞に対 して何らかの有害な機能を

獲得 して神経細胞死をもたらし,そのメカニズムにも共

通した機序があると推定されるが詳細は不明である.そ

こで本研究においてほ DRPLA 遺伝子産物の機能を

推定 し遺伝子発現の時間的空間的な推移を明らかにし,

さらに疾患モデルマウスの作成を通じて神経細胞死のメ

カニズムを解明することを目的としてマウス DRPLA

cDNA の クローニングを行った.

材 料 と 方 法

(1) ぐDNA ライブラリーのスクリーニングとマ

ウス eDN: lの全塩基配列の決定

ヒトDRPLA eDNA 断片をプロ-プとして,マウス

脳 cDNA ライブラリ- HCR マウス由来,StTatagene

社製)及びマウス杏形膿由来細胞 (PCC 4 細胞)秩

cDNA ライブラリー (Strataどene社製)をスクリー

ニングした,スクリーニングに際 してプローブとして周

いた 2種のヒト DRPLA cDNA 断片の位置は 図 1

に示す.それぞれのライブラリーについて約 1.5×1 06

個のファージクローンをスクリーニングした.プローブ

はランダムプライマー法を用いて [α 32p] dCTP で

標識した.ハイブリダイゼイションは以下の条件で行っ

た.すなわち5× SSC,50% ホルムアミド, 1 ×デン

ハjt,ト液,20 mM リン酸ナ トリウム,10% デキストラン,

50mgソ dl の 変 性 サ ケ 精 子 DNA 存 在 下 に

42 ℃で18 時間行なった.その後 フィルタ-を o月 X

SSC,0.1% SDS の溶液で60 ℃で30 分洗いオ- トラジ

オグラフィーを行なった.得られたプア-ジタロ-ンは

invivoexcisio m法にてプラスミドへ転換 した.

得られたプラスミドについて制限酵素地図を作成 して

その相互関係を決定 した.これらのうち 図 1 に示す 3

種類のプラスミドを塩化セシウム超遠心法により大量調

整した,このプラスミドを鋳型としてジデオキシ法にて

蛍光自動シークエンサーを用いて全塩基配列を決定した.

(2) マウス DTiPL.;l 遺伝子座の決定

クローン化 した DRPLA cDNA の 3′側非番訳領

域に PCR プライマ-としてオリゴヌクレオチ ド,5′-

CAGCACCCACTGCTCCTTCA-3′,5′-CTTC

CCACCTCTGCACACAA-3′ ,を設定 し PCR-

SSCP 法にて多型の有無を検索 した.次に 2 種類の近

交系マウスC57Bl/6 と MSM の雑種F lマウスをさ

らに戻 し交配した得られたF2 マウス 130 個体について,

マウス 6 番染色体上の多型マーカー,GLUT S,D6

Jpk2,D6Jpk3 とマウス DRPLA eDNA の 3′

側非翻訳領域の多型についてタイピングした.このタイ
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図1 単離したマウス cDNA クローンとヒト及びマウス cDNA の対応

アミノ酸をコ- ドする部分は四角,非翻訳領域は線で示す.国利 二示す数字は対応す

る塩基番号を表わす.塩基配列を決定した 3 クローンを線でしめ寸.ヒトLIDNA Cr)辛

にスクリーニングに用いたプローブの位置を示す.

ビングに基づ きハプロタイプごとのアレル数を計測 した

(3) マウス DRPLA 遺伝子の CAC T リピー ト

の多型の解析

マr17ス DRPIJA 遺伝子の CAG T) ピー ト散に多型

が認められるかを検討するため,異なる塵種 に燭する 7

系統19 種類の野生マウスと人工的に樹立されたマウス 6

種類についてその CAG リピー ト散を決定 した.検索

したマウスを 図 6に示す.GAG T Jピー トをはさむよ

うに 2種類のれ ]ゴヌクレオチ ドき5′一ccA GCAGC

CCCTACACATCACCAT-3′,5′-GTAAGGGT

GTGCATGATGC,GAP,TT-3 ′を設定 し PCR 法に

て CAG リピー トを含む DNA 断片を得た.PCR 条

件は変性94℃1分.アニーリング57℃1 分.伸長72℃ 1

分で30 サ イクル行った.各亜種について 図 5 に示すマ

ウスについては得られた PCR 産物 を pTTbltle プ

ラスミドベ クター LNovagen 社製)にサブクローニ ン

グしジデオキシ法にて塩基配列を決定 し CAG リピ-

ト数を決定 した,次にすべてのマウスについて [a32p]

dCTP 存在下に PCR を行い,5' I/O変性ポ T)I/′クリル

アミドゲルにて電気泳動 し,PCR 産物の大 きさによ り

CAG リピー ト数を決定 した.

(4) ノーザン解析による遺伝子発現の解析

生後 l適齢から12 週齢 までの BALB/C マウスより

脳を採取 し,イソチオシアン化グアニジン存在下にホモ

ジナイズした後,塩化セシウム超遠心法 にて全 RNA

を抽出した16).次に全 RNA よりオリゴテックス dT

30 (ロッシュ社製)を用いてポ リA (+) RNA を得

た,ポリA (+) RNA 2fig を 0.6M ホルムアルデ

ヒド太 り1.2 %アガロースゲルで電気泳動 し,ニ トロセ

ルロース膜に転写 した.臓器別.並びに胎生期における発

硯 の検索 について は,MultipleTissue Northern

Blots 膜 (CIonteeh 杜恕)を用いた.プローブとして

eDNA の 5′端 1310bp. を附いた.また発現の強度を

定巌的に検索するためβアクチ ンの発現を内部標準 とL

DRPLA の転写産物のシグナルとの強度比 を富士 フイ

ルム社製 BAS2000 で計測 した.

結 果

(1) マウス DRPLA cDNA ク ローンの単離 と

cDNA 全長の塩基配列

2種類の cDNA ラ 1'ブラリーより計32 クローンを

プラスミドとして単離 した.プローブ A とプローブ B

の双方にハイブリダイズ したものが 4 タロ-ン,プロ-

ブ A のみにハイブリダイズ したものが 9 クロー ン,プ

ローブ B のみにハイブリダイズ したものが19 クローン

であった,各クローンについて制限酵素地図を作成 した

後 図 1 に示す T5-2,B8-1,T8-1 の 3 クロー

ンについてプラスミドを大量調整 し全塩基配列を決定 し
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1 CGTATTCAGCTGCCCAGGĈ GAGGAGAATGGGGTCTCCACAGCCTGAAG入

5 1 ATGAAĜ Ĉ CGACAGAATAAAGACTCGATGTCAATGAGGAGTGGACGGZnGAAAGAGGCC

I M K T R Q N K D S t･t S M R S G R ド K E A

l11 CCCGGGCCCCGGGAAGAGCTGAGAr1-CAAGGGGCCGGGCCTCCCCTGGAGGGGTCAGCACA

21 P G 王) R E E L 氏 S 氏 G R A S p G G V S T

171 TCCAGCAGTGATGGCATL̂GCTGAGAAGTCCAGGCAGACAGCCAAGAAGGCCCGGATAGAG

41 S S S D G K ^ E A S R Q T A K K A R I E

231 GAGCCCTCTGCCCCAAAGGCCAGCAAGCAGGGCCGGAGCGAGGAGATCTCAGAGAGTGAG

61 E P S A P K A S K O G R S E E I S E S E

291 ĜCĜ GGAGACCAGTGCGCCCAA… GACC九M CCGAGCAGGAGCTCCCTCGCCCGCAG

81 S E 冒 T S A P K 】く T Iく T E 0 E I｣ Ⅰ) R P Q

351 TCTCCCTCGGATCTGGAĈ GCTTGGATGGGCGCAGĈ TTAACGATGACGGCAGCAGCGAC

IOI S P S D L D S 工J D G 氏 S I N D D G S S D

441 ccTAGAGATATAGACCAGGACAACCGAAGCACATCCCCCAGCATCTACAGCCCGGGCAGC

12l P R D I D Q D N R S T S P S I Y S P G S

47 1 GTGGAAAATGACTCGGACTCATCCTCTGGCCTGTCCĈ GGGCCCCGCCCGCCCCTACCAC

141 V E N D S D S S S G L S Q G P A 氏 P Y H

531 ccACCTCCACTCTTCCCTCCTTCCCCTCCACCACCAGACAGCACTCCCCGACAGCCAGAG

161 P P P L F P P S P P P P D S T P R Q P E

591 TCTGGCTTTG入ACCTC八TCCTTCTGTGCCGCCでACTGGATATCATGCTCCGATGGAGCCC

18l S G F E P tl P S V P P T G Y H A P H E P

G51 CCCACATCGAGAm ATTCC入GGGCCCACCACCTGGAGCTCCTCCCACACACCCACAGCTC

20l ど T S R IJ F 0 G p ど P G A ど P T H ど 0 L

711 TACCCTGGGAATGCTAGTGGAGGTGTTTTATCTGGACCCCCCATGGGTCCCAAAGGGGGA

221 Y P G N A S G G V L S G P P H G P K G G

771 GCCGCTGCCTCCTCAGTGGGTGCCCCTAGCGGAGGCAAGCAACACCCCCCACCCACTACC

24l A A A S S V G A P S G G X Q H P P P T T

831 ccAATTCCAATATCAAGT'rCTGGGGCCAGTGGTGCTCCTCĈ GCAAAGCCACCCAGTGCT

26l P I P I S S S G A S G A P P A A P P S A

891 ccAGTGGGTGGTGGGAGCTTACCTTCTGCACCACCACCAGCm Cm CCCCCATGTGACA

281 P V G G G S L P S A f' P ど A S ど P H V で

95 1 ccAAACCTGCCTCCTCCACCTGCCCTGAGACCCCTCAACAATGCCTCAGCCTCTCCTCCT

30 l P N L P P P P A L R P L N N A S A S P P

101 1 GGCATGGGGGCTCAGCC八八TCCCTGGGCATCTGCCCTCTCCCCATGCCATGGGGCAGGGC

321 G M G A 0 P I P G H L ど S P H A M G 0 G

107 1 ATGAGTGGACTTCCTCCTGGCCCAGAGAAGGGTCCAACCCTGGCCCCTrCTCCCCACCCT

341 M S G L P P G P E 氏 G P T L A P S P H P

l131 TTGCCCCCAGCTTCTTCCTCTGCCCCTGGGCCTCCAATGCGATATCCATATTĈ TCCTCC

361 L P P A S S S A P G P P M R Y P YJL 呈_JL

l191 AGTAGCTCTGCCGCAGCCTCTrCTAGTTCCTCCTCCTCCTCTGCCTCCCAGでACCCTGCT

381 ｣L_5｣ ｣ A A A a- i__Sl._呈__-｣…__丘_JL_5_ A S Q Y P A

図2 マウス DRPLAcDNA 全長の塩基配列と予想されるアミノ酸配列

塩基配列♂yFに予想されるアミノ酸配列を示す.セリン,プロリン,グルタミ

ンの単一アミノ酸の繰 り返し配列,アルギニン,グルタミン酸の繰 り返 し配列 を

下線で示す. SH3 ドメインのリガンドのモチ-フを満たす部分を二童下線で示

す.

･.I03
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1251 TCCCAGGCCCTGCCCAGTTATCCTCATTCCでTCCCCCcACCAACTAGでATGTCTGTCTCT

401 S Q A L P S Y P fI S F P P P T S M S V S

1311 AATCAGCCACCCAAGでACACCCAGCCTTCTCTCCCATCCCAAGCTGでGTGGAGCCAGGGT

421 N O P P A Y T Q P S L P S Q A V W S O G

137 1 ccACCTCCTCCTCCTCCCTATGGGCGCCTCTTGGgCAACAACAACACCCATCCAGGCCCで
441 Y G A L L G N N N T H P G P

1431 TTCCCTCCTACTGGGGGTCAATCTACAGCCCACCCAGCAGCCCCTACACATCACCATCAC

461 F P P T G G Q S T A H P A A P T H li II H

1491 rCAGJCAGCAGCCACAGCAACPLACATCATCATGGAAACTCTGGGGCCCCTCCACCCGGAGCG

481 H H Il G N S G A P fl ど G A

1551 でATCCTCACCCTCTAGAGAGCAGTAACTCCCATCATGCACACCCTでACAACATGTCACCC

501 Y P l寸 P L E S S N S H H A H P Y N M S P

161 1 TCCCTGGGGTCTTでAAGGCCCTACCCCCCAGGGGCAGCACACCでGCCTCCACCTCATGGC

521 S L G S L 氏 P Y P P G A A H L P P P fl G

167 1 CAGGTGTCCTAでAACCAAGCAGGTCCCAATGGTCCCCCAGm CTTCでTCCAACTCTTCC

541 Q V S Y N O A G P N G P P V S S S N S S

1731 GGGTCTrCCTCTCAAGCCTCCTATrCATGTTCACACCCCTCTTCATCCCAGGGCCCCCAA

561 G S S S 0 A S Y S C S H P S S S 0 G ～ 0

1791 GGAGC八TCCTACCCCTTCCCACCAGTCCCTCCAGTCACCACCTCCTCAGCTACCC■rTTCC

581 G A S Y P F P p V P P V T T S S A T L S

1851 ĈTCTCATCGCCACCGTGGC'rTCCTCGCCAGCAGGCTACAAAACAGCTTCGCCACCTGGG

601 T V I A T V A S S p A G Y 冗 T A S P P G

191 1 CCCCCTCAGTACAGCAAGAGAGCCCCATCCCCAGGGTCCTACAAGACAGCCACCCCGCCT

621 P P O Y S K R A P S P G S Y K T A T P P

197 1 GGATACAAACCGGGGTCACCACCCTCCTTCAGAACAGGGACCCCACCCGGCTATCGAGGC

641 G Y K P G S P P S F R T G T P P G Y 冗 G

2031 ACCTCTCCGCCAGCAGGCCCAGGGACCでTCAAACCAGGTTCACCGACCGTGGGGCCGGGG

661 T S P P A G P G T F 冗 p G S P T V G P G

2091 ccCCでGCCACCCGCGGGGCCでTCAAGTrTGCTATCTCTGCCTCCGCCACCTGCGGCCCCG

681 P L P P A G P S S L L S L P P P P A A P

2151 ACTACAGGGCCGCCCCでGACCGCCACGCAGATCAAACAGGAGCCGGCGGAAGAGTATGAA

701 T T G P P L T A T Q I A Q E P A E E Y E

2211 ccTCCCGAGAGTCCGGTGCCTCCGGCCCGCAGCCCCTCGGCCCCTCCCAAGGTGGTGGAC

721 p p E S P V P ど A R S p S A P P 冗 V V D

227 1 GTGCCCAGCCATGCCAGCCAGTCAGCCAGGTrCAATAAGCACTTGGACCGCGGCTTCAAC

741 V P S 【i A S Q S A A F N A H L D R G F N

2331 TCGTGCGCGCGCAGCACCCTGT̂ CTrCGTGCCGCTGGAGGGCTCCAAGCTGGCCAAGAAG

761 S C A 良 S T I, Y F V P L E G S K L A 氏 K

239 1 CGCGCGGACCTGGTGGAGAAAGTGCGGCGCGAGGCCGAGCAGCGCGCGCGCGAGGAGAAA

781 R A D L V E K V R A I A E Q R A R E E K

2451 GAGCGCGAGCGCGAGCGgGAACGCGLLALPLAGGAGCGCGAGCGCGAGAAAGAGCGCGAGCTG

801 E 且仙且_ー且_ヱ_｣L皿 E K E 且_jLJL_E K E 且___J L

251 1 GAGCGCAGTGTGAAACTGGCCCAGGAGGGCCGTGCTCCAGTGGAGTGCCCATCTCTGGGT

821 E R S V K L A Q 冗 G R A P V E C P S Ij G

257 1 ccAGTGCCCCATCGGCCTCCCTTTGAGCCでGGCAGCGCTGTGGCTACAGでGCCCCCTTAC

841 P V P H 良 p P F E P G S A V A T V P P Y
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2631 C1'GGGTCCTGATACTCCGGCCTTGCGCACTCTCAGTGAATACGCCCGACCTCATGTCATG

861 L G P D T P A L R T L S E Y A 氏 P tl V M

2691 TCTCCTGGCAATCGCAACCACCCATTCでATGTGCCCTTGGGGGCAGTGGACCCGGGGCTT

881 S P G N R N H P F Y V P L G A V D P G L

2751 CTGGGTTACAATGTCCCAGCCCTGTACAGCAGCGACCCAGCTGCCCGAGAACGGGAGCGG

901 L G Y N V P A L Y S S D p A A

2811 GAAGCCCGTGAACGTAACCTCCGTGACCGGCTCAAGCCTGGCTTTGAGGTGAAACCTAGT

921 E. A RlJ A N L R D R IJ K P G F ど V K P S

2871 GAGCTGGAACCCCTACAでGGGGTTCCCGGGCCAGGCCTGGATCCCでm CCCCGACACGGG

941 E L E P L H G V P G P G L D P F P R H G

2931 GGCCTGGCTCTACAGCCCGGGCCACCTGGCCTGCATCCm CCCTでTTCATCCGAGCCTG

961 G L A L Q P G P P G L H P F P F H P S L

299l GGGCCCCTGGAACGAGAACGGCTAGCGCTGGCAGCTGGGCCAGCCTTGCGTCCTGACATG

981 G p 1. E R E R L A L A A G p A I｣ R p D M

3051 TCTTATGCTGAGCGGTTGGCAGCTGAAAGGCAGCATGCAGAAAGGGTGGCAGCCCTGGGC

1001 S Y A E R L A A E R Q H A E 氏 V A A I. G

3111 AATGATCCACTAGCCCGGCTGCAGATGCTCAACGTGACTCCCCATCACCACCAGCACTCC

IO21 N D p L A R L Q A L N V T P H H H Q H S

3171 CACATCCACTCTCACCTTCACCTGCACCAGCAGGATGCTATCCACGCAGCCTCTGCCTCG

IO41 H 工 !l S t7 L H L H 0 Q D A I H A A S A S

3231 GTGĈ CCCTCTCATTGACCCCCTGGCCTĈ GGGTCTCACCTTACCCGGATCCCCTACCCA

IO61 V fi P L エ D P L A S G S H L T R エ P Y P

3291 GCTGGGACCCTCCCCAACCCCCTTCTTCCTCACCCTCTGCACGAGAACGAAGTTCTTCGT

IO81 A G T L P N P L L P H P L H E N E V L R

3351 CACCAGCTTTTTGCでGCCCCTTACCGGGACCTGCCGGCCTCCCでTTCTGCTCCAATGでCA

1101 ri Q I, F A A P Y R D L P A S L S A P M S

34i1 GCGGCTCATCAGCTGCAGGCCATGCACGCGCAGTCAGCTGAGCTGCAGCGCTTGGCGCTG

1121 A A H Q L Q A M fl A Q S A E L Q R L A L

3471 GAACAGCAGCAGTGGCTACATGCTCATCACCCAでTGCACAGCGTGCCACTACCTGCCCAG

l141 E Q Q Q W IJ H A H H P L fi S V P L P A Q

3531 GAAGACTACTACAGTCACCTGAAGAAGGAGAGTGACAAGCCGCTGTAGAGCTGCGATCCA

l161 E D Y Y S H L K R E S D X P L ★

3591 GACAGCACCĈ CTGCTCCTTCATCCAGACCTTGGAGGACCACCCCAACCTm GACCCCA

3651 CCCCACCCCCAGCCGAGGAGAGGGTGCTGCCCGCrllTGĈ GAGCTCCrrGCAGCTGGGTAGA

3711 GGĜ GGGAGGGZuGAAGGGACAGACAAGGTCAGGGCCCGGGGTTGTGTGCAGAGGTCGGA

3771 ĜTGGCZuGGGTGGGGGCAGAAAGTGCACAGTATCTTGGACCAGGTCCCTCCTCCTATCC

3L131 ccTGCTTTTCTTCTCCTCTATGCCGAATCCTTGGTGGCCACTGCCCCTCCCCTAACCCAT

_iE)91 TGGTGTGATTTTTTTĈ TCTGTTAGATGTGGCTGTTTTGCGTAGCATrrGTGTGCTGCCCC

3951 GCCCCATCCCTGTGTGTGCACCCCCTCCCTCGGCGATATGTGCCCTT̂ CCCGCTCCCACA

4011 TTAATAATTTATATATATAAArrArrCTATATĜ TGCTCm 入PLAAPLtiĈ TCCTGACCAAAA

4071 ccAACCAAACAAAAACATCCTCACAGTTCCCCAG(A)∩

た.全塩基配列と遺伝子産物のアミノ酸配列を 図 2 に

示す.得 られた cDNA はポリA 尾部 を除いて全長

姐03 塩基対であった.翻訳開始点と推定される ATG

コ ドンの周 辺 の 1 9 か ら +4 まで の塩 基 配 列 は

GCCTGAAGA峯写gA でありヒト cDNA と同様に

Ko去ak のコンセンサス配列紺 とは完全には一致 して

いなかった.またヒトと同様にマウス cDNA において

も通常認められるポリA付加シグナルを認めなかった.

マウス DRPLA eDNA のオープンリー一一デイング7レ一一

ムは 3525 塩基対で 1175 -アミノ酸確基をコー ドしており

推定LJJL子嵐は 125kI)王1. であった.マウス cDNA で

は異なるライブラリーから得られた独立 した 2 クローン
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において CA C. 1) ど- ト散はいずれも3 リピー トで,

正常では8から35 リピ-トを有するヒト遺伝子と著しい

違いを示した,GenBank (release83) を周いた塩基

配列の相同性検索では,ヒト1番染色体にマップされる

FIST.M T8755 と64 .4 (-(-と高い相同性を認め/た.ヒト,

マウス,ラット cDNA 18) 同士のオ-プンリ-デインダ

フレ-ム内での塩基配列の相同性はヒト,マウス間では

86% ,マウス,ラット閏では92% であった,

(2) マウス DRPLA タンパクについて

マウス DRPLA タンパクは 1175 アミノ酸残基より

成っていた (図 2) .既知のタンパクとの相同性はなく

機能を推定するドメインやモチ-フ構造は認められなかっ

た.ヒト DRPLA タンパクとのアミノ酸配列の相同性

は92% と非常に高い相同性を認めた,-方南タンパクで

の相違点としてほポリグルタミンの部分に認められた,

即ちマウスタンパクではポリグルタミンは6回のグルタ

ミン残基の繰 り返しより形成されプロリン残基の挿入を

伴っているのに対し,ヒトでは正常では8 から35 回のグ

ルタミン残基の繰り返しより成り機のアミノ酸残基の挿

入を伴っていなかった (図 れ DRPLA タンパクには

ヒト,マウスともポリグルタミンの他にプロリン残基と

セリン残基の繰 り返し配列が認められるが,その長さは

両種間で保存されており,ポリグルタミンにおける穫間

の著しい相違と対照を成していた (図 3).

(3) マウス DRPI.A 遺伝子座の決定

扉 し交配 L,+=て 巾ス 130 匹につ いて GLL'T3 ,

DRPIJA.D6Jpk2.D6Jpk3 の ･1つの過信 rT勘 二

ついて 酢neOtype を決定し,各ハプロタイプのアリル

数を記 した結果を 図 4 に示す.各遺伝子座の遺伝的距

離は GLLTT3 と DRPLA/D6Jpk2 間で 0.77(1 1･･･Ⅰ,

DRPt,A/D6Jpk コと D6Jpk3 間が 8.46cM と推

定された.

(1) マウス亜種間における CAG リピー ト数の多

型について

異なる亜種に属する 7種類のマウスゲノム DNA よ

り得られた DRPLA 遺伝子の CAG リピー トとその

前後の塩基配列を 図 5 に示す.CA 仁. リピー トのコン

センサス配列 としては (CAG)nCCACAG であり,

n が 3,4,5,8 回と多型を示した.多型は CCA の

5 7側の CAG にのみ認められ 3′側の CAG には認

められなかった.さらに野生マウス12 種,人為的に系統

を樹立されたマウス6種について CAG リピー ト散を

計測した.CAG リピー ト数と野生マウス属の種分化に

おける系統樹を対応させたものを 図6に示す.野生マ

ウスでは同一の亜種内では CAG リピー ト数は一致 し

ていた,また人為的に系統樹立されたマウスでは MSM

マウスを除いて全て 3 リピ- トであった .

(5) マウス DRPLA 遺伝子の発現

ノ-ザン解析の結果では検索した全ての臓器,即ち心,

脂,牌,肺,秤,骨格筋,管,精巣で 4.5kb. の単一のバ

ンドを認めた く図 7-A),βアクチンの発現を内部標準

して臓器ごとの発現を比較すると脳で選も強い発現が認

められた,胎生期においては少なくとも胎生 7 日より発

現が確認され,その後ほぼ-様な強さの発現を認めた

(図 7-B). -方脳においてほ生後 1週齢から12 週齢まで

ほぼ 一様な発現を示した (図 7-Cl.

考 察

今回マウス DRPLA cDNA 全長をクローンニンダ

しその発現についてノーザン解析により検討した.次に

その遺伝子座を決定し,DRPLA の CAG リピ-トの

多型の有無について検討した.

マウス DRPLA cDNA は 3525 塩基対のオ-プン

リーディングフレ-ムを有し1175 アミノ酸残基よりな

る未知のタンパクをコ- ドしていた (図 2) ,マウス

DRPLA 遺伝子はマウス6番染色体に存在 し12 番染色

体の存在するヒト遺伝子と syn睦nicであることがわ

かった (図 射.ヒト DRPLA 遺伝子とポリグルタミ

ンの長 さを除いて非常 に高い相同性 を有 していた.

DRPLA タンパクは既知の遺伝子とは相同性がなくそ

の機能は未知であるが,その機能を推定する上で興味深

いアミj酸配列がいくつか認められる.中央よりやや

C末にアルギニンとグルタミン酸の繰 り返し配列から成

る荷電アミノ酸の連続した部位が 2箇所認められる (図

3) .ポリグルタミンとアルギニン,グルタミン酸の繰 り

返し配列の南方を有する既知のタンパクとしてショウジョ

ウバエのホメオタンパクである Bar H2 19) や fsh

membrane pTOtein20)が知られてお り,DRPLA タ

ンパクの機能を推定する上で興味深い.またアミノ酸残

基 585 から59 0まで Srchomology 3 LSIi3) ドメ

インのリガンドの共通配列 Ⅹp(彩PpXp 紺 を満たすプ

ロリンに富んだ配列がある (図 3). これらのモチーフ

はヒト,マウス,ラットすべてにおいて保存されており,

DRPLA タンパクの機能を考えていく上で塞要と考え

られる.

マウス DRPLA タンパクにおいてはポリグルタミ

ンはプロリン残基の挿入をいれて 6残基よりなり,正常

なヒトで認められる 8 から35回の くりかえしと著 しい
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図3 ヒト,マウス,ラットの DRPLA タンパクのアミノ酸配列の比較

共通するアミノ酸は点で,欠失している部分はハイフンで示す.セリン,プロリ

ン,グルタミンの単一アミノ酸の繰り返し配札 アルギニン,グルタミン酸の繰り

返し配列 SH3 ドメインのリガンドのモチーフを満たす部分を下線で示す.
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図 4 マウス DRPLA 遺伝子のマッピング

上段にマウス6番染色体上の遺伝子座の位置を示す.下段には C57BL /6 と

MSM マウスの F iマウスに戻し交配をした F2 マウス i3 0個体の各遺伝子の

タイピングとハピロタイプごとのアリル数を示す.

相違を示 している.同 じポ リグルタミン病 に端する

Huntington病や Spinocpret)ellarataxia lの原因

遺伝子についてもそのマウスの相同遺伝子22)23)におい

てはポリグルタミンはヒトに比べて著しく如いことが知

られている.またヒトの疾患 とは関連 していないが

TATA 結合タンパクに存在するポリグルタミンもヒ ト

に比較 しマウスでは著 しく短い24).従って長いポリグル

タミンは DRPLA タンパクを含めてこれらの遺伝子

産物の生理的な機能にとっては必須なものではない可能

性がある.

ノーザン解析によると DRPLA 遺伝子は脳 を含め

て全ての臓器で発現が認められ,また胎生期より発現 し

てお り,生後の脳においても一様に発現 し続けていた

していることがわかる.ラッ ト DRPLA 遺伝子の

insitu ハイプリダイゼ-シヨンによる検討では胎生期

より神経系組織をはじめとして一様に発現 していること

が知られている輔,これらの事実から DRPLA 遺伝

子は細胞にとってハウスキーピング遺伝子として機能 し

ている可能性が考えられる.

7亜種19系統の野生マウスおよび6系統の実験室マウ

スの CAG リピー ト数の解析から,マウス DRPLA

遺伝子においては CAG リピー トに 3 から8 リピ- ト

の多型が存在することがわかった (図 5).さらに野生

マウ封 こついては,横遺伝子とミトコンドリア遺伝子の

多型に基づいて考え られた遺伝的な系統分類25)と
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マウスの CAG リピー ト数の関係

野生マウスにおいでは亜種ごとに CAG リピ- 卜数が共通 していた.マ ウス属の憂種の分鮎 二

従って CAG リピー ト数の多型が生 じたことが推定された.実験室マウスは MSM を除いて全て

3 リピー トを示 した,
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図7 マウス DRPI｣A 遺伝了･のノーザン解析

騰落ごとの発現 (A),胎生期における発現の経時的検索 (a),脳における生後の経時的

推移 (C),βアクチンを内部標準としたシグナルの相対比をグラフに示す.
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DRPLA 遺伝子の CAG uピ- 卜数を対応させてみ

ると,亜種ごとに CAG リピー ト数が異なることがわ

かった (図 鋸. この結果から DRPLA 遺伝子の CAG

リピ- ト数の多型はマウス属の種分化に伴い生 じてき

たことを示唆される.また実験室マ ウスにおいでは

CA(. lTリピー ト散は MSM の 5 リピー トを除きく全て

3 リピ- トであった (図 6) .これは現在の実験室マウ

スのほとんどが Musmuscu且usdomesticus に由来

すること,MSM 系統が Musmusculusmo旦ossimus

由来であること25)から説明できる.これまでマウスの

Huntinがinや aもaxim l遺伝子においては CAG リ

ど-ト数の多型はないとされてきたが22)23),実験室マ

ウスの他に複数の野生マウスについて検討することで,

これらにおいても多型が兄い出される可能性がある.

本研究及びヒト DRPLA cDNA のクローニングに

より明らかになったように,DRPLA タンパクはマウ

スとヒトでポuグルタミンの長さを除き高度に保存され

ており,その発現様式は一棟であった.従って今後の課

題としては,なぜこのような発現分布を示すタンパクが

中枢神経系の特定の神経細胞のみに障害をもたらすのか,

タンパクの生理的な機能に必須ではない可能性が示唆さ

れるポリグルタミンが異常に伸長することによりいかな

る機能を獲得し神経細胞障害性に働 くのかといった点を

解明する必要がある.特に部位選択的な神経細胞障害の

問題にあたっては個体レベルでの検討,すなわち疾患モ

デル動物の作成が有用であることは論を持たない,今後

はさらにマウスゲノム DNA のタロ-ニングと遺伝子

ノックアウトマウスの作成による遺伝子の機能の検索や

異常遺伝子を導入した トランスジェニックマウスの作成

が必要と考えられる.
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