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Spot35proteinwasfirstdiscoveredfr()m thecerebellum asaspecificprotein.

Immunohistochemistry demonstratedwidedistributionofthisproteininthePurkinjtTc(?lls,

intcstinc,sensory()rgansandkidney. cl)NACloningandnucle()tidesequencesllOWe(1

thatSpot35pr()teinisidenticalwithcalbindinD28k.a ノヽ･itaminDdependentcalcium

bindingprl0tein. 'Ⅰ'wovitaminDresponseelements(PDREanddDREIwerefoundill

determinedbyusinglucifera父 aSalて､POrTergell(iinM工.)BKcellswhichpr()dueedendogenously

Spot35,::CalbindinD28k.Transcripti()nofthechimeI-icgenecontainingthepL)REwas

enhancedby1,25(OH12D3Stimulationinanorientation-dependentfashion.
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小脳,カルシウム結合蛋白,転写,ビタミンD応答配列

は じ #) に

生体の粍能を知るために,構成する個々の器官に分け

てそれぞれの持つ僚有の性質を明らかにしていき,つい

管,それらを統合して全体像を組み立てるやり方がある.

特異蛋白を探し,蛋白化学,生物活性を明らかにし そ

の遺伝子が神経系で発現する必然性を追究する研究が行

なわれている.つまり固着の蛋白の発現はその細胞の形

態や枚能を分化させるとの考えに基づ1､ている.ここで
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は小脳特異的蛋白として発現されLた Spot35蛋白を紹

介する.

SpIIt35蛋白

ラットの脳を大願,小脳,脳幹部に分けて調製した可

溶性蛋白を2次元電気泳動で分析したところ.部f領こよ

り発育に伴って増加したりゥ減少する蛋白,一過性に出

現する蛋白が存在することを見いだしたl).2次元電気

泳動で分離された蛋白を CBBで染色し,蛋白スポ Ly

トに任意の番号をつけて解析 した (図 1).これらの 菜
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図 1 脳可溶性画分の2次元電気泳動

東郷が

白のうち Spot35と名付けた蛋白を精製 した,この蛋

白は分子量28,0擁,p‡s.3の EF-ソド型のカルシウ

ム結合能を有する新 しい蛋白で,小脳に特異的に存在 し,

生後10日頃から増加することが分かった1)2)

Spot35抗体を用いた免疫組織化学による検索から,

小脇プルキンエ細胞にこの蛋白が局在することが明らか

になった.また,小脳以外でも腎臓,感覚革などのある

特定の細胞に限局 して存在することがわかった3)~5)

-万,ビタミンD依存性に誘導されるか レシウム結合蛋

白の研究から分子盈 9kと 28kの蛋白が小腸,腎臓

に兄-)か･')各ヤCalbindinr)9k､Calbindin1)28k

と名付けられた.Calb主ndinD28k遺伝子は腎臓にお

いてビタミンDに反応 して誘導が観察されるが,小脳に

おいては非依存性に発現 している.その後,cDNA タ

ロ-ニソグと構造解析から CalbimdinD28kは Spot

35蛋白であった6)-9).以下,この蛋白を Spot35/Caibin-

d血 D28kとよぶこととする.

遺伝子のクローニング

クローエソグした cDNA をプロ-ブをこ済いて脳の部
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Spot35蛋白

位別LTlmRNA の定量,発育に伴･'7変化を測定 した10.-

】2.免疫組織化学で Spot35CalbindillI)28k蛋白

の局在を明瞭に染色することができ,どの細胞で実際に

Spot35/CalbimdinD28k遺伝子から mRNA に転写

されているハかを ift.<Z-/lthybridi,zation法で観察 し

たL3㌧spot35CalbindinI⊃28k蚤自ハ発現は.遺伝

子の転写 レベルで制御されていることが明らかになった

ので,遺伝子のタロ-エソダとその構造を解析 した.

マウス遺伝子ライブラリ-からラットcDNA (PRS

35J7)8)をプロ-プをこ用いて遺伝子を単離 した.全長約

30kbあり,11のエクソンからなる遺伝子で,全体の構

造は種を越えて良く保存されていた (図 2).

遺伝子の発現調節塵碑を解析するうえで正確な転写開

始点を決めることは霊草である.cDNA の5′非翻訳領

域から mRNA に相補的な2穫賢のオリゴヌクレオチ

ドを合成 した. これをIfう -(て-に椙いて.Spot

35/CalbindinD28kを発現 している小脇と腎および

発現 していない肝の mRNA を鋳型として逆転写反応

を行った.このプライマ…伸長法で得られた産物を,同

山のプライマ…をこよるシ-タエソシンダと同時に泳動を
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図 2 Sp()I35.LCalbil.I(1irlI)28k遺伝子の構造

∴′7ソンIl(7-Xl)かlT)なる全長 30Kbの遺伝.f･.
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図 3 ビヤミンn応答配列

任意の3塩基の繰り返 し配列の構造からなる.( )翻 こ応答配列の位置を示す･

行ない転写開始点を決めた.

モー ター領域を解析 しブこ いくつかの特徴的配列が見L､)

わた.特に上流 2.4kbに17TL77{ゲノム中で 1(X)-200kb

に1個存在し,約 400bpからなる MT 配列があった.

この MT 配列iこどのような機能があるかについては現

在不明である.それより下流に2箇所にビヤミンD応答

エレメソ ト (DRE)を見いだし,これらはいづ丸も梅

園の提唱 している3-4-5′Lr--′Lを満た していた卜1(図

3).転写開始点から遠位にある DRE (dDRI三)は逆方

向であった.図 3C･こは他の遺伝子のビタミンr)応答配

列を示 した.

ビタミンD応答領域

暗がりで飼育したビタミンr)欠乏ニトノ恒T)小脳では.

ビ々ミンD欠乏状態でもSpot35/1CdbindinD28krnRNA

は発現 していたが.腎臓においては活性型ビタミンl)(1.

25LOH)2D3)の投与によ-:'て.Spot35::LCalbindinD28

k遺伝子の転写が誘導 された.その ビタミンD応答に

関与する領域を決定するには,Spot35,/CalbindinI)28

kが本来発現 している培養細胞で遺伝子発現を解析す

る必要がある.数種類の腎由来の樹立培養細胞の うち

MDBK が.Spot35/:CalbindinD28kを内在性に発

現 していることをノ-ザン分析で兄いだ した.塩基配列
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図 4 MDBK細胞における Spot35.Calbi一､dinr)2'8k遺伝子の転写活性

第 1エクソンの+93より上流を食む DNA 断片9機構をルシフェラ-ゼ遺伝子に連結
した.各々のプラスミドをエレク トロボレーショソ法で MDBK 細胞に導入 し,一過性
をこ発現 したルシフェラーゼの活性を測定 した.無血清培地をこ1,25(OH)2Daを 10仰7M
添加した時の活性の増加を無添加時の活性に対 して表 した (棒 グラフ)･

から予想されたビタミンD托こ答配列が,実際にこの NのBIく

においてピタミソDに応答するかを検討 した.

Spot35,::CalbindinD28k遺伝子の転写領域を含む

を連結 した融合遺伝子を,MDBK にエし'/トロボし-.-I

ショソ法で導入して一過性発現系で転写活性を測定 した

(図 4).牛胎仔血清中のビヤミンDを活性炭で吸着 した

培地で MDBK を培養 した後,無血清培地に置換 して

i.25(OH12D3を 10~TM 添加 した.導入効率を補

正するために--一定量のβガラウトシダーゼ遺伝子を同時

に導 入した.1,25(OH)2D3の未添加のノしシ7J.ニラ一一一

ゼ活性をこ対 して添加 した場合の相対活性を国 連の竃をこ

示す.着の棒グラフから明らかな様に,-1339と-1038

の間をこビタミンDをこ応答する領域の存在が示唆された.

この領域に pDREが含まれていた.上流の dDREを

含む領域はピタミyDの応答に変化がなかった.また更

に MT は転写調節をこどのように関与するかば不明であ

ら.

SV40のプロをタ脚を用いた-テロの転写系で pDRE

と dDRFJに上る活性化の槻構を調べたところ,pl.)RF.

だけが方向性を持ってピタミソDに応答 して活性化を示

した.
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お わ U に

Spot35('albindini)28kは小脳l腎臓.感覚器〔'~)

細胞など特定の細胞に限局 し,ビタミンDに依存 して遺

伝子の発現が上昇する細胞と,そうでない細胞が明確に

分かれて存在 している,ビタミンD欠乏マウスにおいて,

ビタミンDをこ反応 して腎臓の遠位尿細管で Spot35/

Cこ11bindin1)2日kハ発現し'l卜汁G:T:観察 し上.一丁･'7-く遺

伝子をタロ-ニリグし その構造と塩基配列を決意 した.

転写開始点ハ 日和こ1'箇所ビ'Lミニl)LL二答配列 LJ)1)Rl:..

曲 RE)が存在することを魔いだし,腎由来の培養細胞

過性発現糸で pL)Rlてだけがし二■'ALミンl)に応答寸屠､こと

を確認 した,Spot二･i5eこ11bindini)28k蛮目した小脳ハ

特果菜由として発見されたが,一連の研究から了 ト解以

外でも特定の細胞に発現 し,発現時期や部位によってそ

の磯能が異なることが推窪されたホ観繊 ･細胞 レ′ベルで

の詳細な解析に基づいて,生体で審遺伝子の発現調節を

観察する必要があり, 葦､ランスジェニックマや鼠あるい

はjッタアウトマウスを作出して,個体 レベルで解析を

始めている.
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