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ThegenestructureorS-100 β,anastroglialcell-speci丘c protein,wasclari丘ed.

Thisgenespanabout8kbpand consistsofthreeexonsandtwo introns. Thetrans-

CrlptioninitiationsitewasdeterminedbySlmapplngprocedure. Inthis 5'一触 nking

reglOn,thereareTATA-boxlikesequenceandCAT-boxlikesequeIICe.The expression

ofthisS-100 p-genewasexaminedbyinducing the S-100p-lacZ fused geneto

theculturedcells. TheresultshowedthetranscrlPtionalimportantfunctionin lOOObp

5し鮎 nkingreg10m.
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略 語 表

mRNA:messengerRNA

cDNA:complementaryDNA

poly(A)RNA:polyadenylicacidRNA

PAP:PeroxidaseAnti-peroxidase

LTR:longterminalrepeat

遺伝情報の発現調節の多くは,転写 レベルで行われて

おり,この転写調節機構を明らかにすることは,遺伝情

報発現調節を理解する上で重要と考えられる.DNAの

調節領域に関 しては,特異的塩基配列を持つ調節シグナ

ルが,多くの構造遺伝子の上流に存在することが示され

てきた.中には,イントロン中にそのシグナルが存在す

る構造遺伝子も報告されている.

現在,中枢神経特異蛋白の遺伝子の発現調節機構につい

て研究を進めている.中枢神経系特異蛋白の一つに SIOO

蛋白がある.SIOO蛋白は,1965年に B.W.Moorel)

によって発見された,脊椎動物の神経組織に高濃度で存

在する, 低分子 (分子量 21,000),酸性のカルシウム

(C;a2+)結合蛋白質である.その構造は, 2種類のサブ

ユニット (α鎖とβ鎖)の 2量体であり, 組織内では

SIOOao(da),SIOOa(aP),SIOOb(βP)の形で

存在している2J.また,ラット脳において SIOO蛋白は,

β鎖 (ββ)として存在す.ることも明らかにされた3I.

神経系において,SIOO蛋白 β鎖は,アス トログリア細

胞に局在していることが,免疫組織化学的方法や insitLL
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ノTJlブリダイゼインョンによって明らかにされている.
1

すでに,我々は,ラット脳からSIOO蛋白の cDNAの

クローン化に成功した4㌧ この cDNA を用いてラット

遺伝子ライブラリーより,SIOO蛋白 β鎖遺伝子を単離

した.本論文では,その構造,転写調節領域,融合遺伝

子の細胞内導入とその発現,転写調節因子について記載

し,考察をくわえる.

材 料 と 方 法

材 料

制限酵素は,宝酒造,東洋紡及び NewEnglandBio-

1abs社から購入した.T4polynucleotidekinaseは

東洋紡から, Slnucleaseはシグマ杜から,[r-32p]

ATP と [α-32p]ATP は, NEN 社から購入した.

また,ニ トロセルロースフィルターは,東洋ろ紙から購

入した. ラット遺伝子ライブラリーは, ∫.Bonner博

士からいただいた,マウスの Molony白血病ウイルス

の LTR と大腸菌の β-ガラクトシダーゼ遺伝子との融

合遺伝子は,近藤寿人博士 (京都大 ･理)からいただい

た.

実 験 方 法

1. ラット高分子遺伝子 DNA の抽出

ラット脳から核を遠心分離し,BlinandStaffordの

方法5)に従って高分子遺伝子 DNA を抽出した.

2. DNA プローブの作成

pBR322にサブクローニングした DNA フラグメン

トを制限酵素で切断後,アクリルアミドゲル電気泳動に

より分離した.その後,DNAをゲルから電気泳動的に

抽出し,[α-32p]dCTP を用いて nick-tmslation

法によりラベルをいれたり,[r-32p]ATP と T4poly-

nucleotidekinaseを用いてラベルを入れた.

3. Southernblot分析

アガロースゲルから Southern の方法6)に従って,

DNA をニ トロセルロースフィルターに blottingした.

その後,[32p]でラベルした DNA プローブと-イブリ

ダイゼーションを行い.洗浄役,autoradiographyで

バンドを観察した.-イブリダイゼーションの条件は,

基本的に Thomasの方法7)に従った.

4. plaqueハイブリダイゼーション

plaque-イプリダイゼ-ション法は, Bentonand

Davisの方法8)に従った.

5. ファージ DNA の抽出

組み換え体ファージ charon4A からの DNA の抽
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出は,基本的に Davisらの方法91に従った.

6.塩基配列の決定

DNA フラグメントに,[r-32p]ATPと T4poly-

nucleotidekinasによりラベルを入れ,Maxam and

Gilbertの化学修飾法10)に従って塩基配列を決定 した.

7. プラスミドDNA の分離

プラス ミド DNA は, Birnboim andDolyの方

法11)に従って大腸菌から分離した.

8. S1ヌクレアーゼマッピング

相補鎖をサブクローニングした一本鎖 DNA を用い,

プローブ DNA を 1本鎖にし, RNA と-イブリダイ

ズさせた.その後は,Sharp らの方法12)に従 って

行った.

9.外来遺伝子の細胞内導入

作成 した融合遺伝子は,Kondohの記述13)に従って,

リン酸カルシウム法を用いて導入 した.20mg/mlの

DNA 濃度で,DNA-リン酸カルシウム共沈澱を作 り,

細胞を培養している培地の 1/10-1/20量の共沈澱液を

加えた.

10. 培養細胞中で発現された β-ガラク トシダー

ゼの Ⅹ-galを用いた酵素化学的染色法

培養細胞中で発現されたp-ガラクトシダーゼは,Ⅹ-

gal(5-bromo-4-chloro-3-indoly1-β-D-gala-

ctopyranoid)を最終濃度 1mM 以下になるように加

えた反応液 [最終濃度 :85mM リン酸バッファー (pH

7.5),8.5mM KCl,1mM MgCl,3mM K3[Fe(CN)6],

3mM K4[Fe(CN)6],0.1% TritonX-100]中で Ⅹ-

galを加水分解 し, 青い色素 (bromo-chloroindole)

を生成する.

ll. SIOO蛋白βの免疫組織化学的染色法

培養細胞は,1% glutaraldehydeで固定し,0.75%

の H202を含むメタノールで処理し,PAP法 (発色反

応には 3-amin0-9-ethylcarbazole)を用いて染色

した .

12. 細胞と培葦

株細胞には.ラットの C6グリオーマとニューロブラ

ス トーマ103を用いた.培地は,MEMl(ニッスイ)に

最終濃度が10% になるよう FCSを. 2mM になるよ

うにグルタミンを,pH が7.1-7.4になるように重ソウ

を加えた.培養は,5% CO2ガス中, 37oC で行なっ

た .

13. ゲルシフ ト分析

Takiya と Suzukiの記述14)に従って. 特異的な

DNA 配列と桜内の蛋白を結合させ,電気泳動で分析す
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る.

結 果

1.;貴伝子のクローニング

クローニングに成功した SIOO蛋白 P鎖 (SIOOβ)

の cDNA をプローブに用いて,ラット肝遺伝子ライブ

ラリーとプラーク-イブリダイゼーションを行った.そ

の結果,SIOOβ遺伝子のクローンが4個得られた (図I

c).これらのクローンは制限酵素 EcoR1-HindⅢで切

断され,pBR322にサブクローンされ,次の構造解析に

用いられた.

2.遺伝子地図

SIOOP遺伝子の制限酵素地図は, これらのクローン

化 DNA の分析をまとめて作成した (図 1A).さらに,

ラット脳全 DNA を数種類の制限酵素で切り,CDNA

をプローブとして Southernblot分析を行った所,過

伝子がゲノム中に 1コピーしかないことが分かった.エ

クソンの位置をきめるため,ニック･トランスレーショ

ン法で 32pラベルをいれた cDNA をプローブとして用

い, クローン化した遺伝子 DNA をいくつかの制限怖

素で切 り,その断片とサザン･プロット･-イブリダイ

ゼ-ションを行い,おおまかな位置を決め,その後,エ

クソンを中心として塩基配列決定を行った.塩基配列決

定には,Maxam-Gilbert法を用い.エクソンのすべて

とイントロンの一部の塩基配列を決めた.

3.転写開始点

転写開始点の推定に S1マッピング法を用いた ｢図2).

第 1エクソンの一部を含む DNA断片の5'端に32pでラ

ベルを入れ,一本鎖にする.このラベルされた DNA の

一本鎖 (アンチ ･メッセージ)と脳の Poly(A)RNA

杏,-イブリダイズし,できた RNA-DNA 複合体を

S1ヌクレアーゼで処理する.保護された断片をポリア

クリルアミド･尿素ゲルで泳動すると,いくつかのバン

ドが得られ,これらのバンドは,塩基配列ラダーの5'-A

-3'に対応した.3種 類 の DNA 断片を用いた実験

で推定された Aが,3つとも同じになることから,SIOOβ

遺伝子の転写開始点と推定された. 転写開始点より約

30bp上流に 5'TAAATT3'というATrich な部分

があり,-49bpと-113bpの所に5'ATCAAT3'の

配列が見出された (図 2D).

4.遺伝子の構造

この遺伝子は全長約 8.4kbp,3個のエクソンと2個の

イントロンより成っていた (図 1A).エクソンの長さは,

Ⅰが 279bp(cDNA の 1-279bpに相当),Ⅱが 145

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9kbp
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図 1 A:SIOO蛋白β鎖遺伝子地図,B:cDNA 地図,
C:遺伝子のクローンの略図
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● ● ● ● I ● ● ●GCCATAGCCACACAGCCTCCAGCACTCAGCACCAGAAGTTTCCAGTTCTTGGCTGCGTATCTGCTGTTTGAATCAATTCA

●

･了･ ･ ､､二一 ､ ･ l i,､･,･･'･:I:I:､∴i;.i･,),I.i,.L‥I:
I

吋.:.､∫､-∴̀ ･∴ - 三､_･･･∴ _. + ､ ∴‥∴ /t ∴ ._∴ 工 .,:::L‥∴_..

AGTGGGTCCCCAGGGTACCACTCAATGGGGCCCTGTATGCAGGCCC(;GTGGTTGTCCAGCTCCTCCCTAATCTTGGCCCC
● ● ● ●TATTGGCAGTCGCAGTCTCAGCCTGCAGCGGACTGCGCt

三CCA 'iCAAAAGGTGACCAGGAq;ll;AGAAAG

AATCACTGGCAGGACCCAAGAAAAAACCGCTTCTTTCTCTCTTT(iCAGGGTGAGGGGGTTAAGGGGATAGGATGGGAATC

● ■ ● ● ● ● ← ■
GAGCTTTGAAACTTTTTAGAAAATCTTTGGGAACGTTTGGCCGCATTCCAAGGCCTTCC(;ATGAGGCCG(:CTTTCTTCCG

図 2 Siマッピング法による転写開始点の決定

･ ･ -､: ､････ ･･･ ･ ･･:l･ 一 ･ ･＼＼＼
S1マ ッピングを行っ結 構に撃塩基配剤のラダ-を示した.D:転写開始点付近の塩凝

配札 - はエクソンを,轡は転写開始点を曹- は TATA-box類似配列をサ 粛
CAT-box類似配列を示す.
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(図 Iril).決定 さI7た SIOOjj'通信 ;-('!)構造 か ヱ~■,m liN A

(yl長 ､き~,:!:J臣恒工二約 170()規 阻 ∴在 る . 二･i'側 非 翻 訳 領 域 (..Tl

lミ圭 ~こ.lt)92塩域ですべて_,L'/､ノン111 に 含 ま れ て い 上 .

5'井翻訳硝域は.287ffiiflt/pC-J.二J/ソン]上 tl に JJ)か 打 こ

存在 していた.

5. SI…)蛋 白産生細胞 と非産生細胞

Sl川持 主半周 子牛 洲根 にi/ここ, :)-J卜 (｢tiケりす-1J.寮E研LTi

をj臣 ､, 千:tl-二と=＼恒 11lFi'細】抱 を. 美鹸 前(.IT,SIOOβ抗体与

川いた PAP 法 に 上 り, 免疫 組 織 化′､;輔車金色法で SIOO

姐 ‖̀ブ鏑Lりf持 ちを調べた.確 かに.(I(i･'/'り -I--,パー醐臼

千,SIOO 矧 ′lP紬 :ft, 作 i~L凍 て し､たが, 二 .-1- I::Jブ :)

ス トーマ 1O3でば. 作 と■一打て い なか -,た.

6. 融合遺伝子 の SIOf)蛋 白産生細胞 での発現

5'側 卜.流の調節 細域 高 LIlL転写淵節機構を根討する

流 1kbpの r)NA 断片と β一一一ガ=/J7トシダー-i;JL農fJAJl.

し!こし]1融合遺[云f-を作成した.融合遺kl･ば,Si川)β遺

信 J'･ハ調節硝域付近約 1kbp封帝人したもL77.代打 )に

を含まないものを用意した (既 紘 これらの融合遺伝子

を SIOO舶 L押目 :.細抱に導入し!∴L=ころ, sl〔)03遣信

制御領域を持つもので発現しているのが見出された.し

か し,発現(.Tl軟 さiL. SIOOif遺 (llJ'-.調節領域を持一一も

のが レ トロウ41か晃の調節領域を持つ ものの二十分の-

B :Bam H T

El･Eco Fu

H :H indtE
K ニKpnI

p =PstI

･､｢＼StJH:n＼MU-､rH･

p恥 ヱtk ilH IL FX'小 .lJd:1;ごS■犬l甘l

PSIOOEP

pSIOOZtk

図 Jl 融 合遇 [云子 の 佃 戊

MolonyTT'イJL,:てい 調 節 用 域 を持 つ もU71(pMo Ztk)か

ベウ'1- PSI)T19に入れる (pZtk).pZtk i:I-SIOOPuう

調節硝域約 1kbpを入れる(pSIOOZtk). こ(I) SIOOβ

位しか左か一一)た. .杢た.SIOOβ遺伝子調節細域か逆Jj

向にf･r･'人さ打たヰ)L,Tlでは (pSIOt)RZtk),発現は 粗い l

なか一･'た (図 5).

7.融合遺伝子のSIOt)蛋白非産生細胞での発現

次に.前述CIl融 合遺伝J'-を Sl()O姐 Jl非産生細川卸こ呼

人した.こU)細川臼はSIOO鳳 1̀f･fJf::･牛紬抱よ りりン較 1),し-

シ,?ム塩に対して弱 く.外来通信 J'･し71導入効率か SlLX)

LJ)調節撒域を持←~ノ)i)i:'汀三けが発現 して い た (図 6).

8. 調節領域を欠失した融合遺伝子の

SIOt7蛋白産生細胞での発現

そこで, SIOOβ 遺伝 J'-調節用域を _ll.流 か IJ:-欠 失 させ

た変異体を作り.それ L､､を SIOO郵 jl薙f用 朋臼に 導 入 し,

その発現を謂べた. その結果, 究束 顛言転写 開 始 点 上 流

25bp まで 伎ふ と発現 し左 くうなることか卜か 一一た (図 は
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図 5 融合遺伝子の SIOO蛋白産生細胞での発現

A:pMoZtk,B:pZtk,C:pSIOOZtk,D:pSIOORZtk,杏
導入し.柿素化学的方法で染色した.

図 6 融合遺伝-[･の SIOO蛋白非蘇生細】胞でC')発現

A:p～loZtk,B:pZtk,C:pSIOOZtk,I):pSIOORZtk,を
導入し,畔素化学的万法で染色した.
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省略).

9.細胞側の因子の存在

現在, 特異的な DNA 配列を認識 し結合する核内調

節蛋白を検出 し, 同定するアッセイ法に, Gelshirt

assayがある.SIOUβ退伝子調節開城をい くつかの

DNA 断片に分け Gelshirtassayをしたところ,玩

写開始点より上流約 25bpの所からさらに 上流 130bp

までの DNA 断片で 肝臓の核の蛋白には存在せず,脂

の核の蛋白に存在する DNA 結合蛋白を確認した (図

は省略).

考 案

多 くの真核生物の mRNA の転写開始点は,プ リン

塩基,特に,アデニン (A)で始まっていることから,

S1ヌクレアーゼマッピングで推定されたA が,SIOOβ

遺伝子の転写開始点と推定 される.転写開始点 よ り約

30bp上流に 5′TAAATT3′とい う ATrichな部分

があ り,真核生物遺伝子の転写のためのプ ロモーター

(TATA box)と類似性があった. しか し,典型な

TATA boxではなか った.-49bpと -113bp の

所に 5′ATCAAT3′の配列があ り,多 くの遺伝子に

保存された CATboxと呼ばれる配列と高い類似性が

あった.

SIOOβ遺伝 子は,3つのエクソンと2つのイントロ

ンよりなっている.

SIOOβ遺伝子を SIOO蛋白のカルシウム結合能力と

いう点から見てみる.SIOO蛋白はカルシウムを 2分子

結合させる.イントロンが,2つのカルシウム結合単位

の間に入っていることも想像される.事実,イントロン

皿は,SIOO蛋白を N 末端側半分と C末端側半分に分

けていた.そして,カルシウム結合単位 もそれぞれの末

端側に一つずつ (エクソンIIとⅢに一つずつ)入ってい

た.このような分断は,他のカルシウム結合蛋白の遺伝

子でも見られた.たぶん,SIOO遺伝子は遺伝子の重複

とドメイン単位の欠失により進化 してきたものと思われ

る.

SIOO蛋白産生細胞で,導入した融合遺伝子の SIOOβ

遺伝子の調節領域が作用するのに方向性が見られること

から.Sl00β遺伝子の転写開始点付近を含む約 1kらp

の DNA 断片には,転写に必要な領域があると考えら

れる.

また,融合遺伝子を SIOO蛋白非産生細胞に導入 した

結果,SIOOβ 遺伝子の調節領域をもつものが,発現 し

ないとい うことは,この SIOO蛋白非産生細胞に転写に

必要な因子がないのか,転写を抑制する因子があるのか,

のどちらかが考えられる.

さらに,欠失が転写開始点上流 25bpまで及ぶと発現

しなくなる.このことは,転写に必須で普遍的な共通配

列が失われたためかもしれない.しかし,ゲル シフ ト

アッセイの結果,転写開始点の上流の DNA断片 (-25

bp一一130bp)に結合する核 内の蛋白が,脳に存在す

ることから,転写開始点上流 25bpより上の方に (少な

くとも,-130bp位の所までに)SIOOβ遺伝子の細胞

特異的発現に関写する DNA シグナルのひとつがあると

推定される.

SIOOβ では少な くとも,限定 された組織 (細胞)に

分布する細胞側因子と遺伝子に付随 した DNA シグナ

ルとの相互作用が存在するとい うことが示 された.さら

に,複数のメカニズムが,遺伝子の最終的な細胞特異性

をもたらすのに重要な役割を果たしていると思われる.

今回示 した,DNA シグナルと調節因子の相互作用は,

細胞特異件の機構の一部であろう.今乳 細胞特異的エ

ンハンサー機能を有する DNA シグナルを捜 し,そこ

に相互作用する細胞側因子も検索 していきたいと思 う.

要 約

アス トログリア細胞特異蛋白である,SIOO蛋白 β鎖

遺伝子の構造を明らかにした.この遺伝子は,約 8kbp

の長さで,3つのエクソンと2つのイントロンから成 っ

ていた.転写開始点は,S1マ ッピング法によってきめ

られた.転写開始点より5′側上流に,TATA-box頬

似の配列や,CAT-box類似の配列があ った.この遺

伝子の発現を調べるため,SIOOβ遺伝子と 1acZ 遺伝

子との融合遺伝子を作 り培養細胞に導入 した.その結果,

転写開始点より5′上流領域 1,000bp(特に -25bpか

ら -130bp)が,転写に重要な役割をはたすことを見出

した .
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