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Inthisreportwedescribeanexampleofthethirdtypefrom theabove-mentionedstudies.

WecarriedoutCDNAcloningforcholecystokinin(CCX),genomicDNA cloningandanaly由s

ofthestructureofCCK genes. Furtherweshow thedevelopmentalandregionalchangesof

CCK mRNA usingCCK CDNA asaprobe.

Keywords:recombinantDNA,brain

遺伝子工学,脂

脳研究に遺伝子工学を応用するにはいくつかの方向が

あると考えられるが,筆者らの研究室では大体以下の3

つの方向の研究を進めつつある. 1)神経病の遺伝子

解析, 2)中枢神経系を構成する細胞のマーカー蛋白に

対する遺伝子クローニングとその細胞特異的発現機構の

研究, 3)神経系に存在する蛋白,ペプチドでその神経

機能と密接な関連性を有するもので,微量のためにこれ

までの方法では解明できなかったものの構造と機能の研

究を遺伝子工学的方法で行うもの.

我々は上記の第 3の例として神経ペプチドであるコレ

シス トキニン (CCK)前駆体の cDNA クローニング

及び遺伝子 DNA クローニングを行い,その構造を解

明すると共に,その遺伝子発現を検討しつつあるので,

それらの慨要について報告する.

CCK は大脳皮質に最も高濃度に存在する神経ペプチ

ドで神経伝達物質或は神経調節物質ではないかと推定さ

れており,またその関連ペプチドは精神分裂病の治療に

も応用された.

このペプチ ド前屠区体は不明であったので ラット脳の

cDNA ライブラリーを既知の CCK-8の5コのアミノ

酸に相応する合成 oligodeoxynucleotideをプローブ

として colonyhybridi2lationでスクリーニングし得

られたクローンの cDNA の塩基配列を Maxam-Gi1-

bertの方法で決定した.その結果,115コのアミノ酸か

らなる CCK 前阜区体蛋白をコードする345塩基の翻訳領

域,110塩基の5′非翻訳領域,263塩基の3′非翻訳領域

からなる全長718塩基を明らかにすることが出来た.こ

の前駆体蛋白には28アミノ酸のシグナルペプチ ドとC末

端に12コの付加アミノ酸からなる小ペプチ ドが存在して

いた .

我々は更にラット脳から高分子 DNA を抽出精製し,

制限酵素で切断,これを 32p ラベルした cDNA をプ

ローブとして Sou払em blot分析した処,何れの制限

酵素によっても1本のバンドが認められ,CCK 遺伝子

がハプロイドあたり単一コピーとして遺伝子中に存在す

ることが解明された.そこで cDNAをプローブとして

ラット遺伝子ライブラリーを plaquehybridization

によりスクリーニングし陽性クローンを見出し,それよ

り遺伝子の構造を解明した.

特にその転写開始点の同定には多くの時間を費やした.

しかしその結果,我々は他のグループの解明できなかっ

た全構造を明らかにすることができた.即ち全遺伝子の

長さは 7kbpで 3コのエクソンを2コのイン トロンが

分断しており,エクソンⅠは5′非翻訳領域,エクソン

Ⅱは翻訳領域の 2bp上流から72番目のアラニンに相当

する翻訳領域の塩基までを含んでおり,それより下流が

エクソンⅢに相応していた.エクソンⅠと皿を分断する

イントロン1ほlkbpであり,エクソンⅡとⅢを分断す

るイントロン2は4.2kbpであった.

我々はまた CCK cDNA を 32p ラベルしてプロー

ブとしてラット脳発達時の mRNA の濃度を dotblot

-1P0 -50･
UGCGUA〔〔GGGCGGGGl:UAUUUAAGAGGAGU〔GCCCUGCCGCCUGC〔〔UCAACUUAGCUGGACAGCAGCCGUUGG… C

Jitl
tGCCNG【CAGCUGA⊂UCCGCAUC〔GAAGAU些哩 AAGUGCGGCGUGUGU〔UGLJG〔GUGGUGAUGGCA

MetLysCysGlJValCysLetJ【1SVatYal撫tAll
1 10

50

GUC〔UGGCAG〔AGCEGCECUEGCECAG〔⊂GGUAGUCCCUGUABAAG⊂UGUGGA〔C〔UAUG
YalLeoAlaAlaSlyAlaLENAl一GlnPT･OYalYalPT10ValGIuA1aValAspPrqMet

20 ユO

GA｡1g:a｡GGGCEGAM AGGCECCCCGAAGE.CAB〔UG,品 uGUGCue｡GA｡三三oGACAGE
SIuGlnAT'gAlaGluGIuAlaPrt)Ar°A7-9GINLewArg阜l至t!空し 雪ゝ空_壬こ雪_a:望_冬至Ej壬E

40 50

GAG｡CC｡GA｡｡G｡GH ｡GGGCGCH U｡CUAG｡｡｡品 ｡A｡C諾ECAGGutC罰 AAAGCU

9ユ望__P_r望_ら_r9_丑1至_虹ヨーIL雪竺_§ユIIきlL !ゝ望_主LU_旦1至_旦_rL_TI_rJユflEl空_9!巴_!至LLrヨIr≡_きユ皇
60 70

2!o
CCCUCUGGC〔GC∧UGUCCGUUCUUAAGAbcCUECAG6GC〔UGGAGCCUAGECACAGGAUA

Erg__S!L_GユL旦_r9_担LTS与_rl!至l"L雪Y_ゝヱ王_空き聖_ゝ≡聖_与ユgjlrML号L冬至PIE_rp_享与_r_tli蔓_hT-ヨ_11至
8(】 90

AGOGAGC品 ｡uA｡LAUG｡GCUg:OA｡GA ,m ucGGH GG｡GCAGUG｡UGAGGA〔｡A｡BAA

きき_r_坐P_虹L冬至P_Ir_r_艶しきIrJIP_lM_a_I_冬至P__P±!SlyArgAr°SerAlaGILLAspTITGIP
lOO 110

⊃甲 400
UACCCAU〔GUAGUGGGCCAGCCUCUCGG[G⊂tIGCUUGGAGGAGG〔GGAAUGAGAAAACP̂〔[ACGCACACGA⊂⊂⊂
TyrPTLOStr-

4号O
CUCGCCUCUAAUGUUUGACAUUUUGAGUUUAUUUAUUAAGU〔CCCJuUGUGAAAUCUGUCUGUU〔AGAGUGUG〔AAUG〔

590 5号O
AG(:eACACACCUCAGCCCAGCUGAGCGGUGGGAAGGCAAUGUUUC[CUCUGGUGG〔U【〔CAGACCUAAUGUUGCUAUGC

6gO
UAUUA世GAGAUIJU⊂[UUCUGCCCCLJ仙 AんuA

図 ラットCCK cDNA の塩基配列とアミノ酸配列
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hybridization法 で 分 析 した.そ の結果,出 生時には

殆ん ど存在 していな か ったCCKmRNAが10日 頃 よ

り増加 し,30B位 で プ ラ トー に達 す る ことが明 らか に

な った.ま た脳各部位 のmRNA含 量 を 分析 した処,

大脳皮質には圧倒的に高 濃度で あるが,小 脳には存在せ

ず,海 馬,線 状体な どで はある程度の存在 が認め られた.

またinsituhybridizat沁nセ こよる分 析を も試みた が

未だ成功す るに至 らなか った.

我 々は更 に精神分裂 病の中核群 か ら白血 球を分離 し,

高分子DNAを 抽 出 してラッ トCCKcDNAを プ ロー

ブと してSonthernblot分 析 法で遺伝 子の異状を検討

した が,現 在の処未 だ結 論は得 られて いない.こ のため

には恐 らく人間のCCKcDNAを プ ローブと して使用

す ることが必要で はないか と推測 され るが,我 々は未 だ

人間のCCKcDNAの クローニ ングに成 功す るに至 っ

てい ない.

現在得 られた遺伝子DNAを 使用 してHeLa細 胞

抽 出液に よる無細胞転写 系での転写機構 を検討 しつつあ

り,既 に若干の予備的デ ー タは 得 られて いる.こ の実験

によ りニユ ーロ ン特異的転写 の1つ のモ デルと してこれ

まで不明 であ った このペプ チ ドの生成 過程の解明 が得 ら

れ るか も知 れない.
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