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S u m m a r y . W e h a v e p r e v i o u sl y e s t a bli s h e d a G T 3 1 1 2

m o n s e li n e
l) i n w-h i c k a n o v el g e n e w a s t r a p p e d b y a

p r o m o t e rl e s s g e n e t r a p ( G T) v e c t o r . T h e g e n e v a s

d e si g n a t e d a s A n k h z n b e c a u s e o f t h e p r e s e n c e o f 1 7

a n k y ri n
- r e p e a t s a n d a zi n c - fi n g e r d o m ai n F Y V E

2)
. I n

t h i s st u d y , w e c h a r a c t e ri z e t h e g e n o m i c o r g a n i z a ti o n o f

t h e m o u s e A n k h z n g e n e b y a n al y zi n g t w o o v e rl a p p l n g
P l ( b a c t e ri o p h a g e P I cl o n i n g s y s t e m ) cl o n e s a n d a

si n g le b a c t e ri a l a r ti丘ci a l c Il r O m O S O m e ( B A C) cl o n e . T h e

A n k h z n g e n e s p a n s m o r e t h a n 9 5 k b a n d c o m p ri s e s 2 5

e x o n s
,
w h e r e t h e s pli c e si t e c o n f o r m s t o t h e G T - A G r u le

e x c e p t f o r t h e G C s p li c e d o n o r si t e i n s t e a d o f G T o f

iれ t r O n 4 ･ T h i s G C s p li c e d o n o r sit e a n d s e v e r a lj ll n C ti o n s

a r e c o n s e r v e d b e t w e e n t h e m o u s e A n k h z n a n d t h e

h u m a n A N K H Z N . F u r t h e r m o r e
,
r e s u l t s o f R T - P C R

r e v e a l e d t h a t t h e 4 9 b p s e g m e n t a t t h e 3
'

e n d o f e ∑ o n 9

i s a lt e r n a ti v el y s pli c e d t o g e n e r a t e t w o s pli c e v a ri a n t s .

O n e s p li c e v a ri a n t i s a l o n g f o r m t h a t h a s a c a l c u l a t e d

m ol e c u l a r m a s s o f 1 3 0 k D a . T h e o t h e r i s a s h o r t f o r m

t h a t h a s a m o l e c u l a r m a s s o f 5 0 k D a r e s u lti n g f r o m a

fr a m e s h if t l e a di n g t o p r e m a t u r e t e r m i n a ti o n w i t h i n

e x o I1 1 0 ･ R e s 111 t s o f R T - P C R a n a l y si s s h o w e d tll a t t h e

A n k h z n l o n g f o r m w a s e x p r e s s e d m u c h m o r e s t r o n gl y

t h a n tl l e S h o r t f o r m i n a ll ti s sll e S a n d d e v el o p m e n t a l

s t a g e s e x a m i n e d . T h e A n k h z n g e n e w a s i d e n ti fi e d a s a

s l n g l e
-

c o p y g e n e b y S o u t h e r n bl o t a n a l y si s . E x a m i n a -

ti o n o f t h e T 3 1 M o u s e R a di a ti o n H y b ri d D a t a b a s e R H

C h r l l P u bli c M a p D a t a a t t h e J a c k s o n L a b o r a t o r y
s h o w e d it s l o c ali z a ti o n t o m o u s e c h r o m o s o m e l l w hi c h

h a s h i g h s y n t e n y t o h u m a n c h r o m o s o m e 1 7 ･ A p r o m o t e r

a s s a y w it h a l u cif e r a s e r e p o r t e r g e n e r e v e a l e d t h a t a n

a p p r o x i m a t e l y 2 0 0 b p n p s t r e a m r e g l O n t O tll e t r a n S C r l p
-

ti o n s t a r t si t e i s e s s e n ti a l f o r t h e t r a n s c ri p ti o n o f

A n k h z n .

K e y w o r d s - a lt e r n a ti v e s p li c i n g , R T
-P C R

,
i n t r o n

,
e x o n

,

F Y V E 丘n g e r .

I N T R O D tT C T I O N

A n k h z n
,
w h ic h w a s fi r s t c h a r a ct e ri z e d a s a t r a p p e d

g e n e i n G T 3-1 2 E S ( e m b r y o ni c s t e m ) c ell li n e m i c e
,

w a s e s t a blis h e d b y m e a n s of a g e n e t r a p s t r a t e g y
l )

.

W e p r e v i o u sl y r e p o r t e d th e C D N A cl o n i n g of m o u s e

A n k h z n
2)
a n d it s h u m a n h o m ol o g u e , A N K H Z N

3)
. T h e

C D N A s e q u e n c e of m o u s e A n k h z n r e v e al e d a u n iq u e

d o m ai n st r u c t u r e c o m p ri s e d of a n N
-

t e r m i n al c oil e d-

c oil d o m ai n
,
B T B / P O Z d o m ai n , f o u r a n d thi rt e e n

a n k y ri n r e p e a t s , a n d a F Y V E 丘n g e r d o m ai n a t t h e

e x t r e m e C- t e r m i n al e n d . A s thi s is th e 丘r st g e n e t o b e

c h a r a c t e ri z e d t h a t h a s b o t h a n k y ri n r e p e a t s a n d a

F Y V E fi n g e r d o m ai n , w e n a m e d t his g e n e A n k h z n

( a n k y ri n r e p e a t s h o o k e d t o a zi n c 丘n g e r m o tif
2)) .

H u m a n A N K H Z N w a s al s o c h a r a ct e riz e d f r o m f et al

b r ai n b y m e a n s of P C R w it h r ef e r e n c e t o E S T

d a t a b a s e s
,
a n d it sh a r e s t h e s a m e d o m ai n o r g a n i z a-

ti o n w it h it s m o u s e c o u n t e r p a r t . B o th m o u s e a n d

h u m a n p r ot ei n s w e r e u bi q uit o u sly e x p r e s s e d i n t h e

tis s u e s e x a m i n e d a n d a t t h e d e v el o p m e n t al s t a g e s
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T a b l e 1 . P ri m e r s u s e d i n t h i s st u d y

P ri m e r n a m e S e q u e n c e L o c a ti o n

G T 3- 1 2-4 1

G T 3- 1 2-4 4

e x o n 7

凸e o 3

G T 3-1 2-3

G T 3-1 2-2 0
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5
'

- T G C A G C T T T G A A T C A G C A G G A C-3
'

5
'

- G C C A C T C A T C T T C C A T G A G C-3
'

5
'

- C G C T C G A G A C C T T C A T C A C G G A G G T- 3
'

5
'

- G C C T C G A G A G G C T A T T C G G C T A T G A C T13
'

5
'
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'

5
'

- C C T C A T T T C C A G C C C C A G C T G-3
I

5
'

- G C A G G A T G A C G C T G A T C A T T G-3
'

5
'

- C G T G T T C T A A C A C A C C A C T G A G-3
'

5
'

- G A A A T C C C A T C A C C A T C T T C C A G G-3
'

5
'

-C A T G T G G G C C A T G A G G T C C A C C A C-3
'

i n t r o n 1

i n t r o n 1

G T v e c t o r

G T v e c t o r

e x o n 9

e x o n 1 0

e x o n 2 5

e x o n 2 5

G A P D H

G A P D H

f r o m e m b r y o ni c d a y 10 .5 t o a d ulth o o d . It s s u b c ell ul a r

l o c ali z a ti o n t o e n d o s o m al m e m b r a n e
2)
a n d p r e s e n c e

of th e F Y V E 丘n g e r m otif i m pl y th a t A n k h z n m a y

h a v e a f u n cti o n i n v e sic ul a r t r a n s p o r t o r r el a t e d

p r o c e s s e s , si n c e F Y V E fi n g e r p r o t ei n s (F a b l , Y O T B ,
V a cl a n d E E A l .

4)
) a r e i n v ol v e d i n e n d o c y ti c m e m

-

b r a n e t r a 氏c
5)

. F o r e x a m p l e , e a rly e n d o s o m e a n tig e n

1 ( E E A l) s p e cific ally l o c ali z e s t o p h o s p h atid yli n o sit o1

3 -

p h o s p h a t e - e n ri c h e d m e m b r a n e s t h r o u gh it s F Y V E

d o m ai n a n d r e c r uit s r e g ul a t o r y R a b 5 a n d s y n t a x -

i n s
6
,
7)

. T h e A n k h z n p r o t ei n a p p e a r s t o b e e s s e n ti al f o r

vi a bilit y of t h e a n i m al b e c a u s e w e o b s e r v e d e m b r y-

o n i c l et h alit y of G T 3-1 2 h o m o z y g o t e s (I s hii et al .

u n p u bli s h ed o b s e r v a ti o n) . I n o r d e r t o u n d e r st a n d th e

f u n cti o n a n d r e g u l a ti o n of A n k h z n , w e 丘r s t a tt e m p t-

e d t o d et e r m i n e t h e g e n o m ic st r u ct u r e of t h e A n k h z n

g e n e t h a t w o u ld a ff o r d i nf o r m a ti o n o n t h e e x a ct

l o c a ti o n of th e G T v e c t o r i nt e g r a ti o n , r e g ul a t o r y

el e m e n t s
,
a n d e v ol u ti o n a r y r el a ti o n s hi p t o o th e r

g e n e S ･

W e h e r e d e s c rib e t h e g e n o m ic o r g a n i z a ti o n a n d

p r o m o t e r p o siti o n of t h e m o u s e A n kh z n g e n e ･

Id e n ti丘c ati o n a n d s t r u ct u r e of t w o alt e r n a ti v e s p li c e

v a ri a n t s of 1 30 k D a a n d 50 k D a a n d t h eir e x p r e s si o n

p a tt e r n i n tis s u e s a n d d e v el o p m e n t st a g e a r e als o

d e s c rib e d .

M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

M a t e ri al s

M o u s e A n k h z n g e n o m ic cl o n e s w e r e o b t ai n e d f r o m

P l a n d B A C lib r a rie s p u r c h a s e d f r o m t h e G e n o m e

S y st e m s . G e n o m i c D N A w a s p r e p a r e d f r o m G T 3
-1 2

c ell li n e m i c e . I C R m ic e w e r e p u r c h a s e d f r o m C h a rle s

Ri v e r J a p a n . T w o P I cl o n e s (1 82 15 a n d 1 82 16) a n d

o n e B A C cl o n e ( 2 0 09 0) w e r e is o l a t e d f r o m m o u s e

g e n o m ic lib r a ri e s s u p pli e d b y G E N O M E S Y S T E M S .

B I O3 a n d C 6 w e r e c ult u r ed i n D u lb e c c o
'

s m o di丘e d

E a gl e
'

s m e diu m c o n t ai ni n g l O % f e t al b o vi n e s e r u m a t

3 7 ℃ w ith 5 % C O 2 a n d u s ed f o r t r a n sf e cti o n a n d

p r o m o t e r a c ti vit y a s s a y .

P C R

T h e r e a c ti o n m i x t u r e i n a t o t al v ol u m e of l O JJ I

c o n t ain e d l O m M T ris一日Cl (p H 8 .3) , 5 0 m M K C l , 1 .5

m M M g C 1 2 , 2 .5 m M of d N T P s , 1 0 p m ol e a c h of f o r-

w a r d a n d r e v er s e p ri m e r s , 0 .2 5 U of T a q p oly m e r a s e

( T A K A R A) , a n d 20 p g of p l a s m id o r 2 0 n g of g e n o m i c

D N A . T h e p ri m e r s a r e sh o w n i n T a b le 1 . T h e P C R

c o n diti o n s w e r e a s f oll o w s : i niti al d e n a t u r a ti o n a t

93 ℃ f o r 5 m l n
,
3 0 c y cl e s of d e n at u r ati o n a t 9 3 ℃ f o r 1

m i n
,
a n n e ali n g a t a t e m p e r a t u r e o p ti m i z e d f o r in di-

vid u al s e t s of p ri m e r s f o r 1 m i n , e x t e n si o n a t 7 2 ℃ f o r

2 m i n
,
a n d fi n al e x t e n si o n a t 72 ℃ f o r 7 m i n .

D N A s e q u e n ci n g

D N A fr a g m e n t s w e r e lig a t e d i n t o p C R 2 .1 (I n vitr o g e n)

o r p B lu e s c rip t II S K (-) (S t r at a g e n e) a n d s e q u e n c e d

u si n g t h e A L F e x p r e s s T M A u t o C y cle T M S e q u e n ci n g

K it (P h a r m a ci a Bi ot e ch) o n A L F r e d D N A S e q u e n
-

c e r s ( P h a r m a ci a B i o t e c h) , A n al y sis o f D N A

s e q u e n c e s w a s c a r ri e d o u t w it h G E N E T Y X - M A C

c o m p u t e r s oft w a r e (S O F T W A R E D E V E L O P M E N T)

a n d th e B L A S T s e a r c h p r o g r a m o n th e w e b sit e

(h tt p :// w w w . n cb i . n l m . nib .g o v / B L A S T /) .

A n a ly si s o f g e n o m i c o r g a n iz a ti o n

P C R w a s p e rf o r m e d w it h p ri m e r s G T 3-12-41 a n d

G T 3-12-4 4 (T a bl e 1 , a n n e ale d at 65 ℃) f o r s c r e e n i n g

t h e P I cl o n e . B ot h p r l m e r S W e r e d e sig n e d n e a r th e
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Fig ･ 1 ･ P r o m o t e r a c ti v it y a s s a y ･ ( A) R e st ri c ti o n m a p o f t h e 5

'

fl a n k i n g r e gi o n o f t h e A n k h z n g e n e . P r o m o t e r f r a g m e n t s

w e r e s u b cl o n e d f r o m P I c l o n e 1 8 2 1 5 b y th e r e st ri c ti o n e n z y m e s i n di c a t e d a n d li g a t e d i n t o t h e p r o m o t e rl e s s l u cif e r a s e

r e p o rt e r v e c t o r P G V - B . ( B) L u c if e r a s e a s s a y . L u ci f e r a s e a s s a y s w e r e p e rf o r m e d i n si x w e ll s f o r e a c h v e c t o r w i th a
c o n t r o l L a c Z p l a si mi d v e c t o r . T r a n s f e cti o n s w e r e p e rf o r m e d t w i c e i n di ff e r e n t e x p e ri m e n ts . N o a c ti v iti e s w e r e o b s e r v e d

f o r th e c o n s t r u c t f r o m - 1 9 7 t o ＋1 4 i n b o th B I O 3 a n d C 6 c ell s .

G T v e c t o r in s e rt e d r e g i o n a s f oll o w s . T h e g e n o m i c

D N A of G T 3112 h e t e r o z y g o t e s w a s dig e s t e d w it h P st

I
,
a n d th e n lig a t ed it s elf . I n v e r s e P C R w a s c a r rie d o u t

u si n g t h e s e s elf -1ig a t e d f r a g m e n t s a s t e m p l at e s a n d

G T v e c t o r s p e ci丘c p ri m e r s w ith e x o n 7 a n d n e o 3

( T a bl e 1 , a n n e al e d a t 65 ℃) . F o r s c r e e ni n g of th e B A C
lib r a r y , P C R w a s p e rf o r m e d w ith p ri m e r s G T 3-1 2-1 7

a n d G T 3 -1 2-1 8 (T a bl el , a n n e al e d at 6 0 ℃) . B o t h P l

a n d B A C pl a s m id s w e r e i s ol a t e d a c c o r di n g t o t h e

m a n uf a ct u r e r
'

s p r o t o c ol of G e n o m e S y s t e m s , a n d

t h e n s u b cl o n e d i n t o p B l u e s c r i p t II S K (-)

(S t r a t a g e n e) . T h e s e p l a s m id s w e r e u s e d t o d et e r m i n e

t h e n u cl e o tid e s e q u e n c e a n d m a k e a r e s t ri cti o n m a p

w ith B a m H I
,
E c o RI a n d P st I .

R T - P C R

T o t al R N A w a s is ol a t e d w it h IS O G E N a c c o r di n g t o

th e m a n uf a c t u r e r
'

s i n s t r u cti o n ( W a k o C h e m i c al ,
J a p a n) . T o eli m i n a t e a n y p o s sibl e c o n t a m i n a ti o n of

g e n o m i c D N A i n t h e R N A p r e p a r a ti o n , 1 0 /J g Of t ot al

R N A w a s t r e a t e d w it h 2 u n it s of D N a s e I

( a m p li丘c a ti o n g r a d e , L I F E T E C H N O L O G I E S) f o r 1 5

m i n a t 2 0 ℃ ,
a n d D N a s e w a s i n a cti v a t e d b y i n c u b a-

ti o n f o r 1 0 m i n a t 6 5 ℃ . F i r st - s t r a n d c D N A s w e r e

s y n t h e si z e d f r o m 5 / J g O f t h e R N A t e m pl a t e a n d 74 n g

of r a n d o m n u cl e o tid e h e x a m e r w ith 20 0 u nit s of

S u p e r S c r ip t s II r e v e r s e t r a n s c rip t a s e ( L I F E T E C Ⅲ -

N O L O G I E S) a t 4 5 ℃ f o r 9 0 m i n . T h e c D N A s w e r e

d is s ol v e d i n 2 0 〟1 w a t e r , a n d 1 / Jl ali q u o t s w e r e u s e d
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P ト1 8 2 1 6

B A C - 2 0 0 9 0

0 1 0 2 0 3 0 4 0 k b

Fi g . 2 . G e n o m i c o r g a n i z a ti o n a n d r e st ri c ti o n m a p o f th e m o u s e A n k h z n g e n e . T h e A n k h z n c o m p ris e s 2 5 e x o n s

i n d i c a t e d a s b o x e s a n d 2 4 i n t r o rl S a S a S O lid li n e . T h e r e st ri c ti o n m a p i s d r a w n w ith B a m H I ( B) , E c o R I ( E) a n d P st I

( P) r e s t ri c ti o n sit e s . 旦i n d i c a t e s t h e s a m e E c o R I sit e . T h e G T v e c t o r w a s i n s e rt e d i n t o t h e fi r st i n t r o n ･ D o tt e d l in e s s h o w

a n o v e rl a p o f g e n o m i c c l o n e s d e ri v e d f r o m P l (1 8 2 1 5 , 1 8 2 1 6) a n d B A C ( 2 0 0 9 0) lib r a ri e s .

f o r P C R . P C R w a s c a r ri e d o u t w it h p ri m e r s G T 3
-12-3

a n d G T 3 -2 0 (T a bl e 1 , a n n e ale d a t 5 8
o

C ) a n d a d N T P

m i x t u r e c o n t ai ni n g [
3 2 P]-l a b el ed d C T P . T h e c D N A s

s y n t h e s e s w e r e c o n 丘r m e d w it h a p ri m e r s e t f o r

g ly c e r ald eh y d e 3
-

p h o s p h a t e d eh y d r o g e n a s e (G A P D H
-

U P a n d G A P D H -D O W N . T a bl e 1
,
a n n e ale d a t 6 0 ℃) .

A m p li丘ed f r a g m e n t s w e r e s e p a r a t e d b y 7 ･5 % p oly a-

c r y l a m id e g el ele c t r o p h o r e sis . T h e g els w e r e d rie d

f o r 3 0 m i n a t 8 0 ℃ , a n d t h e n e x p o s e d t o X - r a y 丘1 m f o r

3 h . C o m p a ri s o n s o f e a ch s p lic e v a ri a n t e x p r e s si o n

p at t e r n w e r e a n aly z e d u sl n g a c o m p u t e r s oft w a r e ,

Q u a n tit y O n e ( p di) . S o u t h e r n bl ot a n aly sis w a s p e r
-

f o r m e d t o c o n 丘r m t h a t d et e ct e d b a n d s w e r e a c t u all y

d e ri v e d f r o m A n k h z n . A 32 1-b p P C R f r a g m e nt ,

a m p lifi ed f r o m f u ll l e n g t h A n k h z n C D N A w it h G T 3-

1 2-3 a n d G T 3
-1 2-2 0 p ri m e r s ( T a bl e 1 , a n n e ale d a t

5 8 ℃) a n d l a b el e d w ith [
3 2 P] , w a s u s e d a s a p r o b e ･

S o u t h e r n bl o t a n aly sis

T e n / J g Of g e n o m ic D N A of G T 3
-1 2 w ild-t y p e m i c e

w a s di g e s t e d eit h e r w ith B gl II , E c o RI , P st I , S c a I ,

o r X b a I ( T O Y O B O) , s e p a r a t e d b y 0 .8
0
/. a g a r o s e g el

el e c t r o p h o r e sis , t r a n sf e r r e d t o n it r o c ell ul o s e m e m
-

b r a n e
,
a n d t h e n h y b ridi z ed w ith a s p e ci丘c [

3 2

P]-
1 a b el e d 71 8 b p P C R f r a g m e n t a m p li丘e d f r o m t h e 3

'

U T R w ith p ri m e rs G T 3-1 2
-1 7 a n d G T 3 -12 -1 8 ( T a b le 1 ,

a n n e ale d a t 6 5 ℃) a t 4 2 ℃ i n a 4 0 % f o r m a m id e s ol u-

ti o n . T h e 丘1t e r w a s w a s h e d f o r 3 0 m i n in 0 .5 × S S C
,

0 .1
0

/. S D S a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d e x p o s e d t o X
- r a y

丘1 m f o r 3 d a y s .

I s o l a ti o n o f A n k h z n 5
'

fl a n k i n g r e g l O n

T o i s ol at e t h e 5
'

8 a n k i n g r e g i o n Of e x o n 1 , t h e P l

g e n o m i c cl o n e 18 2 15 w a s d ig e st e d w ith K p n I a n d

lig a t e d i n t o t h e p B l u e s c ri p t II S K (-) . T h e s e p l a s m id s

w e r e t r a n sf e ct e d t o th e H B IO I c o m p et e n t c ells ( T a-
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T a bl e 2 . E x o n a n d i n t r o n b o u n d e ri e s o f t h e A n k h z n g e n e

S pli c e a c c e pt o r si t e S p li c e d o n o r sit e

･ n t r o n E x o n
”u
Tx
b
.

e

n

r

s

s o f L e

b
n

,

g t h
E x o n I n t r o n

c tt g c a g

tt g t c a g

t a a c t a g

ttt a c a g

t c c tt a g

t g t g c a g

tttt a a g

g c c t c a g

a ttt c a g

c t c g t a g

c a tt c a g
■

t a ttt a g

tt c c a a g

tt c a t a g

t c t g c a g

a c tt c a g

tt c c t a g

g c t g c a g

t g a a c a g

t c c c c a g

t c a t c a g

g t t c t a g

g t t a c a g

t c c a c a g

A G G A G G T

T G A T T T G A

A T G C G A

A T G T G A G

G A T G A C T

C T A C C T G

G G G A T C T

G A C T C C T

A T T A G A T

G A A A T T G

G G A G A A A

C C A A T G C

G C A T G C A

G A C T C A G

G T C A G A C

T G G C T G T

G A T G C A G

G T A G A T A

C T T C T T G

C T C T T C A

A G G C C A G

T G C T G C T

A T A T G C T

T C G T C A C

1 3 1

2 1 9 3

3 1 1 9

4 1 3 6

5 1 2 4

6 1 5 0

7 1 6 6

8 2 0 5

9 ( s h o r t) 1 1 8

9 (l o n g) 6 9

1 0 2 0 0

1 1 9 8

1 2 2 2 9

1 3 9 9

1 4 1 5 4

1 5 1 6 9

1 6 1 1 9

1 7 1 5 7

1 8 2 0 1

1 9 1 7 7

2 0 1 4 8

2 1 9 1

2 2 1 2 5

2 3 1 4 7

2 4 9 1

2 5 3 7 0 0

G C G G A A G

A G T A C A G

T T G T C A G

G G G A G A G

T C A C T G G

T T C T C A G

C A A A G A G

A G G G C A G

T G G G A T T

G T A A A C A

A T G A C A G

C A A A T G G

C A G A A A G

T G G A C T G

A T G T C A G

C A C T C T C

T T C G C A G

T G C A C A G

T G A G C A G

A A A T C T G

A A T A A T G

A T C T G A G

A A C A C A G

T T A T T A G

A T C A C T G

g t a g g tt

g t g a g c t

g t a a g t c

g c c a a g t

g t a a g t a

g t a tt g t

g t a a g g a

g t g a g tt

g t g a g t g

g t g c g t a

g t a g a a c

g t a a g tt

g t a g g t a

g t a a g t c

g t a g g a c

g t g a g t c

g t c tt a a

g t a t a t a

g t c a g t g

g t a a g c c

g t a a c t c

g t a a g t g

g t a t g t a

g t a a g tg

g t a a g g c

S e q u e n c e s a r e di s p l a y e d a t t h e 3
'

a n d 5
'

s p li c e j u n c ti o n s o f t h e A n k h z n g e n e . D o n o r s pli c e

sit e a n d a c c e p t o r s p li c e sit e a r e s h o w n i n b o ld . I n t r o n s a r e i n di c a t e d a s l o w e r l e tt e r s a n d

e x o n s a r e c a pit a l l e tt e r s .

K a R a) a n d s c r e e n ed b y a [
3 2 P] -l a b el e d olig o n u -

cl e otid e p r ob e G T 3-1 2-1 th at c o n t ai n e d e x o n 1 of

A n k h z n .

P r o m o t e r a cti vit y a s s a y

T h e 5
'

fl a n k i n g r e gi o n s of A n k h z n w e r e dig e s t e d w ith

s e v e r al r e s t ri cti o n e n z y m e s ( s e e F ig . 1 . A ) , a n d i n s e r t
-

e d i n t o th e P G V -B ( T o y o l n k) p r o m o t e rle s s l u cif e r a s e

v e ct o r . C 6 a n d B IO 3 c ells w e r e t r a n sf e c t e d w it h th e

L I P O F E C T I N R e a g e n t (L I F E T E C H N O L O G I E S) i n

6 - w ell p l a t e s (C O S T E R 35 0 6) i n 2 ×1 0
5

c ells p e r w ell

w it h 3 /ノg l u cif e r a s e v e c t o r a n d 1 /J g c o n t r ol v e c t o r ,

a n d p M o S n e oI N l a c Z A c o n t ai n i n g L a c Z p r o m o t ed b y

M ol o n y m u ri n e l e u k e m i n a v ir u s l o n g- t e r m in al r e p o r t

p r o m ot e r . T h e c ell s w e r e c u lt u r e d f o r 4 8 h . A ft e r

ly sis of th e t r a n sf e c t e d c ells , th e a cti vit y of l u cif e r a s e

w a s m e a s u r e d o n a lu m i n o m e t e r a c c o rd in g t o th e

m a n uf a c t u r e r
'

s i n s t r u cti o n . P - G al a c t o sid a s e a c tiv it y

w a s m e a s u r e d b y a s p e c t r o p h o t o m e t e r .

R E S U L T S

G e n o m i c o r g a n i z a ti o n o f A n k h z n

T h e e n ti r e A n k h z n g e n e o v e rl a p p e d i n th e s e th r e e

cl o n e s
,
t w o P I cl o n e s (18 21 5 a n d 1 8 21 6) a n d o n e B A C



1 8 H M A R U Y A M A e t a l

1 2

H s A N K H Z N

M m A n kh z n

(lo n g f o r m )

F 2 2 G 7 2 . 4

eb l
'

G 6 2 5 7

C G 1 7 4 1 9

3 4 5 6 7 8 9

4

甲
5 r 6

画 置 産 直 雪

過

A

醍

7 8

匝

;旦1

3 4

匿 匿 B]

2

1 0 1 1 1 2 13 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 2 5

2 : 1 3 : 1 4

園 痘 瓦屋

eEl 画

囲=N
i
N N 画=N N

＋
N 国=N N N

i

15 6 : 1 7 1 8

亘 B] 夏 至 国

19 2 0 22 ; 2 3

玩

璽 B] 亘 :c= 雪 国固 直囚

≡A

盟

2 5

針

針

Fig . 3 . G e n o m i c o r g a n i z a ti o n o f t h e m o u s e A n k h z n a n d o t h e r r el a t e d g e n e s . T h e m o u s e A n k h z n g e n e s t r u c t u r e i s

c o m p a r e d wi th F 2 2 G . 1 2 . 4 f r o m C . el e g a n s , eb i G 6 2 5 7 f r o m A . g a m bi a e , C G 1 7 4 1 9 f r o m D . m el a n o g a st e r , a n d th e h u m a n

A N K H Z N g e n e . G e n o m i c o r g a n i z a ti o n i s sh o w n s c h e m a ti c a ll y w it h b o x e s ( e x o n s) a n d s o li d li n e s (i n t r o n s) . A li g n m e n t

o f i n t r o n- e x o n j u n c ti o n s i s d et e r m i n e d b y a s e a r c h o f a m i n o a ci d h o m ol o g y . I n t r o n a n d e x o n j u n c ti o n s c o n s e r v e d a m o n g

a n o t h e r sp e c i e s a g a i n s t t h e m o u s e a r e i n di c a t e d b y d o t t e d li n e s . 園 , A c o d o n a c r o s s t w o e x o n s i s d i v i d e d b e t w e e n th e

丘r st a n d s e c o n d c o d o n p o siti o n b y a n i n t r o n- e x o n j u n c ti o n ; 乳 A c o d o n i s d i vi d e d b et w e e rl th e s e c o n d a n d t h i rd c o d o n

p o sit o n ; 国 , A c o d o n i s n o t d i v id e d b y a j u n c ti o n .

が㌔Qオ♂♂
cl o n e (20 0 90) . T h e g e n o m i c o r g a n i z a ti o n of t h e A n k h-

z n g e n e of 2 5 e x o n s w a s id e n tifi e d b y c o m p a ris o n

b e t w e e n s e q u e n c e s of p r e vi o u sl y r e p o rt ed c D N A
2 )

a n d s u b cl o n e d g e n o m i c D N A . T h e l e n g t h of t h e k b

A n k h z n g e n e w a s e sti m a t e d t o b e a t l e a s t 9 5 k b b y

m a p p i n g W it h r e st ri cti o n e n z y m e s , B a m H I , E c o R I

a n d P st I . F u r t h e r m o r e
,
a d a t ab a s e s e a r c h id e n tifi ed

t h e A n k h 2 n g e n e i n a m o u s e c o s m id cl o n e , 9 5 ,66 1 b p

i n l e n g t h , ( a c c e s si o n n u m b e r A L 8 0 80 23) w hi ch

c o n 丘r m ed t h e e x p e c t e d si z e of th e g e n e . A s ch e m ati c

d r a w i n g of t h e g e n o m i c o r g a ni z a ti o n of t h e m u ri n e

A n k h z n g e n e i s g l V e n i n Fi g . 2
,
a n d s e q u e n c e s o f

i n t r o n - e x o n j u n cti o n s a r e list e d i n T a bl e 2 . T h e sit e

of t h e i n t e g r a ti o n of t h e G T v e ct o r w a s id e n ti丘e d

w ithil l th e 丘r s t i n t r o n b y c o m p a ris o n of t h e g e n o m i c

D N A s e q u e n c e o f G T 3-12 h et e r o z y g o t e s w ith t h at of

th e A n k h z n g e n e . T h e a c c e s si o n n u m b e r s o f th e G e n

B a n k w e r e g iv e n f o r e a ch e x o n f r o m A B O9 81 3 5 t o

A B O9 8 15 7 . S pli c e sit e s c o n f o r m t o t h e G T - A G r u l e ,

e x c e p t f o r t h e s pli c e d o n o r sit e of i n t r o n 4 , w hi c h is

G C i n st e a d of G T ( T abl e 2) . E x o n a n d i n t r o n j u n c-

ti o n s a n d t h e G C s p lic e d o n o r sit e o f i n t r o n 4 is hi g hl y

1 9 .3 _ .

7 .7 J

6 .2 - I

4 .3 _

3 . 5 -

2 . 7 E E ･ -

1 .9 - - ･ ･

F i g
･

. 4 . S o u th e r n b l o t a n a l y si s . T e n /J g O f G T 3- 1 2 w ild

t y p e m o us e t ai l D N A w a s d i g e s t e d b y e it h e r B g l II , E c o

R I
,
P st I

,
S c a I o r X b a I

,
s e p a r a t e d b y 0 .8

0

/. a g a r o s e g el

e l e c t r o p h o r e si s , a n d th e n h y b ri di z e d w ith a [
3 2
P]-l a b e l e d

7 1 8 b p P C R f r a g m e n t f r o m th e 3
'

U T R .
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H S F 2

F i g ･ 5 ･ N u cl e o ti d e s e q u e n c e of th e 5
'

fl a n k i n g r e gi o n o f t h e A n k h z n g e n e a n d p o t e n ti al t r a n s c ri p ti o n
f a c t o r- r e c o g n i ti o n s e q u e n c e s ･ A T F s e a r c h p r o g r a m w a s u s e d t o p r e di ct th e t r a n s c ri p ti o n f a c t o r bi n di n g
sit e s ･ A r e a s hi g h li g h t e d i n bl a c k f r o m - 1 7 1 1 t o - 1 5 9 7 a n d f r o m - 1 6 7 t o - 4 9 a r e h i g h l y h o m o l o g o u s r e gi o n s .

T h e t r a n s c rip ti o n st a r t sit e i s i n di c a t e d b y ＋1 , a n d e x o n 1 i s i n b o l d .

c o n s e r v e d b e t w e e n t h e m o u s e A n k h z n a n d th e h u m a n

A N K H Z N ( Fi g . 3) .

S o u t h e r n bl o t a n aly sis

T o i n v e sti g a t e t h e m o d e of A n k h z n g e n e e x p r e s si o n ,

w e fi r s t e x a m i n e d w h e th e r A n k h z n is p r e s e n t a s a

s l n gl e - o r m u ltip l e - c o p y g e n e . T o t al m o u s e g e n o m ic

D N A w a s dig e st e d w it h a s e ri e s of r e st ri cti o n

e n z y m e s , B g l II , E c o R I , P st I , S c a I a n d X b a I , a n d

a n al y z e d w it h 3
'

U T R of th e C D N A a s a p r o b e . F ig .

4 s h o w s t h at o n l y o n e h y b ridi z a ti o n b a n d w ith e a c h

dig e st e d f r a g m e n t w a s d e t e c t e d b y S o u th e r n bl o t ti n g ,

i n dic a ti n g th a t t h e r e i s a sin g l e c o p y o f t h e g e n e i n

t h e m o u s e g e n o m e .

P r o m o t e r a c ti v it y a s s a y

T h e 5
'

u p s t r e a m r e g l O n Of t h e A n k h z n g e n e w a s

a n aly z e d t o d e t e r m in e t h e e s s e n ti al p r o m o t e r r e gi o n .

A 1 95 7 -b p l o n g fr a g m e n t (-1 9 43 t o 十1 4) 5
'

u p s t r e a m

t o t h e p u t a ti v e A n k h z n g e n e t r a n s c ri p ti o n st a rt sit e
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C D N A b p
l o n g f o r m

s h o r t f o r m

土n t 工
･

O n 9

( l o n g f o r m )

1 1 5 0
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e x o n 9

G T 3 - 1 2 - 3

r
>

G C C A G G A A C G A C T G T G T G T T C A G T C A G C T G C T G C A G T G T A A A C A G T A C

A 良 N D C V ど S Q 工+ 工+ Q C 冗 Q
A R N D C V F S Q L L Q C K Q Y

巧
土n t ヱ

･

O n 9

s h o r t f o r m )
旦 些 担垂旦竺g t g a g t g ｡ - a t t t c a g A T T A G A

｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ . ｡ ｡ ｡ . ｡ ｡ ｡
.
.
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V G R P G E ” Q S G C E G G I ｡ 工 R

e x o n 1 0

T T T A G A G C T G A A A G A T C A C G A A G G C A G C A C T G C A C T C T G G C T G G C C G T C C A G T A C A T C A C T G T G T C T T

L E L K D H E G S T A L W L A V Q Y I T V S S

F R A E R S R R Q H C T L A G R P V H H C V F

C A G A C C A G T C T G T A A L A C C C C T T T G A A G A C C T C C C T G T G G T G A A T G G G A C A T C A T T T G A T G A G A A T A G C

D Q S V N P F E D L P V V N G T S F D E N S

R P V C K P L *

土n t r o n 1 0

T T T G C A G C C A G A C T C A T T C A A C G C G G C A C A A A C A C T G A T G C T C C T G A T G T G A T G A C A G g t a g a a c ｡ ”

F A A R L = Q R G T N T D A P D V A T G ｡ ｡ ｡ ‥ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡

G T 3 - 1 2 - 2 0

e x o n l l

c t c g t a g G A A A T T G T T T A C T A C A A A G G G C A G C T G G G G C T G G A A A T G A G G C T G C T

N C L L Q R A A G A G N E A A

Fi g . 6 . N u c l e o tid e s e q u e n c e f r o m e x o n 9 t o 1 0 . F o r ty
-

n i n e b p a t t h e 3
'

e n d o f e x o n 9 a r e a lt e r n a ti v e l y s pli c e d a n d a ff e c t

t h e o p e n r e a di n g f r a m e , l e a d i n g t o t h e f o r m a ti o n o f l o n g a n d s h o rt p r o t ei n p r o d u c t s .

( 十1) w a s g e n e r a t e d b y A p a I di g e s ti o n of a K p n

I-f r a g m e n t c o n t ai n l n g a 5
'

u p s t r e a m r e g l O n a n d e x o n

1 of th e g e n e ( Fi g . 1 . A) . T h e f oll o w i n g f r a g m e n t s

w e r e o b t ai n e d b y di g e s ti o n of t h e fr a g m e n t at v a ri o u s

r e st ri cti o n sit e s a n d s u b cl o n e d i n t o t h e l u cif e r a s e

v e c t o r ; K p n I / A p a I (-19 43 t o ＋1 4) , X b a I / A p a I

(-1 54 0 t o ＋1 4) , S a c I / A p a I (- 12 3 6 t o ＋1 4) , S m a I /
A I 'a I (-80 7 t o ＋1 4) , E c o RI / A p a I (-5 15 t o ＋1 4) ,

P u u I / A p a I (- 197 t o ＋1 4) , K p n I / E c o R I (-1 94 3 t o

-5 12) , K p n I / P v u I (-1 9 43 t o -2 00) a n d E c o RI / P v u

I (-5 15 t o -20 0) . A β-g al a ct o sid a s e e x p r e s si n g v e ct o r

w a s c o - t r a n sf e ct e d t o all o w c o r r e c ti o n s f o r t r a n sf e c -

ti o n e 氏ci e n c y . T h e r e w e r e si g n i丘c a n t di ff e r e n c e s i n

t h e r el a ti v e e x p r e s si o n l e v el a m o n g t h e c o n st r u c t s

a n d b e t w e e n th e t w o c ell li n e s , b u t n o l u cif e r a s e

a cti viti e s w e r e o b s e r v e d f o r th o s e c o n s t r u ct s l a c k in g

th e r e g i o n of -1 9 7 t o ＋14 i n b o th c ell lin e s ( Fi g . 1 . B) .

T h e s e r e s ult s s u g g e st th at t his r e g l O n p l a y s a n e s s e n-

ti al r ol e i n t h e t r a n s c rip ti o n of t h e m u ri n e A n k h z n

g e n e . T h e s e q u e n c e of th e 5
'

u p s t r e a m r e g i o n w a s

a n al y z e d f o r p o t e n ti al t r a n s c rip ti o n f a c t o r-b i n di n g

sit e s b y t h e T F S e a r ch p r o g r a m i n t h e G e n o m e N et

D a t a b a s e S e r v i c e
,
a n d r e s u lt s a r e s h o w n i n F ig . 5 .

A lt e r n a ti v e s p li ci n g of A n k h z n

D u ri n g th e a n aly s ュs Of t h e g e n o m i c s t r u ct u r e of

A n k h z n
,
w e f o u n d s o m e dis c r e p a n ci e s b e t w e e n th e

s e q u e n c e of C D N A (A B Ol 1 3 70) a n d t h a t of g e n o m ic

D N A . D et a il ed e x a m i n a ti o n of t h e s e q u e n c e d at a
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Fi g ･ 7 ･ R e s u lt s o f R T - P C R a n a ly si s i n I C R m i c e .( A) , ( B) a n d (C) e a c h e x p e ri m e n t w a s p e rf o r m e d w i t h
A n k h z n s p e c i丘c p ri m e r G T 3 -1 2-3 a n d G T 3- 1 2 -2 0 ･ T h e l o n g f o r m i s m o r e s t r o n g l y e x p r e s s e d t h a n t h e

s h o rt f o r m ･ ( A) C o m p a ri s o n o f d e v e l o p m e n t a l c h a n g e s o f e x p r e s si o n l e v el s b e t w e e n th e l o n g f o r m a n d
s h o rt f o r m ･ T h e w h o l e b o d y a n d c e r e b r u m w e r e u s e d f o r R N A e x t r a c ti o n f r o m e m b r y o s a n d p o st n a t al s ,
r e s p e c ti v el y ･ C e r e b r u m , h e a r t

,
k i d n e y , t e s ti s , a n d th y m u s e a c h o f P ( p o s t n a t a l d a y) 1( B) a n d P 2 1 (C ) .

( D) B a s al e x p r e s si o n l e v el o f gl y c e r a l d e h y d e 3- p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( G A P D 印 i n e a c h C D N A p o ol
w a s e x a m i n e d f o r n o r m ali z a ti o n a m o n g th e p r e p a r a ti o n s . N u m b e r s c o r r e s p o n d t o ( A) , ( B) a n d ( C) .
M a r k e r u s e d p h i x 1 7 4 H a e I II d i g e s t .
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T a bl e 3 . Q u a n tit a ti v e a n a l y si s o f e x p r e s si o n p a t t e r n o f l o n g a n d s h o r t f o r n l S O f A n k h z n sp li c e v a ri a n t s

3 4 5 6 7 8 9 1 0 1】

P e r c e n t a g e 0 .5 6 0 .5 7 4 .6 2 2 .7 1

1 2 1 3 1 4 1 5

P e r c e n t a g e 0 .8 3 1 .3 1 l .2 8 l .2 0

8 .9 4 6 .3 8 8 .0 8

1 6 1 7 1 8

3 .2 8 6 .6 2 0 .8 9

2

1

8 3 4 .8 2

9 2 0

5 9 1l .0 0

1 0 .9 3 3 .2 3

2 1 2 2

ll .9 4 1 .0 1

h t e n sity o f b a n d s i n F i g . 7 w a s d igi ti z e d a n d q u a n ti fi e d b y t h e s o ft w a r e Q u a n tit y O n e . T h e r e s u lt s (
0

/.) a r e

e x p r e s s e d i n r a ti o s o f s h o r t a n d l o n g f o r m . N u m b e r s c o r r e s p o n d t o th o s e i n F i g . 7 A ,
B a n d C .

L o n g f o r m

S h o rt f o r m

E]L klL b L)L) r
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【lll ■■ llll ■ll

P 小 ■
LEl I EI L ll

目 c oiL e d c oil

国 B T B / P O Z

田 a n k y ri n r e p e at s 4

E国a n k y ri n r e p e at s 1 3

団 F Y V E fi n g e r

Fi g . 8 . D o m a i n s t r u c t u r e o f A n k h z n . T h e l o n g f o r m

e n c o d e s 1 1 6 9 a m i n o a ci d s a n d it s m o l e c u l a r m a s s i s 1 3 0

k D a
,
t h e d o m a i n s t r u c t u r e a p p e a r s a s a C o il e d- c oil , B T B/

P O Z
,
4 a n d 1 3 a n k y ri n r e p e a t s a n d F Y V E 丘n g e r , r e s p e c-

ti v e l)7 . T h e s h o r t f o r ll l e n c o d e s 4 3 9 a m i n o a ci d s a n d it s

m o l e c u l a r m a s s i s 5 0 k D a
,
t h e d o m a i n st r u c t u r e s h o w s a

C oil e d- c o il , B T B/ P O Z , 4 a n k y ri n r e p e a t s , r e s p e c ti v e l y .

s u g g e s t ed th e p r e s e n c e of t w o cl a s s e s of C D N A

cl o n e s
,
w hi c h h a d b e e n e r r o n e o u sly i n t e r p r et ed a n d

c o m bi n e d i n t o a si n g le C D N A s e q u e n c e w ith a f e w

s e q u e n c l n g e r r o r s . T h e s e C D N A cl o n e s t u r n e d o u t t o

b e d e riv e d f r o m t w o s p li c e v a ri a n t s b y a n alt e r n a tiv e

s pli ci n g of t h e g e n e . S e q u e n c e c o m p a r is o n b e t w e e n

A n k h z n g e n o m i c cl o n e s a n d A n k h z n C D N A s h o w e d

t h a t 3
'

e n d 49 b p of e x o n 9 is alt e r n a ti v el y s p lic e d t o

g e n e r a t e t w o s p li c e v a ri a n t s , d e sig n a t ed a s l o n g a n d

sh o r t f o r m s . I n t h e l o n g f o r m ,
t his 4 9 b p s e g m e n t is

n o t i n c o r p o r a t e d i n t o m R N A a n d t h e r e s u lti n g C D N A

i s 7
,
0 98- n u cl e o tid e s l o n g e n c o di n g a 1 ,1 6 9- a m i n o a ci d

p r o t ei n h a v i n g a m ol e c ul a r m a s s of 1 3 0 k D a ･ T h e

r e vi s e d C D N A s e q u e n c e is slig h tly s h o rt e r t h a n t h e

p r e vi o u sly r e p o r t e d o n e of 7 , 14 3 n u cl e o tid e s e n c o di n g

1
,
1 8 4- a m in o a cid r e sid u e s . W h e n t h e 4 9 b p s e g m e n t

w a s i n c o r p o r a t e d , t h e m R N A of 7 ,1 4 7 b p s h o r t f o r m

e n c o d e s a 5 0 - k D a p r o t ei n of o n ly 43 9 a m i n o a cid s

b e c a u s e of p r e m a t u r e t e r m i n a ti o n b y a f r a m e
- s hift

w it hi n e x o n 1 0 (F i g . 6) . T h e r e vi s e d C D N A s e q u e n c e s

h a d b e e n d e p o sit e d i n G e n B a n k u n d e r t h e a c c e s si o n

n u m b e r o f A B Ol 13 7 0 f o r t h e s h o r t f o r m a n d

A B O9 83 29 f o r t h e l o n g f o r m .

T o e x a m i n e th e e x p r e s si o n p a t t e r n of t h e s e alt e r-

n a ti v ely s pli c e d t r a n s c ri p t s , w e p e rf o r m e d R T-P C R

e x p e ri m e n t s o n R N A p r e p a r ati o n s e x t r a c t ed f r o m

s e v e r al m o u s e tis s u e s a n d f r o m diff e r e n t d e v el o p-

m e n t al st a g e s . F i r s t s t r a n d c D N A s w e r e s y n t h e si z e d

f r o m t o t al R N A is ol a t ed f r o m t h e c e r e b r u m
,
h e a r t

,

ki d n e y , liv e r , lu n g , t e stis a n d t h y m u s fr o m I C R m i c e ,

a n d a m pli丘e d w it h G T 3-1 2
-3 a n d G T 3-1 2-2 0 p ri m e r s

s p e ci丘c f o r t h e s pli ci n g r e gi o n . T h e R T-P C R p r o d u c t s

w e r e a n aly z e d b y S o u t h e r n b l ot ti n g u si n g a f r a g m e n t

s p a n n l n g th e s p li c e r e g l O n a S a p r o b e . T h e e x p e ct e d

t w o b a n d s of 32 6 b p (s h o r t f o r m s p lici n g) a n d 2 77 b p

(l o n g f o r m s p li ci n g) w e r e d e t e ct e d , w hic h m e a n s t h a t

th es e b a n d s w e r e a c t u ally d e ri v e d f r o m th e s pli ci n g

r e g i o n (d a t a n ot sh o w n) . T o q u a n tif y a m o u n t s of t h e

P C R p r o d u c t s , w e p e rf o r m ed R T -P C R e x p e ri m e n t s

w it h [
3 2 P]-l a b el e d d C T P f oll o w e d b y m e a s u r e m e n t of

th ei r i n t e n sit y of r a di o-l ab el e d b a n d s . B o th l o n g a n d

s h o rt f o r m s w e r e e x p r e s s e d u bi q uit o u sly , w ith t h e

l o n g f o r m b a n d b ei n g al w a y s m u ch m o r e i n t e n s e th a n

t h a t of th e s h o r t f o r m i n all t h e tis s u e s e x a m i n e d a n d

i n all d e v el o p m e n t al st a g e s fr o m e m b r y o n i c d a y 8 .5

t o a d ult h o o d (F ig . 7) . T h e r e s u lt s w e r e q u a n tifi e d b y

t h e d at a a n aly sis s oft w a r e Q u a n tit y O n e ( p di) a n d

s u m m a ri z e d i n T a bl e 3 .

D I S C tJ S S I O N

G e n o m i c o r g a n i z a ti o n o f A n k h z n

M o u s e A n k h z n c o m p r l S e S 25 e x o n s a n d 2 4 i n t r o n s ,

a n d it sh a r e s a n e a r ly id e n tic al g e n o m i c s t r u c t u r e

w ith th at of h u m a n A N K H Z N
3)

. O t h e r th a n t h e

h u m a n c o u n t e r p a r t , a d a t a b a s e s e a r c h sh o w e d

h o m ol o g o u s g e n e s i n n e m a t o d e s a n d i n s e c t s . S t r u c-

t u r e s o f t h e s e g e n e s w e r e c o m p a r e d w ith t h a t o f

A n k h z n F 2 2 G .1 2 . 4 g e n e of C a e n o r h a bd itis ele g a n s ,

w hi c h c o n sis t s o f 1 2 e x o n s a n d ll i n t r o n s (Fi g . 3) .

F o u r o u t o f l l i n t r o n- e x o n j u n c ti o n s w e r e id e n tic al
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w it h th o s e of m o u s e A n k h z n . A n i n s e c t h o m ol o g u e ,

e bi G 6 2 5 7
,
f r o m A n op h ele s g a m bi a e , c o m p ris e s o f 6

e x o n s a n d 5 i n t r o n s
,
a n d 3 of 5 j u n cti o n s w e r e c o n s e r-

v e d i n t h e m o u s e g e n e . T h e ot h e r i n s e c t h o m ol o g u e

f r o m D r o s op hila m ela n o g a st e r ( C G 1 74 19) s h o w s e v e n
m o r e s e q u e n c e si m il a rit y (4 9 .6 0/.) t o m o u s e A n k h z n

t h a n th e m o s q uit o g e n e , b u t it s 3 e x o n-i n t r o n b o u n d -

a ri e s d o n o t m a t ch t h e m o u s e g e n e . T h is a p p e a r s

r a t h e r c u ri o u s a s th e s e t w o in s e c t s
,
a m o s q uit o a n d a

fl y , b ot h b el o n g t o D ip t e r a a n d a r e f a r m o r e cl o s ely

r el a t e d t o e a c h o th e r th a n t o t h e m o u s e .

S o ut h e r n b l ot a n al y sis

S o u t h e r n bl o t a n al y si s of th e r e st ri cti o n e n z y m e

di g e s t s of m o u s e g e n o m i c D N A s t r o n g ly s u g g e s t s a

si n gl e c o p y n u m b e r of A n k h z n g e n e . H u m a n A N 7 E H -
Z Ⅳ g e n e h a s b e e n m a p p e d t o c h r o m o s o m e 1 7 p 1 3

d e t e r m i n e d b y R a di a ti o n H y b rid a n d F I S E
3)

. T his

r e g i o n h a s hig h s y n t e n y t o m o u s e ch r o m o s o m e 11
8)

.

T h e T 3 1 M o u s e R adi ati o n H y b rid D a t a b a s e R H C h r

l l P u bli c M a p D a t a i n th e J a c k s o n L a b o r a t o r y

(h tt p :// w w w .j a x . o r g/ r e s o u r c e s/ d o c u m e n t s/ c m d a t a/
r h m a p/l l d a t a .h t m l) l o c at e s A n k h z n g e n e o n c h r o m o -

s o m e ll . F u r th e r m o r e
,
r e s ult s of a B L A S T s e a r c h

f o u n d th e A n k h z n g e n o m e s e q u e n c e s w it hi n t w o

g e n o m i c cl o n e s of R P 2 3-3 2 B 6 ( a c c e s si o n n u m b e r

A L 8 08 02 3) a n d R P 2 3-3 27 G l ( a c c e s si o n n u m b e r

A L 6 63 0 82) fr o m th e R P C I-2 3 M o u s e P A C L ib r a r y ,
b o th of w hi ch h a d b e e n d e ri v e d f r o m c h r o m o s o m e l l .

P r o m o t e r a cti v it y a s s a y

W e h a v e id e n ti丘e d a n e s s e n ti al p r o m ot e r r e gi o n

w ithi n 21 1 b p u p st r e a m fr o m t h e t r a n s c rip ti o n al s t a r t

sit e ･ E x a m i n a ti o n of t h e 5
'

u p s t r e a m s e q u e n c e

r e v e al ed s e v e r al cl u st e r s of p o t e n ti al t r a n s c rip ti o n

f a ct o r bi n di n g sit e s , b u t w e c o uld n ot 丘n d a T A T A

b o x w it hi n t his r e gi o n . T h e l a c k of T A T A b o x e s i n

t h e p r o m o t e r r e g i o n s i s g e n e r a ll y r e c o g n iz e d a s a n

i n di c a ti o n f o r h o u s e -k e e pi n g g e n e s
9 ･ 1 0)

. A n k h z n m a y

b e a h o u s e-k e e p i n g g e n e j u d g i n g b y t h e r e s ult s of

N o rt h e r n a n d W e s t e r n bl o t a n aly s e s
2)

. O n e f e a t u r e i n

th is r e g i o n i s t h a t a 1 1 9-b p s e q u e n c e (一4 9 t o -1 6 7) is
e x a c tly r e p e a t e d f a r u p s t r e a m (-1 5 93 t o -1 71 1) ,
alth o u g h it s s l g n i丘c a n c e i s n o t cl e a r .

A lt e r n a ti v e s pli ci n g o f A n k h z n a n d p r o t ei n f u n c -

ti o n

l n t h e p r e s e n t s t u d y w e f o u n d a s p li c e v a ri a n t c o °i n g
f o r a m u ch s m alle r p r ot ei n ( sh o r t f o r m ) . T h e d o m ai n

st r u c t u r e of t h e l o n g f o r m c o m p ris e s a c oil e d - c oil
,

B T B/ P O Z , 1 7 a n k y ri n r e p e a t s a n d a F Y V E 丘n g e r ,

a n d th e sh o r t f o r m c o m p ris e s a c oil ed- c oil , B T B /
P O Z

,
4 a n k y ri n r e p e a t s , r e s p e c ti v ely (F ig . 8) . R e s ult s

of a n R T - P C R a n al y si s i n dic a t e d th at t h e e x p r e s si o n

of th e l o n g f o r m w a s al w a y s d o m i n a n t o v e r t h a t of

t h e s h o rt f o r m i n e v e r y tis s u e a n d d e v el o p m e n t al

st a g e . F Y V E d o m ai n s s e r v e t o t a r g e t p r o t ei n s

c o n t ai ni n g t h e m t o p a r ti c ul a r m e m b r a n e c o m p a r t-

m e n t s b y bi n din g t o p h o s p h a tid yli n o sit o1 3- ph o s p h a t e

w it h hig h s p e ci丘cit y , w h ic h is f o u n d m ai nl y o n t h e

e n d o s o m al m e m b r a n e . P r o t ei n s c o n t ai n in g a F Y V E

伝n g e r d o m ai n a r e di st rib u t e d a m o n g e u k a r y ot e s i n
-

cl u di n g y e a s t , V p s 2 7 p
l l)
,
V a cl p

1 2)
,
F a b l p

1 3)
,
P e p 7 p

1 4)
,

a n d v e r t eb r a t e s
,
E E A l

1 5)
,
H r s

1 6)
a n d S A R A

1 7)
. T h e s e

p r ot ei n s a r e i n v olv ed i n v e si c ul a r t r a n s p o r t , si g n al

t r a n s d u c ti o n a n d c y t o sk el et al r e g ul a ti o n , a n d , t h e r e-

f o r e
,
F Y V E d o m ai n s a r e c r u ci al f o r th e s e vit al

p r o c e s s e s i n th e c ell . L a c k of th e F Y V E d o m ai n i n

t h e A n k h z n sh o rt f o r m s u g g e s t s a f u n c ti o n al di v e r -

g e n c e b et w e e n t h e t w o s pli c e v a ri a n t s . A t l e a s t 2 7

h u m a n F Y V E 丘n g e r p r o t ei n s h a v e b e e n id e n ti丘e d i n

th e g e n o m e a n d cl a s si丘ed i n t o 14 g o u p s
5)

,
of w h ic h

th r e e p r o t ei n s , V a cl p , F a b l p a n d V p s2 7 p , w e r e al s o

f o u n d i n y e a s t (S a c c h a r o m y c e s c e r e uisi a e) . A s e a r ch i n
th e c o m p l et e y e a s t g e n o m e f o r a n A n k h z n h o m ol o g u e

f ail e d t o d et e ct it
,
a n d A n k h z n p r o t ei n s m i g h t h a v e

s o m e r ole s s p e ci丘c f o r m ulti c ell ul a r o r g a ni s m s .

A s d e s c rib e d a b o v e
,
a d a t a b a s e s e a r c h f o u n d a f e w

A n k h z n h o m ol o g u e s o f si m il a r d o m ai n o r g a n i z a ti o n s

i n C ･ eleg a n s , A . g a m bia e a n d D . m e la n o g a st e r . W e

e x a m i n ed t h e alig n m e n t of th e s e h o m ol o g o u s p r o-

t ei n s t o d et e r m i n e w h e th e r t h e d o m ai n o r g a n iz a ti o n

is als o e v ol u ti o n all y c o n s e r v e d a m o n g th e m . T h e

a m i n o a cid s e q u e n c e si m il a rit y ( % ) of th e A n k h z n

h o m ol o g u e s t o th e m o u s e p r o t ei n w a s : F 2 2 G 12 .4 f r o m

C ･ eleg a n s , 3 5 .0 % ; eb iP 62 57 fr o m A . g a m bia e , 4 6 A
O

/. ;
C G 1 7 41 9 f r o m D . m ela n o g a st e r , 4 9 .6 0/. a n d h u m a n

A N K H Z N
,
91 .0 % . A ll of t h e m h a v e B T B / P O Z , a n -

k y ri n r e p e a t s , a n d F Y V E 丘n g e r d o m ai n s e x c e p t f o r

C G 1 7 41 9
,
w h ic h i s d e v oid of a B T B / P O Z d o m ai n .

T h e B T B / P O Z d o m ai n is k n o w n a s a h o m o di m e ri z a -

ti o n d o m ai n p r e s e n t at th e N -t e r m i n u s of p r o t ei n s

c o n t ai ni n g m ultip le c o p l e S Of zin c- 血 g e r s , m a n y of

w h ic h a r e t r a n s c ri p ti o n al r e g ul a t o r s
1 8 , 1 9 )

. T a n d e m

r e p e a t s of a n k y ri n m o d u l e s u s u ally f u n cti o n a s i n t e r-
a c ti n g d o m a i n s b e t w e e n p r o t ei n s

,
a n d t h e

id e n ti丘c a ti o n of p r o t ei n s t h a t i n t e r a ct w ith A n k h z n

p r o t ei n sh o uld b e a cl u e t o th e f u n c ti o n of th e p r o -

t ei n 2 0 , 2 1)

T h e st r o n g c o n s e r v a ti o n of t h e d o m ai n s t r u c t u r e
,

g e n o m i c o r g a n i z a ti o n , a n d ch r o m o s o m al l o c ali z a ti o n

b et w e e n m o u s e A n k h z n a n d h u m a n A N K H Z N s u g-

g e st s t h a t th e bi ol o g l C al f u n c ti o n s of t h e s e p r o t ei n s

a r e e s s e n ti ally id e n ti c al . E m b r y o n i c l e th alit y of t h e

h o m o z y g o t e s of A n k h z n - t a r g et e d m i c e i n di c a t e s c riti-
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c al r ol e s f o r t h e p r o t ei n . T h e i nf o r m a ti o n o n t h e

g e n o m i c st r u c t u r e of th e m u ri n e A n k h z n o b t ai n e d

h e r e w ill all o w u s t o d e v el o p a c o n diti o n al g e n e

t a r g eti n g s t r a t e g y , w hi c h c a n b y p a s s e m b r y o n i c l e t h-

alit y a n d w ill e n a bl e u s t o r e v e al t h e f u n cti o n of t h e

A n k h z n p r o t ei n a n d , h o p ef ully , it s r el a ti o n sh ip t o

h u m a n dis e a s e s ,

A c k n o w l e d g m e n t s . T hi s w o r k w a s s u p p o rt e d i n p a rt

b y a G r a n t-i n- A id f r o m t h e M i ni st r y of E d u c a ti o n ,

C ult u r e
,
S p o r t s , S ci e n c e a n d T e c h n ol o g y of J a p a n (t o

R . K) .

R E F E R E N C E S

1) S h i r a i M ,
M i y a s h it a A , I s hii N , It o h Y , S a t o k a t a I ,

W a t a n a b e Y G
,
K u w a n o R 二 A g e n e t r a p s t r a t e g y f o r

i d e n tif yi n g t h e g e n e e x p r e s s e d i n t h e e m b r y o ni c

n e r v o u s s y s t e m . Z o o l o g S cz
'

1 3 : 2 7 7- 2 8 3 , 1 9 9 6 .

2) I t o K , I s hii N , M i y a s h it a A , T o m i n a g a K , K u ri y a m a

H
,
M a r u y a m a H , S h i r a i M ,

N a it o M
,
A r a k a w a M

,

K u w a n o R : M o l e c u l a r c l o n i n g O f a n o v el 1 3 0- k D a

c yt o p l a s m i c p r o t e i n , A n k h z n , c o n t ai n l n g A n k y ri n

r e p e a t s h o o k e d t o a z i n c fi n g e r m o tif . B i o c h e m

B i o p h y s R e s C o m m t m 2 5 7 : 2 0 6- 2 1 3 , 1 9 9 9 .

3 ) K u ri y a m a H , A s a k a w a S , M i n o s h i m a S , M a r u y a m a

日
,
I s h ii N

,
It o K

,
G ej y o F , A r a k a w a M , S h i m i z u N ,

K u w a n o R : C h a r a c t e ri z a ti o n a n d c h r o m o s o m a l

m a p pi n g o f a n o v e l h u m a n g e n e , A N K H Z N . G e n e

2 5 3 : 1 5 1- 1 6 0 , 2 0 0 0 .

4) S t e n m a r k H , A a sl a n d R , T o h B H , D
'

A r rig o A :

E n d o s o m a l l o c a li z a ti o n o f th e a u t o a n tig e n E E A l i s

m e di a t e d b y a z i n c- b i n d i n g F Y V E fi n g e r I B i oI

C h e m 2 7 1 : 2 4()4 81 2 4 0 5 4 , 1 9 9 6 .

5) St e n m a r k H , A a sl a n d R , D ri s c o ll P C : T h e p h o s-

p h a ti d y li n o si t o 1 3- p h o s p h a t e-bi n d in g F Y V E 丘n g e r ･

F E B S L et 5 1 3 : 7 7- 8 4 , 2 0 0 2 .

6) L a w e D C , P a t k i V , H ell e r- H a r ri s o n R , L a m b rig h t D ,

C o r v e r a S : T h e F Y V E d o m a i n o f e a rl y e n d o s o m e

a n ti g e n 1 i s r e q u i r e d f o r b o th p h o s p h a tid y li n o sit o
1

3-p h o s p h a t e a n d R a b 5 bi n d i n g . C ri ti c a l r o l e o f t hi s

d u a l i n t e r a c ti o n f o r e n d o s o m al 1 o c a li z a ti o n . I B i o I

C h e m 2 7 5 : 3 6 9 9- 3 7 0 5 . 2 0 0 0 .

7) M ill s I G , U r b e S , C l a g u e M J : R e l a ti o n s h ip s b e t w e e n

E E A l b i n di n g p a rt n e r s a n d t h ei r r ol e i n e
n d o s o m e

f u si o n . I C e ll S ci 1 1 4 : 1 9 5 9- 1 9 6 5 , 2 0 0 1 .

8 ) 0
'

B ri e n S J , W o m a c k J E , L y o n s L A , M o o r e K J ,

J e n k i n s N A , C o p el a n d N G : A n c h o r e d r e f e r e n c e l o c i

f o r c o m p a l
-

a ti v e g e n o m e m a p pl n g l n m a m m a l s ･ N a t

G L m e t 3 : 1 0 3- 1 1 2 , 1 9 9 3 .

9) A zi z k h a n J C , J e n s e n D E , P i e r c e A J , W a d a M ･

T r a n s c ri p ti o n f r o m T A T A -l e s s p r o m o t e r s : d i h y-

d r o f o l a t e r e d u c t a s e a s a m o d el . C プ
′it R e L , E u k a r y o[

G e n e E x p r 3 : 2 2 9- 2 5 4 , 1 9 9 3 .

1 0 ) Ⅲ a u n R S , M o s s ∫, 1 J a u g h a n M : C h a r a c t e ri z a ti o n o f

th e h u m a n A D P- rib o s yl a ti o n f a c t o r 3 p r o m o t e r .

T r a n s c ri p ti o n a l r e g u l a ti o ll O f a T A T A -l e s s p r o-

m o t e r . I B i oI C h e m 2 6 8 : 8 7 9 3- 8 8 0 0 , 1 9 9 3 ,

l l) P i p e r R C , C o o p e r A A , Y a n g H , S t e v e n s T H : V P S 2 7

c o n t r o l s v a c u ol a r a n d e n d o c y ti c t r a f B c th r o u gh a

p r e v a c u o l a r c o m p a rt m e n t i n S a c c h a r o m y c e s c e 7
′

-

e L)7

-

si d e . I C ell B i o 1 1 3 1 : 6 0 31 6 1 7 , 1 9 9 5 .

1 2 ) W e i s m a n L S , W i c k n e r W
･

. M o l e c u l a r c h a r a c t e ri z a-

ti o n o f V A C l
,
a g e ll e r e q u i r e d f o r v a c u o l e i n h e ri-

t a n c e a n d v a c u o l e p r o t ei n s o r ti n g . J B i o I C h e m 2 6 7 :

6 1 8- 6 2 3 , 1 9 9 2 .

1 3) Y a m a m o t o A , D e W al d D B , B o r o n e n k o v I V , A n d e r-

s o n R A
,
E m r S D

,
K o s h l a ll d D : N o v el P I (4) P 5-

k ill a S e h o n l O l o g u e ,
F a b l p , e s s e n ti a l f o r n o r m al

v a c u o l e f u n c ti o n a n d m o r p h o l o g y i n y e a st . M o I B i o I

C el1 6 : 5 2 5- 5 3 9 , 1 9 9 5

1 4) 1 V e b b G C , Z h a l lg ∫, G a r l o Ⅵ′ S J , W e s p A , R i e z m a n H ,

J o n e s E I V : P e p 7 p p r o v id e s a n o v e l p r o t ei n th a t

f u n c ti o n i n v e si cl e- m e di a t e d t r a n p o r t b e t w e e n th e

y e a s t G o lgi a n d e n d o s o m e . M o I B z
'

o I C ell 8 : 8 7 1- 8 9 5 ,

1 9 9 7 .

1 5) M u F T , C a ll a g h a n J M , S t e el e- M o r tiロコe r 0 , S t e n m a r k

H
,
P a r t o ll R G

,
C a m p b ell P L , M c C l u s k e y ∫, Y e o J P ,

T o c k E P
,
T o h B H : E E A l

,
a l一 e a rl )

′ e n d o s o n l e- a S-

s o ci a t e d p r o t e i n . E E A l i s a c o n v e r s e d h eli c a l

p e ri p h e r al m e m b r a n e p r o t e in fl a n k e d b y c y s t e i n e
"

丘n g e r s
”

a n d c o n t a i n s a c a 血 o d u l 血b i n d i n g IQ

m o tif . J B i oI C h e m 2 7 0 : 1 3 5 0 3- 1 3 5 1 1 , 1 9 9 5 .

1 6) K o m a d a M , K i t a m u r a N :

t y r o si n e p h o s p h o r yl a ti o n

k il o d a lt o n p r o t e i n w it h a

G r o w th f a c t o r-i n d u c e d

o f ロ r s
,
a n o v el l 1 5-

s t r u c t u r a ll y c o n s e r v e d

p u t a ti v e zi n c fi n g e r d o m ai n . M o I C ell B i o 1 1 5 : 6 2 1 3-

6 2 2 1
,
1 9 9 5 .

1 7) T s u l { a z a k i T , C hi a n g T A , D a v i s o n A F , A tti s a n o L ,

W r a n a J L : S A R A , a F Y V E d o m a i n p r o t ei n t h a t

r e c r u it s S m a d 2 t o th e T G F b e t a r e c e p t o r . c e′′ 95 :

7 7 9 7 9 1
,
1 9 9 8 .

1 8) B a r d w ell V J , T r e i s m a n R : T h e P O Z d o m ai n : a

c o n s e r v e d p r o t e i n-p r o t ei n i n t e r a c ti o n m o tif . G e n e s

D e u 8 : 1 6 6 4- 1 6 7 7 , 1 9 9 4 .

1 9) C h e n W , Z o ll m a n S , C o u d e r c J L , L a s k i F A : T h e

B T B d o m a i n o f b ri c a b r a c m e d i a t e s d i m e ri z a ti o n i n

v i t r o . M o [ C ell B i o1 1 5 : 3 4 2 41 3 4 2 9 , 1 9 9 7 .

2 0 ) S e d g w i cl( S G , T a yl o r I A , A d a m A C , S p a n ° s A ,

H o w e ll S
,
M o r g a n B A , T r e ib e r M K , K a n u g a N ,

B a n k s G R
,
F o o r d R

,
S m e r d o n SJ : S t r u c t u r a l a n d

f u n c ti o n a l a r c hi t e c t u r e o f th e y e a s t c e ll- c y c l e t r a n-

s c ri p ti o n f a c t o r s w i6 . I M o I B i o1 2 8 1 : 7 6 3 7 7 5 , 1 9 9 8 ･

2 1) J a c o b s M D , H a r ri s o n S C : S t r u c t u r e o f a n

l k a p p a B a l p h a / N F- k a p p a B c o m pl e x . C e ll 9 5 : 7 4 9-

7 5 8
,
1 9 9 8 .


