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本態性高血圧症モ デ ル 動物血管で発現異常を示す

新し い 遺伝子の 分離

金沢大学医学部医学科内科学第 二 講座 ( 主任 馬渕 宏教授)

金沢大学医学部医学科生化学第二講座 ( 主任 Ll_l 本 博教授)

古 川 健 治

我が国 にお け る高血 圧患者の 約90 % は 本態性高血圧症 に分類 され る が ,
本症 の 原因は 未 だ不明であか)

,
そ の 発症 や 進

展に関わ る遺伝子 の 実体もほ と ん ど明ら か で な い . 本研 究で 筆者 は , 本態性高血圧 の 発症及び本症 に伴う血管傷害進展 に関与

する遺伝素因の 実体解明を目的と して , 蛍光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ法 に よ り本態性高血圧モ デ ル 動物血 管で 党規異

常 を示す遺伝子 の 分離 を行っ た . す なわ ち高血圧自然発症ラ ッ トお よ び そ の 重症型 である脳卒中易発症性高血圧自然発症 ラ ッ

ト とそ れ ら の 正 常親株 である ウ イ ス タ
ー

京都 ラ ッ トの 大動脈 より分離 した 仝R N A を蛍光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 法

で 分析 し, 高血 圧 ラ ッ トと正常 ラ ッ トで シ グ ナ ル 強度が 異な る c D N A 断片を15 種類分離 した ･ 当該 c D N A 断片 を ク ロ
ー ン 化

後
,
そ れ をプ ロ

ー ブ と して大動脈R N A の ノ
ー ザ ン プ ロ ッ ト分析 を行 っ た結果, 分離 c D N A の うち少 なく とも̀2 種 に つ き 高血 圧

ラ ッ トで の 発現異常 が確認 さ れ た .
こ の うち高血圧 ラ ッ トで 過剰発現する 彪 30 遺伝 子は , シ ス テ イ ン心音む379 ア ミノ 酸残

基の 分泌性蛋白を コ
ー

ドして お り
,
初期応答遺伝子 の → 種で ある q γ6 J 遺伝 子の ラ ッ ト ホモ ロ

ー

ダ と推 定さ れ た こ とか ら
,
細

胞増殖 に関係 して い る 可能性が考えら れ た .

一 方 , 高血 圧ラ ッ トで発現低 下す る G 53 W は ,
が ん抑制遺伝子 の

一

種 で ある と 考

えら れ る ヒ ト(鞄β遺伝子と
一 部相 同性を示 した .

E e y w o r d s fl u o r e s c e n t diff e r e ntial dis p la y , S p O n t a n e O u Sly h y p e rt e n siv e r at , q r6 1 , d W

高 血圧 は 成 人病 の 中 で 最も多 い 疾患 の
一

つ で あり
,
そ の

90 % は原因不明の 本態性高血圧 に分類さ れ る . 本症 ほ, 血管 ト

ー ヌ ス や血流 の 制御 に関係する と考えら れ る昇庄遺伝子
･ 降庄

遺伝子 ･ 環境応答性血圧調節遺伝子な どの 異常 に より 血圧調節

の バ ラ ン ス が 崩れ た状態 であ ると 想定さ れ て い る . 従 っ て 本態

性高血圧の 予知や予防, 治療の ため , 関係する遺伝子を
一

つ
→

つ 同定 して 行く こ と が 急務 とな っ て い る .

一

方高血 圧 は 心血管

合併症の 危険因子と して 重要であり, 臨床的に は 高血 圧で あ る

こ と自体よりも, 高血 圧 に伴う血管障害 によ る 脳症 , 腎症, 心

血 管障害が 生 体 に直接的 に様々 な障害 を引き起 こ す こ とが 知 ら

れ て い る . 血 管 はそれ 自体が単な る血 液循環の パ イ プ と し て だ

け で なく, 様 々 な生理 活性物質の 合成
･ 分泌を行い 循環調節

･

血 管壁再構築な ど に 深く関与 して い る こ と
-)
か ら

,
血管細胞 で

の 遺伝
二門芭硯異常 が高血圧 の 発症や増悪の 安国 と な っ て い る 可

能性が考え ら れ る . しか しなが ら高血 圧患者或 は高血圧 モ デ ル

動物血 管 にお い て , 発現 異常を示す遺伝子を系統的に検索 した

研究 は殆 ど行 われ て い ない .

そ こ で今 回筆者 は , 本態性高血圧や本態性高血圧 に伴う血管

障害 の 発症と進展 の 分子機構を明ら か にする 目的で , 種 々 の 刺

激 や病的状態 で発硯 が増大また は低下す る遺伝子を発見す る の

に 有田な方法で あ る蛍光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ法

(n u o r e s c e n t diff e r e n ti al d i s pl a y , F D D )
2)､ 4) を用 い て

,
高血 圧 及

び 高血圧惟 血管障害の モ デ ル 動物 で ある 高血 圧自然発症 ラ ッ ト

( s p o n t a n e o u sl y h y p e rt e n si v e r at , S H R)
･ 脳卒中易発症性高血圧

自然発症 ラ ッ ト( str o k e- p r O n e S H R , S H R S P) と こ れ ら の 正常親

株であ る ウ イ ス タ
ー 京都 ラ ッ ト ( w i s t a r -k y o t o r a t , W K Y) 大動

脈で の 発現量を比較 し , 高 血 圧 ラ ッ トで 異常発現 して い る遺伝

子 の 分離を試み た .

材 料お よび方法

Ⅰ. 材 料

ラ ッ トは
, 高血 圧発症後の 二 次的 な 国~j

二･ を= 来る だ け除外す

る た め に
, 高 血 圧 発症前期 と 考え ら れ る 6 週 齢 の W K Y

･

S H R
･

S H R S P (S H R R e s e a r c h I n stit u t e , 京都) を川 い た . 大動

脈 は , ラ ッ ト をネ ン ブ タ
サ ル 麻 酔下 に 断頭後摘出 し, 外膜及び

脂肪組織 を除去後締切 し, 全 m A を分離 した .

1l . R N A の 分離

全 R N A は C h o m c z y n s k i ら
5)
の 方法に 基 い て , ラ ッ ト10 匹分

より摘出 し, D N A の 混入 を防ぐた め R N a s e 不含 D N a s e で 消化

し た . ポ リ A
←

R N A はA v iv ら
ti) の 方法 に従 い ク イ ッ ク プ レ ツ プ
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高血圧関連遺伝子 の 探索

r n R N A 精製キ ッ ト (P h a r m a ci a Bi o te c h , U p p s al a , S w e d e n) を

用 い て分離 し た .

肛 . F D D 法

F D D 法 はIto h ら
射
の 方法 に基づ い て; 以 下 の よ うに 行 っ た .

1 . 逆転写反 応及び P C R

仝R N A 2 .5 〃g に , 蛍光色素テ キ サ ス レ ッ ドで ラ ベ ル し た3
､

ア

ン カ
ー

プ ラ イ マ
ー

( G N
,
N = A

,
G
,
C)

5 0 p m ol を加え10 分間7 0 ℃ の 加熱を行 っ た後 ,
2 0 0 単位の ス

ー

パ ー ス ク 1) プ ト Ⅲ逆転写酵素 (Gib c o B R L , R o c k vill e , U S A) を

加え, 4 2 ℃5 0 分 間保持 した . 逆転写反応 は90 ℃5 分間の 加熱

によ り 停止 させ た . こ の 反応液を n
･

i s - E D T A (1 0 m M T l
･

i s - H C l ,

p H 8 .0 , 1 m M E D T A ) で5 倍希釈 した も の 2 /L = ニ1 0 p m ol の ア
ー

ビト ラ1)
-

プ ラ イ マ
ー

(th e R N Am a p ki t , G e n H u n t e r C o r p . ,

N a sh vill e
,
U S A) , 5 p m o l の 3

t

ア ン カ
ー

プ ラ イ マ
ー

,
1 n m ol の

d N T P
,
1 単位 の ジ

ー ン タ ッ ク ポ 1) メ ラ
ー

ゼ ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

,

富山) を加 え, さ ら に P C R 反応横衝液 ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン) が 1 Ⅹ

と な る よ う に 加 え て 最終的 に20 /∠1 と した . 反応液を混和後
,

ウ ー ノ サ ー モ ブ ロ ッ ク (Bi o m e t r a , T a m p a , U S A) を用 い て

94 ℃3 分間の 初期変性後, 1 サ イ ク ル あ た り94 ℃ 15 秒間, 4 0 ℃

2 分 間, 7 2 ℃1 分間 の 条件 で 計40 サ イ ク ル の 増幅反応を行 っ

た .

2 . ゲ ル 電気泳動及び ク ロ
ー

ニ ン グ

増幅 し た c D N A 断片 に 同量 の 色素溶液 (98 % フ ォ ル ム ア ミ

ド
,
1 0 m M E D T A

,
0 . 0 1 % メ チ ル ヴ ァ イ オ レ ッ ト) を加えて

90 ℃で 2 分間変性後
,
S Q - 5 5 0 0 D N A シ

ー

ク エ ン サ
ー

( 日 立, 東

京) を用 い , 6 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ド7 M 尿素 ゲ ル 上 で 泳動 し
,

バ ン ドの 蛍光強度 を各レ ー ン 間で 比較 し た.
シ グナ ル 強度 に差

が認め ら れ た c D N A 断片 は フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ
ー ( M o l e c u l a r

D y n a m i c s , S u n n y v al e , U S A ) を 用 い て ゲ ル よ り切り出 し ,

P C R で 再増幅筏, 得 られ た断片 をp C R 2 .1 ベ ク タ
ー

(I n vitr o g e n ,

S a n D i e g o , U S A) を用い て ク ロ
ー ン化 した .

Ⅳ .
ノ ー ザ ン プロ ッ ト解析

仝R N A 2 0 /J g を変性後1 .5 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 上 で 電気泳動 し

,

ナイ ロ ン フ ィ ル タ
ー

に転写 の 後, 紫外線 に て 固定 し た.
つ い で

フ ィ ル タ ー

を ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 液 E5 0 % ホ ル ム ア ミ ド,

5Ⅹ 食塩- リ ン 酸 ソ ー ダー エ チ レ ン ジア ミ ン 四 酢酸液, 5 Ⅹ デ ン

ハ ル ト液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン
,
0 .1 % ) ウ シア ル ブ ミ

ン
,
0 . 1 % フ ィ コ ー ル) , 1 % S D S , 5 0 0 / L g / m l 変性 サ ケ 精J

l

･

D N A (Si g m a , S t .L o ui s , U S A )】小で42 ℃ , 6 時間プ レ ハ イ プリ

グイ ズ した 後
,
卜記 ハ イ プ リ グイ ゼ

ー

シ ョ ン 渦 に
ココ

P 標識 オリ

ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ
ー

ブ を 加え た 清酒中で4 2 ℃
,
1 6 時間 ハ イ

プリ ダイ ズ し た .
プ ロ ー ブ は ク ロ

ー ン 化 し た 候補 c D N A を

E c o m を川 い て切 断 し, プ ライ ム イ ッ ツ ラ ン ダ ム ラ ベ リ ン グキ

ッ ト (S t r a t a g e n e , L aJ oll a , U S A ) と[ α J
12

p ] d C T P ( N E N

R e s e a r ch P r o d u c t s
,
W il m i n gt o n , U S A ) を刷い て

:i2
p 標識 し た .

ハ イ プ 1) ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 後, フ ィ ル タ ー を2 ⅩS S C , 0 .1 % S D S

にて37 ℃で 20 分 間, つ い で0 .5 ⅩS S C , 0 .1 % S D S に て37 ℃ で20

分間洗浄 し
,

-

8 0 ℃ で オ ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

を行 っ た . さ

ら に バ イ オ イ メ ー

ジ ア ナ ラ イ ザ
ー

F U JI X B A S l O O O (富士 フ イ ル

ム
, 浜桧) に より放射活性の 測定 を行 っ た .

Ⅴ . D N A 塩基 配列決定

ク ロ ー ン化c D N A を鋳型 と して サ ー モ シ ー

ケネ ー ス プ レ ミ ッ

ク ス ト サ イ ク ル シ ー

ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (A m e r s h a m ,

B u c k i n g h a m s hi r e , U K) を用い た ジデ オ キ シ法
7)
に よ るサ イ ク

599

ル シ
ー

ク エ ン シ ン グ を行い ,
S Q -5 5 00 D N A シ

ー

ク エ ンサ
ー

( 日

立) に て電気泳動 と配列ラ ダ
ー の 読み 取りを行 っ た .

V[ . c D N A 末端迅速増幅法 ( r a pi d a m pli 鮎 a ti o n o f c D N A

e n d s
,
R A C E)

R A C E は
,
F D D で 分推し た c D N A 断片 の 塩基配列を基に プ ラ

イ マ
ー を作 製 し, 大動 脈 ポ リ A

+

R N A を 用 い て
,
マ ラ ソ ン

C D N A ア ン プ リ ブ イ ケ
ー

シ ョ ン キ ッ ト(C L O N T E C H , P al o ju t o ,

U S A ) に て行 っ た .

成 績

I . 高血圧 モ デ ル 動物血管 で発現異常 を示す遺伝子の F D D

法に よ る検出

6 週齢 の S H R ･ S H R S P 及そ の 正常親株 W K Y の 大動脈 か ら

R N A を分離 し, ア ン カ ー プラ イ マ ー 3 種と ア ー ビト ラリ ー プ ラ

イ マ
ー

2 0 種を 用 い た 計60 通 り の 7
0

ラ イ マ ー の 組 み 合わ せ で

F D D 法 によ り解析 し た と こ ろ, 表1 に 示す よ う に200 か ら60 0

塩基対ま▲で の 長さ の 15 の 候補 フ ラ グ メ ン トが得 ら れた . 図1 に ,

ノ
ノ

ー

ザ ン 解析で 発硯異常が確認 さ れ 以 後解析を行 っ たA 2 3 0 と

G 5 3 W を 同定 し たF D D パ タ ー ン を示す.

甘 . F D D 法 で得 ら れ た候補 c D N A 断片の ノ ー ザ ン プロ ッ ト

法 に よる確認

F D D 法 で認 め られ た遺伝子 の 発現 を確か め る た め ,
ク ロ ー

ン化 した 候補 c D N A 断片をベ ク タ ー よ りE c o RI で 切 り出 し, こ

れを プ ロ ー

ブと して ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト分析を行 っ た . そ の 結果

表1 に示す よう に, ノ
ー

ザ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グを行 っ た 5 つ の 候

補 c D N A 断 片 の う ち 3 つ の 候 補 c D N A 断 片 (A 2 3 0 , A 2 3 1 ,

G 5 3 W ) に お い て , F D D 法 で認 め ら れ た と 同様 の 遺伝子発現変

化 を確認できた . A 2 3 0 を プ ロ
ー ブ と して ラ ッ ト大動脈R N A を

分 析 し た と こ ろ , 鎖長約2 -3 k b の m R N A が 検出 さ れ た . 当該

T a bl e l . A n aly s IS Of c D N A fr a g m e n t s id e n tifi e d b y rl u o r e sc e nt

diff e r e n ti al di spl ay

F r a g m e n t S i z e of P C R E x p r e s si o n i n N o rt h c r n

n a m e p l
●

O d u c t ( b p) h y pe rt e n Si v e r at s a n aly sI S

A 23 (j 2 9 6 しJp

A 23 1 2 り0
▲

u p

G 5 3 W 2 ()2 D o w n

G 4 4 1 A b o tlt 4 0() U p

G 5 5 A b o u t 5 O() U p

W A b o u t 2 0 0
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C o lll
'

irl ll e (l

C o nfi rn l e d

C o I lfiI
･

111 e (1

N o t c o n rir nl e d

N ot c o n fir m e d

N ot p e rf o r m e d

N o t pe 1イo r m e d

N o t p e rf o m l e d

N o t p e rf o r m e d

N o t pe rf o r rn e d

N o t p e rf o r m e d

N o t p e rf o r m e d

N o t p e rf o r m e d

N o t p e rf o r m e d

N o t p e rf o r m e d



6 0 0

m R N A は W ⅨY に比 してS H R で は約2 .5 倍 , S H R S P で は 約5 .5 倍

の 発現上昇 が認 め ら れ (図2A) , 図 仏 に 示し たF D D パ タ
ー ン と

〟 致 した . G 5 3 W をプ ロ ー ブ と した ラ ッ ト大動脈 m A 分析 で は ,

鋭 長約2 - 3 k b の m R N A が 検 出 さ れ た (図2 B) . 当該 m R N A は

W K Y に比 して S H R で は約20 % , S H R S P で は 約4 0 % の 発 現 し

か認 めず
,
図1 B に 示 した F D D パ タ

ー ン と 一 致 した ･

Ⅱ . 候補 c D N A の
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次構造

上 記の 3 つ の c D N A 断片 の 塩基配列を決定 した結果 ,
A 2 3 1 は

A 2 3 0 の
一

部で ある こ と が 判明 した . 従 っ て , A 2 3 0 , G 5 3 W の 2

っ の 遺伝子 に対 し て R A C E 法 を行い ,
より鎖長 の 長 い c D N A を

得 た .
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ドする と推定 さ れ た . 本 c D N A に コ ー ドさ れ る 蛋白 は シ ス テ

イ ン に富み
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い る こ と か ら分泌蛋白 と考え ら れ た . D N A デ
ー

タ ベ
ー ス 検索

の 結果 , A 2 3 0 は マ ウ ス 叩 γ6 J
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に高 い 相 同性 を示 し, ヌ ク レ オ

チ ドで は87 .8 %
,
ア ミ ノ酸 で は 97 .9 % の 配列 の

一 致 が認 め られ

た ( 図4) . こ の こ と か ら A 23 0 遺伝 子は 叩γ6J の ラ ッ トホ モ ロ
ー

ダ であ ると 考え ら れ た .

又
,
G 5 3 W は ア

ー ビ タ リ
ー プ ラ イマ

ー と A に富 む 内部領域 と

の 間で増幅 さ れ た もの と考え ら れ た た め ,
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ー

検 索を行 っ た 結果 ヒ ト

鴎が
)
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ー
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高血圧関連遺伝子の 探索
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Fig . 5 . P a r ti al n u cl e o tid e an dld e d u c e d a m i n o a cid s eq u e n c e of
G 5 3 W . T h e am i n o a cid s e q u e n c e i s s h o w n b y th e si n gl e l e tt e r

C O d e u n d e r th e n u cl e o tid e s e q u e n c e o f G 5 3 W .
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F i g . 8 . A li g n m e n t of th e a m i n o a cid s e q u e n c e s o f G
5 3 W

,
d 敏ヲ,

`鞄2 , b 5 5 , (鞄･, h d k , N E d & , Z O l , a n d z o 2 g e n e p r o d u ct s th r o u gh

th e D H R d o m ai n ( 朗 , a n d th e S H 3 d o m ai n (B) . Am i n o a cid s

id e n ti c al to th o s e of A 2 3 0 a r e b o x e d .
A ste ri sk s i n d i c at e a m i n o

a ci d s id e n ti c al a m o n g th e ni n e s e q u e n c e ･

(d i s c s -1 a r g e h o m ol o g y r e gi o n , D H R) 領域, サ
ー ク 相 同領域3

( s r c h o m ol o gy 3 , S H 3) 領域 に 相当す る領域を含 み , ア ミ
ノ酸

で は67 .3 % (図6) , ヌ ク レ オ チ ドで も67 .0 % 配列が
一

致 した ･

考 察

近年 ,
連 鎖分析や雁患同胞対分析 に よ り種 々 の 遺伝性疾患の

責任遺伝子 が同定 され て きて い る . ヒ ト高血 圧 症 に関 し て はデ

キ サ メ サ ゾ ン抑 制性 ア ル ド ス テ ロ ン症
Il-

や リ ド ル 症候群
11)
とい

っ た 単 一 遺伝子 の 変異 に よ る 家族性高血 圧 症の 責任遺伝子が特

定 され た . しか し, 多因子病と考え られ る本態性高血庄 症 に関

して は , 第
一

染色体 上 の ア ン ギ オ テ ン シ ノ
ー ゲ ン 遺伝子の 変異,

多型 との 連鎖が 示唆 さ れ て い る の み で あり
12) 1 4 )

,
なお 不明 な点

が多い .

一

方本 態性高血 圧 症 の モ デ ル 動物 で ある 高血 圧 ラ ッ ト

に お い て も同様 の 解析が成 さ れ つ つ ある が , 第1 染色体上 や 第

10 染色体領域 と の 連鎖が示唆 され て い るの み で ,
そ れ ら の 実体

は依然 と して 不明であ る
15 卜 IH )

. 又
, 高血 任 に伴う 血管障害 の 発

生 や そ の 増悪 に関 わ る遺伝子 に つ い て は ! ほ と ん ど ア プ ロ
ー

チ

され て い な い .

今回筆者 は病的な状態 にお い て 発現異常 をきたす遺伝子を検

出す る の に 有用 で あ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 法

(diff e r e n ti al di s pl a y , D D ) を高血 圧 ラ ッ ト に適用 した ･
こ の)j

法を用 い る こ と に よ り, 血管 そ の もの で の 発現異常を指標 に通

常 の 遺伝学的方法で は特定す る こ と が 困難な高血 圧 原因遺伝子

や血 管障害 に関与す る個 々 の 遺伝子の 分醍が 可 能 と なり, こ れ

らの 遺伝子 の 実体が直接的 に解明でき る と考え ら れ た .

P C R を応 用 し た D D 法 は, 従来行 わ れ て い た デ ィ フ ァ レ ン シ

ャ ル ハ イプ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン や サ ブ トラ ク テ ィ ブ ハ イ プ リ ダイ

ゼ イ シ ョ ン と 比較 して 簡便で R N A の 消費量も少な い こ と か ら
3)

,

血管 な ど の 微 量 の 試料を用 い た 解析 に最適 であ る . F D D 法は

It ｡ h ら
一l】
に よ っ て 開発 さ れ た 改良法で , 放射性物質を使用せず



高 血圧 関連遺伝子の 探索

D N A シ
ー

ク エ ン サ 岬 を使 っ て 自動解析 でき る た め , よ り簡便

で且 つ 迅 速 な高感度D D 法 で ある . D D 法 は , 生 体試料を用 い

た場合個体差 の 影響を受けやす い な ど偽陽性 が出現する 可能性

が考え ら れ る が , 今 回筆者 は , 個体差 の 影響を抑え る た め 10

匹分 の ラ ッ トか ら取り出 した R N A を 用い ,
さ ら に 同 じR N A を

用い て 最低二回ず つ D D 法で 分析を行 っ た .

本研究 で筆者 は, S H R
･

S H R S P 及そ の 正 常朝株 W K Y の 大動

脈より分離 した R N A を用い たF D D 法 に よ り, 高血 圧 ラ ッ トの

大動脈 で過剰発現 して い る 遺伝子 (A 2 3 0) , 正常 血 圧 ラ ッ トの

大動脈 で過剰発現 して い る遺伝子 ( G 5 3 W ) を同定 し た . A 2 3 0

は, マ ウ ス りγ6 J の ラ ッ ト ホモ
ロ ー ダと 考え られ た が , 印 r6 J は ,

血小板 由来成長因子 (pl a t el e t , d e ri v e d g r o w th f a c t o r , P D G F ) ,

形質変換成長因子 (tr an Sf o r m i n g g r o w 仇 f a c t o r /? , T G F J? ) な ど

によ っ て誘 導さ れ る 初期応答遺伝子と呼 ば れ る 遺伝子群に属 し

てい る
即～岬

. 叩γ6 J は 軟骨細胞 に分化す る胎 生期の 間菓系の 細

胞や循環系の 血 管壁で発現が 高く
21)

,
そ の コ ー

ドす る 蛋白は シ

ス テ イ ン に富 む 分泌型の ヘ パ リ ン結 合蛋白
8)
で
,
細胞表面 や細

胞外基質に存在す る
22)

. 又 , C C N フ ァ ミリ
ー とい う成長制御区l

子 の フ ァ ミ リ
ー

に 属 し て お り
2:i)

,
ヒ ト の 結 合組織成長因子

(c o n n e c ti v e ti s s u e g r o w th f a c t o r , C T G F)
24)

,
ト 1) の N o v

ゴ5)
な どと

高い 相 同性を示す . 図7 に示す ごと くア ミ ノ 酸配列で A 23 0 は ヒ

トC T G F と は4 6 .5 %
,
ト 1) N o v と は4 5 .2 % の 相 同性を示 した .

C T G F は創傷治癒過稗 に お い て T G F
I
? に よ り誘導さ れ ると 考え

られ
,
T G F ′

′

ヲの 下流 の 効果国子である可能性が示唆 され てい る
2 6)

.

一 方 , W E Y とS H R , S H R S P で は T G F J? に よ る 血 管反応性の 違

い が ある こ と が 報告さ れ て お り
㍍卜 3(-)

, 今 回同定 さ れ た ラ ッ トの

叩γ6 J が こ の 血 管反応性 の 違い を引き起 こ して い る原因の
一

つ

であ る可能性 が考え られ た . 又 り γ6 J は 培養細胞 で は 細胞の 増

殖や移動 そ して 接着 に関係 し て い る こ と が 知 ら れ て お り
:‖)

,

C T G F は ヒ ト動脈硬化巣 に特異的 に発現 して い る
=ほ)

. 従 っ て今

回発見 さ れ た ラ ッ トの 叩 γ6 J が , 高血 圧 ラ ッ トの 高血 圧発症前

期の 血 管細胞 にお い て
,
高 血J一引生血管障害即 ち動脈硬化 の 進展

に関わ っ て い る 可能性 が示唆さ れ る .

-･
一

ノブ, G 5 3 W 遺伝 子 ほ ヒ トdJg 3 と の 相 同性 ( ア ミ ノ 酸 で

67 .3 % ) を 有 し て い た . 塘 3 は ヒ ト胎児脳 c D N A ラ イ ブ ラリ
ー

か ら ク ロ ー ン 化 さ れ た遺伝了
･

で
,
デ ィ ス ク ラ

ー

ジ フ ァ ミ リ ー

と い う 遺伝ナ フ ァ ミ リ
ー

に 属 し
り)

,
d J g 2

=i: =

, ♪5 5
= 川

,
dg g

:i 5 )

,

ゐ穐
:弼)

,
〃E 堰

こj7)

,
Z O J

=刷

,
Z O 2

=1ミ')
な ど と 相同件をホす . G 5 3 W

は ア ミ ノ 恨 配列 で
,
d l g 2 と 60 . 1 %

, P 5 5 と 5 6 .3 %
,
d l g と

3 9 .1 %
,
h d l g 3 9 .1 % と

,
N E d l g と 40 .6 %

,
Z O l と 20 .3 %

,
そ

してZ O 2 と2 1 .9 % の 相 同性 を示 し た . そ して こ の フ ァ ミ リ
ー

が 共通 して 含む こ と が 知 ら れ て い る D H R 領域 ,
S H 3 領域 で は

特 に高 い 相同性 を示 した (図8) . こ れ ら の 遺 伝子 の 機能 は未

だよく判 っ て い な い が , 物 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の セ プ テ ィ ト

ジ ャ ン ク シ ョ ン (脊椎動物 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン に 相当す

る) 上 の 上 皮細胞 の 細胞膜 に存在 し , 上 皮 の 異常増殖 を抑制

する膿瘍抑制遺伝子である と さ れ て い る
邪)

. 文 物 の ヒ トホ モ

ロ ー

ダで あるゐ物 の 蛋白質D L G は ,
家族性 ポ リ ポ

ー

シ ス や 大

腸痛で変異 が見 つ か っ て い る 遺伝子A アC の 蛋白質 A P C と 結合

して 細胞周期 の 進展を抑制す る こ と が 示唆 さ れ て い る
4 0)

. 又

Z O J 蛋 白Z O l
,
Z O 2 蛋白Z O 2 は 血 管内皮細胞 の タ イ ト ジ ャ ン

ク シ ョ ン 上 に存在 し て い る
3∈り

. 従 っ て G 5 3 W の 発 現異常 が
,

血管細胞間 の 接着性 や細胞増殖制御 の 異常を引き起 こ して い

る可能性 が考え られ る .

6 0 3

今 回分灘 し た2 種 の 遺伝子 と遺伝学的に角帥子が進 め ら れ て い

る 島血 圧 発症原l勾遺伝子と の 関連 は現在の と こ ろ不明であ る .

今後染色体廃位の 決定等に よ りその 異同を明 らか に して 行く必

要 がある と考え ら れ る . しか し なが ら , A 2 3 0 と G 5 3 W の 異常

は上 述 の 如く血管の 構築や機能 に影響を与える こ と が予想され

る こ とか ら
,
こ れ ら遺伝子の 機能を解析する こ と によ り, 高血

圧 の 進展 や本症 に伴う血管障害 の 発生 ･ 進展の 機構が 明ら か に

な るも の と期待さ れ る .

結 論

本態性高血圧症や高血圧 に伴う血 管障害 の 発症と進展の 分子

機構を明 ら か に する た め に, F D D 法を用 い て 本態性高血 圧症

に酷似 し た病型 を示す自然発症高血圧 ラ ッ ト の 大動脈 にお い て

発現異常をきたす遺伝子 の 検索を行 い ,
以下 の 新知見を得た.

1 , S H R
,
S H R S P 及そ の 正 常親株 W K Y の 大動脈 より分離 し

た R N A を用 い た F D D 法に よ り, 高 血圧ラ ッ トと 正常血 圧 ラ ッ

ト で シ グナ ル 強度が 異なる15 の 候 補フ ラ グメ ン トが 得ら れ た .

こ の うち5 つ の 候補 フ ラ グ メ ン ト に つ き ノ ー

ザ ン 解析 を行 い
,

2 種 の 遺伝子 仏230 , G 5 3 W ) の 発現異常を確認 した.

2 . 高血圧 ラ ッ トの 大動脈 にお い て 過剰発現す る A2 3 0 と い う

遺伝子 を同定 し た. 本道伝子は , 分泌性の 3 79 ア ミ ノ 酸か ら な

る 蛋白を コ
ー

ドし て おり
,
マ ウ ス り γ6 J の ラ ッ トホ モ ロ

ー ダで

ある と 考え られ た .

3 . 高 血圧 ラ ッ トの 大動脈 にお い て 発現低 下する G 53 W と い

う新規遺伝子を同定 した . G 5 3 W の コ
ー

ドす る蛋白 はが ん抑制

遺伝子 に分類 さ れ て い る ヒ トdな3 と 相 同性 を有 し, 特 に そ の

D H R 領域, S H 3 領域で高 い 相同性 が認め ら れ た .
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R e g u l ati o n of c o n n e c ti v e ti s s u e g r o w th fa c t o r g e n e e x p r e s si o n i n

h u m a n ski n 負b r o bl a s ts a n d d u ri n g w o u n d r e p ai r . M oI C ell B i o1 4 :

6 37 - 6 4 5
,
1 9 93

2 7) H a m a d a M I , N i sh i o , B a b a A , F u k u d a K , T a k ed a J , U r a M ,

H a n o T
,
K u c h ii M

,
M a s u y a m a Y . E n h a n c e d D N A s y n th e si s of

C ul t u r e d v a s c u l a r s m o o th m u s cl e c e ll s f r o m s p o n t a n e o u sly

h y p e rt e n si v e r a t s . D iff e r e n c e o f r e s p o n s e t o g r o w th f a c t o r ,

i n t r a c ell ul a r f r e e c al ci u m c o n c e n t r ati o n a n d D N A s y n th e si zi n g

C ell c y cl e . A th e r o s cl e r o si s 8 1 : 1 9 1
- 1 9 8

,
1 9 9 0

2 8) H a m e t P , H ad r a v a V , K r u p p a U , T r e m b l a y J . T r a n sf o r m i n g

g r o w th f a c t o r b e ta l e x p r e s si o n a n d e ff e c t i n a o r ti c s m o o th

m u s cl e c ell s 丘
･

O m S p O n t a n e O u Sly h y p e rt e n si v e r a ts . H y p e rt e n si o n

1 7 : 8 9 & 9 0 1
,
1 9 9 1

2 9) A g r o ti s A , S al ti s J , B o b ik A . T r a n sf o r m i n g g r o w th f a ct o r
-

b e t a l g e n e a c ti v a ti o n a n d g r o w th o f s m o o th m u s cl e f r o m

h y p e r te n si v e r a t s . H y p e rt e n si o n 2 3 : 5 9 3
-5 9 9

,
1 9 9 4

3 0) A g r o ti s A , S alti s J , D ill e y R , B r a y P , B o b ik A . T r a n sf o r mi n g

g r o w th f a c t o r
-b e t a l a n d th e d e v el o p m e n t o f v a s c u l a r

h y p e r tr o p h y i n h y p e rt e n si o n . B l o o d P r e s s S u p p1 2 : 4 3
-4 8

,
1 9 9 5

3 1) Ki r e e v a M L
,
M o F E

,
Y a n g G P , I , a u L F . C y r 6 1 , a p r O d u c t of

a g r o w th f a c t o r
-i n d u cibl e i m m e d i a te - e a rl y g e n e , p r O m O t e S C ell

p r olif e r a ti o n , m i g r a ti o n , a n d a d h e si o n . M oI C ell B i ol 1 6 : 1 32 6
-

1 3 3 4
,
1 9 9 6

3 2) O e m a r B S , W e r n e r A , G a r n i e r J M , D o D D , G o d o y N ,

N a u c k M
,
M 良r z W

,
R u p p J , P e c h M , L ti s c h e r T F , H u m a n

C O n n e C ti v e ti s s u e g r o w th f a c t o r i s e x p r e s s e d i n a d v a n c e d

a th e r o s cl e r o ti c l e si o n s . Ci r c ul a ti o n 9 5 : 8 3 1 -8 3 9
,
1 9 9 7

3 3) M a z o y e r S , G a yth e r S A , N a g ai M A , S m ith S A , D u n n i n g A ,

V a n R e n s b u r g EJ , A lb e rt s e n H , Wh it e R , P o n d e r B A . A g e n e

(D L G 2) l o c at e d at 1 7 q 1 2 - q2 1 e n c o d e s a n e w h o m ol o g u e o f th e

D r o s o ph il a tu m o r s u p p r e s s o r dI g T A . G e n o m i c s 2 8 : 2 5 -3 1 , 1 9 9 5

3 4) G o e b l M G . I s th e e r y th r o c y t e p r o t ei n p 5 5 a m e m b r a n e
-

b o u n d g u an yl a te k i n a s e?
"

. T r e n d s Bi o c h e m S ci 1 7 : 9 9
,
1 9 9 2

3 5) W o o d s D F a n d B r y a n t PJ . T h e d i s c s -1 a r g e t u m o r

S u p p r e S S O r g e n e O f D r o s o p h il a e n c o d e s a g u a n yl a t e ki n a s e
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h o m o l o g l o c al i z e d a t s e pt a te j u n cti o n s . C el1 6 6 : 4 5 1 -4 64 , 1 9 9 1

3 6) L u e R A , M a rf a ti a S M ,
B r a n t o n D

,
C h i s h ti A H . Cl o ni n g a n d

C h a r a c te ri z a ti o n o f h d lg : th e h u m a n h o m ol o g u e of th e D r o s o ph il a

dis c s l a r g e t u m o r s u p p r e s s o r b i n d s t o p r o t ei n 4 .1 . P r o c N a tl A c a d

S ci U S A 9 1 : 9 8 1 8 - 9 82 2
,
1 9 94

37) M aki n o K , K u w a h ar a H , M a s u k o N , N i sh i y a m a Y , M o ri s ak i

T
,
S a s a ki J , N a k a o M , K u w a n o A

,
N a k at a M

,
U s h i o Y

,
S a y a H .

Cl o ni n g a n d c h a r a ct e ri z ati o n of N E
-dl g : A n o v el h u m a n h o m ol o g

Of th e D r o s o p h il a d i s c s l a r g e (d l g) t u m o r s u p p r e s s o r p r o tei n

i nt e r a ct s w ith th e A P C p r o tei n . O n c o g e n e 1 4 : 2 4 2 5
-2 4 3 3

,
1 9 9 7

38) W ill o tt E , B ald a M S , F a n ni n g A S , J a m e s o n B , V a n I tal 1i e C ,

6 05

An d e r s o n J M . T h e ti g h tj u n cti o n p r o tei n Z O - 1 i s h o m ol o g o u s t o

th e D r o s o p h il a di s c s
-1 ar g e t u m O r S u PP r e S S O r p r O tei n of s e p ta te

j u n c ti o n s . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 90 : 7 8 3 4 -7 8 3 8 , 1 9 9 3

3 9) J e s ai ti s L A a n d G o o d e n o u g h D A M ol e c u l a r

Ch a r a ct e ri z a ti o n a n d ti s s u e d i strib u ti o n of Z O -2
,
a ti g h t ju n c ti o n

p r o t ei n h o m o l o g o u s t o Z O
-1 a n d th e D r o s o p hil a d i s e s

-1 a rg e

t u m o r s u pp r e s s o r p r o t ei n .J C ell B i ol 1 2 4 : 9 4 9 -9 6 1 , 19 9 4

4 0) M a ts u m i n e A , O g ai A , S e n d a T , O k u m u r a N , S a to h K , B a e g

G H
,
K a w ah a r a T

,
K o b a y a sh i S , O k a d a M , T o y o s hi m a K , A 最y a m a

T ･ Bi n di n g of A P C to th e h u m a n h o m ol o g o f th e D r o s o ph il a di s c s

l al
･

g e tu m O r S u p p r e S S O r p r O t ei n . S ci e n c e 2 7 2 : 1 0 2 0 -3 , 1 9 9 6

I s ol ati o n o f N o v el G e n e s S h o wi n g A b e r r a n t E x p r e s si o n i n B l o o d V e s s el o f A n i m a) M o d el s f o r E s s e n ti al

H y p e r t e n si o n K e nj i F u r u k a w a , S e c o n d D e p a r t m e n t o f l n t er n al M e d i ci n e a n d S e c o n d D e p a r t m e n t o f B i o c h e mi s t ry ,
S c h o o l of M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r si ty , K a n a z a w a 9 2 0

-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 6

,
5 9 8

-

6 0 5 (1 9 9 7)

K e y w o r d s fl u o r e s c e n t di ff e r e n ti al d i sp l a y , S P O n t a n e O u Sly h y p e r te n si v e r a t , C y r 6 1 , dl g 3

A b s t r a c t

I n o r d e r t o i s o l a t e th e g e n e s il- V O I v e d i n th e d e v el o p m e n t o f h y p e rt e n si o n a n d h y p e
r te n si v e v a s c ul ar 1 nJ u ry , a fl u o r e s c e n t

di ff e r e n ti a l d i s p l ay m e th o d w a s a d a p t e d f o r a o rt a R N A f r o m s p o n ta n e o u s ly h y p e r te n si v e r a t s ( S H R) , a n d s tr o k e - P r O n e

S p O n t a n e O u Sly
h
y p e rt e n si v e r a t s (S H R S P) , W h i c h a r e r e g a rd e d a s a n a n i m al m o d el f o r h y p e rte n si o n a n d h y p e rt e n s i v e v a s c u l a r

llリu ry ･ Fi fte e n c D N As s h o w l n g a b e r r a n t e x p r e s si o n i n S H R a n d S H R S P i n c o m p a ri s o n w ith th e p a r e n t a l W i s t a ト K y o t o r a t

( W K Y) w e r e d e te c t e d ･ N o rth e r n b l o t a n al y si s p r o b e d w i th th e s e c D N 皐 f r a g m e n ts c o n fi r m e d th a t A 2 3 0 w a s s el e c ti v ely u p
-

r e g el a t e d a n d G 5 3 W w a s d o w n
-

r e g el a t e d i n th e a o rt a e o f h y p e r t e n si v e r a t s ･ S e q u e n c e a n al y s I S a n d d a t a b a s e s e a r c h

d e m o n s tr a te d th a t th e s e t w o g e n e s w e r e n o v el r a t g e n e s , W h i c h h a d n o t s o f a r b e e n r el a te d t o h y p e rt e n si o n a n d h y p e rt e n si v e

V a S C u l a r lIt] u r y ･ A f u ll -1 e n g th c D N A o f A 2 3 0 w a s o b t ai n e d b y u s l n g r a p
i d a m p li fi c a ti o n o f th e c D N A e n d s p r o to c o l ･ I t

e n c o d e d a s e c r e t o ry c y s tei n
-

ri c h p r o t ei n o f 3 7 9 a m i n o a ci d s a n d h a d h ig h s e q
u e n c e id e n tl ty t O m O u S

e C y r6 1 , a g r O W th f a c t o r
-

i n d u ci b l e i m m e d i a t e e a rly g e n e ･ P a rti al s e q u e n c e d G 5 3 W e x h ib it e d a h ig h d e g r e e o f h o m o l o g y w ith h u m a n d lg 3 , W h i c h h a d

b e e n
p r e s u m e d t o b el o n g t o t u m o r s u p p r e s s o r g e n e s ･


