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金沢 大学十全医学会雑誌 第99 巻 第1 号 31－41 く19 師

車云写後過程 の 異常 に よる補体第4 成分 くC 4ナ の 産生 の 低下

金沢大 学が ん研 究所 免疫生物学 住 任 こ 高橋守信教 掛

S a － n g a P att a n a kits a k ul

く平成 2 年 1 月1 1 日 受付I

マ ウス 補体第4 成 分くc o m pl e m e n t c o m p o n e n t 4
，
C 4， の 血清濃度 は高産生系 と低産生系の 間 で20

倍 もの 差異が ある ． C 4
h

遺伝子 型 ， C 4 領伝子 型 が それ ぞ れ
，

C 4 高度生
，
C 4 低産 生を規定す る ． 本研 究

は
，
C 4 生合成 の どの 段 階に お ける 調節が

，
C 4 の血清濃度を コ ン トロ

ー ル して い るか を
，
分子 レ ベ ル で

解 明 しよ う と 試み た ■ そ の た め C 4 高座 生系 マ ウ ス くBlO， と C 4 低産生 系マ ウス くB lO ． B R J の 肝臓 全
R N A 中 の C 4 メ ッ セ ン ジ ャ

ー

R N A くC4 m e s s e n g e r R N A
，
C 4 m R N A J ， 肝 細 胞 核 内 の C 4 特 異

R N A の 比 軌 定量 を行 っ た ■ さ ら に
， 高産生 糸 マ ウ ス の C4 遺伝子 の 転写プ ロ モ ー

タ
ー

活性 を ， 核転写
ア ッ セ イ に よ っ て比較 した ． そ の 結果

，
C 4 高座 系と低産系の マ ウ ス の 肝細胞の C 4 m R N A に は1 0 倍以

上 の 差が み られ る の に
， 両者の C4 遺伝子 の 転写 プ ロ モ ー

タ ー 活性 に は
，

ほ と ん ど 差が み ら れ ず
， 低

C4 産生 は転写以降の ス テ ッ プ で の 異常 に よ る こ とが 示 さ れ た ． この よ う な転写後調節が ど の よ う な 機
構で 起 こ っ て い る か を知 る た め に

，
B l O マ ウ ス と Bl O ．B R マ ウ ス の 肝初代培養細胞 で の C4 m R N A の 安

定性 を比較 した と こ ろ
， C 4 低産生系の Bl O ． B R マ ウ ス で は C 4 m R N A が非常 に 不安定 で ある こ と が 示

さ れ た ． ま た B l O ．B R の 肝臓 の 相 補 D N A くc o m pl e m e n t a r y D N A ， C D N A J ライ ブ ラ リ ー か ら は ， 約
20 0 ヌ ク レ オ チ ド の 異常な 挿入 配列 をも つ C 4 c D N A ク ロ

ー

ン が得 ら れ た ．

R e y w o r d s 転写 プ ロ モ ー タ ー

活性 ，
C O m P l e m e n t C 4

， 補体欠損症 ，
m R N A の

安定性

補体第 4 成分 くc o m pl e m e n t c o m p o n e n t 4
，
C 4I は

，

補体の 古典経路 を介す る 活性化 に お い て 必 須の 蛋 白で

あ る ． 分子 軋 約20 万 の 糖 蛋白 で
，

庇
， 月 ， y の 3 本

の ポ リ ペ プチ ド鎖が ジス フ ィ ド結合 に よ っ て連結 させ

た特異な構造 を と る が
， 生合成さ れ る時 に は

， 一山 本の

長大ポ リ ペ プ チ ド鎖 くP r o－C4I と し て 生合 成 さ れ
， 細

胞か ら の 分秘 の 前 に 蛋 白分解酵素に よ っ て 切断さ れ て

3 本鎖構造 を とる
り

．

ヒ ト C 4 は
，
C 4 A と C4 B の 2 つ の ア イ ソ タイ プ か

ら成 りた っ て い る
21

． C 4 A や C 4 B の 単独欠損 は
，
正

常人 口に 高率に み ら れ る が
，

C 4 A 欠損 は 汎発 性紅 斑

性狼瘡 と の 関連 が認 め ら れ
，
C 4 B 欠損 で は

， 副腎過形

成や ト型糖尿病 と連関 す る こ と が あ る
3 川

． C 4 A
，
C 4 B

が共 に 欠 損 す る症例 は非常に ま れ で あ る が
，

重 篤な 免

A b b r e v i a ti o n s ニ A ct D
，

a C ti n o m y cin D 芸b p ，

3 1

疫複合体病変 を示 す
6プ

． 本研究で は ヒ ト の 種 々 の 補 体

欠損症 の 遺伝子 機構の モ デ ル と して マ ウ ス C 4 の 血 清

濃度 を支配す る 機構 を分子 レ ベ ル で追究 し た ． マ ウ ス

C 4 の 血 清濃度 を支配 す る要因は
， 構造遺 伝子 と 不 可

分 に 存在 し第17 ク ロ モ ゾ ー ム の 組織適合性 2 くhi st ． c
－

O m p a ti bili ty 2
， H －2I 複合体 S 領域 に 位置し て い る

7I
．

C 4 の 高産生 糸 忙4り と低産 生系くC4りの マ ウ ス の 間 で

は ， 1 0 へ 2 0 倍 も の 血 清濃度の 差 が生 じて い る ． ノ ザ ン

プ ロ ッ ト に よ る解析の 結果で は
，

血 中濃度 の 差 を反 映

し
，
C 4

h
マ ウ ス の 肝臓 中に は

，
C 4

1
マ ウ ス に 比 べ て1 0 倍

以上 の 多量 の C 4 メ ッ セ ン ジ ャ
ー

R N A くC 4 m e s s e n ．

g e r R N A
，
C 4 m R N AI が存在 し て い る こと が 示 さ れ た ．

即 ち翻訳以 前の 段 階で C 4
b

と C 4
－
の 差が 生 じて い る と

考 え ら れ た
8 卜 101

■ 本研 究 で は
，

C 4 高 度 生 系 マ ウ ス

b a s e p air くs h c D N A
，

C O m p le m e n t a r y D N A 三
C 3

，
C O m p l e m e n t c o m p o n e n t 3 ニ C 4

，
C O m p le m e n t c o m p o n e n t 4 i E D T A

，
et h yl e n e di a m i n et et r －

a a c eti c a cid ニ H －2
，

H i st o c o m p atibilit y 2 ニ k b
，

kil o b a s e くsl 三 m R N A
，

m e S S e n g e r R N A 三
p B R 32 2

，
a r e C O m b in a n t pl a s m id v e c t o r 三 S D S

，
S O di u m d o d e c y l s u lf a t e
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S a

． n g a

くB l Ol と C 4 低産 生 系 マ ウ ス くBl O － B Rl か ら 主 要 な

c 4 産 生部位 で あ る 肝臓 に お け る C 4 m R N A や核 内

R N A 中の C 4 特異 R N A の 定量 を行 な っ た ． さ ら に

肝 細胞に お け る C 4 遺伝子 の 転写活性 を比較 し ，
ま た

ァ ク チノ マ イ シ ン D くa c ti n o m y ci n D
，
A c t D l 処理 後の

初代肝印胞 を用 い て
，
C 4 m R N A 量の 経時的な 変化 を

測 定し た ． さ ら に
，

B lO ．B R マ ウ ス の 肝臓相 補 D N A

くC O m pl e m e n t a r y D N A
，

C D N A， ラ イ ブ ラ リ
ー

を作 製

し ，
C 4 低産生系マ ウ ス の C 4 c D N A を単離 し ，

そ の構

造 を解析 した ．

材料お よ び 方法

1 ． 材 料

ヒ ト肝癌由来 H e p G 2 培養細胞 株 は H ． R ， C olt e n 教

授 よ り ，
入 フ ァ

ー ジ 由来 H i s aji m a a r m は本 庶佑教授

よ り ，
マ ウ ス ア ル ブ ミ ン C D N A は S － M ．

T il g m a n 博士

よ り －
H －2

k
マ ウ ス の C 4 遺伝子 D N A は D － C －S h r e f ．

fl e r 教授そ れ ぞれ 供与 をう け た ■ 制限酵 素類 は宝酒造

原 料 と東洋紡 伏 附 か ら
，

アイ ソ ト
ー プ標識化 合物

は
，
ア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン 煉 尉 より ，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ

I 軋 サ ケ精子 D N A
， 酵母 R N A は ，

シ グ マ 社くセ ン

ト ル イ ス 市 ，
米国1 よ り ，

ウイ リ ヤ ム E 培 養液 は
，

F l o w L a b CI rv i n e
， 英 臥 よ り入 手 した ． 近交系 マ ウ ス

B l O と B l O ． B R は 三協 ラ ボ く静 剛 か ら得 た ■

工工 ．
ノ ザ ン プ ロ ッ ト

B l O マ ウ ス と B l O ． B R マ ウ ス の 雌 の 肝 臓 か ら

C hi r g w i n ら の 方法
l 町に 従 っ て全 R N A を抽出 した －

R N A は L eh r a c h らの フ ォ ル マ リ ン 法
1 2一

に よ っ て 電気

泳動 し
，

ニ トロ セ ル ロ ー ズ膜 に プ ロ ッ ト した ． プ ロ ー

プ と し て は ，
F M マ ウ ス C 4 c D N A くp F C 4 －5 ． 41

131
の

5
，

端 か ら得た1 ． 5 k il o b a s e くk bl の A v aI － E c o R I 断片

を ニ ッ ク トラ ン ス レ ー シ ョ ン 法
1 巾

で 標識 し て用い た 一

ハ イ プ リ グイ ゼ
ー シ ョ ン は 1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム

，

0 ． 2 ％ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン
，
0 ． 2 ％ － フ ィ コ

ー ル
，
0 ．2 ％

ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
，

50 m M ト リ ス 一 塩酸緩 衝 液

くp H 7 ． 41 ，
1 0 m M e th yl e n e d i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid

くE D T A l ，
0 ． 1 ％ s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e くS D Sl ，

1 0 0

JL gl m l 変性 サ ケ精子 D N A を含 む溶液 中で65
O

C で行

な っ た ． 反 応後 の ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ズ膜 は ，
1 5 m M 塩化

ナ ト リ ウ ム
，
1 ． 5 m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

，
0 － 1 ％

S D S 溶液 中で65
O

C ，
30 分間ず つ 3 回洗 い

， ，－70
0

C で

オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ ー を行 な っ た ■

王1I ． ド ッ ト プ ロ ッ ト

B lO マ ウス
，

B l O ．B R マ ウ ス の 雌 か ら M a r zl u ff ら

の 方法
1 引

に 従 っ て 肝臓核 を単離 し た ． 肝臓全 R N A の

抽 出は ，
ノ ザ ン プ ロ ッ ト法 の場合 と 同様 に 行 な っ た ．

抽出 した R N A を10 倍 量の 3M 塩化 ナ ト リ ウ ム
ー
0 ． 3

M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 希釈 し
，

ニ ト ロ セ ル

ロ
ー ズ膜上 に ス ポ ッ ト し た ■ 使用 し た プ ロ

ー ブ及 び反

応条件 は ノ ザ ン プ ロ ッ トと 同様で あ る ．

I V ． 核内転写 活 性の 測 定 くn u tl e a r 川 n － O m ア ッ セ

イI

B l O
，
B l O ．B R の マ ウ ス の 雌 の肝臓 か ら M a r zl u ff ら

の 方法
15I

に 従 っ て 核 を単離 した 後 ， 彼 らの 方法 に 従 っ

て 10 1 1 0
8

個の 核 を 70 m M 塩 化カ リ ウム
，
6 m M マ グ

ネ シ ウム
，

0 ． 5 m M ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 くad e n o si n e

t ri ph o s p h a t e
，
A T P l ，

0 ． 5 m M グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸

くg u a n o si n e t ri p h o s ph a t e
，
G T Pl ，

0 ．5 m M シ ト シ ン 三

リ ン 酸 くC y t O Si n e t ri ph o s ph a t e
，
C T P l ，

O L O l m M
3 2
P － ウ

リ ジ ン 三 リ ン 酸 くu rid i n e t ri p h o s p h a t e
，
U T P l の溶液

中で
，
2 5

ウ

C
，
3 0 分間反応 さ せ た ． 半量 の フ ェ ノ ー ル ．

ク ロ ロ フ ォ ル ム ーイ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル く25 ニ2 4 こい 混

合 液 を加 えて
，
6 5

0

C で 5 分間放置後10
，
0 0 0 X g ，

2 0 分

間遠心 し て R N A を抽出 した 一 拍 出 した R N A を ，

1 m l の セ フ ァ デ ッ ク ス G 朝 カ ラム で ゲ ル 濾過 し ， 遊

離 の ヌ ク レ オ チ ド を除い た ． C 4 c D N A
， 補 体第3 成分

cD N A くc o m pl e m e n t c o m p o n e n t 3 c D N A
，
C 3 c D N A l ，

組換 え体 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー くr e c o m b i n a n t pl a s m id

v e ct o r
， p B R 3 2 21 D N A を

，
1 0 J L g ずつ 0 － 4 N 水酸化 ナ

トリ ウ ム 溶 液中で 変性さ せ て
，

ニ ト ロ セ ル ロ ー ズ膜 に

ド ッ ト プ ロ ッ ト した － その ニ ト ロ セ ル ロ
ー ズ膜 を放 射

性標識 し た R N A と ，
5 0 ％ ホル ム ア ル ミ ド

，
0 ． 7 5 M 塩

化 ナ ト リ ウ ム
，

7 5 m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
，

0 ■ 1 ％

s D S
，
1 m M E D T A

，
1 0 m M ト リ ス p 塩酸緩衝液 くp H

7 ． 41 ，
2 FE gl m l 変性サ ケ精子 D N A を 含む溶 液 中で

52
0

C で1 2 時 間反応 させ た ． 反応後 の ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ズ

膜 を 0 ． 1 5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム
，
1 5 m M ク エ ン 酸ナ ト リ

ウ ム 0 ． 1 ％S D S 溶液中で52
0

C
，
3 0 分 間3 回洗 い

，
乾燥

した 後－70
0

C で オ
ー

ト ラ ジ オ グラ フ イ
ー を行 な っ た －

V ． 肝 細胞 の 初代培養

マ ウ ス 肝細胞 は
，

5 週令 の B l O マ ウ ス と B l O ． B R

マ ウス の 雌か ら B e r r y らの 方法
16，

に よ っ て得 た － トリ

バ ン プ ル ー 染色 に よ っ て ，
9 0 ％以 上 の 生存率 を示 す 細

胞 の み を実験 に 用 い た 一 肝細胞 は10 ％牛胎児血 清加 ウ

ィ リ ア ム E 培養液で0 ． 5 へ 1 ． O X l O
7

ノm l に 調整 し ，

1 0 0 m m 径 の シ ャ
ー レ 中で培善 し た ．

VI ． m R N A の 安定性 の 測 定

B lO マ ウス と B l O ． B R マ ウ ス か ら 採 取 し た 肝細 胞

は
，
5 ％C O 2 存在下 で37

0

C
，
1 2 時間培養 して ，

シ ャ
ー レ

底 に 付 着さ せ た ． つ い で 新 しい 培養液 に 交換 して24 時

間 培 養 し た ． そ の 後
，

培 養 液 を 除 い て 5 月 gノm l

A ct D
冊

を含 む新 し い 培養液 に 代 え て3 7
0

C で の培養 を



C 4 産生異 常の 分子 機構

続 け ，
そ の間 に 細胞 を継時的 に 採取 した ． 採取 した細

胞 は直 ち に
－

8 0
0

C に 凍結 し
，

2 日以 内に R N A の 分析

に 用 い た ． 全 R N A の 抽出と 分析は ノ ザ ン プ ロ ッ ト法

の項で 述 べ た 通 りの 如く に 行な っ た ． m R N A の 半減

期 を推定す る ため に
，

オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー の 結果

を 島津 二 重波長ス キ ャ ン ナ
ー

くC S － 9 0 00 型H 島津 ， 京

都1 で 分析 した ．

明I ．
B l O ． B R か ら の C 4 c D N A ク ロ

ー ン の 単離

B lO ． B R マ ウス の 肝臓 か ら 28S p o l y く朗
十

R N A を

分離 し
，
O k a y a m a ら の 法

1 9 1
に よ っ て c D N A ライ ブ

ラ リ
ー

を作製 した ． 方法の 詳細 は
，

F M マ ウ ス 肝臓か

らの C D N A ライ ブ ラ リ
ー

の 作製
2 0 j

で 記述 した通 り で

あ る ． 作 製 さ れ た c D N A ライ ブ ラ リ
ー

を p F C 4
－

5 ． 4 の1 ． 5 k b H i n d III 断片を ブロ
ー プ と し て 用 い て ス ク

リ
ー ニ ン グ した ． ス ク リ ー ニ ン グ の 方法 も既報

2の
の 通

りで あ る ．

h l
C 4 C 4

1 2 3 1 2 3

C 4 p r o b e

3 3

V7U ． B l O ． B R の C 4 c D N A ク ロ
ー ン の 延 長

よ り 長い C4 c D N A ク ロ ー ン を得る た め に e x te n si －

O n C D N A ラ イ ブ ラ リ
ー

を 作 製 し た ． B l O ．B R の

C 4 c D N A くク ロ
ー ン 4I の 3

，

端 か ら2 ． 6 k b の 位 置 に

あ る塩基 配列 に 相補的な17 ヌ ク レ オ チ ドを 合成 して プ

ライ マ
ー

と し て用 い
， 逆転写に よ っ て c D N A の 第

一

鎖 を合 成 した ． 2 重鎖 c D N A は ， ア マ シ ャ ム 製 の

C D N A 合成 シ ス テ ム キ ッ トを 用 い て
， 使 用説 明書 に

従 っ て 合成 し
， p G E M － 4 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ ．

5 x l O
4

個 の組換 え型ク ロ
ー

ン が得 られ た ． ス ク リ ー ニ

ン グ は p F C 4 － 5 ．4 の1 ． 5 k b A v aI － E c o R I 断片 をプ ロ ー

ブ と して用 い て行な っ た ．

1 X ． D N A の 塩基配 列の 決定

S a n g e r ら
21I

が 開発 し ，
M e s si n g に よ っ て改良 さ れ

た M 1 3 フ ァ
ー ジ を用 い た ジ デ オキ シ 法

22I
に よ っ て 行

な っ た ． 全 ての 配列 に 関 して
， 必ず両方向に つ い て決

c 4
h

c 4
l

1 2 3 1 2 3

疇 2 8 S － －

一 1 8 S －

A Jb u m i n p r o b e

F i g ． 1 ． N o r th e r n bl o t an al y si s o f t o t al R N A s i s ol a t e d f r o m th e li v e r s o f B l O

くC 4り a n d B l O ． B R くC 4う m i c e ． T w e n ty
－t W O m i c r o g r a m s く1 a n e ll ，

8 JL g く1 a n e 21 ，

a n d 2 JL g く1 a n e 3l o f t o t al R N A s i s ol a t e d f r o m B l O くC 4り a n d B l O ．B R くC 4り
m o u s e li v e r s w e r e p r o c e s s e d f o r N o rth e r n b l o tti n g ．

T h e filt e r w a s h yb ri di z e d

S u C C e S Si v el y wi th C 4 c D N A p r o b e くI efり a n d s e r u m a lb u mi n c D N A p r o b e

くri gh tJ ． M i g r a ti o n d i s t a n c e s of 2 8 S a n d 1 8 S ri b o s o m al R N A s w e r e i n d i c a t ed ．

N o t e th a t h y b ri di z a ti o n w ith C 4 p r o b e o f 2 jL g B l O R N A i s s t r o n g e r th a n th a t

O f 2 2 p g B l O ． B R R N A ．



3 4 S a
－

n g a

定 を行 な っ た ．

成 績

工 ． N u cl e a r r u 甘卜 O m ア ッ セ イ に よ る 転写活 性の 測

定

C 4 高屋 生系 B lO マ ウ ス と C4 低産生系 B l O ．B R マ

ウ ス の 肝臓 か ら抽出 した 全 R N A の ノ ザ ン プ ロ ッ ト の

結果 で は ， C 4 c D N A の量 は明 ら か に1 0 倍 の 差が み ら

れ た く図1
， 左側1 ． C 4 c D N A プ ロ

ー ブ で ハ イ プ リ ダイ

ゼ イ シ ョ ン を行な っ た 後の ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ズ 腰 を1 0 0

0

C の 1 0 m M ト リ ス 一 塩酸緩衝液 で 洗 い
， 次 い で ア ル

ブ ミ ン を cD N A プ ロ ー ブ と して ハ イ プ リ ダイ ゼ イ

シ ョ ン を行 な っ た 時 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

を 図

1
，
右側 に 示 した ． 血清ア ル ブ ミ ン は マ ウ ス 系統 間に

お い て発現量の 差が み られ な い の で
，

こ の実験 はイ ン

タ ー ナ ル コ ン ト ロ
ー ル と な る ． B l O マ ウ ス と B l O ． B －

R の 間に 差 は み ら れず本 ノ ザ ン プ ロ ッ ト実験 に お い て

ニ トロ セ ル ロ
ー ズ膜 へ の R N A の 移行 な どの 点で 技術

的欠陥が な い こ とが 示 さ れ た ． C 4 遺伝 子 の 肝細 胞 に

お け る 転 写 洒 性 を 比 較 す る た め B lO マ ウ ス と

B l O ．B R マ ウス の肝臓 か ら核 を単離 し
， 核転写活性 を

測定 した くn u cl e a r r u n
－

O n a S S a yl ． イ ン タ ー ナ ル コ ン

トロ
ー ル と し て

，
マ ウ ス 系統間で 発現量 に 差が 見 ら れ

c 4
h

c 4
l

Fi g ． 2 ． N u cl e a r t r a n s c ri p ti o n a s s a y f o r th e C 4

g e n e o f B l O くC 4
h

l a n d B l O ．B R くC 4り m i c e ．

N u cl e a r t r a n s c ri p ti o n くr u n － O n l a s s a y w ith
32
P －1 a b ell e d R N A i s ol a t e d f r o m n u cl ei o f th e

li v e r s o f B l O くC 4
h

l く1 e ftl a n d B l O ． B R くC4， m i c e

くri gh tl w e r e p e rf o r m e d ．

3
甲 －l a b e11 e d R N A s

く10 望p m l w e r e h yb ri di z e d t o n i tr o c ell ul o s e

filt e r s th a t c a r ri e d th e f oll o w i n g i m m o b ili z e d

pl a s m id D N A s こ 1 0 JL g O f C 4 －

C D N A くC 41 ，
1 0 JL g

O f C 3 －

C D N A くC3 H i n t e rn al c o n tr o ll ，
a n d l O JL g

O f p B R 3 2 2 pl a s m id D N A くp B Rl くn e g a ti a v e

C O n t r Olン，

な い C 3 に つ い て も測 定を 行な っ た ． ネ ガチ ブ コ ン ト

ロ
ー ル と して p B R 3 2 2 を プ ロ

ー プ と し て 用 い た 実験

も 行な っ た ． 図 2 に 示 した よ う に
，

C 4
h

マ ウ ス
，
C 4

1
マ

ウ ス の C 4 遺伝 子 ，
C 3 遺 伝子 の 転 写活 性は

， 両系統

の 間に 差 は み られ なか っ た ．

こ の 結果 を確 か め るた め に 肝細胞核か ら R N A を抽

出 し
，
含 まれ る C4 特 異 R N A を ド ッ ト プ ロ ッ ト に

よ っ て 定量 し て比 較 し た結果 は図 3 に示 し て あ る ． イ

ン タ ー ナ ル コ ン トロ
ー ル と し て

，
C 4 R N A を定量 し た

あ との ニ ト ロ セ ル ロ
ー ズ膜 を ，

1 00
0

C の 1 0 m M ト リ ス

塩酸緩衝液 くp H 7 ． 41 で洗 っ て C 4 c D N A プ ロ
ー ブ を除

き
，

つ い で血 清 ア ル ブ ミ ン CD N A ブ ロ
ー プ と ハ イ プ

リ ダイ ゼイ シ ョ ン を行 な っ て 得 た結果 を 図の 下半分 に

示 して あ る ． B l O マ ウ ス と B l O ． B R マ ウ ス で は
， 核内

の R N A 中に 含 ま れ る C4 特異 R N A に はせ い ぜ い 2

倍以 下の 差異 し か認 め ら れ な か っ た ．

一 方 ， 細胞 の 全

R N A 中 に 含 ま れ る C4 特 異 R N A の 量 は
，

ノ ザ ン プ

ロ ッ トの 結果 と 同様 に 10 倍 以 上 の ち が い が 認 め ら れ

た ．

I工 ． m R N A の 安定性 の 測 定

B lO マ ウ ス と B l O ． B R マ ウ ス の C 4 m R N A の 恒常状

態 に お け る レ ベ ル の 違 い が ， 両者の お け る m R N A の

安定性 の 差 に よ る可能性 を テ ス トす る た め に
， 両系統

の マ ウ ス の 肝 初 代 培 養 細 胞 を A c t D で 処 理 し て

R N A の 新 しい 合成 を停止 させ た後 ，
C 4 m R N A の 量

を継時的 に 測定 した ． 図4 くAl に 示 ず よ う に B l O ． B t

R マ ウ ス の C 4 m R N A が B l O よ り も 急速 に 減少 して

ゆ く こ と が わ か っ た ． 残 存 す る C4 m R N A 畳 を
，

A ct D 処理 後 の 時間に 対 して プ ロ ッ ト して 半減 期 を計

算 した と こ ろ
．

B l O ． B R で は13 時間 であ っ た の に対 し

て B l O で は
，

1 5 時間よ り はる か に 長 く ， 外挿 法で は

28 ． 5 時 間で あ っ た く図 4 く即1 ． イ ン タ ー ナ ル コ ン ト

ロ
ー ル と して 測定 した ア ル ブ ミ ン の m R N A の 安定性

に つ い て は ，
B l O と Bl O ． B R の 間で 差が 認 め ら れ な

か っ た ． 図 4 く別 に は 3 回の 実験 の 結果が ま と め て あ

る ．

王王I
． 異 常 な 挿 入 配 列 を 含 む B lO ． B R 由 来 の

C 4 c D N A の 分 離

B lO ． B R マ ウス の 不安定 な C 4 m R N A の 本体 を推定

す る た め に B l O ． B R マ ウス 肝臓 の 高分 子 m R N A か ら

C D N A ラ イ ブ ラ リ
ー

を作製 し
，

C 4 c D N A ク ロ
ー

ン を

分 離 した ． 約8 0
，
0 0 0個 の 独立 の クロ

ー

ンを p F C 4 ．5 ． 4 由来

の1 ．5 k b H i n d III 断片 をプ ロ
ー

プと して 検索 した ．

得 ら れ た2酎圃の ク ロ
ー ン の 内

，
ク ロ

ー ン 4 が 最長の

イ ン サ
ー

トく3 ． 4 k bI を も っ て い た ． こ の ク ロ
ー ン を制

限酵素地 図 を作 っ て 分析 した と こ ろ
，

こ れ まで 報告さ



C 4 産生異常の 分子 機構

れ た F M マ ウ ス や W 7 マ ウ ス の C 4 c D N A と
一 致 し

た f 塩基配列 の 相 同性 も高く
，
F M の C 4 c D N A

20，
と は

1 3 個 軌 W 7
23，

の C 4 c D N A と は15 個所 で置換が み られ

る だ け だ っ た ． さ ら に 長 い c D N A を得 る た め に
，

e x t e n si o n c D N A ライ ブラ リ
ー

を作 製 し
， p F C 4 －5 ．4 由

来 の1 ． 5 k b A v a トE c o R I 断片を プ ロ ー ブ と し て検索 し

た ． ラ イ ブラ リ
ー

に 含まれ る約50
，
0 0 0 個 の ク ロ

ー

ン か

ら 得ら れ た C4 c D N A の う ち
，

ク ロ
ー

ン 7 が 最長で あ

り
，
2 ． 1 k b の イ ン サ

ー

トを含 ん で い た ． ク ロ ー ン 7 の

3
，

側 の ヌ ク レ オ チ ド 配列約80 0 塩 基体 tb a s e p ai r
，

b pJ は ク ロ
ー ン 4 と 完 全 に 重 な っ て い た く図6 ユ． ク

ロ
ー ン 7 の制 限酵素地 図や

，
塩基配列の 大部分 は こ れ

ま で 報 告 さ れ て い る F M 卿
， W 7

23I

，
D B A J l 侠 発 表

C 4

仲gl l O

n u c l e a r

R N A

t ot al

R N A

A lb u m i n

3 5

デ
ー

タJ な どの 近交 系 マ ウ ス か ら得 ら れ た C 4 c D N A

の それ と
一

致 し た ． た だ ク ロ
ー

ン 7 に は約 200 b p の ユ

ニ ー

ク な塩基配列が 挿入 され てしユる こ とが 大 きな 相遠

点で あ っ た く図 7J ．

考 察

C4 高塵 生系 マ ウ ス くB lOJ と C4 低産 生 系 マ ウ ス

くB lO － B Rぅ の肝臓 か ら抽 出し た全 R N A 中 に 含ま れ る

C 4 特異 R N A の 量 に は
，
10 倍以上 の 差が 認め ら れ た ．

こ の よ う に 血 清 中 の C4 演 度 に 比 例 し て 特 異 の

m R N A の 量 に 羞 が み ら れ る こ と か ら
，

B l O と

B 肌 B R の C 4 塵生 畳の差 は翻訳以 前の 段階で 生 じて

い る事 は 明ら か で あ る ．

一 方
， 肝遊離核 を用 い た 転写

5 2 ■5 －．2 0 ．6 0 ．3

盛

Fi g ． 3
． D o t bl o t a n a l y si s of t o t a l R N A a n d n u cl e a r R N A i s ol a t e d f r o m th e

li v e r s o f C 4
h

a n d C 4
1

mi c e ． T o t a l R N A a n d n u cl e a r R N A w e r e p u rifi e d f r o m
f r e s h li v e r くt o t a l R N A J a n d i s o l a t e d li v e r n u cl ei くn u cl e a r R N A J b y th e

g u a n id i n e i s o th i o c y a n a t e m e th o d
llI

■ T o m i n i m i z e th e c o n t a mi n a ti o n o f
C y t O pl a s m i c R N A

，
1i v e r n u cl e i w e r e p r e p a r e d b y c e n t rif u g a ti o n o n th e 2 ，O M

S u C r O S e c u sh i o n ． V a ri o u s a m o u n t s o f t o t a l R N A
，

n u Cl e a r R N A a n d t R N A
くn e g a ti v e c o n t r o り w e r e s p o tt ed o n ni t r o

．

c ell ul o s e filt e r ． T h e s a m e filt e r w a s
h y b ri di z e d wi th C 4 c D N A p r o b e く 廟 r P a n eの a n d

，
a ft e r th e C 4 c D N A p r o b e

W a S W a Sh e d o ff
，

r e u S e d f o r h y b rid i z a ti o n wi th m o u s e s e r u m a lb u m i n c D N A
p r o b e U o LL ．e 7

J

P a n eD ．
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S か n g a

くA I

c 4
h
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0

貫
首
u

羞
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Ti m e くhI

0

言

芯
u
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正
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h
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C

C

■
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一 C 4
欄 2 8 S

疇 1 8 S

Al b u m i n

0 5 1 0 1 5

T i m eくい

Fi g ． 4 ．
D e t e r m i n a ti o n o f t h e st a b ilit y of C 4 m R N A i n h e p a t o c y t e p r l m a r y

c ul t u r e o f B l O くC 4り a n d B l O ． B R くC 4り m o u s e s tr a i n s ． くAI T o t a l R N A s w e r e

i s ol a t e d f r o m A c t D －t r e a t e d h e p a t o c y t e s o f C 4 －h i gh くB l Ol a n d C 4 －l o w くB l O ．
B RI

s t r a i n s a n d p r o c e s s e d f o r N o r th e r n b l o tti n g ． F i v e m i c r o g r a m s R N A f r o m B l O

a n d 1 0 p g R N A f r o m B l O ． B R w e r e u s e d f o r th e el e ct r o ph o r e si s ． A r a bi c

n u m e r al s i n di c a t e th e l e n gt h o f ti m e くh o u r， of A c t D t r e a t m e n t ． T h e fil t e r w a s

h y b rid i z e d w it h C 4 c D N A p r o b e a n d s e r u m alb u m i n c D N A p r o b e ．
M i g r a ti o n

d i st a n c e s o f 2 8 S a n d 1 8 S rib o s o m al R N A s w e r e i n d i c a t e d ．
T h e C 4 R N A w a s

s h o w n a s t w o b a n d s b e c a u s e o f th e d i s pl a c e m e n t b y a b u n d a n t 2 8 S rib o s o m al

R N A p r e s e n t i n th e R N A p r e p a r a t o n S ． くB， S e m i －l o g a rith m i c pl o t o f r e sid u a l

c 4 m R N A a n d s e r u m al b u m i n a ft e r A ct D t r e a t m e n t － T h e R N A s w e r e

q u a n tit a t e d b y d e n sit o m e t ri c s c a n n i n g o f a u t o r a di o g r a m sh o w n i n F i g ．4 A a n d

th e r el a ti v e a m o u n t s o f m R N A s w e r e pl o tt ed a g ai n st ti m e a ft e r A c t D

i n h ib iti o n ． Cl o s e d ci r cl e s c o n n e c t e d w ith a d a s h e d li n e i n di c a t e R N A s f r o m

B l O h e p a t o c y t e s a n d cl o s e d t ri a n gl e s c o n n e Ct e d w ith a s o li d li n e i n di c a t e R N A s

f r o m B l O ． B R h e p a t o c yt e s ．



C 4 産生異常の 分子機構

活性に つ い て は
，
B l O と B l O

．
B R の 間 に 有意な 差は認

め ら れ な か っ た ■ また肝臓 の核 内 R N A 中の C 4 特異

R N A の 定量 の 結果 で も B lO と B l O
． B R の 間の 適 い

は
，

2 倍以 内であ っ た ． こ れ らの 結 果か ら
，

マ ウ ス 血

清中の C 4 産生 壁が C 4 遺伝子 の 転 写活性の 大き な適

い に基づ く の で は な く ， 転写後 の調 節の 適い が 主 た る

37

原因で ある こ とが 明 らか に な っ た ． マ ウ ス C 4 の 転写

は
， 転写開始点 から 5

，

上 流約 40 0b p の 領域 に よ っ て

調節さ れ て い る こ と が 報告 され て い る
13 囲 靭

． B l O ． B R

か ら分離 し た C 4 遺 伝子 の 5
，

上流領域の 転写活性 は

C 4 高度系 の F M マ ウ ス の C 4 遺伝子 に 比 べ て 決 して

低く は な い こ とが わ か っ て お り
狗

， 本研究 の 結論 を支

ぱ r

Ct ． 4

十

A H 血 川l 平 日加 刷 H う p st l

J p ，u ll T A v a l マ E c o R I

ト． 王

Fi g ． 5 ． R e s t ri c ti o n m a p of C 4 c D N A cl o n e s i s ol a t e d f r o m th e c D N A lib r a r y of
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S a

－

n g a

持 して い る ．

B l O ． B R の C 4 遺伝子 は
，

C 4 の 主た る産生臓器 で

あ る肝臓で は
，

B l O に 負け ない 位清発 に 転写 さ れて い

る こ とが 示 され た が B lO ． B R マ ウ ス の 肝細 胞 中で は

c 4 m R N A は著 しく不安定で
，
急速 に 分解 され る こ と

が 図 4 に 示 した実験 に よ っ て 明 らか とな っ た 一 ヒ ス ト

ン 遺伝子
27，

， C
－ m y C 遺伝子

281
の 発現や

，
成長 ホ ル モ ン

，

リ ン ホ カイ ン の 誘導
2 潮

が m R N A の安 定性 を介 し て

調節 され て い る と 考え ら れ て い る が
，
補体遺伝子 の 産

生に つ い て も 同様 の 調節 が行 な わ れ る こ と が
，

本研究

に よ っ て 初 めて 示 され た こ と に な る ．

B l O ． B R の 肝 c D N A ライ ブ ラ リ
ー か ら は 明 ら か に

異常 な挿 入配列 を 含む C4 c D N A が分離 さ れ た － こ の

挿入 配列 の 前半部 騰 基番号 106 － 2 321 は
，

B 2 反復配

那
1，
と 相同性が あ り ，

そ れ に ポ リ A 配列が 続 き
，
そ の

後 に 明 ら か に C4 遺伝子 の イ ン ト ロ ン 由来 と思 われ る
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Fi g ． 7 ．

N u cl e o tid e s e q u e n c e o f P v u II － E c o R I sit e s o f C 4 c D N A o f B l O ． B R m o u s e

くC 4う． T h e n u cl e o tid e s e q u e n c e o f th e P v u II － E c o R I f r a g m e n t a s i n d i c a t e d i n

F i g ．5 w a s d e t e r m i n e d a n d c o m p a r e d w ith th e s e q u e n c e s o f th e c o r r e s p o n d i n g

p a rt of C 4 c D N A s f r o m D B A 1 1 くC 4
b

，
C 4り－，

F M くC 4
h

，
C 4

m

l a n d B l O ．
W R くC 4

h

，

c 4
W

り． A s f o r th e s e q u e n c e s o f th e s e C 4
h

st r ai n s
，

O n l y th e n u cl e o tid e s diff e r e n t

f r o m C 4
1

s e q u e n c e a r e sh o w n － D a sh e d li n e i n di c a t e s a n id e n ti c a l p o siti o n a n d

a s t e ri s k i n di c a t e s th e d el e ti o n i n t r o d u c e d i n t o th e s e q u e n c e s t O m a X i m i z e th e

h o m ol o g y w it h th e C 4
1

s e q u e n c e ．



C 4 産 生異常の 分子機 構

配 列 が 存在 す る ． 挿 入 配 列 の 前端 は A G
， 後 端 は

G T で あ っ て
，

ス プ ライ シ ン グ さ れ ずに 残 っ た配列 と

思わ れ る ． い ず れ に せ よ こ の 異常 挿入 配列 を も つ

C 4 m R N A に は
， 終止 配列 が 何箇 所 に も 出現 して お

り ，
こ の よ う な m R N A か ら C 4 蛋 白前駆 体 くp r o

－

C 41 が 翻訳さ れ る こ と は な い と思 わ れ る ． B l O ．B R マ

ウ ス の 血清中 に 存在す る少量の C4 は補体活性 を も つ

正 常 の 補体蛋白
乃

で あり
，

こ の 異常 m R N A に よ っ て

コ
ー ド され た もの で あ る可能性 は な い ． た だ し本研究

で は
，

こ れ ま で B lO ． B R の 肝 c D N A に 含 ま れ る

C 4 c D N A の 内
，
異 常挿 入配列 をも た ない

， 活性 を も つ

蛋 白に 対応す る c D N A ク ロ ー ン は
， 同定さ れ て い な

い
． 従 っ て 異常な c D N A と 正 常な C 4 c D N A と の比率

も不明の ま まで あ る ． また こ の 研究 で 同定さ れ た ， ま

た こ の 異常 C4 m R N A が 実際に不安 定性 な も の であ る

確率 は高 い が 確証 は ない ． こ れ ら の 問題 を解決 す る た

め に
，

B l O ． B R の C4 m R N A 分析 を進 め てい る ．

結 論

1 ． C 4 の 高発現系 くC 4り マ ウ ス B l O と
， 低発現 系

くC41 の マ ウス B l O
．B R の 肝臓か ら

，
全 R N A を抽出

し
，
C 4 m R N A を定量 し た と こ ろ

，
C 4

h
マ ウ ス の肝臓 に

はC 4
1
に 比べ て10 倍 以上 の 多量 の C 4 m R N A が 含ま れ

て い た ．

一 方
，
B l O マ ウス と Bl O ． B R マ ウ ス の 肝細胞

遊離核 を用 い て 転写活性を比較 し た と こ ろ
， 有意 の 差

は認 め られ な か っ た ． ま た B l O マ ウ ス の 肝 臓 か ら 核

内 R N A を抽 出し
， 核内 C4 特異 R N A を定量 し たが

前者 に 僅か に 多い だ けで あ っ た ．

2 ． B l O マ ウ ス と B l O ．B R マ ウ ス か ら 分離 し た初代

肝細胞培養 を用 い て C4 m R N A の 安定性 を比較 し た ，

そ の 結果
，
B l O ．B R マ ウ ス の C 4 m R N A は B l O マ ウ ス

の C 4 m R N A よ り も 明ら か に 不 安定 で あ っ た ．

3 ． B lO
． B R マ ウ ス の 肝臓 c D N A ライ ブ ラ リ ー か ら

C 4 c D N A 単離 した と こ ろ イ ン ト ロ ン 由来と思 われ る

異 常挿入 配列 をも つ ク ロ
ー ン が検 出され た ． こ れ らの

実験成績か ら
，
C 4 低産 生系の B lO

．
B R マ ウ ス の C 4

遺伝子 の 発現が低 下 して い る の は
， 転写能力 が低 い た

め で はな く
， 転写以 降翻 訳以 前 の ス テ ッ プ で の 異常 に

よ る こ とが 明ら か と な っ た ．
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