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A T M 遺伝子群 の 発現 と機能解析

- トリ A T M
,

F R P 遺伝子 の 組織別 , 発生段 階別発現量 の 解析及びトリ A T M 遺伝子 の

ノ ッ ク ア ウ ト細胞 で の テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 の 測定 -

金沢大学医学部医学科外科学 第 一 講 座 ( 主任 : 渡辺 洋字教授)

金沢 大学が ん研究所細胞制御研 究部 門相月包分子病態研 究分野 (主任 : U｣ 本 健
一

教授)

加 藤 秀 明

毛細血 管拡張性小脳失調症 (a ta xi a -t el a n gi e ct a si a) は
, 原発性 免疫 不全症 に 分煙 され る 常染色体劣性遺伝病で あり,

そ の

臨床症状 は 神経症状
,

免疫不 全
,

高発桶性 , 剤朋包の 放 射線感受性, 早期 老化な ど多岐 に わ た る .
こ の 原 因遺伝子a t m (a t a x i a

-

t el a n gi e c ta si a m u t at e d) は , 細胞 内情報伝達経 路 に お い てP5 3 の 上 流 に存在 し
,

多様 な 役割を担う こ と が 今まで に わ か っ て い

る . ま た , a i m b
I

コ
ー

ドする 蛋白質,
A T M は フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト

ー ル 3 キ ナ ー ゼ b h o s ph a tid yl i n o sit o1 3 -k i n a s e) フ ァ ミ

リ
ー

に 属 し,
F R P (F K B P - r a p a m y Ci n a s s o ci a te d p r o te in ) 遺伝子等

,
類縁遺伝子 は D N A 修復, 細胞 周期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト

,
減 数

分裂 の 制御 に 関係 して い る . 本研 究で は
,

そ の a t m
, 動 の 発現 量及び機 能に つ い て 解析 した , トリ 精巣由 来c D N A ラ イ ブ ラ 1)

- か ら 各因子を コ
ー ドす る c D N A (a t m 6 0 3 b p , 如 513 b p) を分離 L , 構造決定 を行 っ た後, 決定 した 塩基配列 に基 づ き トリ の

各組織 にお け る発現量 を ノ M

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で解析 し た . a t m T は脳(b r ai n) に
, 顔 で は 脳,心臓(h e a rt) ,

精巣 (t e s ti s) で発現 が確 認さ れ た . また
,

ニ ワ トリ 産卵 5
,
7

,
9

,
1 1 日 ヒ= ニお ける a t m

, 卵 の 発 生段 階別発現量 に つ き同様 に ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ り ダ イ ゼ ー

シ ョ ン で 解析 し た結 果 ,
融 加 で は 7 日 目 に

, 頗 で は 5 日 目 に 強 い 発現 が み ら れ た . ま た
,

A T M およ び F R P 遺伝子 を
,

トリ B リ ン パ 球細胞 株D T 4 0 細胞 で ノ ッ ク ア ウ ト した が
,

F R P ノ ッ ク ア ウ ト 馴包は
,

ホ モ の 段 階

で 作成 不可 能 で あ っ た .
こ れ は

,
F R P 遺伝 子の 欠 除が 胚細胞致死 ( e m b ry o n i c l e th al) で ある 町能性が 示 唆さ れ た ･ 作 成 し た

A T M ノ ッ ク ア ウ ト細胞 は
,

野 生 型D T4 0 馴包と 比較 して剃朋包増 殖速度の 低下 を認め る と 共 に, 有意 に テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性が 増

加 して い た .
以 上 の 結 果よ り, トリ αわ刀 お よ び その 相同遺伝子ノゆ は発生 の 初期段 階 より発現 し

,
主 に脳 に強く 発現す る こ と

は こ の 遺 伝子 群と 小脳失調 な どの 神経変性 と の 関連 が 示唆 さ れ
,

また
,

その 発現 に 関 して は そ れ ぞ れ 異 な っ た調節をう け る も

の と 考え られ た . さ ら に
,

A T M 遺伝子の 機能 と して
,

細胞の 癌化 と関連す る テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性を抑制す る可 能性 が 示唆 さ れ

た .

Ⅸe y w o r d s at a xi a -t ela n gi e c t a si a
,

at a Xi a -t el a n gi e ct a si a m u t at e d
, p h o s p h atid yl i n o sit ol - 3 k i n a s e

,

F K B F r a p a m y cl n a S S O Ci at e d p r ot ei n
,
t el o m e r a s e a cti vit y

毛細血管拡張性小 脳失調症 ( at a xi a
-t el a n gi e ct a si a

, 叩
1)2) は

,

多彩 な症状 を里 す る常染色 体劣性 遺伝病 で ある が , ホ モ 接 合,

ヘ テ ロ 凄合 に 共通 して 癌家族歴
,

特 に乳癌の 確患頻度 が 高い こ

と が 知 ら れ て い る
3) 4)

.
ヘ テ ロ接 合 の 保 因者で は 免疫 不 全症状

が ない にもか か わ ら ず乳癌の 発生 率 は正 常女性 の 約5 倍 に もお

よ び
5)

,
A T 遺伝子 異常 の 全乳癌患者 に対す る 関与は7 % 以 上 と

報告 さ れ て い る . そ れ ゆ え
,

そ の 原 因遺 伝 子 αわ明 ( a t a x i か

t el a n gi e ct a si a m u t a t e d) が 発癌機構 に密接 に 関与 し て い る こ と

が 示唆 さ れ
,

S a vit s k y ら
6)7)

の グル
ー

プ に より1 99 5 年 ,
ポ ジ シ

ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ b o siti o n al cl o ni n g) によ っ て 同定 され た こ

と は
, 今後 の 乳癌 をは じめ と する 腫瘍の 原 因,

病態角開削二お い

て大 きな進歩 で あ っ た と言える . そ れ 以 来,
こ の 多機能遺伝子

に関する 研究が 数 多く報告 さ れ て い る .

癌抑 制遺伝了･

と し て 知 ら れ るp 5 3 遺伝-f
･ は

, 放射線 D N A 障

害や 痛遺伝 子産物 な ど によ る ス ト レ ス で
, 細胞 周期停止ヤ ア ポ

ト
ー

シ ス (a p o p t o si s) を引き起 こ す が ,
A T M 遺伝子は そ の 柳川包

内情報伝 達系 で p 53 遺伝 子の 上 流 に 存在 し
, 選択 的 に p5 3 遺伝

子･

を 活性 化す る働 きが ある こ と が わ か っ て い る
即∈))

. 今車l 我 々

は , そ の A T M 遺伝 子の 発現量 お よ び機能 を解析す る こ と を臼

的と して 実験 を行 っ た . 機能解 析を進 め る 上 で A T M 遺伝 子の

細胞 レ ベ ル で の ノ ッ ク ア ウ トを行うに あた り
,

当教室 で は 高頻

度で相 同D N A 遺伝子組 み換 えを お こ す細胞 ( ト リB 7) ン パ 球細

胞株 D T 4 0 細胞
川)
) を使 用す る計 画で あ っ た の で , まず , 未 だ

知 ら れ て い な か っ た ト
1
) で の A T M

,
F R P (F K B P - r a p a m y Ci n
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A T M 遺伝子群 の 発現 と機能解析

a s s o ci a te d p r o tei n) 遺伝子の ク ロ
ー ニ ン グを行 っ た . また

, A T

患者由来の 細胞で は テ ロ メ ア (tel o m e r e) に 関係す る染色体異常

が以前 よ り 知ら れ て お り11)
, 我 々 は こ の 点 に つ い て も機能解析

を進め た .

材 料お よ び方法

Ⅰ .
c D N A ラ イ ブラ リ

ー

の作 成

雄成鶏 ( ニ ノ ッ ク ス
,

金 沢) か ら摘 出 し た精 巣を組 織変性溶

液(4M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ン 酸
,
2 5 m M ク エ ン醸 ナ トリ ウ ム

,

0ユM
′
ラー メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

,
0 ･5 % サ ル コ シ ル) に て溶解 し,

小切 片に分 断後, 迅速 に テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ ー

( ヤ マ ト科学,

東京) に て ホ モ ジ ナ イ ズ し た . 溶解 液 は 液体窒素 (宇野 酸素,

金沢) にて 速や か に凍結後, - 8 0 ℃ で 保存 した . ホ モ ジ ナ イ ズ

し た ト リ 精 巣 溶 解 液 1 0 m l を フ タ つ き 遠 心 管 (C o r n i n g ,

N e w Y o rk
,
U S A ) に分注 し

,
2 M 酢酸 ナ トリ ウ ム (p H 4 .0) を加え

て振坦後 , 平衡 化酸性 フ ェ ノ ー ル
,

ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル

ア ル コ ー ル 溶 液 (98 : 2) を加え て 混合 し
,

氷 上で1 5 分放 置し

た . 低温遠心 機 ( ト ミ
ー

精 工
, 東京) を用い て

,
4 ℃

,
3

,
0 0 0 fj!1

転/ 分(r o ta ti o n p e r m i n u t e
,
r p m ) の もと で 20 分間遠心 し, R N A

を含む 氷層 を回収 した .
こ れ にイ ソ プ ロ ピル ア ル コ

ー ル を 加え

て
,

1 0 分間放置後, 4 ℃ , 3 ,0 0 0 r p m で1 0 分間遠心 し, 沈澱 した

R N A に組 織変性 溶液 を加 えた 後,
エ タ ノ ー ル 沈澱を 行 っ た .

得ら れ た 仝R N A は
,

2 6 0 n m にお ける吸 光度 を測定 し
,

1 0 D を

40 FL g/ m l と し て R N A 濃 度を 測定 し た . 仝R N A l m g か ら
,

01ig o t e x
- d T 30 s u p e r ( 宝酒造, 草津) を用い て ポリ A

十

R N A 2 0

/1 g を分離 し た . そ の うち ポ リ A
+

R N A 5 /j g か らZ A P -

C D N A

S y n th e si s キ ッ ト (S t r a t a g e n e
,
L a J oll a

,
U S A) を用い て トリ 精巣

cりN A ライ ブ ラリ
ー

を作成 した .

Ⅰ . シ
ー

クエ ン ス

ヒ トお よ び酵母の αわ乃
, 如 の ホ モ ロ ジ ー 解析 によ り両生 物間

で保存度 の 高 い 領域を選定 し , 当該 ア ミ ノ 酸配列 に対応する ヒ

トc D N A の ヌ ク レ オ チ ド配列 に基づ い て P C R 川デ ジ ュ ネ レ ー ト

プ ライ マ
ー

( エ ス ペ ッ ク オリ ゴ サ
ー

ビ ス
, 筑 波) を 設定 し た .

A T M プ ラ イ マ
M は ヒ ト c D N A の 塩 基 番 号8 1 8 8 - 8 2 0 7 (5

'
-

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

) と 8 7 7 1 - 8 7 9 0 (5
'

-

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

) に
,

F R P プ ラ イ マ
ー

は 69 7 9-

69 9 8 (5
'

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

) と 7 4 7 2- 7 4 9 1 (5
'
-

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

) に 対応す る . 先に 唯備 し た ト

リ c D N A ラ イ ブ ラ
1
)

-

を 用 い て P C R を 行 っ た . P C R 反

D N A サ ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

(宝椚造) を 川い て
,

熱 変竹せ 9 5 ℃ ,

3 0 秒間,
ア ニ ー リ ン グを50 ℃

,
3 0 秒間 ,

D N A の 伸長 を7 2 ℃
,

1 分間と し
,

こ れを1 サ イ ク ル と して 3 0 サ イ ク ル 行 っ た . 坤川高

さ れ た D N A 断片 をp Bl u e s c ri p t K S (-) ベ ク タ ー (東洋紡, 人阪) に

ク ロ
ー ン 化 し

, 得ら れ た 組み 替え プ ラ ス ミ ドを分離 して旛 基配

列を決定 し た結 果,
a t m

, ノ痺 は対応す る ヒ トc D N A 領域 と それ

ぞ れ 9 6 %
,

9 7 .2 % の 相 同性 を 示 し た こ と か ら ト リ A T M
,

F R P c D N A の 部 分配列 と判定 さ れ た .

】肛. ノ ー ザン プロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ
嶋

シ ョ ン

各プ ラス ミ ドを大量精製後制限酵素消化 し
,

ベ ク タ ー

か ら切

り出 さ れ た 挿 入 c D N A 配 列 を1 % ア ガ ロ
ー ス 電 気 泳 動 し

,

Ultr a Cl e an (M o Bi o L d b o r at o ri e s
,
S ol a n a B e a c h

,
U S A) を用い て

精製
, 分離 し

,
P ri m e

-It II ラ ベ 1
) ン グキ ッ ト (S t r a t a g e n e) を用

い て
,

プ ロ ー ブ 標品を作 成 した .

トリ各組織 , すな わち脳 (b r ai n) , 心臓 (h e a r t) , 肺 (l u n g) ,

11 7

肝臓 Gi v e r) , 刷蔵 (p a n c r e a s) ,
精巣 (te s tis) , 腎臓 (kid n e y) よ

り 前記 の よう に抽 出 した ポ リ A
十

R N A 6 .6 /ノ g を5 0 % ホ ル ム ア

ミ ド(和光純薬 , 大 阪) と17 .5 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (和光純薬)

と な る よ う に し て
,

6 5 ℃ で1 0 分 間変性 を 行 っ た . 引 き続 き,

2 .2 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ド加1 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を用 い て
, 泳動

綬衝液 [0 .2 M 3 - N - モ リ ホリ ノ ー プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸,
5 0 皿 M 酢酸

ナ トリ ウ ム b H 7 .0) ,
1 0 m M E D I A b H 8 .0)] 中 , 定電圧55 ボ ル

ト に て 電 気 泳 動 し た 後 ,
ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ

ー

( H y b o n d - N + n yl o n m e m b r a n e
,
A 皿 e r S h a m

,
G r e e n w i c h

,
U S A) に

転写 し た
.

メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を0 .0 5 N 水酸化ナ トリ ウ ム 溶

液 に5 分間浸 した 後,
2 ×S S C [0 .3 M 塩 化ナ トリ ウ ム

,
0 .0 3 M

ク エ ン 醸三 ナ トリ ウ ム ニ 水和物] 溶液中で 6 0 秒間振塗 して ア

ル カリ 固定 を行 っ た 後, 紫外線(u ltr a vi ol et
,
U V ) ク ロ ス リ ン カ ー

(S t r a t a g e n e) を用 い て R N A を メ ン ブラ ン に 固定 した . メ ン ブ ラ

ン を プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 韓衝液 [5 × SS C
,
5 0 % ホ ル ム

ア ミ ド
,
5 × デ ン ハ ル ト 溶液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

,

0 .1 % ウ シ血清 ア )L / ブ ミ ン
,
0 .1 % フ ィ コ

ー ル) ,
0 .5 % S D S

,
1 m

g / 変性サ ケ精子 D N A] 中で2 時間
,

4 2 ℃で プ レ ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン した
. そ の 後,

:!2

p で 標識 し た α加官 プ ロ ー ブ [6 0 3 塩

基対(b a s e p ai r s
,
b p)] を最終濃度が 1 n g/ m l と な る よう に ハ イ

プ リ バ ッ グ ( コ ス モ バ イ オ , 東京) 内 に加え,
4 2 ℃ で振 塗させ

な が ら16 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た .
ハ イ プリ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン彼 の メ ン ブ ラ ン を6 5 ℃ の 2 ×S S C 溶液中で 15 分

間2 回,
0 .5 ×S S C 溶 液中で1 5 分間2 回洗 浄を行い

, - 8 0 ℃ で

オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ
ー

を行い
,

バ イ オイ メ ー

ジア ナ ラ イ ザ
ー

(B A S l O O O) (富士 フ イ ル ム
, 浜松) を朋 い て

,
プ ロ ー ブの 放射活

性 を測定 し た . 使用 し た メ ン ブ ラ ン は 0 . 5 % S D S 中で
,

9 5 ℃
,

1 0 分 間振 漁後, 再 び10 分間, 室温で 滅菌 蒸留 水中 に浸す こ と

に よ 8
'

) 再 ハ イ プ 1) ダイ ゼ イ シ ョ ン (r e h y b rid i z a ti o n) に用 い た .

すな わ ち
,

こ の 同 じ メ ン ブ ラ ン を用い てカ少プ ロ
ー

ブ (5 1 3 b p) ,

コ ン ト ロ
ー ル と し ての

′
ゴー ア ク テ ン プ ロ ー ブ (4 8 6 b p) で

, 再度 ノ

R i n a s e d o m ai m - ヰ
ÅT M

p
ro b e

†B †Ⅹ. †Ⅹ †B

N e o m y ci n

†B †Ⅹh ｡

H istidi n ol

†B †Ⅹ
- †Ⅹh B

4 kb p

F i g .1 . T h e p a r ti al r e s tri c ti o n m a p of th e ch i c k e n A T M g e n o m i c

l o c u s s u r r o u n di n g e x o n s w h i ch e n c o d e th e P I 3 -ki n a s e d o m ai n .

(A ) T h e w il d -t y p e r e St ri c ti o n m a p . T h e n u cl e o ti d e l e n gth

b et w e e n th e t w o B a m H I sit e s w a s 6 k b p . (B ) T h e n e o m y ci n

ta r g e te d ÅT M g e n o m i c l o c u s ,
T h e cl o s e d sq u ar e in di c a te s th e

n e o m y ci n g e n e (2 k b p) . T h e n u cl e o tid e l e n g th b e t w e e n th e

B a m H I a n d X h oI sit e s w a s 4 k b p . (C) T h e g e n o m i c l o c u s o f

A T M t a r g e t e d b y pl a ci n g th e h i sti di n o l g e n e . T h e cl o s e d

S q u a r e i n di c a t e s h i stidi n ol g e n e (2 k b p) . T h e n u cl e o ti d e l e n g th

b et w e e n th e B a m H I a n d X h oI sit e s w a s 4 k b p . B
,
B a m H I; K

,

埠 乃Ⅰ; Ⅹ
,
g わαⅠ; Ⅹも

,
j 肋βⅠ;二炬1B

,
助 βⅠ 弧 d 助 椚月Ⅰ.



1 1 8 加

ー

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ た
. さ ら に

,
ト

リ 産卵5
,
7

,
9

,
1 1 日 の 各仝卵 か ら 得ら れ た ポ リA + R N A 3 .5 /∠

g を 朋い
,

α れ 如 , ′
9 - ア ク チ ン に つ い て ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ

イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .

Ⅳ . タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グベ ク タ

ー の 調製

精製 した ト リ a t m c D N A (60 3 b p) を鋳型と し て トリ 肝臓 ゲ ノ

ム ライ ブ ラ1) -

(S t r at a g e n e) を ス ク1)
-

ニ ン グ し
,

塩基配列を

決定 し た . 制 限酵 素処理 にて キナ
ー

ゼ ド メ イ ン を含む 部位の 制

限酵 素地 図を 作成 し
,

エ ク ソ ン57 フうーら59 まで の お よ そ 2kb p に

わ た る 領域 に ネ オ マ イシ ン (Gib c o
,
R o c k vill e

,
U S A) ,

お よ び ヒ

ス チ ジ ノ ー ル (Si g m a
,
S t .L o ui s

,
U S A) 各薬剤 耐性 遺伝子を そ れ

ぞれ 挿 入 して トリ αわ,7 ノ ッ ク ア ウ ト遺伝 子を2 種類 構 築 し た

(開1) .
ノ ッ ク ア ウ ト遺伝子 は

, p B l u e s c l
･

i p tK S ( -) ベ ク タ
ー

に ク

ロ ー ン 化 し･大量精製後,
形質転摸 に侍用 した .

同様 に如 c D N A (5 1 3 b p) を鋳型と して ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ 1)
-

を

ス ク リ ー

ニ ン グ し
,

制限酵素処理 に て キナ ー ゼ ドメ イ ン を含む

部位 の 制限酵素 地図 を作成 ,
お よ そ 3kb p に わ た る 領域 に

,
ネ

オ マ イ シ ン
, お よ び ヒ ス チ ジ ノ

ー ル 各薬剤耐性遺伝 子 を挿 入 し
,

トリ 頗 ノ ッ ク ア ウ ト遺伝子を2 種類構築 した (岡2) .

V . D T 4 0 細胞の 培養お よびD N A 形質転換

ノ ッ ク ア ウ ト標的細胞 は
, 相同 D N A 遺伝子観 み 換 え を高率

に お こ す こ と で 知 ら れ る トリ B リ ン パ 球細胞株 D T 4 0 細 胞 (京

都大学 医学研 究科 バ イ エ ル 寄付 講座分子免疫 ア レ ル ギ
ー 学教室

より供与) を使 用 した ∴ 細胞 は
,
細胞培養液中(R P M I 1 6 4 0 培地 ,

1 0 ~
5
M

′
ラ ー メ ル カ プト エ タ ノ ー ル

, 1 0 % ウ シ 胎仔 血 清,
1 %

トリ血清
,
抗 生剤 と し て ペ ニ シリ ン と ス ト レ プ ト マ イ シ ン を加

えた) で
t

3 9 .5 ℃
,

5 % C O 2 の も と で培養 を行 っ た 1 × 1 0
7

個 の

D T 4 0 細胞 を遠 心 後 1) ン 酸 硬 衝 溶液 (p H 7 . 4) ( P h o s p h a t e
-

b u 鮎 r e d s ali n e
,
P B S) に て洗浄 し

,
0 .5 m l P B S に溶解 した . 先の

ノ ッ ク ア ウ ト遺伝 子 を25 ～ 3 0
′
" g 加え

,
氷 上1 0 分 静置後 ジ

ー

ン パ ル サ
ー 発生装 置( Bi o

- R ad
,
H e r c ul e s

,
U S A) に て , 5 50 ボ ル ト ,

E i n a s e d o m a 由 一 ｣ ト 陀 P p rob e

十
Ⅹ
十

s a

十
R

十
s

十
Ⅹ

N e o m y c l n

1 2 kb p

Ei stidit1 0 】

S a 十
E

十
Ⅹ

十
R

十
s

†
Ⅹ

く
___

-- ･ ･ >
7 k b p

F ig .2 . T h e p a rti al r e st ri c ti o n m a p o f th e c hi c k e n F R P g e n o mi c

l o c u s s u r r o u n d i n g e x o n s w hi ch e n c o d e th e P I3 - ki n a s e d o m ai n ･

( A) T h e w il d ･ty p e r e S t ri c ti o n m a p .
T h e n u cl e o tid e l e n g th

b e t w e e n th e t w o X b a I si t e s w a s 9 k b p . (B ) T h e n e o m y ci n

t ar g e t e d F R P g e n o mi c l o c u $ .

r

r h e cl o s e d s q u a r e in di c a t e s th e

n e o r n y c in g e n e (2 k b p) .

r

r h e n u cl e o tid e l e n g th b e t w e e n th e t w o

X b aI sit e s w a s 1 2 k t)p . (C) T h e g e n o mi c l o c u s of F R P t a r g e t e d

b y pl a ci n g th e h i s ti di n ol g e n e . T h e cl o s e d s q u ar e i n d i c a t e s

hi $tid i n o l g e n e (1 2 k b p) . T h e n u cl e o ti d e l e n g th b et w e e n th e

t w o 刑 a l site s w a s 7 k b p . E
,
E c o R I; S ,

S a cI; S a
,
S a tI; X

,
X b aI .

2 5
′
′ノ ブ ア ラ ッ ド 他r a d) の 条作 下 に エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ンを

行 っ た . 室温 で10 分放置後,
2 0 m l の 細胞培 養液 中で 培養 した

.

2 4 時間後
,
8 0 1111 の 選択 英剤溶液 (2 m g/ m l ネオ マ イ シ ン ま た は

1 m g/ m l ヒ ス チ ジ ノ ー ル) で懸濁 し
,
9 6 穴プ レ

ー

ト に播種 した .

7 日 か ら1 0 日 後発剤耐性 コ ロ ニ ー を単離 し た .
ノ ッ ク ア ウ トの

是非 は
,

サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン で 確認 した .

Ⅵ . サ ザン プロ ッ トハ イ プリ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン

培 養 した ノ ッ ク ア ウ ト細胞1 5 m l (1 × 1 0
7

個) を フ タ付遠心管

(C o r ni n g ,
N e w Y o rk

,
U S A) に集め

,
4 ℃

,
1

,
0 0 0 r p m で5 分間遠心

し細 胞 を沈澱 させ た . 次 に
,

沈澱物 の 10
､

4 0 倍 量の D N A 抽出

溶液 [ 15 0 m M 塩 化 ナ ト リ ウ ム
, 1 0 m M T ri s 一 塩 酸(p H 8

.0) ,

1 0 m M E D T A] に細 胞を懸濁 し ,
1 0 % S D S を1 0 0 /11力= え た後,

最終濃度 が10 0 〃g/ m l に な る よ う に プ ロ テ ナ ー ゼ K 溶液 ( ニ ッ

ポ ン ジ
ー ン

,
東 京) を加え, 穏 や か に混合 し た . そ の 後,

5 5 ℃

で 1 時間
,

3 7 ℃ で 16 時 間振 塗 した . 平衡化中性 フ ェ ノ ー ル [結

晶 フ ェ ノ ー ル (和 光紙業) を0 ,1 % 8 - ヒ ドロ キ シ キ ノ リ ン (和光

純薬) と 1 M T ri s 一 塩醸( p H 8 .0) 溶液で 平衡化] を 加え
,

室温で20

分間振浸潤 合 した 後4
,
0 0 0 r p m で1 0 分 間遠心 し 上帝 を回収 し た .

等量 の フ ェ ノ
ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 で 再度摘 出 を行 い

, さ ら

にそ の 上清 を 除去 した 後,
2 倍量 の 10 0 % エ タ ノ ー ル を重層 し

た .
パ ス ツ

ー ル ピ ペ ッ ト (岩城 硝子, 船橋) の 先端を用い て界

面 を ゆ っ くり か き 回 し
,

糸状 に析出 した D N A を巻 取 っ て 回収

し た .
ピ ペ ッ トを70 % エ タ ノ ー ル に10 秒間浸 した 後,

上 向き

に 立 て て 風 乾 し
,

1 0 m l の 滅 菌蒸留 水 に 浸 し て1 6 時 間放置後

D N A を 回収 し た . a t m ノ ッ ク ア ウ ト細胞か ら 回収 した D N A l O

.
" g を10 0 単位 の βα∽ 〃 Ⅰ制 限酵 素(東洋紡) で3 0 ℃

,
2 4 時間処

理 し ,
エ タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た . 得 ら れ た 試 料6 /∠1 を t

l X

1 2 3

6 k b p ヰ

4 kb p ヰ

Fig .3 . S o u th e r n bl o t a n al y si s o f th r e e k i n d s o f g e n o m i c D N As

w ith a n A T M D N A p r o b e . T h e l an e l
, P a r e n tal wi 1 d ty p e D

′

m O

c ell s; L a n e 2
,
t a r g e t e d h et e r o z y g o u s; L a n e 3

,
h o m o z y g o u s

A T M kn o c k o u t c e ll s . G e n o m e D N A s w e r e d i g e st e d w i th

B a m H I
,

S O t h a t t h e 4 k b p a n d t h e 6 k b p b a n d s i n d i c a t e

c o m pl et e d an d i m c o m pl e t e d i n ta r g e tti n g o f A m D N A ･
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m E 泳動綾衝液 [40 m M T ri s
,
4 0 m M 氷酢酸,

1 m M E D T A

(p H 8 .0)] の もと
,

3 0 ボ ル トの 定電圧 で 13 × 15 c m の 1 % ア ガ

ロ
ー ス ゲ ル を用 い て 電気泳動を行 っ た . 電気泳動 マ ー カ ー と し

ての プ ロ ム フ ユ ノ ル ブ ル
ー

が 約3 分 の 2 程度泳動 で きた と こ ろ

で泳動を 中止 し た . ゲ ル を0 ,2 5 M 塩酸 溶液 に 浸 し室温 で1 0 分

間振塗 し加水分 解を行 っ た . その 後,
ゲ ル を蒸留水 で すす ぎ

,

変性溶液 (1 .5 M 水酸化 ナ トリ ウム
,

0 .5 M 塩化 ナ トリ ウム) 中で

30 分 間振 施 し た . 変性 溶 液を 除 去 し
,

ゲ ル を表 裏逆 に して

D N A 転写装 置上 の 濾紙 の 上 に置き
,

転 写 メ ン ブ ラ ン (H yb o n d -

N + n yl o n m e m b r a n e
,

Am e r sh a m ) を上 に重ねて
,

ペ ー パ ー タ オ

ル と1 k g の 重 しを乗せ て 均 サ

に圧 力 を か け
,

0 .4 M 水 酸化 ナ ト

リ ウ ム を転 写緩衝 液と し て1 2 時 間放置 して 転写 を行 っ た . メ

ン ブ ラ ン を 注意深く外 して
,

2 × S S C 中で 振逸 しな が ら1 分 間

洗浄 し,
W ク ロ ス リ ン カ

ー を用 い て D N A を メ ン ブ ラ ン に 固定

1 2 3 4 5 6 7

A T M

F R P

β
-

a C ti n

Fi g .4 . N o r th e rn b l o t a n al y s I S O f A T M
,
F R P an d P - a Cti n m R N A in

th e v a ri o u s ch i c k e n ti s s u e s . T h e m e m b r a n e w a s p r o b e d w ith

th e ch i c k e n A T M c D N A h
･

a g m e n t S p a n ni n g n u cl e o tid e s 8 18 8 -

8 7 9 0
,
th e c hi ck e n F R P c D N A 血

･

a g m e n t S p a n ni n g n u cl e o ti d e s

6 9 7 9 -7 4 9 1
,

a n d a P
-

a C ti n p r o b e . T h e l a n e l
,
ki d n e y; L a n e 2

,

t e s ti s; h n e 3
, p a n C r e a S; h n e 4

,
Li v e r; L an e 5

,
L u n g; L a n e 6

,

h e a rt; I . a n e 7
,
b r ai n .

1 2 3 4

β - a C ti n

Fi g ･5 ･ N o r th e r n b l o t an al y si s o f A m
,
F R P an d β- a C ti n m R N A i n

th e c h i c k e n e m b r y o s at g e st a ti o n d a y
- 5

,
7

,
9

,
1 1 . T h e

m e m b r a n e w a s p r o b e d wi th a 6 0 3 b p o f th e A T M c D N A wi th a

5 1 3 b p o f th e F R P c D N A an d wi th a β
-

a C ti n p r o b e . T h e L a n e l
,

5 d a y s; h n e 2
,
7 d a y s; k n e 3

,
9 d a y $; L A n e 4

,
1 1 d a y s .

1 1 9

化 し た . さ ら に
,

メ ン ブ ラ ンを1 0 m l の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ

ン 液 (1 M リ ン酸綬衝液
,
1 m M E D T A

,
7 % S D S) と 共 に ハ イ プ

リ バ ッ グの 中に 入れ ポリ シ ー ラ ー で封 入後, 6 5 ℃で 振捜させ な

が ら60 分 間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .

3 2
p で標識

した αf 椚 プ ロ
ー

ブ標 品を加えて
, 先 の 条件 で18 時間 ハ イプ リ ダ

イ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た . 終了後, 洗浄液(40 m M リ ン 酸綬衝液 ,

1 % S D S) 中で
,

6 5 ℃5 分 間の 洗浄を3 珂行 っ た 後,
6 5 ℃15 分

間洗挿㍉
-

8 0 ℃ で オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー を行 っ た (図3) .

同様 に
, 如 ノ ッ ク アウ ト細胞か ら抽出 した D N A をズわα Ⅰ制

限酵素 (東洋紡) で 処理 し た後, 顔 プ ロ ー

ブ 標品を用い てサ ザ

ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ンを行 っ た .

Ⅶ . ノ ッ クア ウ ト細胞の 増殖 とその 速度

α わ瑠 ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 を 3 5 m l 細 胞 培 養 用 デ ィ ッ シ ュ

( C o r n i n g) に1 × 10
3

個/ m l の 過度で 播種 し,
3 9 .5 ℃ ,

5 % C O 2

の も と で 増車 した . そ の 後,
1 2 時間毎72 時間まで の 細胞数を

計測 し た . 計測は
, 細胞溶液 に0 .4 % トリ バ ン プ ル

ー

液 (G il) C O)

を混 合 し
,

ノ イ パ ウ エ ル 血球計 算盤 (萱垣 医理 科工 業, 東京)

を用 い て非染色の 細胞の み を数えT 検定で解析 し た .

Ⅶ . テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性 の測定

テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 は

,
トラ ツ ベ

ー ゼ テ ロ メ ラ
ー ゼ検定キ ッ ト

(O n c o r
,
G aith e r sb u r g ,

U S A) を用い て測定 した . D T 4 0 細胞
,

お

よ び αf 別 ノ ッ ク ア ウ ト細 胞の 各培 養細 胞1 × 1 0
6

個 を用 い て
一

遍心 後P B S (-) 溶液で 洗浄 し,
C H A P S 溶液 [1 0 m M T ri s 一 塩酸

(p H 7 .5) ,
1 m M M g C 1 2 ,

1 m M E G T A
,

0 .1 m M ベ ン ザ ミ ジ ン
,

5 m M P
- メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー

ル
,

0 .5 % C H A P S
,

1 0 % グ T) セ ロ

ー

ル] に 浮遊 後 氷 上 に 30 分 静 置 し て 細 胞 を 溶 か し
,

4 ℃
,

〓
岩
q
竺
〓
こ
｣

里
曇
ヒ
コ

Z

一〓
血

U

2 5 0

2 0 0

∞

5 0

1

0 1 2 2 4 3 6 4 8 6 0 7 2

C ult u r e Ti m e ( h r)
Fi g .6 . C ell g r o w t h c u r v e s o f D T 4 0 c ell s a n d A T M

十
c ell s .

Cl o s e d s q u a r e s a n d t ri a n gl e s i n di c a te th e n u m b e r of D T 4 0

c ell s a n d A T M ｢
ト

c ell s
,
r e S p e C ti v el y .

*
P < 0 .0 5 . T h e v al u e s

ar e e X p r e S S e d a s 言 ±S D (n = 3) .



1 2 0

1 2
,
0 0 0 r p 皿 で2 0 分 間遠心 して

,
そ の 上清 を得 た . 上 浦の 28 0 n m

に お け る吸光 度を測定 し
,

1 0 D を0 .5 / ∠g/ 〃1 と して 蛋白濃度 を

計算 した . 各細胞で 試料 を3 本準備 し た . す な わ ち1 /
∠ g/ /∠l の

濃度 で非加熱 の もの
,

お よ び その 10 倍希釈液, さ ら に1 /ノ g/ 〃1

の 濃度で 85 ℃
,

1 0 分間加熱処 理 し たも の で ある . P C R 反応 は

各試料を2 〃1 ず つ 用 い て50 /上1 の 系で 反応を行 っ た ･ サ ー

マ ル

サ イ タ ラ
ー

(P C 7 0 0) ( ア ス テ ッ ク
, 福岡) の 設定 は

,
3 0 ℃

,
3 0

分間 の 酵 素反応 に続 い て
, 熱 変性 を94 ℃

,
3 0 秒 間,

ア ニ
ー

リ

ン グを60 ℃ , 3 0 秒 間,
D N A の 伸長 を72 ℃

,
4 5 秒 間と し

,
こ れ

を1 サ イ ク ル と して 30 サ イ ク ル 施行 した . P C R 反応彼 の D N A

溶 液1 5 /ノ = ニ泳 動 用色 素 液 (0 .2 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ ル ブ ル ー

,

0 .2 5 % キ シ レ ン シア ノ ー ル
,

3 0 % グ 7) セ ロ ー ル
,

5 m M E D T A)

を加え
,

1 2 % 非変性 ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル tl X 廿i s
- ホ ウ酸 -

E D T A C 廿i s
Mb o r a te E D T A

,
T B E) ,

1 2 % ア ク リ ル ア ミ ド [12 % ア

ク リ ル ア ミ ドモ ノ マ
ー

(第
一 化学薬品

,
東京) ,

N
,
N

'
一 メ チ レ ン ビ

ス ア クリ ル ア ミ ド(和光純薬)] ,
10 0 FLI A P S

,
10 / LI T E M E Dt で

,

泳動綾衝液 と して0 .5 × T B E を用い て
,

3 5 0 ボ ル ト
,

1 時 間電気

泳動を行 っ た . 電気 泳動後
,

ゲ ル をS Y B R G r e e n I (宝酒造) で

2 0 分 間
,

遮光板 塗 して 染色 を 行い
,

フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー S I

( M ol e c ul ar D y n a m i c s ,
S u n n y v al e

,
U S A ) で 解析を行 っ た .

成 績

Ⅰ＼ トリ 肌
,

F R P の 分離 と構造

P C R で 増 幅 さ れ た c D N A 断片 を プ ロ ー

ブ と し て ト リ 精巣

1 2 3 4 5 6

3 6 b p →

Fig .7 . T el o m e r a s e a c ti vi tY i n D T 4 0 c ell s a n d A T M
+

c ell s . C ell

e x tr a ct s w e r e p r e p a r e d an d a s s a y e d b y P C R w i th th e tel o m e ri c

r e p e at p ri m e r s a t c ell e x は a ct c o n c e n tr a ti o n of l m g / m l (1 an e l

a n d 4) ,
an d O .1 m g/ m l (1 a n e 2 a n d 5) . W il d ty p e D T 4 0

,
L a n e l -

3; A T M
十

,･ L a n e 4 -6 . H e a t -t r e at e d e x tr a ct s w e r e a s s a y e d a s

n e g ati v e c o n t r oI O an e 3 a n d 6) .
T h e 3 6 b p b a n d s ar e S h o wn a S

i n t e r n al -

C O n t r Ol b a n d s .

c D N A ラ イ ブ ラ1) - を ス ク 1) - ニ ン グ した 結果,
フ ォ ス フ ァ チ

ジル イ ノ シ ト ー ル 3 (p h o s p h atid yl i n o sit o1 3
,
P I 3) キ ナ

ー

ゼ ド メ

イ ン を含 む A T M c D N A ク ロ ー ン を得 た . ト リ A T M c D N A は
,

ポ リ A 鎖部位 を除くと1
,
0 7 7 ヌ ク レ オ チ ドか ら な り,

3 5 9 個 の ア

ミ ノ 酸 か ら な る 蛋白質を コ
ー

ドし
,

ヒ トA T M c D N A と ヌ ク レ

オチ ド配列 で 96 %
,

ア ミ ノ 酸配列 で 88 % の 相同性 を有 し てい

た . 同様 に して得 られ た F R P c D N A は
,

ポ リ A 鎖部位を 除くと

1
,
0 1 1 ヌ ク レ オ チ ドか ら なり

,
3 3 7 個 の ア ミ ノ 酸か ら なる蛋白質

を コ
ー

ド し
,

ヒ トF R P c D N A と ヌ ク レ オチ ド配列 で97 .2 %
,

ア

ミ ノ 酸配列 で9 1 .6 % の 相 同性 を有 して い た . ま た , トリ A T M

ア ミ ノ酸配列 と トリ F R P ア ミ ノ 酸配列 の 相 同性 は12 .2 % ,
ヒ ト

A T M ア ミ ノ 酸配列 と ヒ トF R P ア ミ ノ 酸配列 の 相同性 は32 % で

あ っ た
.

I
. トリ A m 廿, F R P の 各組織, 発生 にお け る発現調節

1 .
ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る各組織 で の α 加
, 頗 の 発現

αわ兜 の バ ン ドが 脳 に の み 高発現 し て い た . 顔 の バ ン ドは脳,

精巣 で高発 現 して い た .
コ ン ト ロ

ー

ル と して の
/
守 一 ア ク チ ン は

各組織で 単
一 バ ン ドと して認 め ら れ た (図4) .

2 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法に よ る 各発生段階で の α才椚
, 頗 の 発

現

αf 刑
, 如 は

,
と も に産卵5 日 の 段 階で 発現 を認め た . 融 加 は7

日を ピ ー

ク と して高 発現 し
, カや は5 日 を ピ ー ク と して 徐 々 に発

現量 が 低 下 し て い た .
コ ン ト ロ ー ル と し て の

′9
- ア ク チ ン は

,

各発生段階で 発現 が認 め ら れ た (図5) .

Ⅱ . a 血n ノ ッ クア ウ ト細胞の 細胞増殖速度

培養72 時間まで の 計測 にお い て
, 野 生 型 D T 4 0 細 胞と αわ乃 ノ

ッ ク ア ウ ト細胞 の 12 時間毎 に計 測 し た細胞 致 を 図6 に示 し た .

3 6 時間目 より 両群 に 有意差 (P < 0 . 旧) が 生 じ
,

7 2 時間f▲-1 で は

αf椚 ノ ッ ク ア ウ ト細 胞は
, 野生 型 D T4 0 細胞の 半数以 下で あり,

明ら か にそ の 増 殖速度は 低下 して い た .

Ⅳ . D T 4 0 細胞 で の a 血m ノ ッ クア ウ トに よ る テ ロ メ ラ
ー ゼ活

性 の 変化

熱 処理 に て テ ロ メ ラ
ー ゼ を失活 さ せ た試 料で は

, 3 6 b p の1句

部 コ ン ト ロ
ー ル の バ ン ドの み が 認 め ら れ た

. 熱処理 しな い 試料

に つ い て は , 前記 の 内部 コ ン ト ロ
ー ル の 他 に 50 塩 基 か ら 始ま

り6 塩基ず つ 増加 する 生 成物 の ラ ダ ー パ タ ー ン が 確認 さ れ た .

αわ朔 ノ ッ ク ア ウ ト細 胞 の ラ ダ ー パ タ ー ン は
, 野 生 型 D T 4 0 細胞

の そ れと 比 較 し て 明ら か に 高い 強度 を示 した (傍Ⅰ7) .

考 察

S a vit sk y ら
即 )

の グル
ー

プ に よ り199 5 年A T M 遺伝了▲

が ク ロ
p

こ ン グさ れ て以 来,
A T の 病因 の 解明 に関す る研 究が 各方 面で

進め ら れ て い る . 1 9 9 6 年 に は B a rl o w ら
1 2) の グ ル ー プ に よ り

A T M 遺伝 子の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス も作成 さ れ
,

そ の 痛態 や遺

伝 子治療 へ の 検討 が 急速 に 行 わ れ る よう に な っ た . A T M 遺伝

--j
二の ク ロ ー ニ ン グ の 意味 する も の は

,
A l ∴患者の 診断 , 治療 に

加え て
,

〟Ⅰ
､

が 神経 孔 免疫 系, 内分泌系に また が っ た 病態 を

も つ こ と か ら
,

こ れ ら と の 関連 の 解 明,
さ ら に細 胞周期

13)1 4)
や

D N A 修復 障害
一利 15) 嘲

に 関連 して
, 発が ん 機構の 解明 と予防,

治

療 に新た な知見 が得 ら れ るで あ ろう点 で きわ め て 重要 な意義を

も つ と 考え られ る .

αf 椚
,

お よ び そ の 相 同遺伝 子カや
2)1 7)

は
,

そ の 3
'

末 端側 に 約

1kb p に わ た るPI3 キ ナ
ー ゼ ドメ イ ン を有 して い る

7)
. ふT 患者

で は PI3 キ ナ
ー ゼ 領域 に お け る 変異 が 大 半 で

, 蛋 白 の 短 縮
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(tr u n c ati o n) を起 こ す こ と が 現在 わか っ て い る
1 8)

･ 今回我 々 は

A T M 遺伝子群の 機能解析 を行う に あた り
, 相 同D N A 遺伝子組

み 換えを起 こ L や す い ト リ B リ ン パ 球細 胞株 D T4 0 細胞を倖用

した . D T 4 0 細胞 は
,

B リ ン パ 球が 多様 な 抗原特異性 を有す る

抗体を 産生 す る過 程で
, 抗体遺伝子 の 1 方向性 の D N A 断 片の

移動 k e n e c o n v e r si o n) を継続する 細胞株で あり
,

D N A 断片同

士が非常 に効率 よく相同組み 換えを起 こ すと い う 点で ユ ニ
ー

ク

なもの で あ る . それ は ど の 遺伝子座 に対 して も同程度の 効 率で

相同組み 換えを起 こ し
, 転写 され て い な い 遺伝 子座に 対 して も

効率よく相同組み 換え を起 こ す. ま た
,
培 養が 簡単で 象規型が

安定で ある と い う特徴 もあ る
1 0)

. た だ
,

D T 4 0 細胞が トリ の 細

胞で ある以 上
,

そ の 機能解析 が ヒ トに どれ だ け還元さ れ る か に

つ い て は い く らか の 疑 問が 持 たれ る
. 我 々 は

,
P I 3 キ ナ

ー ゼ フ

ァ ミリ
ー

で ある αわ乃 お よ び 頗 が
,

酵母 か ら ヒ トに い た る まで
,

その 機能が よく保存 さ れ て い る と い う 条件の もと で 実験を進め

た .

ま ず
,

トリ 精巣 由来 c D N A ラ イ ブ ラ 1) - よ り a t m
, カや の 各

c D N A の 分 離を行 っ た . そ の 結果, 各 蛋白質 の PI3 キ ナ
ー

ゼ ド

メ イ ンを 含む約1 kb p の c D N A が 得 られ た . ヒ トA T M の ア ミ ノ

酸残基番号272 9 -2 9 3 0
,

ヒ トF R P の 2 3 2 6 -2 4 9 7 に相 当す る領域で
,

トリ αf 椚
, カやは そ れ ぞ れ 96 %

,
9 7 .2 % の 相 同性 を有 して い た .

こ れ ら の 辛か らPI3 キ ナ
ー

ゼ 領域 が 広く 生 物 種 の 間で 保存 さ

れ
,

そ れ ゆ えに 生体に と っ て 重要な 働きを担う こ とが 示唆 され

た .

次に
,

分離 した αf 肌
, 顔 の 発現量を角引斤する目 的で ノ ー ザ ン

プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . そ の 結果 , 組織別

発現で は αオ研 は脳 で 高発現 し,
ヒ トと は 異 な っ た発現 パ タ ー ン

を示 した
.
S a vi t sk y ら

ti)
の 報告 で は

,
ヒ トa t m は

, 膵臓 , 心臓,

脾臓, 卵巣, 白血 球 に
,

また
,

C h e n ら
l ")

の 報告で は
,

マ ウ ス

で脳, 筋 , 精巣 に高発現す る こ と が 確認 さ れ て い る が
, 今 回の

トリ の 組織別 離別 発瑛様 式は マ ウ ス の そ れ と類似 し て い る と言

える . 脳 で高 発現 が み ら れ た こ と は
,

A l
､

の 小脳失調,
す な わ

ち神経変性に 関連する 叶能惟が ホ唆さ れ るが
,

現在 トリで の A -

T モ デ ル が 報告 さ れ て い ない ため , は っ き りと し た断定 は で き

な い
. また

, カ少 は脳お よ び精 巣で 高党規 し て い た∴ (裏珊 の 相同

遺伝~j
ニ

ーと して 脳で 高発現す る こ と と 共に , また 精巣で 高党規 が

認め ら れ た こ と は
, んT の 件機能降雪 と い う牲 臥 す な わ ち細

胞間期 の 短 い 生 殖細胞 に お い て D N A 修得機構 が 強く 働く
2tり

と

い う点 に お い てカやが 密接 に結 び付く こ とが 示唆さ れ た . 発隼

段階別発現で は αわ乃 は 産卵5 1う か ら7 ｢1 を ピ
ー

ク と し て 発現 し

て い た . こ れ は
,

お そ らく産卵5 11 ご ろ か ら分化 を 開始 す る り

ン パ 組織 の 増殖を 反映 し て い る もの と 思 わ れ る
21)

.
い まま で の

報告で
, 1 0 日以 前 の ト7) の A T M m R N A の 発現 を 迫 っ た 報告は

少ない が
,

産卵10 .5 日 の 段 階で 全組織 で
,

生 体内局所 ハ イ プリ

ダイ ゼ ー シ ョ ン の 手法 に よ り 発現 が確認 さ れ て い る . そ の 中で

も特に脳, 肺 で 強く 発現が 認め られ , 1 8 .5 日 で は 胸腺 にも発現

が認め ら れ て い る
l!))

∴一→ 方 , 頗 で は5 日 を ピ ー ク と して 徐 々 に

発現量は 低~~F した が
,

こ れ は コ ン ト ロ
ー ル と して の /?

- ア ク チ

ンの 発現 と 相関 し て い た . こ の こ と か ら
,

α 加 とノ痩 は
, 発生

にお ける発現 の 段 階で何 らか の 異な っ た 調節をうけて い ると 考

えら れ た . さ ら に
,

め 乃
, 如 の 機能 を解 析す る目的で ノ ッ ク ア

ウト細 胞を作成 した が
,

αf 椚 ノ ッ ク ア ウ ト細胞 は 作成可能で あ

っ たの に対 し
, 頗 に つ い て は ヘ テ ロ の ノ ッ ク ア ウ ト細胞 まで

は作成可 能で あ っ た が
,

ホ モ の ノ ッ ク ア ウ ト細胞 は作成不可能

で あ っ た . こ れ は
,

F R P 遺 伝 子 の 欠 除 が 胚 細 胞 致 死

( e m b r y o n i c l e th al) に つ なが る こ と が 示唆 さ れ
22) 23】

, さ きの
,

α加
, 卵 の 両遺伝子が 発生 の 段階で 異 な っ た調節をうけ ると い

う ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 結果 を裏付ける

も の と考え られ た .

B ar l o w ら
1 2)

は
,

a t m ) ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を作成 し
24)

,
その 特

徴 に つ い て報告 して い る . 離 刑 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 体重や 線

維 芽細胞 の 細胞増殖速度な ど
,

成長に 関す る変化 で ほ
,

正常と

比 較 して 明ら か に増殖速度が 低下する と報 告し た . また
,

祁軽

障 害に つ い て も検討 した 結果
,

劇 物 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は活動

性 に 乏 しく , 平 衡感覚 の 保持も不十分で小 脳失調性歩行を呈 し

て い た . 性腺細胞 も未熟で
, 最終的 にリ ン パ 組織 由来 の 腫瘍で

死 亡 した と 報告 して い る . 本研究で は 融 刑 ノ ッ ク ア ウ ト細胞で

の 細胞増殖速度を測定 したが , 野生 型細胞の そ れ と比較 し て明

ら か に 増殖速度 の 低 F を認め 先の 報告 と
一

致 して い た .

酵母の テ ロ メ ア 反復 配列 の 制御 遺伝子T E し1 はPI 3 キ ナ
ー

ゼ

フ ァ ミ リ ー の 1 つ で あり
,

αオ研 と最 も高い 相同性を示すが
7) 25 )

,

我 々 は こ の 点 に注目 し
, 機能解析 の 1 つ と して α紬7 ノ ッ ク ア ウ

ト細胞 で の テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性を測 定 し た . テ ロ メ ア D N A は脊

椎動物 の m G G G な どチ ミ ジ ン と グア ニ ン に富 む単純 な塩基

配列の 直列繰り 返 しか ら 成 っ て い る . そ の 長 さ は
,

セ ン ト ロ メ

ア の 塩 基 配 列 と は 比 較 に な ら な い 程 短 く , 従 っ て T R F

(t el o m e r e r e p e a t f a ct o r) な どの テ ロ メ ア 構成蛋白質の 細胞あた

り の 存在畳もき わ めて 少な い
2(ミ)

.
テ ロ メ ア お よ び その 長さの 調

節酵素 テ ロ メ ラ ー ゼ は
, そ の 働 きと し て

,
す で に存在す るテ ロ

メ ア末端を仲良 させ て 染色体 を安定 に維持す る こ と と
,

テ ロ メ

ア 配 列 を持 た ない 2 本鎖切 断点D N A 末端 に 新た に テ ロ メ ア 配

列を付加 し て修複す る機能が ある こ と が わ か っ て い る
27)

.

→ 椴

にが ん細胞 にお い て テ ロ メ ア の 長さ が正 常細胞 と比擬 して 減少

し
,

逆 に テ ロ メ ラ
ー

ゼ 活性は 増加する と 言わ れ て い る
27)

. 以 前

よ り
,

A - T 患者由 来の 細胞で 染色体 の テ ロ メ ア 合着 (t el o m e ri c

餌 si o n ) が 頻発す る こ と は 知ら れ て い たが
28)

, 病l朴な どと の 関

係 が 明 ら か で な く 診 断 の 指 標 に は な っ て い な か っ た
細

M et c alf e ら
:H )

は
,

A - T 患 者の 細胞 を朋 い て
,

そ の テ ロ メ ア 良お

よ び テ ロ メ ラ ー ゼ清作を測定 した 結果,
テ ロ メ ア 良の 毎縮と テ

ロ メ ラ ー ゼ 清作 の 存在 を 確認 して い る . ま た
,

S m il e n o v ら
莞 )

は
,

ヒ トR K O 腫瘍細胞 をJil い て
,

A T M ドミ ナ ン トネ ガ テ ィ ブ

(d o m ill a n t -

n e g ati v e) の 状態の 細胞 を作成 し
,

テ ロ メ 7 長およ び

テ ロ メ ラ
ー

ゼ清作を測定 した . 実験 的 に作り 出し た こ の 系にお

い て
,

テ ロ メ ア 長は加齢 した が
,

テ ロ メ ラ
ー ゼ の 清作 に 大き な

変化は 認め ら れ て い な い
.

本研 究で ノ ッ ク ア ウ トし た緋=抱で は
, 野里 棟と 比較 しても 有

意に テ ロ メ ラ
ー ゼ 清情が 卜昇 して い た

.
こ れ は A T M 遺伝丁が

テ ロ メ ラ ー ゼ 清作の 発現 に 対 し抑制 的 に働く 可能性 を 示唆す

る .

結 論

1 . P I 3 キ ナ
ー

ゼ フ ァ ミ リ
ー

に 属す る αf 椚
, カやの トリ c D N A

を分柾 し
,

そ れ らが コ
ー

ドする 蛋白 の 構造を明 らか と した .

2 . トリ αタ研 お よ びカや の 発現量 を組織 別に 検討 した 結果 ,

トリ αf 椚 は
,

脳 に
,

トリ 加 は脳
,

精巣で 高発現 して い た .

3 . トリ αf 糾 お よ びノ痺 の 発現量を発生 段 階別 に検討 し た結

果
,

と もに 産卵5 日 の 段 階で 発現を認 め た
.

d 勅吻 は7 日を ピ サ

ク と して 高発現 し, 頗 は5 日 を ピ ー クと して徐 々 に発現畳が低
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下 して い た .

4 . トリ ∬r M 遺伝子を トリ B リ ン パ 球細胞株 D T 4 0 珊胞 で ノ

ッ ク ア ウ ト した 結果
,

そ の 増殖速度 は 野生 株 と比 較 して 有意 に

低下 して い た
.

5 .
αわ犯 ノ ッ ク ア ウ ト細胞の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は

, 野生 株 と

比較 して 明 らか に増加 して い た .

以 上 よ り,
トリ α吉例 お よ び その 相 同遺伝子 頗 は 発 生の 初期

段 階より発現 し
, 特 に脳 に強く発現 した こ と は この 遺伝子群 が

小脳失調 な どの 神経 変性 と関連する こ と が 示唆さ れ
,

ま た
,

そ

の 機能 と して
, 細胞 増殖の 抑制と 細胞の 癌 化に 関連す る テ ロ メ

ラ
ー

ゼ活性 を抑制す る 可 能性が 示唆 され た .
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, P

h o s p h a tid y l i n o si to ト3 k i n a s e
,
F K B P -

r a P a m y C l n

a s s o ci a te d p r o t ei n
,
t el o m e r a s e a c ti v l ty

A b s t r a ct

A t a xi a
- tel a n g i e c t a si a ( A - T) is a h u m a n a u t o s o m al r e c e s si v e d i s o r d e r c l a s sifi e d a s a p ri m a ry i m m u n o d e魚ci e n t di s e as e . T h e

V a ri o u s cli n i c al f e a t u r e s i n c l u d e n e u r ol o g l C al d e g e n e r a ti o n
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i m m u n o d e fi ci e n c y , P r e di s p o siti o n t o c a n c e r

,
h y p e r s e n siti v l ty t O

i o ni zi n g r a di ati o n
,

a n d p r e m a t u r e a g i n g ･ T h e c h i c k e n h o m ol o g s f o r th e d i s e a s e g e n e A T M ( a ta x .i a
- tel a n gi e c t a si a m u t a t e d )

C D N A a n d r el a t e d F R P ( F K B P d

r a P a m y Ci n a s s o ci a t e d p r o tei n) c D N A w e r e cl o n e d . E x p r e ssi o n o f th e A T M a n d F R P g e n e s w a s

a n aly z e d i n c hi c k e n ti s s u e s ･ W h il e th e l e v el s o f A T M m R N A e x p r e s si o n w e r e hi gh o n ly i n th e b r ai n
,
F R P m R N A l e v el s w e r e

hi g h i n th e h e a r t a n d t e s ti s a s w ell a s th e b r ai n ･ E x p r e s si o n o f th e A T M a n d F R P g e n e s af te r 5
,
7

,
9

,
1 1 d a y s g e s t a ti o n w a s al s o

e x a m i n e d ･ A T M m R N A l e v el s w e r e i n c r e a s e d m a rk e d ly o f 7 d a y s
,

W h il e F R P m R N A l e v el s w e r e h ig h a t 5 d ay s ･ T h e A T M

g e n e w a s d i s r u p te d th e t a rg e t e d h o m ol o g o u s r e c o m b i n a ti o n i n c h i c k e n D T 4 0 c e 11 s ･ A T M . /. c ells g r e w s l o w ly c o m p a r e d to th e

P a r e n t al D T 4 0 c ell s ･ F u rth e r
,
t el o m e r a s e a c ti v lty W a S el e v a te d i n A T M

十
c e ll s

･ T h e s e r e s u lts s u g g e st th a t c h i c k e n A T M a n d

F R P a r e r e g ul a t e d i n d if f e r e n t w a y s i n th e e a rl y d e v el o p m e n t s ta g e f o r c hi c k e n s a n d th at A T M i n h i b its th e t e l o m e r a s e a c ti v lty ･


