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ウ シ網膜 に特異的な C D N A くp C R 1 81 の

ク ロ
ー ニ ン グ と そ の 解析

金沢 大 学がん 研 究所薬理部 く主 任 こ 二木 直正 教採1

中 川 勇

く昭 和6 0 年 5 月3 1 日受付1

網膜に 特異的な c D N A くp C R 3 0 71 を プ ロ
ー ブ と して ，

O k a Y a m a ． B e r g 法よ っ て作製 し た ウ シ網膜

c D N A ライ ブ ラ リ
ー か ら新た に 完全長 c D N A の 選択 を行 っ た

． 的 12
，
00 0 偶の コ ロ ニ ー か ら コ ロ ニ ー ハ イ

プ リダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り ス ク リ
ー ニ ン グ を行 っ た

． 単離 した 22 個の 内，
2 1 個の ク ロ ー ン は p C R 3 0 7 と

同 じ制 限酵素地図 を示 した ．

一 方 ， 残 り の
一 個 の ク ロ

ー ン は
， 最 も 長 い イ ン サ

ー

ト を 有す る ク ロ
ー

ン

くp C R 1 81 で あ っ た
． p C R 1 8 ク ロ

ー ン は 90 5 塩基対イ ンサ ー ト を有 してい た が ， p C R 3 0 7 とは 異なる制限

酵素地図を示 した ． N o r th e rn プ ロ ッ ト解析 に お い て
， p C R 1 8 は ウ シ網膜の 約 12 S く約 1

，
0 0 0 ヌ ク レ オ チドう

の 大き さ を示す m R N A 種 と の み ハ イ プ リダ イ ズ し ， ま た脳 お よ び肝臓 の m R N A と は反 応 しな か っ た ．

p c R 1 8 の C D N A イ ン サ
ー

トの 塩基 配列 か ら
， 約 15

，
7 0 0 ダル トン の 分子量 の ポ リ ペ プ チ ドを コ

ー

ドする推

定 o p e n r e a di n g f r a m e く1 4 7 ア ミ ノ酸残 勘 が 存在す る こ と が わ か っ た
． 約 3

，
10 0 種 の 既 知蛋 白質ライ ブ

ラ リ
ー か ら， 本実験で 推定した ポリ ペ プチ ドの ア ミ ノ酸配列の ホ モ ロ ジ

ー 検索 を行 っ たが
，

ホ モ ロ ジ ー の

認め られ る もの は なか っ た ． p C R 1 8 と m R N A は
， 網状赤血 球由来の 蛋白合成 系に お い て 約 1 9

，
0 0 0 ダル ト

ン の ポ リペ プ チ ドを翻訳 した
．
S o u th e r n プ ロ ッ ト解析に よ っ て

， p C R 1 8 の 遺伝 子が ウ シ ゲ ノ ム 中に 単 一

コ

ピ ー

と して存在 して い る こ と が示 さ れ た ．
さ らに

，
R N A d o t プ ロ ッ ト解析 に お い て

，
ヒ ト網膜芽細胞脛

くY 79 お よ び W E R Il か らの ポリ くAう R N A が p C R 1 8 と ハ イ プ リ ダイ ズ し， その 強さ は ウ シ 網膜と同程

度で あっ た ． 以 上 の結果 は
， 新規 に ク ロ

ー ン 化し た p C R 1 8 は
， 網膜 に 特異 的な新 し い 蛋 白質を コ ー ドして

い る こ と，
さら に p C R 1 8 ク ロ

ー ン の 遺伝子 が ヒ ト網膜芽細胞腰細胞株 に も発現 し てい る こ と が 明 らか と

な っ た ． し か し，
こ の 蛋白質の 網膜組織内分布お よ び機能 に つ い て は今後の 研究が 必 要で ある

．

K e y w o rd s r eti n a s p e cifi c c D N A
，

n e u r al r e ti n a
，

m Ol e c ul a r cl o ni n g

神経組織で は他の 組織 に 比 べ て
，
非常 に 多く の 特異

的な遺伝子 が 発現 して い る こ とが 知られ て い る
1121

． し

た が っ て
，

これ ら神経系に 特異的な遺伝子
，

お よ び そ

の産物 に つ い ての 研究は
， 神経 の 分化や機能の 解明 の

みな らず， 神経系疾患の 原因究明 お よ び 診断，
治療 に

役立 つ もの と考 えら れ，
また

， 薬理 学的観点 か らは
，

神経作用 薬， 特 に 向精神薬の 作用点や 耐性の 機構の 理

解 に 重要な知見を与 える もの と 思われ る ．

近年， 組換 え D N A 技術 を用 い た ク ロ
ー ニ ン グの 手

法 に よ り ， 神経 系 に 特異的 な遺伝 子 の 解析が 可能と

な っ て き て い る
3I

． 特 に ， S c h ell e r ら 直 に よる ア メ フラ

シ の 産 卵行動 を制 御す る 遺伝 子 ク ロ
ー

ニ ン グの報告

や ，
ラ ッ ト 脳 に 共 通 し た 82 椚ヌ ク レ オ チ ド 配列

くid e n tifi e r s e q u e n c eJ の 存在，
お よ びそ の特異的な

遺伝子 発 現 に 関 す る S u t c liff e ら
5，
の 報 告が挙げ ，1 i L

る
．

そ こ で ， 比 較的単純 な構造 を も つ 網膜 をと り とけ ，

網膜に 特異 的 に発 現 する遺伝子 に つ い て 検討すること

A b b r e v i ati o n s こ C D N A
，

C O m p le m e n t a r y D N A 三 E D T A
，

et h y l e n e di a m i n e t e t r a a c eti c acid こ

H E P E S
，

N －2 －h y d r o x y et h yl p ip e r a z i n e
－ N

，
－ 2 － et h a n e s ulf o ni c a cid i m R N A

，
m e S S e n g er R N A 三

p I P E S
， p ip e r a z in e

－ N － N
，

－ bis く2 － et h a n e －S ulf o n i c a cid，i S D S
，

S Od iu m d o d e c y l s ulf at e i S SC ．

s olu ti o n c o n t ai n in g O ．1 5 M N a C l ＋0 ．01 5 M s od i u m cit r at e i



網膜 に 特異的 な C D N A の ク ロ ー ニ ン グ

とした ． 網膜組織 は， 神経細胞 の 種類 が 限 ら れ てお

り
6，

，
それら の 電気生理 学的研 究や シ ナ プ ス 相互 作用

に関して の 知見が 数多く 報告さ れ て い る の で
7，

， 網膜

組織は
，

中枢神経系の 機能の 研究に 有用 なモ デ ル 系と

考えら れる ．

一 方
，
K u o ら町は

，
ウ シ網膜に 特異的な c D N A くc o m －

ple m e n t a r y D N A l を す で に 数種類ク ロ
ー

ニ ン グ して

いる ．
これ らの C D N A ク ロ

ー ン の 一

つ くp C R 3 9 41 は
，

オプシ ン を コ
ー ドす る ク ロ ー ン であ る こ とが 判明 して

いる ．

本実験で は， p C R 3 9 4 とは 明白 に 制限酵素地図が 異

なる網膜に 特異的な c D N A ク ロ ー ン くp C R 30 7 1 を プ

ロ
ー ブとし て選び

，
O k a y a m a

． B e r g 法 91 に よ る c D N A

ライ ブラ リ
ー か ら新た に ス ク リ

ー ニ ン グ を行 っ た
．

そ

の結果，
m R N A くm e s s e n g e r R N A l の 長さ に 近 い 一

つ の ク ロ ー ン くp C R 1 8う を単離 し
，

その ク ロ ー ン の 諸

性質お よ び D N A 塩 基配列 の 解析 を行い
， 網膜 に 特異

的な蛋白質を推定し たの で報 告す る
．

材料お よ び方法

1 ． 実験動物お よ び培養細胞

ウ シ の網膜， 脳およ び肝臓 は
，

石 川県食肉セ ン タ ー

より，
ヒ ト網膜芽細胞腰の 細胞株 Y 79 は

，
C r o c e 博士

くW is te r I n s tit u t e
，

P h il a d el p hi al よ り，
W E R Y は

M c F all 博士 くW i11 s E y e H o s pi t al
，
P h il a d el ph i a l よ

り
，

マ ウス 神経芽冊胞腰 X ラ ッ ト膠 腰椎種 N G lO 8 － 15

細胞は
，

N i r e n b e r g 博士 くN a ti o n al H e a rt
，
L u n g a n d

B l o o d I n s tit u t e ， N a ti o n a l I n s tit u t e o f H e al th
，

B e th e s d aI よ り分与さ れ た もの を用 い た ． 腫 瘍細胞は
，

10 ％ウ シ胎児血清を含む D ul b e c c o
，

s m o difi e d E a gl e
，

S m edi u m を用 い
， 9 0 ％ 空 気ノ1 0 ％C O 2 ，

3 7
O

C の 条件下

で培養を行 っ た
．

2 ． R N A の 単離

R N A の 単離は
， C h i r g wi n ら

1 0
切 方法 に 従 っ た

．

織およ び細胞 を6 M グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ
ー

ト溶液 で

抽出し
，

さ ら に 抽出物 を 5 ． 7 M 塩 化 セ シ ウ ム に 重層

し
，
4 0

．
O O O r ． p ． m

，
1 2 時 間の 遠心 に よ り 全 R N A を得

た． ポリ 仏 沌 N A は
，

A v i v ら
1 1

切 方法に 従 い
，

オ リ

ゴくd T l セ ル ロ ー ス カ ラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 い ポ

リ 仏I R N A 分画 を調 製 し た．

3 ． c D N A ラ イ ブ ラ リ ー の 作製

本研究は， 金沢 大学 細換 え D N A 安全委 員会 の 承 認

を得 て 行 っ た ． ウ シ 網 膜 cD N A ラ イ ブ ラ リ
ー

は
，

O k a y a m a
－ B e r g 法9，

に よ っ て 作製 し た
．

す な わ ち
，

e D N A ． プ ラ ス ミ ド組 換 え体 は
，

d T 鎖一付加 ベ ク

タ ー ． プ ライ マ ー

と ウ シ 網膜 の ポリ 仏J R N A に 逆転

写酵素を用い
， ．．

山

本鎖 c D N A を合成 した
． 次 に

，
タ ー
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ミ ナ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ を 用 い d C 鎖 を付加 し，

H i n d IIIt肖化後，
d G 鎖 一 付加の リ ン カ

ー

D N A お よ び

D N A リ ガ ー

ゼ を用 い
， 環状化さ せ た ． 最後 に

， リ ボ ヌ

ク レ ア ー ゼ H
，

D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼI お よ び D N A リ

ガ
ー

ゼ を用 い
，

R N A を D N A に 置換 して 環状化 ベ ク

タ ー ．
C D N A 標品 を得た

．
こ の 組換え D N A 標晶 を

，

か レシ ウム 処理 した 大腸菌 H B l O l の コ ン ビ テ ン ト細

胞内に 導入 し
， 形 質転換させ た

1 2I
． 得ら れ た菌を

，
5 0 倍

容の 培養液 中で振 とう 培養 し
，

ア ン ピシ リ ンく100 ルgノ

m ll を加 え， さ ら に 一

昼 夜培養 を行 っ た もの を c D N A

ライ ブラ リ ー と した
． 約1 メイg の ポ リ くAう R N A か ら

3 X l O
7 個の トラ ン ス フ ォ

ー マ ン トが得ら れ た ．

4 ．
ニ

ッ ク ト ラ ン ス レ ー

シ ョ ン 法 に よ る標識 D N A

の 調製

仁3 2
Pコ標識 D N A の 調製は

，
ニ

ッ ク ト ラ ン ス レ ー

シ ョ

ン法 用 に 従 っ た ． 反応組成 は
，
5 0 m M トリ ス一塩酸緩

衝液くp H 7 ．2l ，
1 0 m M 硫酸 マ グ ネシ ウム ， 0 ． 1 m M ジ

チ オス レ イ ト
ー ル

，
5 0 鵬 ノm l ウ シ 血清 アル ブ ミン

，仁
3 2

Pコd C T P
， 各々33 p M d A T P

，
d G T P

，
d T T P

，
デオ

キ シ ヌ ク レ ア ー ゼI t2 5 0 n gノm ll お よ び D N 阜 ポ リメ

ラ ー ゼ 工 く1 1 単位フ か らな る
．

1 5
0

C ， 2 時間反応後
，

セ フ ァ デ ッ ク ス G －5 0 の ス ピ ン カ ラ ム に よ り 標 識

D N A を分離 した
．

上 記 の 方法 に よ り
，

通常 1 X l O
8

C p m ルg の 標品 を得た
．

5 ．
コ ロ ニ ー ハ イ プ リダイ ゼ

ー

シ ョ ン

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に 形成さ せ たア ン ピシ リ ン 耐性

コ ロ ニ ー

を， ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を含ん だ培地 に移

し
，
プ ラ ス ミ ド の 増幅 を行 っ た ． G r u n st ei n ら 川 の 方法

に 従い
，
プラ ス ミ ド D N A を オ乃 Sオぬ の 状態で アル カ リ

に よる溶菌 と D N A の 変性に よ り フ ィ ル タ ー に 固定 し

た
．

ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン で 得られ た 亡
3 2
Pコ標識

D N A プ ロ
ー

ブ を 用 い て
，

コ ロ ニ ー

を ス ク リ
ー

ニ ン グ

し た
．

フ ィ ル タ
ー

を 50 m M ト リ ス 一塩 酸 緩 衝 液

くp H 7 ． 5l ，
1 M 塩化 ナ トリ ウム

，
10 m M E D T A

，

10 倍量 D e n h a rd t 溶液 肛 2 ％ニ ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン
，

フ ィ コ
ー

ル
，

ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ンう
，

0 ． 1 ％ ラ ウ ロ イ

ル ザ ル コ シ ン
，
5 jL gノm l 変性 p B R 32 2 D N A お よ び 50

声gノn ll 変性 ヤ ツ メ ウ ナ ギ D N A を含む ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン 混液 中で 65
0

C ， 3 時間前処理後
，

プ ロ ー ブ

を含む ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液中で 65
0

C
，
12 時間

反 応させ た ． 次 に
，

フ ィ ル タ
ー

を0 ． 1 倍量 S S C く1 倍

量 S S C 二 0 ． 1 5 M 塩 化 ナ トリ ウム
， 0 ．0 15 M ク エ ン 酸

ナ ト リ ウ ム1
，
0 ． 1 ％ラ ウ ロ イ ル ザ ル コ シ ン の 溶液 で

65
D

c
，
2 0 分間ず つ 3 回 洗い 乾燥さ せ た後， 増感 ス ク

リ
ー

ニ ン グ を用 い て －70
0

C で オ
ー

ト ラ ジオグ ラ フ イ
ー

を行 っ た ．

6 ． プ ラ ス ミ ド D N A の 単離



6 2 4

5 m l 培養液 か ら の プ ラ ス ミ ド は
，

H ol m e s ら
l 引

の

b oili n g 法 を用 い る簡便法 で 得た ． ま た ， 大量 の プ ラ ス

ミ ド D N A は ， リ ゾチ ー ム ．

トライ ト ン X ． 10 0 を用 い

る M a n i a ti s ら
1 61 の 方法 で 単 離 し た の ち

，
B e c k m a n

V T i 6 5 ロ
ー

タ
ー

を用 い て， 4 7 ，0 0 0 r
． p ． m ，

1 2 時間の 塩

化セ シ ウム 平衡密度勾配遠心 法で 精製し た
．

7 ． 制限酵素地図の 作成

制限酵素消化 D N A を， 0 ． 8 ％－1 ．5 ％ ア ガ ロ ー ス ゲ

ル また ほ 5 ％ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 で 分離

し
， 臭化 エ チ ジウ ム で 染色後， 紫外線照射 に よる発 色

よ り D N A 断片の 長さ を決定し た
． 泳動緩衝液は両 ゲ

ル 系と も ト リ ス
ー

ホ ウ酸緩衝液 くp H 8 ． 31 を用 い た ．

8 ． N o r tb e r n プ ロ ッ ト解析

ウ シ網膜， 脳お よ び肝臓か ら調製 した ポ リくA I R N A

を グ リオ キ サ
ー ル 下 で 変性 さ せ

川
，

1 ％ア ガ ロ
ー ス ゲ

ル 電気泳動を行 っ た ． 泳 動後，
S o u t h e rn 法

1 8J の 手順に

従 っ て
，

ポ リ くAI R N A を ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ル

タ
ー

に プ ロ ッ ト し た ．
フ ィ ル タ

ー

を10 m M リ ン 酸 ナ

トリ ウ ム 緩衝液くp H 7l ，
1 倍量 D e n h a r d t 溶液，

0 ． 7 5

M 塩化 ナ トリ ウム
，
2 5 m M E D T A

，
0 ． 2 ％S D S

，
5 0 ％

ホ ル ム ア ミ ド お よ び 50 ノJ gノm l 変 惟 ヤ ツ メ ウ ナ ギ

D N A を含む ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液 中 で 4 3
0

C
，

8 時間前処理 後，E
3 2
Pコ標識 D N A プ ロ

ー プを含 む ハ イ

プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン混液中 で 43
0

C ，
1 7 時間ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た
．

フ ィ ル タ ー を
，

2 倍 量 S S C ，

0 ． 2 ％S D S く室温1 ， 続い て 0 ． 1 倍量S S C
，
0 ． 2 ％S D S 溶

液 く50
0

C l で そ れぞ れ 30 分間洗浄 し
，

オ ー トラ ジオ グ

ラ フ イ
ー を行っ た ．

9 ． D N A 塩基配列の 決定

塩基配 列 は M a x a m ら
1 91 に よ る 化学的配 列決 定法

お よび S a n g e r ら
2 Ol

が 開発 し，
M e s si n g

2 りに 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 に 従 っ て

行っ た
． 前者の 方法は

，
D N A の 5

，

末端 を アル カ リ ホ ス

フ ァ ク
ー

ゼ処理 で脱 リ ン酸 した後， F r －
3 2
PコA T P 存在

下 ，
T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ

ー

ゼ を用 い 5
1

末端標識

を行 っ た ． 制限酵素を用 い 切断 した D N A を ，
アク リ ル

ア ミ ド ゲ ル 電 気泳 動 で 分離 し
， 回 収 し た ．亡32

Pつ標識

D N A 断片を 4 等分し
，

G
，
T ＋ C

，
C お よ び A ンC に特

異的な塩基の 化学修飾 を行 っ た後 ，
2 0 ％お よ び 8 ％ポ

リア ク リ ル ア ミ ド く8 M 尿素 を含むう ゲル 電気泳動 を

行 い
，

D N A の 塩基配列 をオ
ー

トラ ジオ グラ フ イ
ー で

決定 した ．

一 方 ， 後者の 方法は
，
D N A 断片を フ ァ

ー

ジ

M 1 3 m p 8 およ び m p9 の ベ ク タ
ー

に 組 み込 み， 大腸菌

J M l O l に 導入 した ．
プラ

ー ク選択後，
フ ァ

ー ジ 一 本鎖

D N A を増殖 し
， 分離 した

． 相補鎖 D N A の 合成は， ジ

デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ドお よび D N A ポ リメ ラ
ー ゼ 工 の

Kl e n o w フ ラ グ メ ン ト存在 下，
プ ラ イ マ ー を 用 い て

行 っ た
．

塩 基配列 は
，

8 ％ ポリ ア ク リ ル ア ミ ドく7 M

尿素 を含む げ ル 電気泳動後， オ
ー

ト ラ ジオ グラ フィ 一

に よ り 決定 した
．

10 ． ハ イ ブ リ ッ ドー選 択法 に よ る翻訳実験

ハ イ ブ リ ッ ドm 選別 法の 手順 は
，

C l e v el a n d ら22
切

方法 に 従 っ て 行 っ た
．

H i n d III 消化 プ ラ ス ミ ドD N A

く別 封gう を 1 0 m M t
l

リ ス 一塩 酸 緩 衝 液 く1 m M

E D T A を含む
， p H 7 ■51 中で 10 分間沸騰後， 0 ．5 N 水

酸化 ナ ト リ ウム 溶液 で 変性 さ せ た ． D N A を6 倍量

S S C で 希釈 し
，

1 ．5 c r n 平方の ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス フィ

ル タ ー 上 に ス ポ ッ トし た ．
フ ィ ル タ

ー

を 6 倍量SS C で

洗い
， 8 0

O

C ，
2 時間加熱後，

1 0 m M P I P E S くp H 6 ．姑

40 m M 塩化 ナ トリ ウム
，

4 m M E D T A
，

50 ％ホ ルム

ア ミ ド お よ び 0 ．5 m gl m l 麦芽t R N A か ら なる ハ イプ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液 中で 4l
O

C
，
1 2 時間処理 した． 次

に
，

こ の フ ィ ル タ
ー

を
，
2 0 ノノg の ウ シ 網膜 ポリ 払う

R N A を含 む ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液中で
， 4 l

O

C
，

1 5 時間反応さ せ た
．

フ ィ ル タ ー の 洗浄 は
，
次の 手順で

行 っ た ． 1 ， 1 m M の 1 倍量 S S C ， 0 ． 5 ％S D S 溶液で

15 分 間室温 で 2 回 ，
2 1 1 m l の 0 ． 1 倍量 SS C

，
0 ．5％

S D S で 15 分間室温 で 3 回
，

3 1 同溶液 で 15 分間50
G

C

で 1 回 ， 4 1 1 0 m M ト リス m 塩 酸，
2 m M E D T Aくp H

8 1 の 溶液で 60
0

C
，
1 5 分間行 っ た

． 非特異的な m R N A

を フ ィ ル タ
ー

よ り 除い た後， 蒸留水 を加え， 9 0 秒の加

熱処理 を行 い
，

C D N A と特異的に ハ イ プ リダイ ズして

い た m R N A を フ ィ ル タ
ー

か ら 溶 出 さ せ た ． 麦芽

t R N A を キ ャ リ ヤ
ー

と して m R N A を エ タ ノ ー ル沈澱

に よ っ て 回収 した
．

こ の m R N A を 1 JLl の 蒸留水 に溶

解 し
， 仁

3 5
Sコメ チ オ ニ ン 存在下， ウ サ ギ網状赤血球由来

の無細胞蛋 白合成系 で翻訳さ せ た
． 仁

3 5
Sコメ チオ ニ ン標

識蛋 白の 分 析は
，
S D S －ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲル電気

泳動 に よる L a e m m li
23 1 の 方法に 従 っ た

．
その検出は，

B o r n e r ら 細 の 方法 に よ る フ ル オ ロ グ ラ フ イ
一 に従っ

た
．

1 1 ． S o u th e r n プ ロ ッ ト解析

高分子 量 D N A は
，

B li n ら
25
切 方法に 従い

，
ウシ脳

か ら調製 した ． 得られ た D N A を数種類 の 制限酵素で

処理 した の ち
，
0 ． 8 ％ア ガ ロ ー ス ゲ ル で D N A 断片を分

離 した
．
泳動後

，
S o u th e r n 法1 8J に よ り ニ ト ロ セ ル ロ

ー

ス フ ィ ル タ
ー

に プ ロ ッ ト し た
．

フ ィ ル タ
ー

を2 0 m M

H E P E S くp H 7 l ，
1 m M E D T A

，
3 倍量S SC ，

0 ．5

倍量 D e n h a rd t 溶液， 5 0 ％ホ ル ム ア ミ ド
，
10 0 JL gl m l 麦

芽 t R N A お よ び 10 JJ gl m l 変性 ヤ ツ メ ウ ナ ギD N A

を含 む ハ イ プ リ グイ ゼ
ー

シ ョ ン 混液 中で 4 l
O

C
，
45 時間

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． 反 応後，
フ ィ ル タ

ー

を 0 ． 1 倍量 S S C
，
0 ． 1 ％S D S 溶液中，

5 0
0

C ，
2 0 分間3

回 洗浄 し
，

オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ
ー

を行 っ た ．



網膜に 特異 的 な C D N A しの ク ロ ー ニ ン グ 6 2 5

12 ． D o t プ ロ ッ ト解析

R N A の d o t プ ロ ッ トは
，

W h it e ら
2 6I の 方 法 に 従 っ

た．
R N A を 7 ■4 ％ ホ ル ム アル デ ヒ ド， 6 倍量 S S C

，
5

m M E D T A を含 む溶液 で 懸濁し
，
R N A を 60

0

C ，
15 分

間処理で 変性さ せ た後
，

ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス フ ィ ル タ ー

上に スポ ッ ト した ．
フ ィ ル タ ー

を，
5 0 m M H E P E Sくp H

7 l ，
3 倍量 S S C

，
1 倍量 D e n h a r d t 潜渡，

2 00 fL g 麦芽

tR N A お よ び50 JL g l m l 変性ヤ ツ メ ウ ナ ギ D N A を含

むハ イプリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液中で
，

4 2
0

C
，

2 時 間の

前処理を行 っ た後， ヒ3 2
Pコ標識 D N A プ ロ

ー

ブ を含む ハ

イプリ ダイ ゼ ー シ ョ ン混 液中で 4 2
0

C
，
15 時間反応 させ

た．
フィ ル タ ー を 2 倍量 S S C で 室温

，
1 時F乱 次に 0 ． 1

倍量S S C
，
0 ． 1 ％S D S 溶液 で 55

O

C ，
4 5 分間洗 浄後， オ

ー

トラジオ グラ フ イ ー を行 っ た
．

13 ． 試薬類

実験に 使用 した酵素お よび薬品 は 下記 か ら得た ． ト

リ骨髄芽症ウイ ル ス逆 転写酵素，
セ フ ァ デ ッ ク ス G ．5 0

は生化学工 業よ り
，

タ ー ミ ナ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ ，

D N A ポリ メ ラ
ー

ゼ I は B R L く米国l よ り購入 し た
．

麦芽t R N A ， ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル

， イ ソ プ ロ ピ ル ガ
ー

D － チオ ガラ ク ト ピ ラ ノ シ ド
，

5－ブ ロ モ ー4 －ク ロ

ロ
ー

3
－

イ ン ドイ ル ターD －ガラ ク ト ピラ ノ シ ド
，

ア

ガロ ー ス はSi g m a く米 国l よ り ，
ウサ ギ網状赤血 球ラ

イゼ
ー

ト
，

M 1 3 m p8 お よ び m p9 ベ ク タ ー

， F
3 5
Sコメ チ

オ ニ ンt D 8 0 0 C i l m m o ll ， 亡a
．
3 2
Pコd C T P ト 30 0 0 C iノ

m m oり およ び A m plif y は A m e r sh a m く英国l か ら購

入した
．

D N A s e q u e n ci n g s y st e m
， L

3 2
Pコは N E M く米

国1 より
，

ア ン ピ シ リ ン ナ トリ ウム は明 治製菓よ り ，

T 4 ポリ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー

ゼ
，

バ ク テ リア アル カ リ

ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び T 4 D N A リガ ー ゼ は宝 酒 造よ

り購入した ． 制限酵素
，

N a rI お よ び R s aI は和光純薬

より
，
A l uI

，
B a m H I ． B glII ，

E c o RI
，

H h aI
，

H i n cII
，

H i n dIII ， P stI
，
P v uII

，
S a lI

，
S a u 3 A I

，
S m aI

，
T th lllI お

よびX b oI は宝酒 造よ り購入 し た ．
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス

7 イ ル タ
ー

はS c hl ei c h e r 8 t S c h e r ell く米国1 よ り
，

X 線フイ ル ム は K o d a k く米 国l よ り購入 し た
．

そ の 他

の化学薬品 はす べ て 市販 の 特級品 を用 い た ．

成 績

1 － p C R 1 8 の ク ロ ー ニ ン グ

p C R 3 0 7 の イ ン サ
ー

トは 4 8 0 塩 基対 で あ り ， 相当す

る nl R N A く約 1
，
0 0 0 ヌ ク レ オチ ドう に 比 べ て ず っ と短

かく
8I

， 解析に は適当 で な い
．
そ こ で

， 完全 長の c D N A

を単離する ため に
， O k a y a m a

－ B e r g 法で 新た に 作製 し

たcD N A ラ イ ブ ラ リ ー

を用 い て ク ロ
ー

ニ ン グ を行 っ

た． p C R 30 7 の イ ン サ
ー

ト を 仁
3 2
Pコ 標識 した も の を プ

ロ ー

ブとし て 剛 1
，

コ ロ ニ ー

ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン

F i g ． 1 ． S c r e e n i n g o f r e ti n a
－

S p e Cifi c cl o n e s ．

T h e lib r a r y of b o v i n e r e t in a c D N A w a s c o n
－

St r u C t ed b y th e m et h o d of O k a y a m a a n d B e r g ．

C D N A －

pl a s mi d r e c o m bi n a n t m ol e c u l e s w e r e

p r e p a r e d u si n g p ol y くAI R N A f r o m th e b o vi n e

r e ti n a
，

d T －t ail ed v e c t o r
－

p ri m e r a n d d G －t ail e d

li n k e r ． T h e c y cli z e d v e ct o r －

C D N A p r e p a r a ti o n

W a S u S e d t o t r a n sf o r m th e c o m p et e n t E

H B lO l
． A m pi cilli n

－

r e Si s t a n t くA p
R

l a n d t e tr a c y c －

1i n e
－

S e n Si ti v e くT c
S

I c ol o n i e s w e r e pi c k e d o n t o

a g a r pl a t e s c o n t ai n i n g a m pi cilli n a n d g r o w n

O V e r ni gh t a t 3 7
O

C ． A b o u t 1 2
，
0 0 0 c ol o n i e s f r o m

r e pli c a t e d n i tr o c ell ul o s e fil te r s w e r e s c r e e n e d b y

u si n g th e n i c k －t r a n Sl a t e d i n s e r t くP stI ，P stIJ o f

p C R 3 0 7 ．

0 2 0 0
1 1

，－
十

4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0

A N d rl A I リー X h o l

Cト
ー

ーーーーー ． 壬 二

一－

－－
－ 一

－．くコ 1

． こ．

F 千丁詣
か－一

十
0 2 0 0 4 0 0

F i g ． 2 ． R e s t ri c ti o n e n z y m e m a p pi n g a n d s e q u e n c e

S tr a t e g y O f p C R 1 8 ，

A ． R e s tri c ti o n m a p o f p C R 1 8 ． T h e pl a s m id D N A

W a S d i g e st ed wi th s e v e r al r e s tri c ti o n e n d o ．

n u cl e a s e s a n d r e s ul t in g D N A f r a g m e n t s w e r e

el e ct r o p h o r e s e d o n 5 ％ p oly a c ryl a m id e g el o r l ．

0 － 1 ．5 ％ a g a r o s e g el s ． H a eIII－di g e s t e d C oI E l

a n d H i n dIII －d i g e st e d A D N A w e r e el e c t r o
－

p h o r e s e d a s m ol e c u l a r si z e m a rk e r s ．

B ． S e q u e n ci n g st r a t e g y ， T h e s e q u e n c e w a s

p e rf o r m e d a c c o rd i n g t o th e m et h o d of M a x a m

a n d G ilb e r t く． 十 1 a n d th e d id e o x y t e m in a ti o n

m e th o d o f S a n g e r e t al ．く8－－－1 ．

C ． R e s t ri cti o n m a p o f p C R 3 0 7 w hi ch w a s u s e d f o r

P C R 1 8 cl o n i n g a s a p r o b e ． P
，
P stI ニ S

，
S alI i H

，

H i n cII i E
，
E c o RI i B g ，

B gl II ニ B a
，
B a m H I こ



6 2 6

を行 っ た ． その 結果， 1 2 ，
0 0 0 個の コ ロ ニ ー の 約 1 ％が

p C R 3 0 7 プ ロ ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ した く図 い ．
その

中か ら 30 個の コ ロ ニ
ー

を再 ス ク リ ー ニ ン グに か け
，
最

終的 に 22 個の 単 一

コ ロ ニ ー

を得た ． そ れ らの コ ロ ニ ー

か ら プラ ス ミ ド D N A を単離 し，
ア ガ ロ ー ス電気泳動

に よ っ て そ の c D N A イ ン サ ー ト の長 さ の 決定 お よ び

制限酵素地図 を作成 した ． 2 1 個 の ク ロ
ー ン は プ ロ

ー ブ

くp C R 3 07うと同 じ制限酵素地図 を示 し，
40 0 旬 6 0 0 塩基

対の長さ で あっ た
．

一 方
， p C R 3 0 7 と異な る制 限酵素地

図を示 す ク ロ
ー ン が

一 つ 存在 した ． こ れ はイ ン サ
ー

ト

の長 さが約 100 0 塩基対 で あ っ た く図2 う．
そ こ で

，
こ

の
一

番長 い ク ロ ー ン くp C R 1 8つ を用 い て
，

さ ら に 解析

Fi g ． 3 ． N o rth e r n bl o t a n a l y si s o f p C R 1 8 ．

P ol y くAI R N A s f r o m th e b o v i n e r e ti n a
，
b r ai n a n d

li v e r w e r e el e c tr o p h o r e ti c ally f r a c ti o n a t e d i n a

a g a r o s e g el a n d b l o t －t r a n Sf e r r e d t o a nit r o
－

c ell ul o s e p a p e r ． T h e filt e r bl o t w a s h yb ridi z e d

t o th e n i c k ．t r a n sl a te d く1 X l O
8
c p m l FE gン i n s e r t

くN a rI － E c o R IJ o f p C R 1 8 ． E a ch l a n e c o n t a i n s

5JL g O f p ol y くAナ R N A f r o m b o v i n e r eti n a くRl ，

b r ai n く別 a n d li v e r くLl ．
B o v in e く2 8 S ，

1 8 S I a n d E ．

c oliく23 S ，
1 6S

，
5 Sl r R N A w e r e u s ed a s m o l e c ul a r

Si z e m a r k e r s ．

を進 め た
．

2 ． p C R 1 8 の N o rth e rn プ ロ ッ トに よる 解析

p C R 1 8 ク ロ ー ン の 網 膜組 織特 異 性 お よ び m R N A

の 大き さ を確 か め る た め に
，

N o rth e r n プ ロ ッ ト解析

を行 っ た
．

ウ シ の 各種組織か ら抽出 した ポ リ 仏1 R N A

を グ リオ キ サ
ー ル に よ り変性さ せ ， 1 ％ア ガ ロ

ー

スゲ

ル 電気泳動 した ．

ニ トロ セ ル ロ
ー ス ペ

ー パ ー に 移した

後，
ニ ッ ク ト ラ ン ス レ

ー シ ョ ン法 に よ っ て 得られた仁
32

Pコ標識 D N A プ ロ
ー

ブ くp C R 1 81 と ハ イ プリ ダイゼ ー

シ ョ ン を行 っ た ． その 結果， p C R 1 8 は網膜組織からの

ポ リ 仏 H モN A と の み ハ イ プ リ ダイ ズし
， 脳お よび肝

臓の 組織 か らの ポ リ くAI R N A と は ハ イ ブリ ッ ド形成

が 認め られ な か っ た く図3 ン． した が っ て
， p C R 18 の

C D N A イ ン サ ー ト は 網 膜 に 特 異 的 で あ り
，

か つ

m R N A の 長さ に ほ ぼ近 い こ とが 明 ら か とな っ た ．

3 ． D N A 塩基配列の 決定

m R N A に よ っ て 翻訳さ れ る蛋 白質 を 同定するため

に
， p C R 1 8 の c D N A イ ン サ

ー

トの 塩 基配 列の 決定を

行 っ た ． 図2 に p C R 1 8 の 制限酵素表図 ， およ び各断片

の 塩基配列 を決定 し た 方向 を示 す
。 p C R 1 8 の c D N A

イ ン サ
ー

トは
，
M a x a m

， G ilb e r t 法お よ び ジデオキシ法

を用 い て D N A 塩基 配列 を決定 した ． 図4 に その
一

次

構造 を示 す
．

c D N A イ ン サ ー トの 長さ は 90 5 ヌ ク レオ

チ ドで
，

3
，

一 末端部分に 8 1 塩基の ポリくAう鎖を含んで

い た ． ま た，
ポ リ くA I 鎖 か ら20 へ 2 5 番 目上 流 に

A A T A A A の ポリくAl 付加 シ グ ナ ル が 認 めらj■t た
． 他

の 特 徴 的 な 配 列 と し て
，
対 称 配列 くT G T A T E Cコ

T A T G T
，

7 5 8 M 7 6 81 お よ び く り か え し 配 列

くC C C G T C C
，
2 3 M 2 9 と 75 －8 1 こ C G C G G C G

，
30

－

36

と 10 8
－

1 14 こ C A A A T C A A ， 63 0 －63 7 と 65 0－6571

が認 め られ た
． イ ン サ ー トの 5

，
－ 末端か ら 138 －1 40 番

目 に メ チオ ニ ン コ ド ン くA T Gう が認 め られ た．
こ れら

の メ チ オ ニ ン コ ド ン か ら 57 9
－

58 1 番目の 終止 コ ドン

くT C A l ま で 連続 した o p e n r e a di n g f r a m e が存在し

た
． 推 定さ れ る蛋白質 の ア ミ ノ 酸残基 は 1 47 個であっ

た ．
こ の 蛋 白質と既 知 の 蛋 白質 く約3

，
10 0 種プ との ホ

モ ロ ジ ー

を大型 コ ン ピ ュ
ー タ ー で 検索し た ． その結 乳

本蛋白質と輯似性 を有 する 蛋白質 をデ
ー タ ー バ ンクか

ら見出す こ と は で き な か っ た ．

4 ． 無細胞蛋白合成 系に よ る
，

ウ シ 網膜 m R N A Jノ

翻 訳産 物の 解析

ウ シ 網 膜 全 ポ リ 仏1 R N A と p C R 1 8 と の 間 レり

R N A ． D N A ハ イ ブリ ッ ド形成法 に よ っ て
，

m R N A を

選 別 し た ． そ の m R N A を ウサ ギ網状赤血球由来の無

細胞 系蛋白合成系 を用 い て
，

玩 z府 和 で 翻訳 させた 一

都 訳産 物 を S D S
－

ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動

に よ り 分離 し， オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ 一 によ り検出し
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た個 5 l ． p C R 1 8 と ハ イ ブ リ ッ ドし た m R N A は
， 約

軋000 ダル ト ン の ゲ ル 移動 度 をも つ 蛋 白質 を コ ー ド

した ．
また

，
ニ の バ ン ドは対照反 応 系 に は認 め られ な

か っ た ．

5 ． p C R 1 8 の S o u th e r n プロ ッ ト解析

ゲ ノ ム D N A 上 に p C R 1 8 遺伝子 の コ ピ ー が複 数個

存在するか どう か を確か める た めに
，
S o u th e r n ブ ロ ツ

6 2 7

ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り を調 べ た ． ゲ ノ ム

D N A をウ シ 脳か ら抽出し た後，
C D N A イ ン サ ー

トに

切 断 部 位 の な い 制 限 酵 素 Hi n d IJI
，

P st L お よ び

B a m H I で D N A を消化 した
． 生 じた 断片を アガ ロ

ー

ス ゲル 電気泳動 に よ り分離し
，

ニ トロ セ ル ロ ー ス ペ ー

パ ー

に 移し た後
， E

3 2
P j 標識 D N A プ ロ

ー プ くp C R 1 81

と D N A － D N A の ハ イ ブ リ ッ ド形成反 応 を行 っ た
．

そ

TT TA G CC TC AG C CG TG A
1 7

C CGG CC CC G TC CC G CG GC G C CG GG A GT T CG TG TG AA CG GG T AG GT G TA CC GA C TT CG CC C
7 7

G TCC GT GA A TC C CG TG G TC G CA A AG GC C CG CG CG GC GG GC CG GG T TC T GC CG A TA CC TT A

Me tGl y C y s AI cIA rg G l y G l uP r o Gl n L e u Gl nV ql Gl y A r

A TGG GC TG T GC GC G AG G AG AG C C TC AA T TG CA AG TT GG TC G

Al oGl u L e u AI cIS e rL e u V oI A l o Al o S e rV c11G l y
G CAGA G CT GG C C TC AC TA G T TG CG G CT AG TG TAG GA
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S e rT r p Ph eA l qS e rA r g Gl u T h rA s pG l u Al oTh rA s n G l y V c11 L e u L e uA I cIT r p A s p
TC CTG G TT TG C T TC ACG G G AG A CA G ATG A AG C CA CC AA TG GG G TA C TT CT TG C TTG GG AT

句97
Ly sGl uG l u L e uP r o V o I S e rPh e A s p V c11H i sA r gG l uA l q G l y Th rV cllS e rL e u L e u
AA AGA AG A GC T GC C TG TC T C TT TT G ATG T CC A CCG TG AG G CA GG G AC TG T GA GT C TCC TC

557

Il eL e uS e rG l n L e u Th rS e r
耀 輌

AT TC TT AG CC AG T TG A CA TC C TG A A ACC C TG AG A ATC T TC AG AG A T TTG A CT TG G TC TTC
617

AT TTC T TA AA T CC AA A TC A AT A AT AG TG A TC TC A AA TC AAG TGA GG G C TT TC AA GG CT GG
67 7

CT TCT GA A GA A TT CC T TT TG G CC T G TT TC TG TA GC CA GT G AC CA AG A G AG TC TG CT GT G A
75 7

GC TGG CA T TG GG C TA GG C CT TG TA TC TA T GT G ATG TT TG TG T GC AG T T AG AA AA C TG AAG

79 7

TT AAT AA A TT TG C CA AG G TC A CA C T TG くA 1
8 1

Fi g ． 4 － N u cl e o tid e s e q u e n c e o f th e r e ti n a ． s p e c ifi c c D N A c l o n e ， p C R 18 ．

T h e n u cl e o tid e s e q u e n c e s t a r t s a t th e p o siti o n l of th e fi r s t n u cl e o ti d e くT J f o1l o w i n g th e

Olig o くd Gナs e g m e n t ． T h e a mi n o a c id s e q u e n c e b e gi n s wi th th e fi r st i n －

P h a s e A T G c o d o n

f o r a s l n gl e l o n g o p e n
－

r e a d i n g f r a m e ． T e r m i n a ti o n c o d o n i s m a rk e d w ith
射 川

． P o s sibl e

p ol y a d e n yl a ti o n sl g n a l
，
A A T A A A

，
i s u n d e rli n e d ． T h e n u m b e r s b el o w th e s e q u e n c e a r e

n u cl e o tid e p o siti o n ．
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の結果，
H i n d III

，
P stI お よび B a m H ト消化は， そ れ ぞ

れ 3 ． 25 K 塩基
，
3 ． 4 K 塩基， 3 ． 1 K 塩基 を示 す

一 つ の

D N A 断片が検 出さ れ た く図6 う．
した が っ て

，
こ れ ら

の結果は
， p C R 1 8 遺伝子 が ウ シ ゲ ノ ム 中に 単 一

コ ピ ー

と して 存在 してい る こ と を示唆 し て い る ．

F i g ． 5 ．
L n vit n t r a n sl a ti o n o f p C R 1 8 r

s el e c t e d

r e ti n a m R N A ．

p C R 18 D N A w a s li n e a ri z e d b y H i n dI II
，
d e n a t u r e d

a n d s p o tt e d o n t o a n it r o c ell ul o s e filt e r ．
T h e

filt e r w a s h yb rid i z e d t o p ol y くAI R N A f r o m th e

b o v i n e r e ti n a ． H yb rid i z e d R N A w a s el u t e d w ith

d i still e d w a t e r ． El u t ed R N A o r d i still e d w a t e r

くa s c o n t r o ll w a s t r a n sl a t e d i n a r a b bit r e ti c ul o
－

C y t e l y s a t e c o n t ai n i n g
3 5
S ィn e th i o n i n e ． T h e

r a d i o l a b el e d p r o d u c t s w e r e el e ct r o p h o r e s e d o n a

1 2 ．5 ％ S D S －

p Ol y a c r yl a m id e g el ． T h e b a n d

Sh o w n b y a r r o w h e a d く一I i s a t r a n sl a ti o n p r o d u c t

O f th e e n d o g e n o u s R N A i n th e r e ti c ul o c y t e l y s a t e

u s e d ． T h e a r r o w ト1 i n d i c a t e s a b a n d o f 1 9
，
0 0 0

d alt o n s
，

W hi c h w a s a t r a n sl a ti o n a l p r o d u c t f r o m

p C R 1 8 －

S el e c t e d m R N A a n d n o t s e e n i n th e

c o n t r o l ． T h e m ol e c ul a r w ei gh t s t a n d a r d s u s e d

a r e a s f o ll o w s こ ph o s p h o r yl a s e b くM W ニ 9 2
，
5 00J ，

b o v i n e s e r u m a lb u m i n くM W ニ 66
，
2 0 0l ，

O V alb u m i n

くM W ニ 4 5
，
0 0 01 ，

C a r b o n i c an h yd r a s e くM W ニ 3 1
，
0 0 01 ，

s o y b e a n t r y p si n i n h ib i t o r くM W こ 2 1 ，5 0 0l ，

1 y s o z y m e くM W ニ 1 4
，
4 0 0l ．

6 ■ 網膜芽細胞脛 m R N A へ の 交叉 －ハ イ プリグイ

ゼ
ー

シ ョ ン

種 々 の 腫 瘍 神経 細 胞 に お い て
， p C R 18 に 対 する

m R N A が 発 現 し て い る か どう か を 調 べ る た め に
，

R N A の d o t プ ロ ッ ト解析 を行 っ た
．

ヒ ト網膜芽細胞

腰 くY 79 細胞 楓 W E R工細胞株う お よ び マ ウス神経芽

細胞 腫 X ラ ッ ト膠腰椎種 くN G lO 8 －1 5 1 の 細胞株からポ

リ くA I R N A を抽出 し
，
0 ． 6 2 5 JL g か ら 5 JL g の 範囲の

R N A 量を ニ トロ セ ル ロ ー ス に プ ロ
ッ トし， E

32
Pコ療識

D N A プ ロ
ー

ブくp C R 1 81 と ハ イ プ リダイ ゼ
ー

シ ョ ンを

行 っ た く図7 う． そ の 結 果，
Y 7 9 お よ び W E R工細胞株

に お い て
，

ハ イ プ リ ダイ ズが認 め られ た
．

一

方 ， 同 叫

条件 下
，

ウ シ 脳お よ び N G l O 8 － 1 5 細胞 に は ハ イ プリダ

Fi g ． 6 ． S o u th e rn bl o t a n al y si s of p C R 1 8 ■

G e n o m i c b o v i n e b r ai n D N A く10 jL g1 1 a n el w a s

di g e st ed w ith H in d III くH l ，
P s tI くPJ o r B a m H I く臥

el e c t r o p h o r e s e d o n a O ．8 ％ a g a r o s e g el a nd

t r a n sf e r T e d t o a n it r o c ell ul o s e p a p e r ． T h e filt er

w a s th e n h yb ri di z e d t o th e ni c k ．t r a n sl a t ed く1 X l O
8

c p m lJL gl i n s e rt くN a rI－E c o R Il o f p C R 18 ．
B a nd

si z e s a r e 三 3
．
2 5 k b くH i n dIIIl ，

3 ．4 k b くP stIJ a n d 3 －1k b

くB a m H IJ ． A H i n d III ． di g e s t e d 入p h a g e D N A

w a s u s e d a s a si z e st a n d a r d ．
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Fig ．7 ． D o t h yb ri di z a ti o n o f th e R N A s f r o m

v a ri o u s s o u r c e s wi th p C R 1 8 ．

P ol y くAI R N A w a s i s ol a t e d f r o m n e u r a l ti s s u e s

a n d n e u r o n al c ell li n e s ． S e ri a l dil u t ed s a m pl e s

of e a c h R N A w e r e s p o tt e d di r e c tl y o n t o a

nit r o c ell u l o s e fil t e r a n d h yb ri di z ed w ith th e n i c k －

tr a n sl a te d in s e rt くN a rI － E c o R Il of p C R 1 8 ． T h e

R N A s w e r e f r o m th e b o vi n e b r a i n
，
b o v i n e r eti n a

，

h u m an r e ti n o b l a st o m a Y 7 9 a n d W E RI c ell s
，

a n d

m o u s e n e u r o b l a s t o m a x r a t gli o m a h y b rid

N G lO 8 －1 5 c ell s ． T h e a m o u n t of R N A s p o tt e d

w a s
，
f r o m th e l ef t t o ri gh t

，
0 ．6 2 5

．
1

，
2 5

，
2 ．5 a n d 5 ．

OiLg l n e a C h li n e L

イズは検出さ れな か っ た ． ま た網膜芽細胞腫 R N A へ

の交叉
－ ハ イ プ リグイ ゼ ー シ ョ ン は

，
ウ シ 網膜組織と

ほぼ同じ レ ベ ル で あ っ た
．

したが っ て
，

これ らの 結果

は，
ヒ トの網膜に も p C R 18 と ハ イ プリ ダイ ズす る遺伝

子が発現さ れて い る こ と を示唆 して い る
．

考 察

今回の 実験 に お い て
， 最初の コ ロ ニ ー ス ク リ ー ニ ン

グの 時に プロ
ー ブ と して用 い た p C R 3 07 は

，
ウ シ の 網

膜と脳組織の 間で の プラ スノマ イ ナ スく＋ノーフ法に よ っ

て得られ た c D N A の一
一

つ で
81

，
N o rth e r n ブ ロ ツ ト解

析によ っ て も網膜 に 特異的 な c D N A で あ る こ と が確

認された もの で あ る
．
しか し

， p C R 3 0 7 の イ ン サ ー

トは

480 塩基対で
，
相 当す る m R N A は約 1

，
0 0 0 ヌ ク レ オ

チドで ある た め
， 完全長の CD N A を得る こ と を計画し

た
． 従来の ポ リd C 法に よる c D N A ラ イ ブ ラ リ ー の 作

製では
，
S ．ヌ ク レ ア

ー

ゼ処 理 時に 5
，

一 末端配列が失わ れ

るという 欠点が あ っ た
． 今回 は ， そ の 欠点 を寛服 す る

た め に 開発 さ れ た O k a y a m a
－ B e r g 法 を 採 用 し

，

C D N A ライ ブ ラ リ
ー

を作 製し た ． 約 12
，
0 0 0 偶の ウ シ

網膜 cD N A ライ ブ ラ リ ー か らク ロ
ー ニ ン グ を行い

， 得

られたク ロ ー ンの 中か ら
一

番長 い イ ン サ
ー

トを有す る

ク ロ ー ン くp C R 1 81 を単離 した ． しか し，
こ の p C R 1 8

62 9

ク ロ
ー ン は p C R 3 0 7 と は 異な る制 限酵素地図 を 示 し

た ． そ こ で
， p C R 1 8 の組織特異性 を N o rth e rn プ ロ ッ

ト解析 に よ っ て検討し た ．
こ の結果， p C R 1 8 は網膜組

織に 特異的で あ り
，

m R N A の 長さ は約12 S く約 1
，
0 0 0

ヌ ク レ オ チ ドI で あ る こ と がわ か っ た
． 用 い た プ ロ ー

ブと 異な る制限酵素地 図を示 し た cD N A を ク ロ
ー

ニ

ン グ した例 は
，

Y a b u s a k i ら
271

の 3
－ メ チ ル コ ラ ン ス

レ ン誘導 チ ト ク ロ ー ム P 4 5 0 の ク ロ ー ニ ン グで報告さ

れ て お り，
こ れ はチ トク ロ

ー

ム P 45 0 の フ ァ ミ リ
ー

で

ある こ とが明 ら か に され て い る ． したが っ て， p C R 3 0 7

と今回得ら れ た p C R 1 8 は
，塩基配列に ホ モ ロ ジ ー のあ

る同 じフ ァ ミ リ
ー

と 考え られ るが
，

こ の こ とを確認す

る に は両 cD N A の塩基配列の 決定が 必須で ある ．

得られ た p C R 1 8 の イ ン サ ー トの 長さ は 905 塩基対，

それ に 対 して m R N A の 長さ は約 1
，
0 0 0 ヌ ク レ オ チ ド

で ある た め ， p C R 1 8 が完全長の長 さか ら どの程 度5
，

－

末端 部分 を 欠 い て い る か を正 確 に 決定 す る に は，

p ri m e r e x t e n si o n 実験 が必要で あり， 現在計画中であ

る ．

p C R 1 8 の 塩基配列の 決定に よ り ， 次の様 な特徴が 認

め られ た ． まず
，
5

し

側 に G C
－

豊富な部分が 存在す る

こと ， また C C C G T C C お よ び C G C G G C G の く り返 し

配列が認 めら れ た ．

一 方 ，
3

，
－ 側 は A T

一 豊音で あ る こ

と
， 特 に 80 0 へ

■

8 0 5 番目に A A T A A A のポ リくAl 付加

シ グナ ル が存在 し， そ の 20 塩基下流に ポ リ くAl 鎖が

81 個付 い て い た
． また

，
C A A A T C A A の く りか え し配

列お よ び T G T A T E Cコ T A T G T の対称配列が認 め ら

れた ．

p C R 1 8 の 塩基配列 を， 現 在知 られ てい る網膜に 特異

的に 存在す る o p si n
2 自
や t r a n sd u ci n

2 91 の塩基配列と 比

較 したが
，

ホ モ ロ ジ ー

は認め られ な か っ た ．

終止 コ ド ン は 57 9 旬 5 8 1 番目の T G A で あ るが
， 開始

コ ド ン は 13 8
r

－ ノ 1 4 0 番目の メ チ オ ニ ンが 考え られ る
． 開

始 コ ド ンよ り上 流 の 塩基配列お よび ハ イ ブ リ ッ ド
ー 選

択翻訳実験よ り得 られ た情報 か ら，
13 8 番目 の メ チオ

ニ ン か ら開 始す る 推 定 o p e n r e a d i n g f r a m e を と っ

た ． 推定さ れ る 蛋白質の 分子量 は 15 ， 7 0 0 で あ っ た ． し

か し
， 最終的な開始 コ ドン の 決定に は

， 蛋白質の 精製

を行 い
，

その N 末 ア ミ ノ 酸を 同定す る必要が あ る
．

ま

た， 蛋白質分解 を受 け る部位， 糖の つ く 部位お よ び N

末部分 に お け るリ
ー

ダ ー 配列 叫 は認めら れ なか っ た ．

本実験 か ら推定され た 蛋白質と 3
，
1 00 種の 蛋白質の

デ
ー

タ
ー

バ ン ク く金 沢 大学ニ N a k a s hi m a
，

s p r o t ei n

S e q u e n C e lib r a r yj か ら ホ モ ロ ジ ー を調べ た と こ ろ
，

一

部の ア ミ ノ 酸配列に つ い て
，
2 0 旬 3 0 ％の ホ モ ロ ジ

ー

で
，

ニ ワ トリ牌臓 工g ラ ム ダ型 軽鎖お よ び タ バ コ モ ザイ ク

ウイ ル ス 30 E 蛋 白質な どが検索 され た が
， 結論的 に
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は
， 有意 なホ モ ロ ジ

ー

の あ る 蛋白質 をと り 出す こ と は

で きな か っ た ． した が っ て
， 本蛋 白質 は新し い 蛋 白質

と考 えられ る
．

本 蛋 白 質 が 網 膜 組 織 に 特 異 的 で あ る こ と は
，

N o r th e rn プ ロ ッ ト お よ び d o t プ ロ ッ ト解析 に よ っ て

確 か めら れた が， さ らに は
，

一 部の ア ミ ノ酸 を合成 し
，

こ れ に対 す る抗体 を作成 し， 免疫組織化学的検 索を行

う こ と に よ っ て本蛋白質の網膜組織内分布お よ び その

機能 が推察さ れる 可能性が あ る ．

本研究の よう に
， 遺伝子 工学 の 手法 を用 い た ク ロ ー

ニ ン グに よ り ， 分化や 組織に 対 して 特異的に 発現され

る遺伝子 お よ び その産物 を解析 す る研究は ま だ端緒を

つ い た ばか り で ある が
，

い く つ か 報告 され て い る ． ま

ず， 分化に つ い て は
，

ウ ニ 外胚葉 の 分化 くC a r p e n t e r

ら
3111

，
マ ウ ス 脂肪細胞の 分化 くB e rn l o h r ら

3 2

り，
ラ ッ

ト線維芽細胞の 分化くM a t ri si a n ら
3 311 およ び マ ウ ス肥

満細胞の分化くY o k o t a ら
34りが 挙げら れ る

．

一 方，
ア

メ フ ラ シ の各種 ニ ュ
ー

ロ ン に特異的くS c h ell e r ら
3 5l

，

T a u s si g ら
36l

，
N a m b u ら

3 711 お よ び ラ ッ ト脳 に 特異的

くS u t cliff e ら
3 8

り な c D N A ク ロ
ー ニ ン グ等も 報告 さ

れて い る ．

S o u th e r n プ ロ ッ ト解析 に よ り
，
ゲ ノ ム D N A 上 に単

一

コ ピ
ー

存在す る こ とが 明 らか と な っ た
．

しか し
，

ゲ

ノ ム D N A 上 での 大き さや イ ン ト ロ ン の 存在 な ど に つ

い て は
，
分後， 明 らか に しな けれ ば な ら ない

．

d o t プロ ッ ト に よる 解析 か ら
，

ヒ ト 由来の 網膜芽細

胞腫 に 交叉
－ ハ イ プリ ダイ ズ す る m R N A が 存在 する

こ と は
， 種 を超え て本蛋白質が 網膜に 存在 して い る こ

と を示 す ． したが っ て
， 今後 さ ら に解析 を進 め， 網膜

に お け る機能的役割 を明 らか に す るこ と が重要 に な る

で あ ろう ． また， ウ シ 網膜 に 匹敵す る程度， p C R 1 8 に

交叉 す る m R N A が Y 7 9 お よ び W E R I 細胞株 に 発現

して い た こ と よ り
，

ヒ ト網膜 芽細胞腫 は 本蛋白質の 機

能 を解明す る の に 格好 の材料 に な る と考 えら れ る ．

結 論

網膜組織 に 特異的に 発現す る遺伝子 およ び そ の 産物

を解明 す る目的で
，

ウ シ 網膜 に 特異的 な c D N A の ク

ロ
ー ニ ン グを行い

， 以下 の 結論 を得た ．

い ウ シ 網膜 cD N A ラ イ ブ ラ リ
ー

か ら， す で に 得 ら

れ た網膜 に 特異的な c D N A くp C R 3 0 71 を用 い て ス ク

リ
ー ニ ン グを行い

， p C R 3 0 7 と は 異な る 制限酵素地 図

を示 す新た な ク ロ
ー

ン くp C R 1 81 を単離 した ． p C R 1 8

の イ ンサ
ー

トは 90 5 塩基対 で あ っ た
．

2ン p C R 1 8 は
，

ウ シ網膜 の約 12 S く約 1
，
00 0 ヌ ク レ

オチ ドフ の大き さを も つ m R N A との み ハ イ プ リ ダイ

ズ し， 脳や 肝臓 とは 反応 しな か っ た
．

3 1 p C R 1 8 の D N A 塩 基配列 の 決 定よ り，

一

つ の

o p e n r e a di n g f r a m e の 存在 が認め ら れ ， その 配列か

ら 147 偶の ア ミ ノ 酸か ら な る 1 5
，
7 0 0 ダル トン の 蛋白

質を コ ー ド して い る こ とが 推定され た ．

4 さ 推定蛋白質の ア ミ ノ 酸配列と デ
ー

タ
ー

バ ン クの

既知蛋白質 く3
，
1 0 0 種ンと を比較したが

， 有意なホモ ロ

ジ ー を もつ も の は見い 出す こ と は で き なか っ た
．

5 1 p C R 1 8 に よ っ て 選 択 さ れ た m R N A は
， 約

19
，
00 0 ダル トン の 分子 量の 蛋 白質 をゴ乃 び才如 で翻訳

した ．

6 1 S o u th e r n プ ロ ッ ト解析 か ら
， p C R 1 8 遺伝子がウ

シ ゲ ノ ム D N A 中に 単 一

コ ピ ー

と して 含 まれて いるこ

とが 示 さ れ た ．

7 1 各種腫瘍細胞に つ い て
， p C R 1 8 に 対する m R N A

の発現 を調 べ た実験 か ら， p C R 1 8 と交叉
－ ハ イ プリグ

イ ズ す る遺伝子 が ヒ ト由来 の 網膜芽細胞腰に も存在す

る こ と が示 され た
．

以 上 の 結果か ら ， p C R 1 8 は網膜に 特異的な新しい蛋

白質 を コ
ー

ドす る ク ロ ー ン で あ る こ と
，
およ びp C R 18

の 遺伝子 が ヒ ト網膜芽細胞腫に も発現 して い る ことが

示 され た ．
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