
図1-1.第 一 章 の実 験 の流 れ.
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図1-2.cDNA library screening用 マ ウ スprobeの 作 製.

(A)ラ ッ ト20α-HSDcDNAに お け るF1 primerとRlprimer

(B) F1 primerとR1 primerを 用 い てマ ウス 卵 巣mRNAを 鋳 型 と したRT-PCR産 物 は,

ラ ッ ト20α-HSD cDNAのF1/R1フ ラ グ メ ン トと93%の 相 同 性 を有 して い た,
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図1-3. In situ hybridization用cRNA probeの 作 製

A)In situ hybridizationに 用 い るcRNA probe作 製 手 順

B)増 幅 し たantisense, sense cRNA probeの 電 気 泳 動 像
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In situ hybridization の方法

1.パ ラ フ ィ ン切 片用

xylen  10min.

xylen  10min.

xylen  10min.

100% ethanol  3min.

90% ethanol  3min.

80% ethanol  3min.

70%ethanol  3min.

50% ethanol  3min.

1×PBS  5min.

0.3% Triton X-100/PBS  10min.

1×PBS  5min.

0.2NHCl  10min.

1×PBS  5min.

1×PBS  5min. 37℃

16μg/ml proteinase K/PBS  30min. 37℃

1×PBS  5min.

1×PBS  5min.

4% PFA/PBS  5min.

1×PBS  5min.

2mg/ml glycine/PBS  10min.

1×PBS  5min.

1×PBS  5min.

2.凍 結切片用

4% PFA/PBS  10min.

1×PBS  5min.

0.3% Triton X-100/PBS  10min.

1×PBS  5min.

0.2NHCl  10min.

1×PBS  5min.

1×PBS  5min. 37℃

1μg/ml proteinase K/PBS  15min. 37℃

1×PBS  5min.

1×PBS  5min.

4% PFA/PBS  5min.

1×PBS  5min.

2mg/ml glycine/PBS  10min.

1×PBS  5min.

1×PBS  5min.

次のペー ジに続 く

図1-4. In situ hybddization法 の 概 略及 び使 用 した溶 液 の 組成.
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3. 以下パ ラフィン切片,凍 結切片共通

0.1 M triethanolamin (TEA)  3min.

0.1 MTEA+acetic anhydryde 200μl/min.  5min.

continued on the above condition  15min.

MilliQ水  5min.

70% ethanol  30sec.

80% ethanol  30sec.

90% ethanol  30sec.

100% ethanol  1min.

air dry

Prehybridization

4×SSC  15min.

50% formamide/2×SSC  30min. 42℃

Hybridization

65℃ で10min熱 変 性 さ せ て 急 冷 し たcRNA probeを, hybridization buffer (1mg/ml E. coli tRNA,

1mg/ml salmon sperm DNA, 40mM Tris-CI pH8, 2.5mM EDTA pH8, 2×denhardt's reagent, 5×SSC,

50% formamide, 0.05%SDS) に1μg/mlと な る よ う に 加 え た.

ovgrnight 42℃

Washing

50% formamide/2×SSC  10min. 42℃

50% formamide/2×SSC  10min. 42℃

NTE buffer  5min. 37℃

NTE buffer  5min. 37℃

20μg/ml RNase A/NTE  30min. 37℃

NTE buffer  5min. 37℃

2×SSC  20min. 42℃

0.2×SSC  20min. 42℃

0.2×SSC  20min. 42℃

DIG buffer 1  1min. or overnight 4℃

DIG buffer 2  30min.

DIG buffer 1  1min.

次のページに続 く
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alkaline phophatase-conjugated

anti-digoxygenin/DIG buffer 1 (×500)  30 min.

DIG buffer 1  15 min.

DIG buffer 1  15 min.

DIG buffer 3  5 min.

2% NBT-BCIP/DIG buffer 3 (×50)  12-24 hrs.

DIG buffer 4  10 min.

1×PBS  4℃

NTE buffer  DIG buffer 1

0.5 M NaC1  100 mM Tris-ClpH7.5

10 mM Tris-ClpH8 150 mM NaC1

 1 mM EDTA

DIG buffer 2  DIG buffer 3

1%blocking reagent  100 mM Tris-ClpH9.5

/DIG buffer 1  100 mM NaC1

50 mM MgC12

DIG buffer 4

10 mM Tris-ClpH 8

1 mM EDTA
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図1-5.マ ウ ス 卵 巣20α-HSDcDNA配 列 と ア ミ ノ酸 配 列 。

マ ウ ス卵 巣20α-HSDcDNAは,323個 の ア ミ ノ酸 を コ ー ドし,ラ ッ ト卵 巣20α-HSDcDNAと

93%の 相 同性 を 示 した.矢 印 は転 写 開始 点 を,星 印 は 停 止 コ ドン を,下 線 はRatcDNA F1

primerとRat cDNA R1 primerの 認 識 部 位 を示 す.TATA box及 びpolyadenylation signalを 枠 内 に

囲 ん で 示 した,

■;補 酵素結合部位のアミノ酸

●;基 質結合部位のアミノ酸
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■ 補酵素結合部位のアミノ酸

■ 基質結合部位のアミノ酸

図1-6. マ ウスとラ ッ ト卵巣20α-HSDア ミノ酸配列の比較.

ラッ トとマ ウスの20α-HSDを ア ミノ酸 レベルで比較 した ところ,互 いに93%の 相同性

を有 してお り,補 酵素,基 質結合部位の ア ミノ酸は一致 していた.相 同なア ミノ酸

は ・で示 し,補 酵素,基 質結合部位 のアミ ノ酸 には色 をつけて示 した.
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rat liver 3α-HSD

mouse ovary 20α-HSD

●cofactor (NADPH) binding site

●substrate (steroids) binding site

図1-7. ラッ ト肝臓3α-HSDと マ ウス卵巣20α-HSDの 三次元構造.

X線 解析 によ りその 三次元構造が決定され ているラッ ト肝臓3α-HSD

を元 に,マ ウス卵巣20α-HSDのr次 元構造を推定 した,補 酵 素結合部位,

基 質結合部位 と共 にポ ケッ ト状構造 の内部 に見 られ る。
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図1-8. ICRマ ウ ス妊 娠 期 血 中progestin濃 度 の変 化 と卵 巣20α-HSDmRNAの 発 現.

膣 栓 を確 認 した 日をDay o (Do) と し た-分 娩 は 多 くはDay 18の 暗 期 に見 られ,

出 産 を確 認 した 日をPost Partu6tion day l (PP1)と し た.

A) RIA法 に よ り測 定 したICRマ ウ ス を用 いた 妊 娠 期 末 梢 血 中progesteroneと

20α-OHP濃 度 の変 化.

B) Northern hybndizationに よ り検 出 した 妊 娠期 卵 巣20α-HSDmRNA発 現 の 変化.

total RNA 5 μgを 用 いた.
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図1-9. 妊 娠18日 目 の卵 巣 にお け る20α-HSD mRNA発 現.

厚 さ5μmの パ ラ フ ィ ン切 片 に対 して,DIGで 標 識 した マ ウ ス卵 巣20α-HSD

cRNA pmbeを 用 いてin situ hybridizationを 行 っ た.

a,c: andsense probeを 用 い た場 合.

b,d: gense probeを 用 いた 場 合.

CL: corpus Iuteum
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図1-10.妊 娠10日 目の子 宮内における20α-HSDmRNA発 現.

厚 さ5μmの パ ラフ ィ ン切 片 に対 して,DIGで 標 識 した マ ウス 卵 巣20α-HSD cRNA

probeを 用 いてin sifu hybridizationを 行 った.

a,c,d: anUsense probeを 用 いた 場 合.

b,e,f: sense probeを 用 いた 場 合.

EE:endometrial epithelium

PMVP:PeriPheral matemal venous plexus
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図1-11,妊 娠15日 目の子 宮内にお ける20α-HSDmRNAの 発現(パ ラフ ィン切片).

厚 さ5μmの パ ラ フ ィ ン切 片 に対 して,DIGで 標 識 したマ ウ ス卵 巣

20α-HSDcRNA probeを 用 いてinsitu hybridizationを 行 っ た.

a,c: antisense pmbeを 用 い た場 合.

b,d: sensepmbeを 用 いた 場 合.

EE: endomelrial epithelium
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図1-12.妊 娠15日 目の子宮内における20α-HSDmRNAの 発現(凍 結切片).

厚 さ5μmの 凍 結 切 片 に 対 して,DIGで 標 識 したマ ウ ス卵 巣

20α-HSD cRNA probeを 用 いてin situ hybddizationを 行 った.

a: HE染 色 像.b:scnsepnDbeを 用 いた 場 合.

c,d: antisense probeを 用 いた 場 合.EE: endometrial epithelium
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図1-13.妊 娠15日 目 の 胎 子 に お け る20α-HSD mRNAの 発 現.

厚 さ10μmの 凍結 切 片(c, d;胎 子 尻尾 部 分,e, f;胎 子 背部)に 対 して,

DIGで 標 識 した マ ウ ス卵 巣20α-HSD cRNA probeを 用 い てin situ hybridizationを

行 った.

a,c,e: antisense probeを 用 い た場 合.

b: sensepmbeを 用 いた 場 合.

d,f: HE染 色 像.
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Pregnancy

estrous CyCle

pseudopregnancy

図1-14.ICRマ ウ ス 妊 娠期,性 周 期,偽 妊娠 期 子宮 で の20α-HSDmRNA発 現 の 変 化 .

膣 栓 を確 認 した 巳をDay0(D0)と し た.total RNA10μgを 用 い,マ ウス 卵 巣20α-HSD

cDNAをprobeに し てNorthern hybridizationを 行 った ,

Po;ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロー ル'DI;発 情 休 止 期 第1日 目 .DII:発 情 休 止期 第2日 目

P;発 情 前 期.E;発 情 期.
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placenta  fetalepidermis

図1-15. 妊 娠 期 胎 盤,胎 子背 表 皮 にお け る20α-HSDmRNA発 現.

膣 栓 を確 認 した 日をDayO(DO)と し た.10μgのtotal RNAを 用 いてNorthern hybridizationを

行 った.Day 11の 胎 盤 にお いて のみ 弱 い 発現 が認 め られ,胎 子 背 表 皮 に は 発現 は 認 め られ な

か った.

Po; ポ ジ テ ィブ コ ン トロー ル
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図H6.胎 子血 中及 び 胎 水 中 のprogestin濃 度 の変 化.

膣栓 を確認 した 日をDayOと した. 各 日1か ら3匹 のマウスを用 い,

一腹 分 の胎 子血 液, 胎水 をまとめて回収 し、RIA法 に よ りprogestin濃 度 を測 定 した.

1-3腹 のprogestin濃 度 の 半 均 を 示 し た.
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ラッ ト肝臓3α-HSDの 三次元構造.

中心 部 のα/βバ レ ルはAKR superfamilyのmemberで 共 通 の構 造 で あ る.

α:α ヘ リ ッ クス-β:β シー ト.H:バ レ ル外 の ヘ リッ クス.

www. med. upenn. edulakrよ り 引用.

図1-17. Aldo-Keto Reductase (AKR) superfamily.
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