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2 緒言

染色体 ]I番長腕は、高い有{仁主幹で欠失 ・転j亙が観察されることが知られてい

る。主に創lIJj包遺伝学的手法によって、さまざまな例が報告されている。特に、

] lq22-24の領域は、幸L癌、J1iti組、直腸癌、悪性のメラノーマ、副神経節腫、白

血病など多くの慈性服務細胞で、欠失 ・中副獲が報告されている。

また、この領域には、血管拡張性失調症 (ataxia-telangiectasia)関連遺伝子

(ATM)、白血病に関与する MLLがコードされていることも知られている。

以上のように、これらの染色体の欠失 ・転座は、白血病、リンパ媛、機々な

癌と関連していることが示唆されている。遺伝子レベルでも、 i伝座により新し

い融合遺伝子ができ符ることが知られている。あるタンパク質の N末端と}jljの

タンパク質の C末端が融合するのである。あるいは、ある遺伝子の上流等に、

別の遺伝子のプロモーター ・エンハンサーなどの調節配列が転座してくる、ま

たはプロモーターが欠失してしまうなどの影響により、その澄伝子の発現レベ

ノレが変化することもある。

融合タンパク質が生じる場合、通常、それぞれのイントロン内に、 breakpoint

が存在している。mRNAに転写されたのち、 inframeにスプライシングされる

ことにより、融合タンパク質が生じる。 調節配~Ijが転座してくる場合は、イム

ノグロプリンやT細胞レセプターの rearrangementが関与している例が観察され

ている。染色体転座の研究によって、転J査のパートナー遺伝子(融合するそれ

ぞれの遺伝子)には、かなりの特異性があることが明らかになっているが、あ

る特定の領域が関与する転j受のパートナー遺伝子、あるいは領域は、一つであ

るとは限らない。すなわち、ある breakpointは、複数かつある程度の特異性を

もったパートナー遺伝子、あるいは領l或を持っているのである。

このような breakpolntの一つに染色体 llq23がある。 Ilq23I士、傑k な白血

病細胞において転鹿が起こっていることが知られており、かつ llq23領j或内の

breakpointも複数あることが知られている l。
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t(4; 11)(q21 ;q23)は、もっとも最初に報告された llq23が関与する転座例であ

り、急性リンパ芽球自 ，fJl病細胞 (aCUleJymphoblastic leuka巴ITIla、以下 ALL) で

見つかったヘ Aしし 怠者の予後は悪く、通常、非 B細胞、非 T細胞タイプであ

ると共に、ターミナノレデオキ シヌクレオチダーゼ活性プラスである 。

t(4; 11)(q21;q23)タイプの転座を持つ白鼠病は、 ALLに分類されることが多く、

かっイムノグロプ リン遺伝子の rearrangementが関与していることが知られてい

るが、例外も知られている。急性骨髄性白血病 (acutemyeloid 1巴ukaemia、以下

AML)がその例である。形態的に、これらの白血病細胞は、単球とリンパ球細

胞からなっていることが示唆されている。また、 t(4;ll)転j坐を持つ急性白血病

細胞を解析した結果から、 rearrangementが起きたイムノグロプリン、およびリ

ンパ球と背・髄球のマーカー遺伝子が発現していることが明らかになっている。

Ilq23領域が関与，している転座を解析するにつれ、急性白血病の約 5%のケ

ースにおいて、 Ilq23転座が関与していることが明らかになってきた“。また、

Ilq23が関連する転座には、少なくても お ものパートナー領域が存在すること

が報告されている6. IIq23が関与する転座を生じる白血病には、 ALL、AML、

小児、遺伝的要因によるもの、そして他の癌に対する細胞毒性な治療法による

2次的な白血病などが含まれる。さらに、 IIq23が関連する転座は、非常に複

雑であり、 他の複数の転座が同時に起きていることもある。例えば、リンパ球

白血病においては 4q21、Ip32、19p13，，8，9，10，5、骨髄球白血病で、は Iq21"、2p21'2、

6q2711、9p2214、lOpJ.I"、 l7q25、19p13'6などである。

HRX遺伝子が'''''定されて以来、 llq23領域とそれに関与する転座の分子生物

学的研究が飛躍的に進んだ。IJq23領域にマップされる HRX遺伝子が成人、子

供、 2次的にfMJらず、ほぼすべての白血病に関与していることが明らかになっ

たからである。そのパートナー遺伝子は、綴々である口(下表)。
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表1 HRX遺伝子がs!，jl子したI阪座とパー トナー遺伝子

転座型 ノぞートナ」遺伝子 関連遺伝子

t(4;11)(q21;q23) AF4 LAF4 (hum，m) 
1(9;11 )(p22;q23) AF9 Ancl (yeast) 

1(l1;19)(q23;p13.3) ENL Anc 1 (yeasl) 

t( 1; 1 1)ω32;q23) 巴pa15 巴ps15 (mouse) 

1(6;11)(q28;q23) AF6 cno (Drosophila) 

t(10;11)(pI2司q23) AF10 cezf (c. Elegans)， BR 140 (human) 

l( 11 ;17)(q23;q21) AF17 cezf(C. Elegans)， BR140 (hllman) 

1(11;19)(q23;p13.I) ELL p80 elongalion factor 

l( 1; 11)(q21;q23) AFlcl q 

<小児白血病>

さて、小児における 11q23の異常と急性白血病関与は、 1980年代始めから知

られていた。 1980年代の後半になって、さらに詳しい解析がなされると、白血

病と 11q23の異常(例えば、 t(4;ll)、1(9;11)、t(11;19)、1(11:17)など)に、強い

相関関係があることが明らかになった山8.19，20，21.22。 しかし、 小児における l1q23

と白血病の強い相関に対して、子供 (15才くらいまで)の白血病においては、

高い相関関係が示されていない (ALLで 5%、A恥1Lで 13%程度である)。

小児、子供のどららの場合も、IIq23の異常を伴う白血病の予後は思わしく

ない。芽球細胞においては、イムノグロプリンのH鎖に 1巴arrangemenlが見られ

るとともに、脅-髄球特異的なマーカー泣伝子の発現も見られる。また、 AML

や ALLなど、すべての小児白血病の発症は、平均して 9週から 16週の間と い

う報告もある。

現在、小児の AML、ALしにおける 11q23の呉市'は、l-lRX遺伝子が関与して

いることが明らかになっている白2九 小児の ALL96例を調べたところ、非11JR包遺

伝学的に、 50%に llq23の異常が観察された。しかし、 サザンハイブリダイゼ

ーションによる解析では、引%で HRX遺伝子の rearr初 g巴mentが観察された。

小児の白血病は、極めて短い潜伏期間 (すなわち急性)を持つが、 そのこと
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は、子宮内ですでになんらかの異常'が起こっていることを示唆していると考え

られる。白血病の双子を詳しく調べたところ、どちらもまったく同じ HRXの

rearrang巴mentが起こっていることが明らかになっている。また、lJllの双子を調

べた結果から、末梢J包K411胞において同じ t(l]; 19)(q23;p 13.3)慰の転座が起こって

いることが明らかになった。このことは、小児の白血病における染色体異常は、

子宮内ですでに起こっていることを示唆している。

さらに、双子でも異なる形の転艇が起こっている例が知られている。この場

合、 HRXの点在が B前駆体制lIJJ包か造血系の幹細胞でおこり、それが子宮内で

他の胎児に移されたと考えることができる。

く2次的な白血病>

2?X的、あるいは治療によって生じた AMLの地加が報告されている25.26 主

に別の異常に対 し、 化学治療を施した後に起きる可能性が高いとされている。

骨髄異形成 (my巴lodysplasia)に関した治療を施した 91例について調べたとこ

ろ、共通して染色体 5番と 7番に異常が観察された。11q23の異常も 9例にお

いて観察されている。これら IIq23の異常が生じた 2次異常例では、骨髄異形

成が再発する前に、極めて短い期間で白血病が発症している。12例の小児 AML

を調べた結果、 5例が 11q23に異常があり、そのうち 4例 ALしか non-Hodgkin's

リンパ腫の細胞性塞桧に対する治療歴があった。傑々な血液学的あるいは充実

性麗療に対して 巴pipodophy.lJotoxin巴toposideや 1巴nipo刻化 などの化学治療を施し

た成人 ・子供を含む 37例について、治療後に生じた AMしについて調べた。そ

の結果、これらの白血病は短い潜伏期間で起き、単球あるいは骨髄性単球が優

勢で、かっ高頻度で 11q23が関与・した細胞遺伝学的な異常が観察された。充実

性Jl重湯に対して治療を行った 3365仔"11では、 12例の治療による骨髄性白血病が

観察された。また、骨髄性細胞の染色体焔'析を行った 8仰lでは、 2例で完全な

染色体 7番の欠失、4例では del(16)(q22)を伴 う 1(9;11)か t(8;21)、あるいは

del(16)(q22)を伴わない 1(9;11)か 1(8;21)が見られた。巴pipodophyl1otoxinの投薬を
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受けた 2例では lJq23の異常が見られた。このデータや他に報告されているデ

ータから考えると、 epipodophylloloxin投薬を受けた慰者は、アノレキレート系

の投薬と関与している 2次白血病症候群とは一線を薗する 2次白血病を生じる

危険性にさらされていることを示唆している。 etoposid巴とア/レキレート系の薬

の作m機作は異なるようである。アルキレー ト系の薬は DNAと架橋を作る作

用を介して働くのに対して、 eloposideはトポイソメラーゼ ロ と相互作用寸る

ことが知られている。機々な研究により 、2次白血病における l1q23の異常は、

de novoの白血病における 11q23の異常と同織に HRX遺伝子の rearrangementが

関与していることが示唆されている。また、この事から、TRX遺伝子内のトポ

イソメラーゼ日結合部位が転J坐に関与しているかどうかという疑問が生じるが、

この相|潤関係は不明である。

くHRX遺伝子のクローニング>

さて、Ilq23領域の転座の breakpointを含む DNA断片は、 YACクローンと

して単隣された 27。 このクローンには、 t(4:ll)(q21;q23)、t(9:1 J )(p22;q23)、

t(l J ;19)(q23;p13)で見られる breakpointが含まれていることが、 m Sltuハイブリ

ダイゼーションによって明らかにされた。また、この YACクローンは、 CD3

遺伝子を含むことが明らかになり、 breakpointが CD3遺伝子近傍にあることが

示唆された。同時に、 breakpointが CD3遺伝子近傍に位置していることは、

PFGE(Pulsed Field G巴1EleclTophoresis)によっても証明された。さらに、 CD3遺伝

子から chromosomewalkして得られた別の YACクローンにも小児白血病細胞

が持つ llq23の転座領域が含まれていることが明らかになり、転肢に関与して

いる領域が CD3遺伝子近傍であることが再確認された。

さて、iIii:i座領域にマップされる遺伝子は、クローニングされる前から名前が

つけられていて、 MLL(rnixedlineage lellkaemia)、あるいは ALLl(acllt巴lymphocytic

leukaemia 1)などと呼ばれていた。そして、 1992年になって、 ALU28、Hll・x-l却、

TRX'Oなどの名前で、 3カ所からクローニングが報告された。この論文では、HRX
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遺伝子の名前で記述することにする。

HRX 遺伝子は、グノム上でが~ 100kbの大きさであり、 21のエクソンからな

る。また、 3969アミノ酸残基、 431kDaという傾めて大きなタンパク質をコー

ドしている。幾いたことに、転座の breはpoinLは、 100kbの領域のうち、わず

か 8kbの BamH1断片内に集中していることが明らかになった。この転座によ

り、パートナー遺伝子との間に inframeの融合が起きていたのである。

HRX遺伝子産物を解析すると、他の遺伝子l宝物との相同性が明らかになった。

特に、 Drosopbilamel加 ogastetの発達に関与する遺伝子 Lrilhorax(trx)との相同性

が高く、これが HRX遺伝子の名前の由来でもある。もっとも相同性が高い領

域は、アミノ酸レベルで 75%であり、この領峻は DrosophilaのEnhancerof Zestc 

にコードされているタンパク質の C末端部分、 positioneffect variegalion (PEV) 

のサプレッサー、およびSII.(凶r)3-9とG9a遺伝チとも相同性が高い。この領域

は、 SETドメインと呼ばれている(S_uppressorof vari巴gatJon、Enhancerof zes旬、

工n出or似 から名付けられた)九しかし、その機能は不明である。

SETドメイン以外にも特筆すべきドメインがある。その一つが、 HRXの中心

近くに位置するシステインリッチ領域である。このシステインリッチ領j或は、

PI王Dあるいは、 LAPドメインと名付けられた Zincfing巴rドメインであり、様々

なタンパク質配列に見つかっている。この LAPは DNAメチノレトランスフエラ

ーゼと中日向性があり、メチノレ化されていない DNAやメチノレ化された DNAを区

別することに関与していると考えられている。転写の活性化ドメインは、この

LAPドメインの末端に位置している。また、転写のリプレッサードメインが しAP

ドメインの真ん中に見つかっている。

さて、もう一つ特筆すべきドメインは、 HRX遺伝子産物の N末端の ATブッ

クである九この償j或は、出ifG-I(Y)の ATフックと相同性があるが、 Drosophila

の trx遺伝子産物内には存在しない領域である。ATフックは、 DNAの 2重鎖

の惜のうち、 小さなIj'IC(minorgroove)に結合することが知られている。ただし、

この結合によって、直後q去写の活性化が行われるのではなく、何等かの因子の
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活性を促進する働きがあると考えられている。

i伝l主によって、リンパ系細胞の成熟等に必要とされるなんらかの機能を持つ

TRX泣伝子が、その機能を失うことになると考えられる。

くパートナー遺伝子のクローニング>

様々なクVレープにより、転j主によって生じた融合遺伝子のパートナー遺伝子

(TRX遺伝子と融合した遺伝子)のクローニングがなされてきた。

( 1) t(4; Il)(q21.;q23) 

t(4; 11)(q21 ;q23)におけるパートナー遺伝子は、 AF4あるいは FELと呼ばれて

いるヘ AF4遺伝子は、 altemativesplicingにより 12kbと 10.5kbの2つの mRNA

に転写され、 1210アミノ酸残基からなるタンパク質になる。また、 AF4は多く

の組織で広く発現していることが知られている。

AF4は nucleartargeting sequence (NTS)を持ち、セリン ・プロリンリッチなタ

ンパク質である。また、サブトラクション cDNAライブラリーのスクリーニン

グから、 LAF4と呼ばれる AF4と相同性が高い遺伝子がクローニングされた。

LAF4遺伝子産物も NTS配列を持ち、核内に局在することが明らかになってい

る。

AF4、LAF4遺伝子産物は、ともに GAL4DNA結合ドメインと相互作用した

時に転写を活性化するドメインを持っていて、かっこの領域が HRX遺伝子と

融合した後にも保持されている。このr，r;性化ドメインが l巴ukaemiaの発症に関

与していることが示唆されている。

( 2) t(9;1 J )(P22;q23)とl(II;J 9)(q23;pI3.1) 

t(9; Il)(p22;q23)とt(11;19)(q23;p13.1)転艇のパートナー遺伝子は、それぞれ AF9

とENL遺伝子であるヘ AF9とENLは、アミノ酸レベルで 56%の相向性を持

つ。 t(9;11)と t(ll;19)転座は、 AMLと ALLの両方で見られる転J主であり、

leukaemiaと深く関与していることが考えられる。

どちらの遺伝子産物も、 NTSドメインと C末端に RNAポリメラーゼ Eに相
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問的な配列を持っている。ENLは、 C末端の 90アミノ酸主主基領域に転写活性

化活性を持ち、リンパ球と骨髄車111胞の両者でその活性が観察されている。この

転写活性化ドメインは、 ENL、AF9で保存されており、かっ I-IRX遺伝子との

融合遺伝子産物でも保存されている。このことにより、この転写活性化ドメイ

ンが、 l巴ukaemiaの発症に関与 していることが示唆される。

一方、出芽酵母からクローニングされた抜タンパク質をコードする遺伝子

ANC I (actin non-complementing)が、 AF9 ・ENLと高し、相同性を保持しているこ

とが報告されている。この遺伝子の変異は、アクチン、細胞骨絡などの憐迭に

異常を示す。 したがって、AF9および ENL遺伝子も、アクチンフィラメント

の形成等に関与していることが考えられる。

(3) t(6; 11)(q27;q23) 

t(6: 11)転座におけるパー トナー遺伝子は、 AF6である九 この遺伝子は、 1612

アミノ駿残基からなり、アミノ酸レベルで Drosophilaの cno遺伝子産物と 40%

の相向性があることが明らかになっている。cno遺伝子産物は、 Notcbカスケー

ドと他のシグナ/レ伝達経路との相互作用を仲介すると考えられているタンパク

質である。特筆すべきは、 AF6、cno ともに、モータータンパク質キネシンフ

ァミリーや、同じくモータータンパク質であるミオシンファミリーと相同性を

持っていることである。この杓向性を示す領域は、モータードメインではない。

相向性をもったこの領戚の機能は不明であるが、何等かのタンパク質との結合

に関与していることが考えられている。 したがって、 AF6遺伝子産物自身は、

モータードメインを持っていないが、イ可等かの分子のトランスポー トに関与し

ていることも考えられている。

また、 AF6、cnoともに DHR (GLGF) ドメ インを持っており 、このことは、

細胞骨絡と細胞j肢の接点に局在する可能性を示唆している。

(4) 1(1; 11)(p32;q23) 

t(l; 11)転座におけるパー トナー遺伝子は、 AFIPである九この遺伝子は、 896

アミノ酸残基からなるタンパク質をコードしている。AFIP遺伝子産物は、ア
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ミノ酸レベノレで、マウスの epsl5遺伝子(epiderrnalgrowth factor receptor pa山way

substrate 15)と88%の相同性を保持している。この eps15遺伝子産物は、 EGFレ

セプターによってリン酸化される品11I}I包質内のターゲシトである。epsl5は、 N

末端にリン酸化ドメイン、その C末側にフィラメン卜の形成に関与する ミオシ

ンのドメインと似たヘリックスドメインが存在している。さらに、 DPFという

3アミノ酸残基からなる繰り返し配列があり、この領域が機能ドメインである

と考えられている。

(5) t(x;II)(qJ3;q23) 

t(x; ll)転座のパートナー遺伝子は、 AFXl遺伝子である九 AFX1遺伝子は、

forkheadファミリーに属する転写因子と高い相同性が見られる。しかし、 forkhead

ファミリー遺伝子と高い相同性を示す一方で、まったく相同性を持たない領域

もあるので、特異なメンバーと考えられる。

(6) t(10; Il)(pI2;q23)と t(II;17)(q23;q21)

1(10; 11 )(p 12;q23)と t(11:J 7)(q23;q21)転座におけるパートナー遺伝子は、それ

ぞれ AF10とAF17である則'0AFIOとAF17は、ともにシステインリッチな N

末端領域と C末端のロイシンジッパー領域を持ち、高い相同性を示す。これら

は、既に報告されている BR140遺伝子とも高い相同性を示すが、 BR140遺伝子

は、極基性領域を持つ点が異なっている。また、 C.elegansのCEZF遺伝子も AFIO

および AF17 と同様なシステインリッチ領域とロイシンジッパーを保持してお

り、これらは種を越えて高く保存されている遺伝子であると考えられる。

t(10;11)転座は、主に背・髄性単球ないし急性単球白血病細胞において観察され

る。1(10;1 1 )転座を持つ 8 例の患者を司，~ベたところ、 AFIO のロイシンジッパー

領域に I侭 X の N 末端が融合していることが明らかになっている。また、染色

体 11番の長腕の一部が、染色体 10:js:に何人されている異常も報告されている

が、これも AFIOとHRXが関与していることが示唆されている。

リンパ腿細胞で、あり骨髄分化のモデ〉レ細胞としても使われる U937細胞は、

HRXと関与しない t(IO;ll)(plとq14)転座を起こしている。この例では、染色体
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10番上の転l主に関与している遺伝子は AF10であるが、染色体 11格上の遺伝

子は、 CALMと呼ばれる AP3c1atluin assemb1y proteinであることが明らかにな

っている。これは、 HRX遺伝子以外の遺伝子と AF-IOが融合してた最初の報

告例である。

(7) t(lI;19)(q23;pI3.1) 

t(11;19)(q23;pI3.1)Q到底に関与してし、る遺伝子は、 ELL(MEN とも呼ばれる)

である3$。この転座は、 ENL 遺伝子が関与する州 1;19)(q23;p13.3)転座とは異

なる。ELL遺伝子は、指2毒性が高いロイシンリッチなモチ」フを持ち、これは

pol(ADP-ribos巴) po1ym巴raseが持つ DNA結合ドメインと相同性を示している。

ELL遺伝子は綴々な組織で発現しているが、特に末梢血リンパ細胞や骨格筋、

胎盤、:m巣などでの発現レベルが高いことが知られている。近年、 ELLは RNA

poJymerase rr eJongation factorであることが示されている。

(8) i(l;11)(q2J ;q23) 

t( J; J J)(q21 ;q23)転座に関与する遺伝子は、 AFlqである390 AFJq遺伝子産物は、

約 9kDaのタンパク質であるが、特に高い相|吉l性を示す他のタンパク質が知ら

れていない。また、胸腺細胞で強く発現しているが、末摘リンパ組織では発現

していなし、。ただし、白血病細胞では発現していることが知られている。

(9) I(J J;22)(q23;q1 J) 

t( 1 J ;22)(q23;q ll)転座に関与する遺伝子は、 まだ同定されていないが、 BCR遺

伝子よりセントロメアよりに breakpointがあることが明らかになっている。

(1 0) HR.Xのselffusion 

AMLにおいて、 HRXの seJffusionが見られることが知られているへ HRX

遺伝子が直鎖上に繰り返されており、 2から 6回の繰り返し構造どなっている。

これらの繰り返し構造は、エクソン 6のあとに別の HR.Xのエクソン 2以下が

融合する形になっており 、かっ inframeな融合である。 したがって、一部機能

を持った HRX遺伝子産物が発現しているのかもしれない。この seJffusionには、

Alu配列が関与していると考えられている。
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トリソミー IIにおいては、2本の正常な 11番染色体に加え、HRXのseLffusion 

を起こした 11番染色体が存在する例が複数報告されており、 トリソミー 11と

HRXのselffusionの関係が示唆されている。

<HRX遺伝子の機能>

正常な HRX遺伝子産物の機能は不明である。 しかし、 Drosophilaと酵母にお

ける研究から、以下のことが示唆されている。

Drosophilaの lrx遺伝子は、ホメオティック遺伝子の発現に必要であることが

示されている。また、 brahama(brm)遺伝子は、酵母の転写活性化系に関与す

るSWI/SNFと高い相間性を持つ trithOJ以 ファミリーに属する遺伝子で、ある。こ

の SWI/SNF遺伝子産物は、クロマンチン構造を修飾することにより、転写を

促進すると考えられている。ヒトの brm遺伝子である BRGlは、ヒトの SWl/SNF

複合体と相互作用して、 HRXとともに染色体構造を変化させるものと考えられ

る。目立 の N末端に存在する ATフックは、 HRXがクロマチンの構造変化と

関与していることを示唆するものである。というのも、同じ AT フッタを持つ

HMGタンパク質は、ヒストン Hlと競合する形で染色体の構造変化に関与して

いることが明らかになっているからである。さらに、 SWl/SNF複合体は、ヒス

トンや HMGと相互作用し、転写を活性化することが明らかになっている。HRX

遺伝子を Knoekoutしたマウス HRX(-/うでは、 A台児;1¥11に致死となることがわかっ

ており、このことは、 HRXがホメオティック遺伝子の発現に関与していること

を、間接的にサポートしていると考えられる。HRX(+/ー)マウスでは、成長遅滞、

骨格や造血系締JI包の異常が観察されている。

HRXが関与した融合遺伝子の中には、クロマチンを修飾する因子を含んで、い

るものがある。BR140は、 TFIIDの TAF250サブユニットと高い相向性があり

また酵母の Anclは、TFIIDとTFOFのコンポーネントである。すなわち、 HRX

融合遺伝子がクロマチン構造を修飾することによって、他の遺伝子の発現レベ

ノレ ・パターンを変化させることが考えられる。

E玖Xが他の多くのパートナー遺伝子と融合することが、白血病の発症に関与
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しているのか、またこの変興が g山nof funcuonなのか lossof fUDctionなのかは、

興味がある問題である。細胞遺伝学:および分子生物学的研究によると、融合タ

ンパク質は、常に N 末端似11が HRX遺伝子、 C末端側が他のパートナー遺伝子

であることを明らかにした。このことは、 Æ~なことは、 HRX 泣伝子の C 末

端が失われることであることを示唆している。すなわち、 LAPfPHDドメイン、

trans-acrivatioo ドメイン、そして SET ドメインの欠失である。 HRX自身の self

fllsionが観察されることからも、パートナー遺伝子が重要な働きをしているこ

とは考えにくし、。また、Knockoutマウスの研究結果からも、 l阪皮によって losso[ 

functionが起こっていることが考えられる。

しかし、パートナー遺伝子が何等かの役割を持つという可能性もある。すべ

ての融合タンパク質は、 inframeであるからである。単に HRX遺伝子の C末端

の欠失が重要なら、 outof fram巳な融合遺伝子が見つかってもおかしくない。ま

た、 ENL と AF9、AFIOと AFl7のように、機能的に同じと考えられる遺伝子

がパートナーになっていることも、パートナー遺伝子が何等かの働きをしてい

ることを示唆するものである。さらに、転座と白 IIll病細胞には、明らかな相関

関係があることが示されている。 HRX-AFLO、HRX-AF6は、 AML-M4と AML-

M5に見られるのに対して、 HRX-AF9と HRX-ENLは、リンパ、骨髄性、およ

び来分化な白血病に見られるからである。さらに、 AF10は、 U937白Jfrl病細胞

において、 AF10が他の遺伝子と融合していることが明らかになり、 HRXが機

能を失うことが重要ではないとも考えられる。

HRX-AFIO融合遺伝子に関する研究から、転座によって HRX遺伝子にロイ

シンジッパーが融合していることがわかっており、このことは融合タンパク質

がダイマーとなることがE重要な意味を持つことを示唆している。多くの白血病

細胞において、正常な HRX遺伝子も発現していることを考えると、融合タン

パク質とダイマーを形成するタンパク質は、正常な HRX遺伝子産物なのかも

しれない。

以上の知見からでは、 HRX遺伝子の変異が lossof function、gainof flloction 
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のいずれであるかの結論を導くことはできない。さらに解析が必要である。

< IIq23転座のメカニズム>

前述のように、IIq23にマップされる HRX遺伝子が関与した転座の breakpoint

は、極めて限られた領減 (8.3kbBamH 1断片)に集中している。この DNA断

片はすでに鹿基配列が決定されており、イントロン 6に4つの Alu配亨1)がある

のを含めて、合計 8つの Alu配?;il)が見つかっている九 10例の詳細な breakpoint

の解析から、 5秒，j)で breakpointがイントロン 6であることが明らかになった。

このことは、 Alu配列が転座と関与していることを示唆する間接的な機拠であ

るが、一方でパートナー遺伝子の breakpoint近傍に Alu配列が見つからないこ

ともわかっている。

t(4;11)と t(9;11)転肢において、転座に関与する両方の染色体の breakpoint近

傍にへプタマ一一ナノマーの組換えシクeナルが見つかっているへこのことは、

V(D)J recombinaseが転l主に関与している可能性を示唆している。 しかし、他の

転座においてはへプタマ一一ナノマ一曲目1)が見つかっていないので、すパての

転座がこれと同じメカニズムであるとは考えにくし、

また、別の t(4;11)転座を解析した研究て、は、 topolsom巴rase11 i総合切断部位に

見られる配列が見つかっている。2次白血病を予防するために、 topoisom巴rase

阻害剤が有効であることが知られている。すなわち、少なくとも 2次的な白血

病の発症に関しては、 ωpOlsomeraseが関与していることが考えられる。HRXの

イントロン 6を含む 8.3kbpBamH1断片の配列を調べたところ、 topoisomerase[J 

結合切断普)1伎と Ibpだけ違う配列が II箇所に見つかっている。

d巴novoの白血病と 2次白血病では、|司じ 8.3kbpのBnmHJ断片内でも統計的

にbreakpointが異なることが明らかになっている。denovoではセントロメアよ

りの半分に集中しているが、 2次白血病ではテロメアよりの半分に集中してい

る。

くProprot巴in convertase> 
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翻訳後修飾 (post-lrans!ationalmodification)の概念は、今から 30年前のイン

シュリンのプロセッシングの発見43に端を発し、以来様々な研究がなされてき

た。糠鎖付加、リン酸化、硫酸化などである。このようなタンパク質のプロセ

ッシングの中で、もっとも基本的なものは、タンパク質の加水分解である。タ

ンパク質の加水分解には、大きく分けて次の 3つの分類がある。

(1)粗商小胞体内でのシグナルベプチダーゼによるシク令ナ/レペプチドの除去。

(2)細胞外に放出された後に加水分解。

(3)細胞内での前駆体タンパク質 (proprol巴inあるいは preじursor)のプロセッシ

ング。

以後、この論文では、分類(3)に属するタンパク質の加水分解について述べる

ことにする。

さて、多くの分泌タンパク質は、前駆{本と呼ばれる大きな不活性型タンパク

質として合成される。その後、特異的な苦11位が proproteinconvertases (以下 PCs)

により切断されて活性型になる。多くの場合の特異的な部位とは、 2つの連続

した埴基性アミノ鮫 (Arg、Lys)のN末端側である。

このようなプロセッシングを受けるタンパク質は、ペプチドホJレモン ・神経

ペプチド ・成長因子 ・l疎結合型成長因子レセプター -血液凝固因子 ・細胞後着

因子 ・ウイノレスのエンベロープの粧タンパク質などであり 、一般に調節タンパ

ク質 (reguJatoryprol巴in)と呼ばれている判へ

プロセッシングは、真核細胞の分自立、過程で行われる。分泌タンパク質

(preproprotein)が粗商小組体 (RER;roughendoplasmic reticulum)で合成されると

同時にシグナ/レペプチドが切断され、 'tじた proprotetnが、 TransGolgi Network 

(TGN)においてさらにプロセッシングを受け、成熟したタンパク質となる。

また、プロセッシングの過程で生じる中間体 (pro領域)の C末端の 2甑基性

アミノ酸が切断され、カノレボキシノレ基化 amidationされることが知られている。

さて、 インシュリンタンパク質のプロセッシングの発見以後、このプロセッ

シングに関与する酵素に関する酵素についての報告は少なく 、唯一酵母の Kex2
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遺伝子にコードされる Kexinがプロホ/レモンのプロセッシングに関与している

ことが知られているにすぎなかったへ

しかし、常に 2境基性アミノ酸が切断書[1位に存在していることから、何等か

の酵素がこのプロセッシングに関与していることが示唆されてきた。また、切

断される普[1位に構造的な多係性がある ことから、この過程に関与する酵素は複

数であることも予想されてきた。切断部{立に見られるアミノ酸配列は、 Lys-Arg

が約 47%、Arg-Argが 22%、Lys-Lys • Arg-Lysが 3%、1塩基性アミノ酸のみ

が 14%、4つ以上の甑基性アミノ殺が 9%となっている。また、 proprolemの 2

次構造がプロセッシングに重要であることも知られている。さらに、同じ遺伝

子産物でも、組織特異的なプロセッシングを受けるものがあることも知られて

いる。

1980年代後半ーから、酵母の Kexin慌の酵素が11荷乳類でも報告されるようにな

り、 subtilisin様セ リンプロテアーゼ ・ファミリーを形成していることが明らか

になってきた。

現在までに報告されているl椅乳類の subliuSln-likeproteaseファミリーは、 れmn、

PC1I3、PC2、PC4、PC5/6、PACE4(Paired basic Amioo acid residue Cleaving Enzyme 

4)の6種類である。

最初に報告された翰乳類の sublilisin係セリンプロテアーゼは、 furinである九

furinをコードしている fur遺伝チは、務遺伝子 fesの上流 (feslIpslream region) 

に見つかったことからその名前がつけられた。Jur遺伝子の発現パターンには組

織特異性がなく、多くの細胞で発現していることが知られている。fUl遺伝子の

発現レベノレが上昇している細胞としては、 primarynon-small ceJllung carcinomas、

adenocarCIl1omas、sqllamousceJl carcinomas."埼玉知られている。興味深いところで

は、この fur遺伝子は、復数の転写開始点を持っていることである。また、組

織特異的な alternaLivesplicingも観察されている。

furinが認識して切断する配列は、 Arg-x-LyslArg-Argであり、 pro-TGFβ149、

mvの gp1 60'0、pro-NGFなどが基質候補として知られている九しかし、どの
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基質も InVJ柱。 系で調べられたものであり、 m VJVOでの基質となりうるかは明

らかになっていない。近年、 HIVの GP160の例では、 fminよりもより効率的

にプロセッシングする別の鮮素の存在が示唆された510

furin遺伝子をはじめとする subtilisIn-Jik巴proteasesは、日甫乳類のみならず、広

く種を越えて保存されていることが知られている。これまで、 angeJerfish、

Xenopus Jeavis、DrosophiJam巴!anogaster、Caenorhabditiselegans、LymneaAstagnalis、

Hydra vuJgarisなどで報告されている。

これらの subtiJisilトJikeproteお巴の基本構造は次のようになっている。N 末端

から、 pre領域(シグナノレペプチド)、 pro領域、cataJyticdomain、middledom泊目

(p domain)、そしてそれぞれの subtilisil1-!ikeproteaseによって異なる C末端

領域である。pre領域は、分泌タンパク質などに共通に見られる配列であり、 ER

内で、シグナノレペプチダーゼ‘により切断される (pre領域が切断されたタンパ

ク質を proprotem とl呼ぶ)。その後、 proprot巴In内の pro領域が切断されて、成

熟した subtiJisin-1i1信仰oteas巴となる。

subtilisin-Jike proteaseの catalyticdomainは、手護問あるいは subtilisin-likepro!ease 

聞で極めてよく保存されていることが知られている。特に、セリン、ヒスチジ

ン、アスパラギン|酸などの 4アミノ駿校基およびその周辺領域は相同性が高い

へ ただし、ただし、 PC2においては、アスパラギン駿がアスパラギンに鐙き

換えられている。また、この cata!yticdomainは、 sublilisin-Jikeproteas巴間でも

っとも保存されており、酵母の kexとヒトの furin間でも 47%のアミノ酸残基

が保存されている。11甫乳類で長布jに見つかった furinと酵母 k巴x遺伝子で 47%

のアミノ酸が保存されていることから、この catalyticdomain、特によく保存

れているセリン、ヒスチジン、アスパラギン駿周辺の上院基配列をmぃ、 d巴generate

primersを設計して車Iiしい subtilisin-likeproteaseをクローニングする試みがなさ

れ、 PCl"、PC2".54、さらに PACE4目、 PC456."、PC5fPC6".59がクローニングされ

た。

middle dOl11ainは、酵母 kexの Pドメインであり、前述の cataJyticdomainと比
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絞すると相同性が低く、酵母とヒ卜では 31%のアミノ酸成義が保存されている。

P domainは、 k巴X においては、酵素活性を保持するために必要であることが知

られている。

middle domainより C末端側の領域は、 subtilisin-Likeproteas巴によってかなり

異なり、ほとんど相同性が見られない。ただ、 furin、PACE4、PC5fPC6におい

ては、システインリッチな構造が観察され、また、 furin と PC5fPC6は、

lTansrnembrane dom副日 を持っていることが明らかになっている。

以下にl浦乳類 subtilisin-lik巴proteaseの基本構造を記す。

P悶 pro cnlaJylic middle 

f叩 n ..  ・皿

PAC臼・・E

陀 1/PC3 圃置 753;tB 

陀 2 ・E 638aa 

PC4 _ 
h
 a

 

5
 

e
、d6
 

1
 

lransmcmbr叩 C

町間6・E
I 877na 

図1 subtilisin-Iike protea~e ファミリーと椛造

これまでに報告されている哨乳類の 印刷ilisin-lik巴proteaseの発現パターンを

調べると、次のようなことがわかる。

PCI/3とPC2は brain特異的な発現を示すが、 PACE4、furinは、調べられた

すべての細胞で発現している。また、 PC4は、 testls特異的である。PC5fPC6は、
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intιstm也、br乱m、teSl1S、ovaryなどで発現しているが、 pancreasや kidnりでは発

現が見られない。

日荷乳類の slIbtiJisin-likeproteaseの発現パターンを表にまとめる。

表2 subtilisin-Iike proteaseの発現

PCJ/3 PC2 PC4 PC5/6A PC5/6B Furin PACE4 

Pitllitary + + 

HypothaJamus + ++ + 

Anterior lobe ++ + 

Intenn巴diatelobe + ++ 

Posrerior lob巴 (ー)

Adrenals + (ー) ++ 

Brain (-) ++ + ++ ++ 

Hearr ++ ++ 

Pancreas + + 

Kidney ++ + 

Liver (+) ++ ++ 

Muscl巴 + 

Lung + ++ + 

Spleen + 

IsI巴I + + 

Int巴stme + + ++ 

Teslis ++ C+) ++ 

Ovary + 

Plac巴nta ++ 

subtiJisin-like proteaseの細胞内局在を翻ベた結果によると、これらは TGN

(凶ns-Golginetwork)に局在することが示唆されている印。 furinタンパク質の

C 末端には、 TGNt巴rg巴tingsignaJ の存在が示唆されている 。 YKGL と

CPSDSEEDEGである。これらのシク、ナノレを欠失させると、免疫飢餓学的に検

出される fllrinタンパク質の局在が変わることが報告されている。
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また、furin遺伝子をノックアウト した7 ウスは致死になることがわかってお

り、発生の段階でも重要なf!WJきをしていることが示唆されている(personal

communication)oただし、上述のように、 i口 VIVO での基質が何であるか、また

それぞれの subtilisin-Likeproteaseにおいて異なった基質特異性を持っているの

かは定かではない。合成ペプチドや HNの GPl60タンパク質を用いた研究で

は、subωisin-likeproteaseによって、基質を切ltlfi-る活性に差が見られることが

報告されているが、111VIVOでどのようになっているかは定かではない。

この論文では、non-Hodgki目、リ ンパ腫にまれに起こっている t(J1; 14)転座部

位にマップされる遺伝子のクローニング、およびその解析を行ったので報告す

るこ こで報告する遺伝子は、上記の subtilisin-likeproteaseファミリーに属する

遺伝子 LPC (Lymphoma Proprotein Convertase)であり 、日商乳類で 7番目の

subtilisin-like proteas巴ファミリーに属する酵素である。
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3 ヒト LPC遺伝子のクローニングと解析

3・1 はじめに

llq23転座は、多くの白血病細胞において観察される転j藍である。特に、ほぼ

すべての細胞において、 TRX泣伝子が転座に関与していることがわかっている。

しかし、リンパ極細胞においては、llq23転盛が関与する例はあまり知れてい

ない。この章では、 non-Hodgkin's リンパJI重細胞の"jJリオタイプ解析の結果から

得られた t(11;14)型の転鹿に関与する遺伝子の同定、およびクローニングを報

告する。

22 



3-2 材料および方法

3・2-1 ブレークポイントの同定

non-Hodgk.in's型リンパJ!重細胞のカリオタイプの解析結果から、このリンパ股

患者由来の細胞には、 l(11;1 4)(q23 ;q 32)転J~が起こっていることが判明していた

へ14q32には、イムノグロプリン H鎖がコードされており 、イムノグロプリ

ンの組換えが転座に関与していることが考えられたため、H 鎖の各部イ立を用い

てサザンハイブリダイゼーションを行った。

サザンハイブリダイゼーションは、以下のように行った。

ヒト高分子量 DNA10μEを50unitsの BamH1、EcoR1、HindIII、Pst1、Bglrr 

で消化し、 0.7%のアガロースゲノレ (25V、一晩)で、電気泳動した。その後、

エチジウムブロマイド 0.5μg/μlを含む 1XTBEバッファーに 15分間浸して染

色し、泳gyJを確認するとともに、スケールをあてて写真を綴った。0.25NHCl 

溶液に30分間、0.4NNaOH溶液に20分間浸した後、中和することなく 0.4NNaOH 

溶液を用いて、アノレカリトランスファーを行った。 トランスファーを 2時間行

った後、2XSSC溶液でメンブレンを3ンスし風乾した。メンブレンは、Hybond

N+ (Amerめam)を用いた。

プローブの標識は、 1000Cで 10分間加熱して変性させた後、ランダムプライ

7 ーラベリングキッ ト(Amersham)を用いて行った。標識には、約 50ngの DNA

を用いた。標識後、スパンカラムにより標識主れた DNAプローブを精製した。

メンプレンを以下の表に示したハイブリダイゼーション溶液中で 65
0

C、l時

間プレハイブリグイゼーションした後、 100
0
C、5分間加熱後氷冷した DNAプ

ロープを加えて、 650Cで一晩ハイブリダイゼーションを行った。

表3 ハイブリダイゼーション溶液の組成
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10 X Oenhart' s 

4XSSC 

1 % SOS 

I00μ g/ml salmon sperm ONA 

ノ、ィブリダイゼーション後、次の条件でメンブレンを洗浄した。

2XSSC/0.l% 8DS 室混、 5分

2 X 8SC/0.l % 80S 室組、 5分

1 X SSC/O.I % SOS 65
0

C、10分

その後、フィノレムカセット内でー70
0C、一晩露光させた。

3-2-2 ブレークポイントのクローニング

プレークポイ ン トのクローニングは、以下のように行った。

まず、 t(11;14)(q23;q32)転座を持つリンパ駿細胞 (rCRF細胞サービス部によ

り樹立)、および末梢血から分離した細胞を用い、以下のようにコスミドライ

ブラリーを作製した。

109細胞を遠心で、試験管に集め、氷冷した PBSで 2回洗った。その後、 10n叫の

消化バッファー (100O1M NaCl、10rnM Tris.CI， pl-l 8、25mM EOTA， pI-l 8、0.5%

80S、0.1mg!ml proteinase K)を加え、 50
0

Cで一晩インキュベートした。その後、

等量のフェノーノレ :クロロフオノレム イソアミノレアノレコール (24:24:2)で 3回

抽出した。112盆の 7.5M酢酸アンモニウムと 2{音量のエタノーノレを:IJPえて 2，000g

で 5分間遠心 した後、上清を捨て 70%エタノールで洗浄した。その後、 JmJの

1-120に溶解させた(lmg!mJ)。

コスミドライブラリーnlのONAを得るために、ライブラリーの材料となる染
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色体DNAの部分消化の条件設定を行った。用いたコスミドは、 lorist4で‘ある。

10μg のDNAをエタノーノレ沈殿させた後、 90J.L1のH.，Oと10μlの10X制限酵素

バッファーを加えた。 5 本の微昆;遠心r;s;に 1 ~5までの番号をつけ 、 l の微量;遠

心管に30 μ l 、 2~4には20 μ l 、 5には 10 μ lのDNA溶液を分注した。まず、 lの微

量遠心管に15unitsの制限酵素Sau3A[在加えた。lの微盆速心管から 10μlを2へ

移し、 2の微量試験管から 10μ lを3の微量遠心管へ移すことを5の微量遠心管ま

で繰り返した。表を参照。

表 4 染色体 DNAの部分消化

微量遠心管の番号 2 3 4 5 

DNA盆(μ g) 2 2 2 2 2 

1!irJ限醇素量(lIoits) 10 3.3 1.1 0.4 0.2 

濃度(lInitslμgDNA) 5 1.7 0.6 0.2 0.1 

370Cで15分間インキュベートした後、 0.5% アガロースをj羽いたゲ、Jレ電気泳

動を使用して適当な反応条件を決めた。反応条件が決定後、 lmgのDNAを用い

て制限酵素処理を行った。反応溶液は10mlで行った。反応開始後、 13分で、3.31叫、

15分で3.3ml、17分で3.3mlを取り、反応を停止した。フェ ノーノレ/クロロホノレム

で抽出後、エグノーノレ沈殿により回収した。

回収したDNA在用いて、さらにシュークロース勾配によるサイズセレクショ

ンを行った。

1O~40%のシュークロース勾配を超遠心チューブ内に作製し、これに650Cで5

分間加熱したDNAを重層した。その後、 150，OOOgで24時間、20
0Cで超遠心 した。

ペリスタポンプを使って、チューブの底から750，11ずつ微量遠心管に分注し、

各サンプノレの中から40μ lずつを使って、 0.5%アガロースグル電気泳動により、

適当な大きさのDNAを含むものを選択した。

その後、以下の表のようにライゲーション反応を行った。
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表5 ライゲーション反応

2 3 4 5 

ベクター(IOOnglμl)

挿入 DNA (20nglμ 1) 2 

挿入 DNA (I0og1μ1) 2 0.5 

挿入 DNA (lnglμ1) 

lOXライゲーションバッファー 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

H10 2 2.5 2 

200unitslμ 1 T4 Jigase 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

10Xライゲーションバッファー:660mM Tris・HCI(pH7.6) 1l0mMスペノレミ

ジン1l00mMMgCI!150mM DTT/2mg/ml BSA(DNase/RNaseフリー)/5mMATP 

ライゲーション後、 Gigapackgold(Stratagen巴)を用いてパッケージングした。

その後、 E.coliに lfansfec!した。

245 X 245mmのプレートに約 1X 10'コロニーをプレーティングし、常法によ

り、 HybondN+へトランスファーし、アルカリで固定した。アノレカリ固定は次

のようの行った。

メンブレンを 3MMペーパーの上に置き、最低 1.0分間乾燥させた。その後、

0.2N NaOWl.5M I、laCl 1分間

1.5MTris・HClI2XSSC 1分間

2XSSC l分間

処理し、 3M Mペーパー上で乾燥させた。

その後、をプロープとして、以下のようにコロニーハイブリダイゼーション

を行った。

プローブ、の標識は、ランダムプライマーラベリングキット(ん11巴rsham)を用

いて行った。標識には、約 50ngの DNAを用いた。標識後、スパンカラムによ

り標識された DNAプロープを精製した。
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メンブレンを以下の表に示したハイブリグイゼーション溶液中で 42
0
C、l時

間プレハイブリダイゼーションした後、 1000C、5分間加熱後氷冷した DNAプ

ロープを加えて、 42
0Cで一晩ハイブリダイゼーションを行った。

表6 ハイブリダイゼーション溶液の組成

50% Formamide 

5XD巴nhart's

5XSSC 

0.1% SOS 

100μg/nu salmon sperm ONA 

ハイブリ夕、イゼーション後、次の条件でメンブレンを洗浄した。

2XSSC/0.l% SDS 室温、 5分

2XSSC/0.l% SDS 室混、 5分

0.2 X SSC/O.l % SOS 42
0

C、15分

0.2 X SSC/O.l % SDS 42
0

C、15分

その後、フィルムカセット内でー70
0C、一晩露光させた。

3-2-3 ブレークポイントの解析

得られたコスミドクローンを用い、部分的な制限辞表マップを作製し

breakpointを含む DNA断片、および正常な DNA断片をザ プラスミド pBlu巴scnpt

SK(ー)にサブクローニングした。その後、これらの DNA断片の ONAシーケン

スを行った。

DNAシーケンスは、 ABI373Aを使い、ダイターミネーター法により行った。

ダイターミネーター法によるシーケンス反応は、 ONAThermaJ Cyc1er Model 480 
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(Perkin-Elmer)を用いて以下の条件で行った。

表7 シーケンス反応溶液

鋳型DNA 8μ 1 (0.2~0.5μg) 

ターミネータ一反応 mix 8μ l 

プライマー

反応サイクノレ

96
0

C 5分

↓ 

96
0
C 30秒

50
0
C 15秒

nOc 4分

4μ l 

lサイクノレ

2Sサイ クノレ

3-2-4 LPCの同定とクローニング

COS6クローンから単離した BamHIfBgI rr断片を、エクソントラッピンクふm

ベクター pSP13八サプクローニングした後、 Bucklerの方法によりエクンント

ラッピングを行ったぺ以下に、エクソントラッピングの概要を示す。ラピγ

ト日グロビンの タおよび 3'スプライシング音11位の問にエクソンが含まれている

と恩われる染色体 DNAを姉入し、これを CHO細胞にトランスフコク卜する。

その後、細胞質 mRNAを調製し、これをfliし、て cDNAを合成する。この cDNA

には、 CHO細胞由来の遺伝子が大部分であるので、ラビットのHグロビン遺伝

子領域にアニーリングするプライマーセットを作製して、 PCR反応を行う。そ

の後、 TA-clo日ingkit (Tnvitrogen)により、 プラスミドへクローニングを行った。
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図Z エクソントラッピングの概略

得られたクローン etpl2を則い、以下のように、Jurkat細胞から作製した cDNA

ライブラリーをスクリーニングした。このライブラリ)は、 J.Dunn巴博士から

供与された。

245 X 245mmのプレートに約 jXJ05コロニーをプレーティングし、常法によ

り、 HybondN+へトランスファーし、アノレカリで固定した。アルカリ固定は次

のようの行った。また、メンブレンは、 8枚調製した。

メンブレンを 3MMペーパーの上に置き、最低 10分間乾燥させた。その後、
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0.2N NaOH/l .5M NaCI 1分間

1.5M Tris'HC1/2XSSC 1分間

2XSSC l分間

処理し、 3MMペーパー上で乾燥させた。

その後、巴lp12をプロープとして、以下のようにコロニーハイブリダイゼー

ションを行った。

プロープの機識は、ランダムプライマーラベリングキシト CAmersham) を用

いて行った。様識には、約 50ngの DNAを用いた。標識後、スパンカラムによ

り標識された DNAプロープを精製した。

メンブレンを以下の表に示したハイブリダイゼーション溶液中で 42
0
C、1時

間プレハイブリダイゼーションした後、 100
0
C、5分間加熱後氷冷した DNAプ

ロープを加えて、 42"cで一晩ハイブリダイゼーションを行った。

表8 ハイブリダイゼーション溶液の組成

50')も Formamide

5XD巴nh副1'5

SXSSC 

0.1% SDS 

100μ g/ml salmon sperm DNA 

ハイプリダイゼーション後、次の条件でメンブレンを洗浄した。

2 X SSC/O.I % SDS 室温、 5分

2XSSC/0.l% SDS 室温、 5分

0.2XSSC/0.l% SDS 42
0

C、15分

0.2XSSC/0.l% SDS 42
0
C、15分

その後、フィルムカセ ット内でー70
0
C、ー腕露光させた。
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単自fEされたクローンを用いて、 DNAシークンスを行った。

DNAシーケンスは、 AB1373を使い、ダイターミネータ一法により行った。

ダイターミネータ一法によるシーケンス反応は、 DNATh巴rm，uCycl巴rModel480 

σerkin-Elmer)を用いて以下の条{牛で行った。

表9 シーケンス反応溶液

鋳型 DNA 8μ I (0.2~0.5μg) 

ターミネータ一反応 mix 8μl 

プライマー

反応サイクノレ

96
0
C 5分

96
0
C 30秒

50t 15秒

72
0
C 4分

4μ1 

lサイクノレ

25サイクル

得られた cDNAを用いて、常法によりノーザンハイブリダイゼーションを行

った。用いた mRNAは、ヒト spleen、tbymus、prosta旬、 restis、ovary、smallintesti問、

colon、peripheralblood leukocyte、マウス heart、br剖 n、spleen、lung、liv町、 sk巴Ita1

muscle、kedney、testisである。

その後、得られた cDNAをプロープとして、次のように Plライブラリーを

スクリーニングした。Plライブラリーは、 ICRFの DNAライブラリーサービ

ス部から供与されたメンブレンフィノレターを用いた。

プロ」プの標識は、ランダムプライマーラベリングキット (Amersham)を用

いて行った。標識には、約 50ngの DNAを用いた。原誠後、スパンカラムによ

り標識された DNAプロープを精製した。
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メンブレンを以下の表に示したハイブリダイゼーション溶液1ドて‘ 42
0
C、1時

間プレハイブリダイゼーションした後、 IOOOC、5分間加熱後氷冷した DNAプ

ロープを加えて、 420CでーI~~ハイプリダイゼーションを行った。

表10 ハイプリダイゼーション溶液の組成

50% Formamide 

S X Denhart's 

5XSSC 

0.1% SDS 

100μg/mI saJmon speml DNA 

ノ、イブリダイゼーション後、次の条件でメンブレンを洗浄した。

2XSSC/0.l% SDS 室協、 5分

2XSSC/0.l% SDS 室温、 5分

0.2XSSC/0.1% SDS 42
0
C、IS分

0.2 X SSC/O.l % SDS 42
0
C、 IS分

その後、フィノレムカセット内でー70
0
C、一晩露光させた。

得られた PI クローンは、 30~SOm Jの LB培地を用いて精義し、アノレカリ SDS

f去により DNAを精製した。

3-2-5 エクソン・イントロン構造の解析

得られたヒト LPCcDNAの塩基配列から、 PCRプライマーを作製し、以下の

条件により PCRを行った。テンプレートは、先にクローニングされた LPCを

含む Plクローンを朋し、た。
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表 11 反応溶液組成

鋳型 DNA (ヒト LPCPIクローン) 10.0μl 

10XPCRバッファ- 5~ μ 1 

25n宙IMgCI2 5.0μ1 

2mM心<TPs(each) 5.0μl 

プライマー 1(20mM) 2.5μl 

プライマー 2(20mM) 2.5μI 

H，Q 19.0μl 

l u/μ1 Taq DNAポリメラーゼ 1.0μl 

反応サイクノレ

94
0
C 5分

60
0
C 2分

nOc 10分

94
0

C 1分

60
0
C 1分

nOc 1分

nOc lO分

lサイク/レ

30サイクノレ

lサイクノレ

PCR終了後、 0.7および 1.2%アガロースゲノレ亀気泳i1VJで羽幅産物を解析する

ともに、地1恒産物をアガロースグノレから切り出し、 GeneCleanJI k.it (Bio 1 0))に

より精製した。

精製した各 DNA断片は、 TACloning k.it (lnvilrogen)により pCRIJベクターへ

クローニングした。以下に TACloIlingの概略を示す。
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PCR産物

A 

A 

L T 

ライゲーション

Tを付加したベヲヲー

T 

I T I B IA I l 
L -____  _J  A T I l 

図3 TA cloningの概略

クローニングしたi曽幅産物を含むプラスミドは、アノレカリ SDS法により精製

した。これを鋳型として、 MI3universeおよびrevers巴プライマーを用いて DNA

シーケンスをし、その後、必要に応じてプライマーを合成しシーケンスを行っ

た。

DNAシーケンスは、 AB臼73をイ吏い、ダイタ」ミネータ一法により行った。

ダイターミネータ一法によるシーケンλ反応は、 DNAThermal CycJer Model 480 

(P巴r凶l-Elm巴r)を用いて以下の条例ニで、行った。

表12 シーケンス反応溶液

鋳型 DNA 8μ 1 (0.2~0.5μg) 

タ}ミネータ一反応 mix 8μl 

プライマー

反応サイクノレ

96
0

C 5分

4μl 

lサイクノレ
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96
0
C 30秒

500C 15秒

nOc 4分

2S -¥)-イクノレ

3S 



3-3 給果

3 -3-1 ブレークポイントの同定

ヒト ・イムグロプリン H鎖 JH領域をプロ}ブとして t(ll;14)転座を持つ患者

の腫務組繊細胞から抽出した DNA と正~1\' X;llI胞から抽出したDNAIO μE を EcoR 1、

6amH 1、HindIl1、 PstI、Bglnで消化した後、常法によりサザンプロッティン

グし、サザンハイブリダイゼーションを行った。その結果を下図に示す。

EcoR 1 samH 1 1五n.dIII Pst 1 BgllI 

T CC  TC C TCCTCC T C C  

¥、
9‘4kbロ

"-RSkbP 

¥ 

図4 breakpointの同定(サザンハイブリダイゼーション)

ここで Tは、腿協和|胞から抽出した DNA、Cは正常細胞から抽出した DNA

である。

ヒト ・イムノグロプリン H鎖 JHを用いると、 l盛務品!日胞に特異的なバンド(矢
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どの服務細胞においても、正常細胞と同じ大きさのバンドと印)が得られた。

腹筋細胞特異的なバンドの 2つが観察され、かつ‘ングナノレの強さは、正常細胞

で得られたバンドの強さの半分であった。このことは、正常細胞では、どちら

のalleleも同じ大きさのバンドを与え、』重蕩創11胞では一方が正;常と同じバンド、

もう一方が腫腐細胞特異的なバンドを与えることを示唆していると考えられる。

したがって、 t(11;14)転座の breakpointをクローニングするために、ヒト ・イ

ムノグロプリン 日鎖の JH領域をプロープとすることにした。

ブレークポイントのクローニング3-3・2

スクリーニングの結果、下図に示したクローン COSIOが符られた。このク

ローンを用いて制限酵素地図を作製した。

Cbromosom巴 IIChromosome 14 
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breakpointの制限酵素地図図5
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また、 i3司 3-3プレークポイントの解析Jで得られた結果と合わせて、 COSIO

内の染色体 11書領域をプロ」ブとして、再度スクリーヱングを行って、転座

が起きていない正常な染色体 11祷 (breakpointに隣接した領域)を含む COS6

クローンを得た(上図参照)。以下、この COS6を用いて解析した。

3-3-3 ブレークポイン卜の解析

COSIOとCOS6の制限酵素地図から、 br巴akpointを含むと考えられる DNA断

片 (EcoR1断片)をプラスミド pBluescriptSK(ー)へサブクローニングし、DNA

略行白川竹下門CAACMMGGAGGAGGGM叫 GTGCTCGGTAMAACACM印CAGTAAliωT1寸寸GCCCTCCGACCAG凡CGCGA∞GGAGAGAAGAGTGAGMGT CIlII 

11111111111111111111111111111111111111111111111 

AGGGGAAGGGGTGGTG^GCGGG^CC~ì(;GGGCTGAGCAGAGGGG^TG"CAGAGGTCAGGGAGTGG竹寸TGGCCTCCGACC.AGACGαAGGGG，\GAGAAG叫TGAGMGT t (11 : 1.1) 

1111111111111111111111 111111111111111111111111 1 1111111 

A邸∞MGωGTGGTGAGCGGGGCCCTGGGGCTGAGCAGAGGGGATGCCCTGGCTG.~GGGCG CH 14 

図6 breakpoinlの境基配列

シーケンスを行い、 breakpoinl周辺の庖基配列を決定した。その結果を以 l'に

示す。

CHll、CH14は、それぞれ正常な染色休 日議、 14需の境1回目IJである。 t(11;14) 

は、クローニングされた EcoR1 断片から明らかにされた breakpo.intの邸基配列

である。

3-3・4 LPCの同定と cDNAのクローニング

エクソン トラッピングの結果得られたクローンの DNAシーケンスを決定し
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た。シーケンス解析から、ラビット日グロビン遺伝子配列が含まれていないも

のを除いて、クローン elpl2を得た。etpl2の鹿基配5'1)を下図に示す。

TCAGCAGGAl百GACCl百GAGATGTCAGGGCrGAAGACCCTGGAGCATGTGGCAGTGACAGTCTCCATCACTCACCCACCG

CGCGGCAGCTTGGAGCTCAAGCTG判明'GCCCCACTGGCATGATGTCCCTCATCGGCGCCCCCCGCAGCArrGGACrC 

図7 etp12の邸基配列

また、このクローンは、コスミドクローン COS6とハイプリダイズすること

から、 COS6内の配ヂ1)を含んでいることが明らかになった(データは示さなu、)。

この etplの配列を用いてデータパンクを検索したところ、subt:ilisillserine 

proteas巴との相同性が明らかになった(後述)。

完全長の cDNAを得るためにヒト Jurkat和IJ胞から作製した cDNAライブラリ

}をスクリーニングして、完全な CDSを含むクローン pcM と 3'末端を含むク

ローン pcDおよび pc21を得た。

データベース解析から、この遺伝子は、 furinなどの sefllleproteaseファミリ

ーに属する遺伝子であり 、今まで報告されていない遺伝子であることが明らか

になった。そこで、この遺伝子を LymphomaProprotein COJlvertas巴 (LPC遺伝

子)と名付けた。以 F、この論文では、 LPCを呼ぶことにする。

他のファミリーとの比較は、マウス LPCの配列と共に考察の'1コで述べること

にする。

ヒト LPCcDNAの塩基配列を以下に示す。ヒ トLPCcDNAをシーケンスは、

染色体 DNA をシーケンスした時と同傑に、必要に応じて 17~24mel のオリコ

ヌクレオチドを合成した。

ほぽ同時期に、 他のグループから LPC(proprot巴inconvcrlase 7 ; PC7)のクロ

ーニングが報告された。彼らの報文によると、ヒ トLPCcDNAは、こ こで示し

た配列より長いことが明らかになっている。また、後に述べるマクス LPCcDNA
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および染色体 DNAのシーケンスから明らかになったエクソン lとエクンン 2

の一部が、この cDNA西日:yIJには含まれていない。
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1 AGA ATC CAG TCC ACT GCT CTG ATG CCG AAG GGG AGG CAG AAA GTG 

Met Pro Lys Gly Arg Gln Lys Val 

46 CCA CAC TTG GAT GCC CCC CTG GGC CTG CCC ACC TGC CTC TGG CTG 

Pro 1-11S Leu Asp Ala Pro Leu Gly Leu Pro Thr Cys Leu Trp Leu 

91 GAA竹 AGCC GGG CTC TTC TTA CTG GTT CCC TGG GTC ATG GGC CTG 

Glu Leu Ala Gly Leu Phe Leu Leu Val Pro Trp Val MeL Gly Leu 

136 GCA GGG ACA GGT GGG CCT GAT GGC CAG GGC ACA GGG GGG GCG AGC 

Ala Gly Thr Gly Gly 1'1"0 Asp Gly Gln Gly Thr Gly Gly Ala Ser 

181 TGG G口 GTGCAC CTG GAA AGC CTG GAA GGT GAC GGG GAG GAA GAG 

Trp Ala Val I-lis Leu Glu Ser Leu Glu Gly Asp Gly Glu Glu Glu 

226 ACT CTT GAG CAG CAG GCG GAT GCC TTG GCG CAG GCA GCA GGG CTG 

Thr Leu Glu Gln Gln Ala Asp Ala Leu Ala GJn Ala Ala Gly Leu 

271 GTG AAT GCr GGA CGC ATC GGA GAG CTT CAG GGG CAC TAC CTC TTT 

Val Asn Ala Gly Arg Ile Gly G 1 u Leu Gln G]y Ilis Tyr Leu Phe 

316 GTC CAG CCT GCT GGG CAC AGG CCG GCC CTG GAG GTG GAG CCC ATC 

Val Gln Pro Ala Gly I-lis Arg Pro Ala Leu Glu Val Glu Pro Ile 

361 CGC GAG CAG GTG GAG GCT GTG TTG GCT GGG CAT GAA GCT GTG CGC 

ATg Gln Gln Val Glu Ala Val Leu Ala Gly Ilis GJu Ala VaJ Arg 
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Cleavage site 

406 TGG CAC TCA GAG CAG AGG CTG CTA AGG CGG GCC AAG CGCIAGC GTC 

Trp Hi s Ser Glu GJ n Arg Leu Leu Arg Arg Ala Lys Arg I Ser Val 

451 CAC'門CAAC GAC CCC AAG TAC CCG CAG CAA TGG CAC CTG AAT AAC 

11is Phe Asn Asp Pro Lys Tyr Pro Gln Gln Tγ1) Hi s Leu Asn Asn 

496 CGA CGG AGC CCG GGC AGG GAC ATC AAC GTG ACG GGT GTG TGG GAA 

Arg Ar耳 SerPro G]v Arg Asp ll.e Asn Val Thr Glv VaJ Tr口 Glu

541 CGC AA T GTG ACT GGG CGA GGG GTG AC氾 GTGGTG GTA GTG GAT GAC 

Arg Asn Val Thr Glv Arg Gly Val Thr Va] Val Va1 Val広司 As日

586 GGA GTG GAA CAC ACC ATC CAG GAC ATT GCA CCC AAC TAT AGC CCT 

Gly Val Glu His Thr Ile Gln Asp Ile Ala Pro Asn Tyr Ser Pro 

631 GAG GGT AGC TAT GAC CTC AAC TCT AAT GAC CCT GAC CCC ATG CCC 

Glu Glv Ser Tvr Asp Leu Asn Ser Asn Asp Pro Asp Pro Met Pro 

676 CAC CC心GATGTG GAG AAT GGC AAC CAC CAT GGC ACG CGA TGT GCA 

His Pro Asp Val G1u Asn Gly Asn His而司GlyThr Arg CyS Ala 

721 GGA GAG ATC GCG GCT GTG CCC AAC AAC AGC TTC TGT GCC GTG GGC 

Glv Glu IJe Ala Ala Val Pro Asn Asn Ser Phe Cys Ala Val GJy 

766 GTG GCC TAC GGG AGC CGC ATC GCA GGT ATC CGG GTA CTG GAT GGA 

Va1 A 1a Tvr Gly Ser Arg Ile Ala Gl y r 1 e Arg Val Leu Asp G1y 

42 



811 CCT CTC ACA GAC AGC ATG GAG GCA GTG GCG TTC AAC AAG CAC TAT 

Pro Leu Thr Asp Ser Met Glu Ala Val Ala 1'he Asn Lys His TVl 

856 CAG ATC AAT GAC ATC TAC AGC TGC AGC TGG GGA CCA GAT GAC GAT 

Gln 11e Asn Asp lle Tvr Ser Cvs Ser Trp Glv 1'ro Asp Asp Asp 

901 GGG AAG ACA GTG GAT GGC CCC CAT CAG CTT GGA AAG GCT GCC TTA 

Glv Lvs Thr Val Asp Glv 1'ro lIis Gll1 Leu Glv Lvs Ala Ala Leu 

946 CAA CAT GGG GTG ATT GCT GGT CGC CAG GGC 1'1'T GGG AGC ATC TTT 

G111 His Glv Val lle Ala Glv Arg Gln Glv 1'he Glv Ser Ile Phe 

991 GTG GTA GCC AGT GGC AAC GGA GGC CAA CんCAAC GAC AAC TGC AAC 

val刷 AlaSer Glv応可GlvGlv Gln His Asn Asp Asn CYS Asn 

1036 TAC GAT GGC TAC GCC AAC TCC ATC TAC ACC GTC ACC ATA GGA GCT 

Tvr Asp Glv Tvr Ala Asn Seγ 11e Tvr Thr Val Thr 11e Gly A 1a 

1081 GTG GAT GAG GAG GGA CGC ATG CCT TTC TAT GCA GAA GAA TGT GCC 

Val Asp Glu Glu Gly Arg Met 1'ro Phe Tyr Ala Glu Glu Cys Ala 

1126 TCC ATG CTG GCA GTC ACC TTC AGT GGT GGG GAC AAG ATG CTT CGG 

Ser Met Leu Ala Val Thr Phe Ser Gly Gly Asp Lys MeL Leu Arg 

1171 AGC ATT GTG ACC ACT GAC TGG GAC C1i CAG AAG GGC ACT GGC TGC 

Ser 11e Val Thr Thr Asp Trp Asp Leu Gln Lys Gly Thr Gly Cys 
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1216 ACT GAG GGC CAC ACA GGG ACC TCA GCT GCA GCG CCT CTG GCA GCT 

Thr Glu Gly His Thr Gly Thr広司AlaAla Ala Pro Leu Ala Ala 

1261 GGC ATG ATA GCC TTA ATG CTG CAG GTG CGG CCC TGC CTC ACG TGG 

Gly Met 11e Ala Leu Met Leu Gln Yal Arg Pro CyS Leu Thr Trp 

1306 CGT GAC GTC CAG CAC ATC ATT GTC TTC ACA GCC ACC CGG TAT GAG 

Arg ASD Yal Gln Hj s 11e 11e Yal Phe Thr Ala Thr Arg Tvr Glu 

1351 GAT CGC CGT GCA GAG TGG GTC ACC AAC GAG GCA GGC TTC AGC CAT 

ASD Arg Arg Ala Glu Trp Yal Thr Asn Glu A1a Glv Phe 5er His 

1396 AGC CAC CAG CAC GGT TTC GGC CTC CTC AAC GCC TGG AGG CTC GTG 

Ser His Gln His Glv Phe Glv Leu Leu Asn Al.a Trp Arg Leu Yal 

1441 AAT GCA GCC AAG ATC TGG ACA TCT GTC CCT TAC 1寸AGCA TCC TAC 

位旦斗斗_Al旦 L工呈_U旦_I~12 _ Ih!:_~~r_ Y. ~L Pr.9_I.YJ:...J._e.!J_ _!¥j_a__5_e_r:. _Ty_l: 

1486 GTC AGT CCC GTG TTA AAA GAA AAC AAG GCG ATT CCG CAG TCC CCC 

Y_?_l__5_e_ょE.jJ包ー也U&~_~)'宣_G 1!!_ð~!)_1 l' ~ _ f:.l ~_J1~_.PX.9__çJ.!九五旦!_JJ:.C!

1531 CGT TCC CTG GAG GTC CTG TGG AAT GTC AGC AGG ATG GAC CTG GAG 

f\S1L _S_8J:.ム盟主L~_\'.i!l _I"~日!l]Lð~!}_ Y.~l_~ilLf..I1L~_e_ム _A_5.旦_l，_e_u_J巳lu.

1576 ATG TCA GGG CTG AAG ACC CTG GAG CAT GTG GCA GTG ACA GTC TCC 

lI1_e_t_ _S_e_工旦LY_ _l&日ー1，，)'呈 _Ih主_~~日_Gll，l_出 ~_.Y.~l_M~_Y_?_l_LhL_YA.l__S_，，!!ζ
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1621 ATC ACT CAC CCA CGG CGC GGC AGC TTG GAG CTG AAG CTG TTC TGC 

_IJ _e_ J)]"_ J:!. Lモ ~~Q_~rg_~rg_Q!y_~~[_~~日_yl 旦_!，_!)_!l_ JJy..?__L_e_u_J'_h_e_五百ー

1666 CCC AGT CGC ATG ATC TCC CTC ATC CGC GCC CCC CCC AGC ATG GAC 

p_r_o__~立_CJ.x.児.~L'1íi1:_ ~íi !:_~ê~ _11 ~ _ glY_ i\J~ _I'I_9_lII.正l..?_~工_!i~旦 _A_~

1711 TCC GAT CCC AAC GGC TTC AAT GAC TGG ACC TTC TCC ACT CTC CGA 

~_~よ _A_Sj主~ι旦λ~1l_Ç_lY _Eh!L ~~Q _ð~ P _ Irp _ITLI'T_!)_..?i!ょTh工1見1__-v_g

1756 TCC rCG GCG CAG AGA GCC CGA CGG ACC TAC AGG CTT GTC ATC AGG 

ç_)'_ぇ _lrR_G_ly__Ç_Ll!__~r.:g_~1~_~~g_Çly_Ibr_Iyr_f.ns_ _!，~.!I__V.I;よ且J主J位:昆

1801 CAT GTC GGG CAT CAC TCAγrc CAC CTC CCC ATC CTC CGC CAA TCG 

!\_Sj主 _V_~LG_l_y__~盟主ll!_ _~íi ~ _ Eh~_Ç! !J_YflJ _ c J Y_]J旦~_L~_!l__A_r_瓦 _C_l_n__T_l::Q

1846 CAG CTG ACC CTA TAr GGC TCT GTG TGG AGT GCA GTA GAC ATC AGG 

Glr凡 J.~l!__1J日~_~'?_吐_IY!:_Q1L~雪r Val Trp Ser Ala Va] Asp rle Arg 

1891 GAC AGA CAA AGG CTG TTA GAG AGT GCC ATG AGT GGA AAA TAC CTG 

Asp Arg Gln Arg Leu Leu Glu Ser Ala Mel Ser Gly Lys Tyr Leu 

1936 CAC GAT GAC TTC GCC CTG CCC TGC CCA CCG GGG CTG AAA Aγr CCT 

Ilis Asp Asp Phe Ala Leu Pro Cys Pro Pro GJy Leu Lys Ile Pro 

1981 GAG GAA GAT GGT TAC ACC ATC ACC CCC AAC ACC CTC AAG ACC CTG 

Glu Glu Asp Gly 1'yr Thr 11e 1'hr Pro Asn 1'hr Leu Lys Thr Leu 
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2026 GTG CTG GTA GGC TGT門CACC GTC TTC TGG ACT GTT TAC TAC ATG 

Val Leu Val Gly CyS Phe Thr Val Phe Trp Thr Val Tyr Tyr Met 

2071 CTG GAA GTA TAT TTG AGC CAG AGG AAT GTG GCT TCC AAT CAA GTT 

Leu Glu Val Tyr Leu Ser Gln Arg Asn Val Ala Ser Asn Gln Val 

2116 TGT AGG AGT GGA CCC TGC CAC TGG CCC CAT CGG AGC CGG AAA GCC 

Cys Arg Ser Gly PrO Cys His Trp 1'1'0 His Arg Ser Arg Lys A]a 

2161 AAG GAG GAA GGG ACA GAG CTA GAA TCA GTG CCA CTT TGC AGC AGC 

Lys Glu Glu Gly Thr GJ.u Leu Glu Ser Val Pro Leu Cys SeγSer 

2206 AAG GAT CCA GAC GAA GTG GAA ACA GAG AGC AGG GGC CCT CCC ACC 

Lys Asp Pro Asp Glu Val Glu Thl" Glu Ser Arg Gly Pro Pro Thr 

2251 ACC TCT GAC CTC CTT GCC CCA GAC CTG CTG GAG CAA GGG GAC TGG 

Thr Ser Asp Leu Leu Ala Pro Asp Leu Leu Glu Gln Gly Asp Trp 

2296 AGC CTG TCC CAG AAC AAG AGC GCC CTG GAC TGC CCT CAT CAG CAC 

Ser Leu Ser Gln Asn Lys Ser Ala Leu Asp Cys Pro lIis Gln His 

2341 CTA GAC GTA CCG CAC GGG AAG GAG GAG CAG ATC TGC TGA CCT CAG 

Leu Asp Val I'ro Ilis Gly Lys Glu Glu Gln Ile Cys 

2386 GGC CTG ACA GTG TGG GAC AGG CTC TTC TTT CCC AAA ATT AGG GAG 

2431 CTC TTG ACA GAA AGC AGT TCT GAT GCT TAC ATC TGG AAT CTG AGG 
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2476 CAT CC1' CTG ACT CCA CTC AAA GAG GGT GAG GGC CTT CTT AAG ATA 

2521 CAA ATG GTG GAG GAT TGC TGC CAG AGA AGT CTG GTC AGA GCC ACA 

2566 GGG TCT GCC TCC AGC CAA ACG GGA GCT TTT GGT GAG AAG GTG 1l'G 

26日山 AGGGGA TTG GCG CCC CCC TTT GGT TTG GCC TCC ATC C1'CI川
2656 1'CT C1'T GGG CCA AGC CAG CTG CCT AGG TCC CCC AAG CAT GGG GĜ 

ml~m~~millm~~~rn~m~~ 

2746 GCG CAT CTC AAT GGA AAC ATC ACT GGG GTC ACT TGG GAA GAG GAC 

2791 TTC GGG GTA GAG GC1' GGG AGG AGC CCC TGG ACA TGC CTG TCC TGA 

2836 AAG CGG C1'G CCT CCA TTA TCC ATT CCC ÂG ATG CCT GAT CAG AAA 

2881 CCA ACC ATG AAT GAA CCC CTG GCT CCT TCA CCA CCC CCA CGA TTG 

2926 GTA TGA TGC TGC CGG CAC AGC TGG GAT ACA CAC GGC TCC CCC AGG 

2971 CCT GAG CTG CTT CAC TAG GGA ATCσG CGG CAG GAC TGC AGA GCA 

3016 GAT GGC AGA TGC ACA TGT TGG AGG AGA GAG CCT 1'GG GAG CCA CTG 

~l~m~m~~~rommm~~~m 

3106 GGG AAA 1'GG CC1' TCC CGC CGG AGG CCA GCT ATC 1'GC CTG ACA GGC 

3151 TGT GAC TCT T口 CTCAAC CT1' GGC CT1' CTC CCC TCT 1'CT GAG CTA 

3196 GTT GGT TGA ATT 1'1'1' TTT AAT GC1' TAA GAT 1'1'G TTT TTC 1'C1' TT1' 

~l~~~rnmmillmmrn~~mmw 

3286 ATA AAA ACC TTC CAA ACA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA 

ポリ A鎖付加シグナノレは、下線で示した。また、 proprotetnconvert3seに保存

されている活性に関与しているアミノ般 (4アミノ酸後基)は、四角で図って

示した。

Catalytic domainは下線、 middJedomainには破線で示した。

また、 LPCが成熟化する際に切断される部位は縦線で示した。

さらに IJq23転廃で見つかった breakpointを太い縦線で示した。
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次に、 LPC遺伝子内の breakpointを示す。
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LPC遺伝子と breakpoint図 8

この図から明らかなように、 LPC遺伝子内の breakpointI士、 coding領域内で

はなく 3'non-coding領域て・あった。他の IIq23が関与している転座では .ioframe

な融合タンパク質ができている例のみが報告されているが、 LPC遺伝子による

Iymphoma発症は、iJlJのメカニズムであることが考えられた。

次に、ノーザンハイブリダイゼーションの結果を示す。

ノーザンハイブリダイゼーション(ヒト mRNA)図9
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左から spleen、tbymus、prOSla旬、 leSl1S，ovary、smallintestine、colon、peripheralbl.ood 

leukocyte、

図10 ノーサーンハイブリダイゼーション(マウス mRNA)

左から、 h伺抗、brain、spleen、lung、liv巴r、skeltalmuscle、kedn旬、 leSlJS

ヒト、 7 クスともに調べたすべての組織において発現していることが明らかに

なった。
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3・3-5 ヱクソン・イントロン構造の解析

ヒトLPCcDNA がクローニングされていたため、:I;l[基配~Ij情報を元にして

PCR用プライマ}を作製した。これをj明い、すでにクローニングされていたヒ

トLPC染色体 DNAを含む 3つの Plクローンを鋳型として、 PCRにより必要

な部分(エクソン ・イントロンを含む領域)のみを増1隠し、 DNAシーケンスを

行った。

以下に、PCRによって噌幅したエクソンの例を示す。

1 2 3 4 5 6 7 

図I1 エクソンj1JjJ或の増幅 (PCR)

レーン 1 : o X 174lHae Jll 

レーン 2 エクソン I1 レーン6 エクソン 15
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レーン3 エクソン 12 レーン 7 エクソン 16

レーン4 エクンン 13

レーン 5 エクツン 14

エクソン/イン トロンのコンセサス百日JJを以下に示す。

エクソン n イントロン n
エクソン n+l

回叫GT- C11f- cE
Branch部位

図12 エクソン ・イントロンのコンセンサス配列

下線は、 100%保存されている配列を示す。

以下に、ヒト LPC遺伝子のエクソン ・イントロン構造を示す。

S仕uctur巴ofhumanLPC Ikt 

11 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 

一寸ー→-{) ト4 t+-t 山1 ι十斗十Eニト

Coding rcgion • 口 Non-coding rcgion 

図 13 ヒト LPC遺伝子のエクソン ・イントロン構造

得られた Plクローンを上記の PCRを用いた方法で解析したところ、クロー
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ンNlとN3は、エクソン2から 17までのすべてを含んでいたが、クローン N2

はエクソン 13以降のみを含んでいることが明らかになった。

当初、これは、N2がエクソン 13以降を含んだ 3'領域のみを持ったクローン

であると考えたが、詳しく制ベるうちにそうではないことがわかった。

エク Yン 17の 5'{jjl)のプライマーと 3'1ftl)のプライマーを汗]1，、て PCRを行った

ときに、 Al、B3では 1.2kbpのバンドが得られたのに対し、 04ではまったくバ

ンドが得られなかった。 しか し、 エクンン 17のほぼ真ん中付近とアニーリン

グするように設計・されたプライマーと 5'側のプライマーを用いると、どのクロ

ーンも同じ大きさのバンドを得ることができた(データは示さなu、)。このこ

とは、N2は、エクソン 17の 3'領域が欠失していることを示唆する。また、 04

のエクソン 13より 5'側を調べると、エクソン 12以前のエクソンは存在しない

が、少なくと 20kbp以上上流まではクローニングされていることが明らかにな

った。

以上の知見と 、breakpointの解析から得た LPC遺伝子下流に存在する Line

repealとを合わせて考えると、以下の図のような少なくとも 2つの LPC遺伝子

(一方はエクソン 13からエクソン 17の途中までのみを含む)が存在すること

が明らかになった。
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Structure of human LPC Ikb 

I? 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 

→ー十世 H 

図14 ヒト LPC遺伝子の構造

13 14 1516 17 

t十叶置]一

Line rcpeat 

は 41516 17 

Alu 

I c凶 ingregion 

日 Non.codingregion 

また、データは示さないが、 FISH法による詳細なマッピングによると、これ

らの2つの LPC遺伝子は、 Ilq23内の憎めて近い領域に存夜することが明 らか

になっている。
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4 マウス LPC遺伝子のクローニングと解析

4-1 はじめに

前章で、ヒト LPC遺伝子について解析した。この遺伝子は、リンパ腫に関与す

るだけでなく 、タンパク質の成熟化に関与する proproteinconvertaseであること

から、正常細胞において緩めて重要な役割をになっていると考えられる。 LPC

遺伝子の機能を角判Hーするうえで、マウス LPC遺伝子をクローニングすることは

有用である。この章では、マクス LPC染色体 DNAの構造と cDNAをクローヱ

ングしたので報告する。
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4-2 材料および方法

4 -2-1 マウス染色体 DNAのスクリーニング

マウス LPC染色体 DNAを得るために使用したプロ}ブは、次のように調製

した。まず、すでにクローニングされていたヒト LPCcDNAの触媒ドメインを

コードしている領域の 5'末端に相械的な合成ヌクレオチドを作製した。

5 '-CTTC A AC  G A CCCC A AGTA CCC-3' 

図1Sヒト LPCプライマー (M27)

このプライマーと、ベクターのクローニング部位上流の M13プライマーを使

用して、 PCRを行った。これにより、ヒト LPC遺伝子の prepro領域のみが地

幅された。

Human LPC cDNA 

Catalytic domain 

+-

図 16 ヒトLPCcDNAの prepro領域の噌Ililli

PCRは、以下の条件で、行った。
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表13 反応溶液組成

鋳型 DNA (ヒト LPCcDNA) JO.Oμ1 

IOXPCRバッファ- 5~μ 1 

2511ホifMgCI2 5.0μ1 

2mM dNTPs (each) 5.0μl 

プライマー 1(20mM) 2.5μ l 

プライマ-2 (20mM) 2.5μ l 

同o 19.0μl 

l u/μ1 Taq DNAポリメラーゼ 1.0μ l 

反応サイクノレ

940C 5分

60
0

C 2壬〉

nOc 10づ〉

↓ 

94
0

C 1分

60
0

C 1分

nOc 1分

↓ 

n"c 1 0分

lサイクノレ

30 -l;トイクノレ

lサイクノレ

反応終了後、 0.8%アガロースグ";レ電気泳動を行い、目的の泊l焔物 (pr巴pro領

域)を含むアガロース片(約 600bp)を切り出した。このアガロース片に、 Hp

を加えてアガロースの濃度が 0.4%以下になるように調製した。

このようにして地幅 ・精製された しPCprepro領域をプロープとして、マウス

染色体 DNAに対してサザンハイブリダイゼーションを行い、プロープが他の

セリンプロテアーゼ遺伝子などを認識しないことを確認した。

サザンハイブリダイゼーシヨンは、以下のように行った。

マウス高分子量 DNA10μgを50unilsのBamHT、EcoR[、Hindillで消化し、
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0.7%のアガロースゲノレ (25V、一腕)で、電気泳動した。その後、エチジウム

ブロマイド 0.5μg/μlを含む IXTBEバッファーに J5分間浸して染色し、泳動

を確認するとともに、スケーノレをあてて写真を徹った。0.25NHCI 溶液に 30分

間、 0.4NNaOH溶液に 20分間浸した後、中和することなく O.4NNaOH 溶液を

用いて、アルカリトランスファーを行った。 トランスファーを 2時間行った後、

2XSSC溶液でメンブレンをリンスしJliR乾した。メンブレンは、 HybondN+ 

(Amersham)を用いた。

プロープの線識は、上記の増幅産物を含むアガロース片を JOOOCで 10分間加

熱してとかした後、ランダムプライマーラベリングキット (Amersham)を用い

て行った。機識には、約 50ngの ONAを用いた。標識後、スパンカラムにより

標議された ONAプロープを精製した。

メンブレンを以下の表に示したハイブリダイゼーション溶液中で 650C、1時

間プレハイブリダイゼーションした後、 1000C、5分間加熱後氷冷した ONAプ

ロープを加えて、 650Cで一晩ハイブリダイゼーションを行った。

表14 ハイブYダイゼーション溶液の組成

lOXO巴nhart's

4XSSC 

l，}も SOS

100μg/mJ saJmon sperm ONA 

ハイブリダイゼーション後、次の条件でメンブレンを洗沖した。

2XSSC/0.1% SOS 室温、 5分

2XSSC/0.l'3も SOS 室温、 5分

1 XSSC/O.I% SOS 650C、10分
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その後、フィ/レムカセット内でー700C、-1政露光させた。

マウス LPC染色体DNAのスクリーニングは、以下のように行った。

NM539大腸菌を LB培地'=1"'でーl児培養し、そのI音溶液 0.5011を50mlのLB培

地 (0.2%マノレトースと 10mMMgSO，を含む)に殖菌し 3時間、 370Cで振とう培

養した。この地溶液 3mlとファージ溶液 (2.5x 105pfu; 129マウス染色体ライブ

ラリー λ2001)を混ぜ、室温で 20分間、 37
0
Cで 10分間インキュベートした後、

50011のトップアガロースを加えてよく混ぜた後、 245X 245mffiのプレート上に

広げた。これを 37
0
Cで一晩インキュベートしてプラークを得た。

1時間 4
0

Cで冷やした後、次のようにハイプリダイゼーションfl3メンブレ

ンを調製した。メンブレンは、 HybondN+ (Amersham)を使用した。

まず、プレート上にメンプレンを載せ、 l分開放置した。この時、メンブ

レン上の 3個所に針で‘向1をつけた。メンブレンを 3MMペーパーの上に置き、

最低 10分間乾燥させた。その後、

0.2N NaOH/I.5M 1、laCI l分間

1.5M Tris. HC1/2 X SSC 1分間

2XSSC l分間

処理し、 3MMペーパー上で乾燥させた。

LPC prepro領域をプローブとして、 1297ウスの染色体 DNAライブラリーを

スクリーニングした。プロープの標識は、サザンハイブリダイゼーションと同

僚に行った。

メンプレンを以下の表に示したノ、ィブリダイゼーション溶液中で 420C、l時

間プレハイブリダイゼーションした後、 1000C、5分間加熱後氷冷した DNAプ

ロープを加えて、 42
0
Cでー腕ハイブリグイゼーションを行った。
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表15 ハイブリダイゼーション溶液の組成

50% Formantide 

5XD巴nhart's

5XSSC 

0.1% SDS 

100μglml salmon sperm DNA 

ハイブリダイゼーション後、次の条件でメンブレンを洗浄した。

2 X SSC/O.J % SDS 室温、 5分

2XSSC/0.l% SDS 室温、 5分

0.2XSSC/0.l % SDS 42
0
C、15分

0.2XSSC/0.門も SDS 420C、15分

その後、フィノレムカセシト内でー70
0
C、一晩露光させたロ

4・2司 2 欠失変異株の作成

欠失変異株は、 Deletionkit (宝酒造)を用いて次のように作成した。

まず、欠失変異株取得に使用する PlasmjdDNAを CsCI密度勾配法により調

製した。この plasmidDNA 10gを Kpn1および SalIで完全に消化した。プエノ

ー/レ抽出 ・エタノーノレ沈殿により精製した後、 100μlのexol111cleas巴 III buffer 

で溶解した。これを 37
0
Cに温めた後、 exonuclease1日を lμl加え、 q墜く混ぜて

すばやく 37
0

Cに戻した。 45秒から l分毎に 10μlずつを別のチューブ(あらか

じめ MungB巴annllclease bllffl巴Iを 100μl分注しておく)に移した。すべての溶

液を移し終えた後、 65
0
Cで5分間インキュベー卜して、 exonuclease1IIを失活さ

せた。チューブを 37
0

Cに戻した後、 2μ lのMungBean l111cleaseを加え経く混ぜ

て、 37
0

Cで 45~60 分間イ ンキュベートした。 フェノー/レ摘出 ・ エタノーノレ沈
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殿で精製した後、 50μlの Klenowbufferに溶かし、 1μlの Klenowfragmentを

加えて、 37tで 15分間インキュベー卜した。この溶液 10μ1:を月IJのチューブ

に移し、ライゲーション溶液 Aを 100μl、溶液Bを 12μl加えて、 160Cで 1時

間インキュベー卜した。その後、フェノール抽出 ・エタノーノレ沈殿で、精製し、

40μ lの反応溶液 (IOunitsの制限酵素を含む)で 1I時間消化した。この溶液を

そのまま用いて、定法により大JJ易菌を形質転換した。大腸菌は Xし IB1ue、あ

るいは OH5白を用いた。得られたコロニー 50個を 5mlの LB液体培地で370C、

一晩援とう培養して、アノレカリ SOS法により plasmidDNAを精製した。

4・2-3 DNAシーケンス

2・2・lで得られたファージ ONAを Xho1または Xba1 (λマルチクローニン

グサイト)によって断片化し、 pBluescriplSK(+lヘサブクローニングした。サプ

クローニング後、それでも大きな断片については Hind[[]で消化し再度サブクロ

ーニングを行い、 1 ~4kbp 程度の断片とした。

さらにターゲットとなる配列を含んでいると考えられる領域、および 3k旬

以上の断片に関しては、欠失変異株を作成した後 DNAシーケンスを行った

(4-2-2 欠失変異株の作成参照)。

DNAシーケンスは、 ABl373Aを使い、ダイターミネータ一法により行った。

ダイターミネータ-r:去によるシーケンス反応は、ONAThermal Cycler Model480 

(Perkin-Elmer)を用いて以下の条件で行った。
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表16 シーケンス反応溶液

鋳型 DNA 8μ1 (O.2~0.5μg) 

ターミネータ一反応 Inix 8μ l 

プライマー 4μl 

反応、サイクノレ

960C 5分

↓ 

96
0

C 30秒

50
0
C 15秒

nOc 4分

lサイクル

25サイクノレ

シーケンスに用いたプライマーは、 Ml3[0仰 ardとM13r，巴vers巴、それに得ら

れたシーケンスからさらにその下流をシーケンスするためのプライ 7 ーを調製

した。

4-2-4 ヱクソン・イント ロン構造の解析

エクソン ・イントロンの解析は、次のように行った。まず、得られた DNA

自己列が LPC遺伝子を含んで、いること、さらに、他のセリンプロテアーゼ遺伝子

ではないことを確認するために、 Blastnプログラムを使朋して DNAデータパ

ンクを検索した。

検索結果を元に、マウス染色体配夢IJ中のエクソン領域を推定し、その領域を

含む前後 Ikb ほどの配~IJ を、 Gene Finderの HSPL (searcb for potentIlu splice sitesl 

により解析しエクンンを同定した。その後、スプライシング在日位に保存されて

いる配列、およびブランチ部位に保存されている配列を確認、した。
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また、マウス しPCcDNA 配~IJ を決定 (4-2-5 参照)した後は、マウス LPCcDNA

配~IJを元にして PCR プライマーを作製し、館」出 DNA としてスクリーニングし

たマクス LPCを含むファージ DNA、およびクローニングできなかった領減に

倒してはマクス染色体 DNAを使用した。PCRは以下の条件で行った。

表17 反応溶液総成

鋳型 DNA 10.0μi 

10XPCRバッファー 5.0μ1 

25mM MgCl， 5.0μ | 

2mルrdNTPs (each) 5.0μ l 

プライマー 1(20mM) 2.5μI 

プライマー 2(20mM) 2.5μl 

孔P I~Oμ1 

iu/μ1 Taq DNAポリメラーゼ 1.0μ l 

反応サイクノレ

94
0
C 5分

94
C

C 30手少

60
0
C 30秒

n"c I ~ IO 分

30サイクノレ

反応終了後、 1.4%アガロースゲ‘ル電気泳動にて地隠された領域にイントロン

が含まれているかどうかを機認した。

また、治l隠した PCR産物は、 Genecleann (BI0101)を矧いて精製した後、 TA

Cloning kit (lnvitrogen)をfflいてプラスミドへクローニングし、DNAシーケンス

を行った。 TA-cIoningの概略を以下の図に示す。



PCR産物

八

A 

仁T 

ライゲーシヨン

Tを付加したベヴヲ

T 

L_ _____  _.J T A I 1  
L_ ______  ~ A T[ l 

図17 TA-c1oningの概略

Taq po1ymeraseを用いて PCR反応を行うと、増幅産物の 3'末端にアデニン(A)

が l塩基だけ付加される。この Aとキ目指II的な Tを付加したベクターを用いてプ

ラスミドベクターへのクロ」ニングを行うと、プラントエンド ・ライゲーショ

ンよりクローニング効率が上がることが知られている。

PCRによるエクソン ・イントロン構造決定法の概略を以下に示す。

13 14 

• 
ブライマーl ブライマ-2 ブライマ-3

PCR産物A

PCR産物日

図18 PCRによるエクソン ・イントロン構造の決定

プライマー !と3による増幅産物 Bは、エクソン [3、イン トロン 13、そし

てエクソン [4と含んでいると考えられる。一方、プライマー lと 2による噌
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幅産物 Aは、エクソン 13のみを含んでいる。 したがって、増幅産物 Bの長さ

から増幅産物 Aの長さを引くと、イン トロン 13 (エクソン 14の一部も含む)

を求めることができる。

4-2-5 マウス cDNAのスクリーニング

マウス LPCcDNAは RACE法により取得した。

RACE法に用いた mRNAは、マウスリンパ腫細胞 EL4(約 lぴ細胞)より、

Micro-FastTrack (lnvitrogen)を用いて調製した。

また、すでにエクソン ・イントロン構造の解析により明らかになったエクソ

ンの配列から、RACE法に用いる次の 2つのオリゴヌクレオチドを合成した。

MA5 5' -CCGGGTGCTGGATGGACCACT寸'ACTGACA-3'

MA3 5'-GCACCTGCAGCATGAGGGCTATCATTCCA-3' 

図19 RACE用プライマー

鋳型となる cDNAは以下のように調製した。

lμlの 1μglμ1mRNAと lμlの 10μM の cDNA合成プライ 7 ー (5'-

ITCTAGAATTCAGCGGCCGC(T)，oN_，N-3')、3μlの Hpを加えて 70
0
Cで 2分

間インキュベー卜した。その後、以下の試薬を加えて 42
0Cで l時間 30分イン

キュベー トした。



表18 First sll'and synthesis reaction 

5μI mRNA溶液(含 primer)

2μ I 5 X first strand bu針引

lμI 10mM心HPmix

l μI 1001lits/μ I MMLV reverse transcriptas巴

Firsl strand bl1ffer : 250mM Tris (pH8.0)/30mM MgCI，J375mM KCI 

その後、直ちに以下の試薬を加えて、 16
0
Cで 1時間 30分間インキュベー卜

した。

表19 Second strand synthesis reaction 

10μI First starand reaction 

48.4μ1 Hp 

16μ 1 5 X Second slrand buffer 

1.6μ I 10mM dNTP mix 

4μI Second sirand enzymes 

5 X Second slrand bu仔町 ・500mMKCI/50mM (NH')2S0/MgCI:!0.75mM s -

NADlTris (pH7.5)/0.25mg/ml BSA 

s巴condslrand enzymes 6units/μI E. coli DNA polymerase IJl.211l1its/μ I E. coli 

DNA ligase/0.25units/μ I E. colj Rnase H 

らに 2μlの 10units/μIT4 DNA polymeraseを加えて、 160Cで45分間インキ

ュベー卜した。その後、 4μlの 0.2MEDTN2mg/ml glycogenを加えて反応を停

止させた。 100μlのブェノーノレ/クロロホルム/イ ンアミルアルコーノレ(25:24:1)で

l 度、ク ロロホルム/イ ソアミノレアルコー/レ(24:.1)で l度、抽出した後、 40μIの

4MCH，COONlむ と320μlの99%エタノーノレを加えて室温で 20分間遠心した。

上清を捨てた後、 80%エタノーノレでリンスし乾燥させてから 10μlの Hpに溶

解させた。

65 



cDNA末端に結合させるアダプターは、以下の配列のものを用意した。

zエ且主旦辺阜工 一主位よ一一一
5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3' 

cDNA adaptor 

APl primer 

5'-CCTAATACGACTCACTATAGGGC-3" 

図20 cDNAアダプターと APlアダプター

3'-CCCGTCCA-5' 

合成した のcDNAに以下の試薬を加えて、 16
0
Cで一晩インキュベー卜した。

表20 cDNAアダプターの連結

5μ1 ds cDNA 

2μ1 10μMcDNAアダプタ-

2μ1 5 X DNA ligation buffer 

lμ1 lunit/μJ T4 DNA ligase 

反応後、 70
0

Cで 5分間インキュベートし ligaseを失活させた。アダプターを

連結させた dscDNAを用いて、以下のように 3'および S'RACE反応を行った。
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表21 5'および 3'RACE反応

5'RACE反応 3'RACE反応

10 X PCR buffeI 5μ l 5μl 

H，O 36μ l 36μI 

10mM dNTP lμl lμl 

Klen Taq polyrneras巴 1μl lμl 

ds cDNA (1/50希釈) 5μl 5μl 

APl primer lμI lμl 

MA3 lμl 

MA5 l μl 

RACE-PCR反応は、 perkin-Elmer社の DNAThermal Cycler 480を用い、以下

の条件で、行った。

94
0
C 1分

940C 30秒
30サイクノレ

68
0
C 10分

反応、終了後、アガロースゲノレ電気泳動で維認し、目的のバンドを切り出し、

Gen巴cleanrr (BIOlOI)を用いて精製した。その後、 TA-Cloning k.il ([nvitrogen) 

を用いてプラスミドヘクローニングした。クローニングした 5'および 3'RACE

産物は、 ABI373を用いダイターミネータ一法により DNAシーケンスを行っ

た。

得られた配列をもとに、 cDNAの 5'および 3'にプライマー (MA5-2とMA3-3)

を合成(下図)した。
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MA5-2 GCGGCGGCAGCAGCAGCAGCGACAGTAGCA 

MA3-3 GGAGACCγrAC'ITCCGGTAAAGGGACTCGTGCC 

図21 "7ワス LPCcDNA増幅J日プライマー

すでに合成した のcDNAを鋳型に して、以下の条件により PCRを行った。

表 22 反応溶液組成

鋳型 DNA (c1s cDNA) 10.0μl 

10XPCRバシファ- 5~ μ 1 

25mM MgCI2 5.0μ1 

2mM c1NTPs (each) 5.0μi 

プライマー 1(20日市1) 2.5μl 

プライマー 2(20Il1M) 2.5μl 

H20 19.0μl 

lu/μ1 Taq DNAポリメラーゼ 1.0μl 

反応サイクノレ

94
0
C 5分

60
0
C 2分

nOc 10分

↓ 

94
0
C 1分

60
0

C 1分

nOc 4分

↓ 

nt 10分

lサイクノレ

30】チイ クノレ

lサイ クノレ
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このようにして得られた、ほぽ完全長の7 ウス cDNAは、 5'および 3'RACE

産物同様に、 GenecJean 11 (BIOIOI)、TA-Cloningkit (InvIlJ.ogen)を利用し

てプラスミドへとクローニングしたo

得られた7 ウス cDNAクローンは、 373A DNAシーケンサー (ABI)、およ

びダイターミネーター ・サイクノレシークエンスキ ット (ABI)を用いて DNAシ

ーケンスを行った。 シーケンスにm~、たプライマーは、 MI 3 forward と MI3

reverse、それに得られたシーケンスからさらにその下流をシーケンスするため

のプライマーを調製した。シーケンス反応は、 r4-2-3 DNAシーケンス」と

同様に行った。
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4-3 結果

4-3-1 マウス染色体 DNAのスクリーニング

ヒト LPCcDNA の pro領域をプロープにして、サザンハイブリダイゼーショ

ンを行った結果を示す。染色体DNAは、マウス DNAIOμgをEcoR1、Hind1口、

ヒト DNAIOμgをEcoRrで消化したものを用いた。

マウス ヒト

EJcoR 1 Hind TII EcoR 1 

守一一一一一一20kbp

図22 pro領域をプロープに用いたサザンハイブリダイゼーション

マウス LPC染色体 DNAをクロ}エングするために用いたライブラリーは、
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ICRFが提供する DNAライブラリーサービスから供与された λ2001ベクターを

使ったマウス染色体ライブラリーである。この染色体ライブラリーは、マウス

129から調製した染色体 DNAを元に作られたものである。λ2001のクローニ

ング部位は BamH1であり、事r入 DNAはSau3A1による部分消化によって剥製

された。

PR， .__. 

，ql PRM 

・一一一一」
r一一一一一-rー--J1f1 .T"R 

T， -

以下にλ2001のマップを示す。
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λ2001ベクター図23

スクリーニングに必要なクローン数は、以下のように言|ー算した。
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目的のクローンを 99%の縫率で得るためにスクリーニングしなければならな

い数 Nは、

N 旦と旦-

In(ト言)

で与えられる。ここで、 Pは目的のクローンが得られる雑率、G はマウスゲ

ノムの大きさ、 Iはλファージの平均のインサート長である。

P=0.99、G=2.7X109、1=15Kbpとすると

N= In(I-P) =--.:!n(l-ω9) 三 7XIO'

1， • •• 1.5x 10喝

In(1-士) In(1一一一一τ)
(j 2.7x10' 

となる。したがって、約 1X 106クローンをスクリーニングすればよいという

ことである。

245 X 245cmプレートには、約 2.5X10'pfuのファージクローンをプレーティ

ングすることができるので、最低 4枚のプレートをスクリーニングすることに

した。

しかし、 4枚のプレートをスクリーニングした結果、 l次スクリーニングで 6

クローン、 2次スクリーニングで lクローン、高是終的に lクローンしか得られ

なかったため、再度 4プレ」トをスクリーエングし、合言1.3クローンを得た。

以下の表にスクリーニングの結果を示す。
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表23 マウス染色体 DNAのスクリーニング (5'末端)

1次スクリーニング 2次スクリーニング 最終スクリーニング

I回目 6 

同
同一口一

計

引

合

6 

12 

2 

3 

2 

3 

得られた 3クローン (C6、C8、C10)をλファージのマルチクローニング者fI

位である XbarとXho1で消化して、得られた DNA断片を pB1uescriptSK(ー)ヘ

サブクローニングした。このようにして得られた DNA断片を元に、制限酵素

地図を作製した。とのサブクローンは、 DNAシーケンスにも用いられた。以下

に得られた 3クローンの制限酵素地図と contLgマップを示す。

1kb -
Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll Xbal Xbal Xbal 

亡二二コ
C10 

Xbal 

Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll Xbal Xbal 

C8E 
E 目 目 目

' Xbal Xhol Xbal 

C6 
Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll 仁コ Hybridほedwith

human pro region 
DNA 

図24 マウス LPC染色体の制限酵素地図 (5'領域)

上記2回のスクリーニングに用いたプロープがヒ トLPCcDNAの 5'末端から

500bpの領域であったため、得られた 3クローンがどれも 3'領域のみを含むク

ローンであった。そのため、マウス LPCcDNAが得られた後に、 BamH1から
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下流(1868-3390bp)の断片をプロープとして、再度 8プレート (4プレート ×

2回)をスク Yーングした。結果を以下の表に示す。

表24 "ウス染色体 DNAのスクリーニング (3'末端)

1I火スクリーニング 2次スクリーニング 最終スクリーニング

l回目 8 

2回目 12 3 3 
ぷ1コ〉、苦ロ1 20 4 4 

マウス LPC染色体の 3'領域をスクリーニングした後、サブクローニング、お

よび制限酵素地図の作成は行わず、 r3-3-3 DNAシーケンスJに示す方法に

より 、直接必要な部分の PCRによるクローニングおよびシーケンスを行った

(3-3-3 DNAシーケンス参照)。サブクローニングしなかったのは、既にマ

クス LPCcDNAがクローニングされていたためである。
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4-3-2 欠失変異株の作成

SubcbnEd. F:ragm ffi也

Xbal Xbal 

ーーーーーー : Deletion mutants were prepared using these fragments. 

図25 サブクローニングした7 ウス LPC5'領域の DNA断片

太線で示した断片は、シークンスのために欠失変異株を取得したことを示す。

以下に、作製した欠失変異株の 1Wtlを示す。得られた欠失変異株をユニーク

な制限醇素で消化した後、アガロースゲノレ電気泳動したものである。
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図26 シーケンスのための欠失変異株

ここで示した欠失変異株は、全体の大きさが 5.9kbp(挿入 DNAの大きさが

2.9kbp、ベクターの大きささは 3.0kbp)のクローンである。ほぽ全長にわたっ

て、欠失変異した株が得られたことがわかる。

上記のクローンを用いて 2.9kbpの挿入 DNAをシーケンスし、 contJg"7ツプ

を作製した。その結果を下図に示す。

欠失変異株は 2.9kbpの挿入 DNA全体にわたって作成できたが、conugマッ

プからわかるように、2.9kbpの中心付近ですべてのクローンのシーケンス反応

が止まってしまい、それ以上シーケンスすることができなかった。この領域は、

樋めて G+C含量が高く、 TaqDNA polymeraseを用いてはシーケンスできない

と考えられる。しかし、 V巴ntDNA polym巴ras巴を用い、かっアニーリング温度

を上げても、この領域のシーケンスを得ることはできなかった。

この領域は、 LPCのプロモーター配列を含む領域であり、 CpGislandである

と考えられる。
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欠失変異株によるシーケンスと contig図27

これらの contIgマップを作製するためには、 DNASTAR[nc の Seqmanプログ

ラムを用いた。

DNAシーケンス4-3-3 

マクス cDNAマウス染色体 DNAのスクリーニングJおよび r4-2-5 r 4-2-1 

のスクリーニングJで得られたマウス LPC染色体 DNAとマウス LPCcDNAク

ローンは、すべて ABT社 373ADNAシーケンサー、およびダイタ」ミネーター

法により DNAシーケンスを行った。

くマクス LPC染色体 DNAシーケンス〉
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マウス LPC 染色体 DNA の 5'領域(エクソン l ~エクソン 12)は、ほぽ全長に

渡って DNAシーケンスを行った。 3'領域については後述する。

シーケンスのためにサブクローニングした DNA断片を以下の図に示す。

Subcbne::1 F:ragm ffi也

XbaJ 

EcoRJ 

ー圃園田園ー : DeJetion mutants were prepared using these fragments. 

図28 サプクローニングしたマウス LPC5'領域の DNA断片

これらのクローンをシーケンするとともに、必要に応じて 17~24mel のオリ

コヌクレオチドを合成し、プロモーター領域を含む、マウス LPC染色体 DNA

のア領域のシーケンスを決定した。

シーケンスの途中、 2カ所シーケンスできなかった領域があるが、それは図

中では 口nnnnで表示した。1322、11493bpの2カ所である。特に、最初jの J322bp

からの領域は、 GC 含担;が 80~90% と非;常に高く、欠失変異株や Vent DNA 

polymeraseのような耐熱性がより高い酔素を使用することによって反応淑度を

あげてもシーケンスを決定することができなかった。この領域は、LPC遺伝子
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のプロモーター領域であり、 GpCislandと考えられる(後述)。

また、エクソンを同定することが閥的であったため、エクソンとその近傍以

外の領域には不確定の廠基が残っている。

そのシーケンスを以下に示す。
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マクス LPC 染色体 DNA 配列(エクジン J~エクソン 1 2) 

CTTTARACTCACTAGGCGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCG 60 

ATAAGCTTTCCTCTGCATAATGCCCACTGTGTCAGTTCCTCCAAACACCTAAGAAAGAGT 120 

ATTCTGAAGGAGGGCAATAAAAGAGCCACTTCCGGCCATAAGTCCCAGTCAACACTGCCC 180 

TCAGGCGCTGTCATACACA TAAACA T AAGGCAGACTACTTTTG'門CTGGACAGAAATGCA 240 

GTCATTCCAAACAGACGATAATCTGATAAGAATTTTCTGAATGGTCCACATACCTACCTC 300 

CATTTATTAAAGTTGACCTTTTTGGCCAAGATTCAATAATATGTTTAAATCCCTTTTGGC 360 

TGTTGCAGTCAAAGCA TTCTCTA TT AA'門TAAGTGATAGGGTTTATGTGAGGTGTTTCCA 420 

AGAACAAGTCACCCCGGACCATCTCTDTGGGGTGTC門TTAGCCTGACAGTATTCCTTTC 480 

CTACAGATGGGAATGTCTGGTATCTGCCAACGCCCCACTAACAAGTTACCATTGAGTCAC 540 

AGGCTACTACTCAGTTACTCCAGGGAGAAAAGGGAGATGTTGAAAAACATGGTAA口CAA 600 

GTAAGGGAACCCAAGAAGACGGTTTTTTACATTTTTATTTTTAAGAGCATCTTTTTTGCT 660 

GCAAAATAAACTCGGCCTTCTATGGTAACAAGAAAAACTAGGTGGTAAAAGTAGGATTAG 720 

γrCCCATTCCTGCTTTTATTTTGACAGCATCCCATGAATAGAATATCTCTGAACCCAGAA 780 

GAATGCACAAGAGCAGATACGAGTCAGGCTGAATCAATAGTCACAGCTCAGTGCCTCAGT 840 

TTCCTCTCATAAGAAAAAGCTCCTAGGTGAAAATGGGCCCTGAAACGCCATTATTGCATC 900 

TCSGATGCAATCAGTCTGCCTACAATAGGGTCGAGATCATTGCCTCCAACAGGGAACAAG 960 

GTCTGGGTCACCGATGCCCAGT AAACGAAAACCTTAGGGCAAGGGTCA TACGTGAAACTC 1 020 

CGCAGCTAGAGCCCCAAACGAGAGGGATGGGGGGTGGGGTCGCACATCTGGCTCAAGAGC 1080 

CCAGTGTGCCCAAGGGAATCCCGCAAGGCAGTGATGGTCACCAGTCAGGCGGCGACGCAG 1140 

AAGGGGACAATGGGGGGAAGCTGCGCCGGGTGGTCACCGCCACTCTTCACAGGGAGCTGC 1200 

CGCTACGCTGGCCCTTGGCACTGGCCAGCGCCACCTCCACCCCTTCCCCTCCGTCCTCAC 1260 

CGGCCGCCAGCTCCCGTCCCACTCCCAGGCCGGGCTCCCGCCCTGTCCCCGCCGCCCCCT 1320 

CNN附 NNNl可NNCGACCGCCACCGACGGCGCCCTCTGGCGGCAGGXGCGGACAGCGACCGR 1380 

ACAAMGGAGCCGRTTGAGGGGACCAGCCCTKAGACCCAAGCGRAGCCCGASSAATWCGCG 1440 

GGCCAGAGAGACGGCGGCCGGATGGAGGCGAGACCT'門TCTGAGGAGTTTATGGGGAAGA 1500 
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GTCAAGGWTATGGCAKTCCGACGGAGAAGAGCむGCGAGGGGTGTTTAGAGTTCGGAACCG 1560 

GGATGGTCCTTACAGAGGACGCCATGAAGGACGAGGGCCCTGTAGCGGAGGGGGTCCTGT 1620 

GGCGGAGGACACGAGGATTTGAGGCGCCGGAACTCCCACAGCCCTCACGGGCCTGTGACA 1680 

GAAGCCGTCGGCGGGCGTCGGCGGAGCGCCCGGAGCTC氾GCCCGCTGGTCAAGAGGCCGC 1740 

AGGCCCAGCCGCTGATTGGC叩CGGCGCCGGGCGGAAGTGATGTCGCTGTCAGTGGCGCC 1800 

Exon 1 TCCGGCTCCGGGGAAGCCGAGAGTTTCCGTAGGGTGGGGGClt:r口口r口口rA口rAにrM:rAI1860 叫

RFにArAr.TAr.rAArAr.Ar.r.rTr.Tr.r町TGAGTCGGGAAGAAATGTAGTGGAGGCTGGACCT 1920 

CGGATATACGGGGGACCATGGACCGGGGCTGGTCGGCGTCTGCGGAGGAGGTCCげCGCT 1980 

GAGGGCACCTTGGGTCCTGGCGTGGGCGACCCCAGAGGGACCGGGTCTCCGGGTCGTAGG 2040 

TTCCGGACAGCATCGGTCCTAAGGAGAGAGAGAGGCACATTGCACGGAGCAGCTGAGTCC 2100 

GCGTGGGAGTGGGGGCATCAGGAAATTCACTCTGTACAGACCCTGGTTCCTGTGAGTGGG 2160 

GAGACGGGGCTTGAAGGACGGTGGTTTAAGAGCAGAATCTTGAGCAGGAAAGGTGCCCGT 2220 

CTACCTT AGTTGAGGGTGA TGGGAGTCTATTTTCAGAAAGTGCrT AAGA TTTCTTGCTCA 2280 

GAGGTCTGAGAATAAGTGCTGCTGTGCCCCTGGACCACAGGGAGAAAAAAACAAACAAAC 2340 

AAACAAAACAAAACAAAAACAAAACTCGGTTTCTCTTCCAGAAATBTCTGTTGGAACCTA 2400 

CAGAGATTGTAGGAGCCTGCCTGAGTGGATGGCTGCTATCAAACCAGACTTTGGATTTAC 2460 

TTATATGCAGACTAGGGAAGACACCTGGGTATCT寸GGGCCAAATTGAAGCAGCCCCAGGG 2520 

GCAGGAAGAATGTAATAGGAAATATGCCATGGAAC打AAGGACA丁目TGGCCCACACCTA 2580 

TAATAACAGCAGTAAAGGGGTGGAAGCAAGAGTTCTCAGCCAACCTTTATTATATAAAGA 2640 

AAGCTTGπTAAGCCGIlATGTTGGTGGCACACACCTTTGTTATCCCAGCACTCTGGAAGC 2700 

GGAAGCAGGCTGGCTCTCTTGAGTTCCAGGCCAGCCTGGTATACAGAGGAAGGGGAGGTC 2760 

CAAGGAGTCTTTGGTAAAACAGTCTTTCCAGAATGTTTTAAGTCGGTACCATCCAAGTGT 2820 

ATGTCTGGACACCAAGACTGCTGCAGTGTGGGCl寸GGTAGACAGTAGTGAGTTγrAAATG 2880 

AGCTCAAGACCCCACATGTGCCTTGTTCCTGCCCCCACAGTTGCTCGAAAGTTCTAATTT 29'10 

GGTGGGGTTTTTTTCCCCTTTGAGTGGTTGAAGACAGGGCTGGAGCCTGTGCCCTCACTG 3000 

AAAATCCAACTTGGTGAGACGGGGCCAGCTCCTTAGTCCTTCTTGCCAGTCATTTCCTCT 3060 

CTCCCAGTTACCCACATGCACTTATACTACATTTTATTTCCATTATCTGGCTTTCTCCCT 3120 
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Gfl:竹 GTCCCATCTGGACTTCAAGGTGCTGGATTTCCTGGTAATGGGAGGTGCTAACAGTT 3180 

AGGTCTTGCTAAGCCCTTAAAGAAGCAAATGAAAATAACATGATAGGTTAAGAAGTGGGG 3240 

TATCTGGGTTCTGTATTGGTGTGGXCTTAγrGTGATGAATGTCTCCTAGTCTGTGGCCTG 3300 

TTTTAGATCCCTGGAAATGACA打TAACACTGGTCACTGGTCAGGCCTGGCCTTCACTTT 3360 

AGTTTCTGCTTTGCTGGCTTTAGTGGGACACCTTTTTGTTGTTGTTTCTGTACTTGGGGT 3420 

3480 Exon 2 

3540 

IGTAGGAAT叩CTC附川GAGATAG附 CCACTGGGAAAAAGACTT 3600 

ATGTTGTCTGTAAATAAGARGGAGATAGAGCTGGGTGTTGATGGCTCATGCCTGTAATCC 3660 

CAGGTAGACACAGGTGGATCTCAGTGAATTTGAGGCCAGCCTGATGGTCTACATAGTGAG 3720 

TTCCAGGACAGCCAGAGAGAGCTACATAGTGAGATCATGTTTTTAAAAAAGAAGGAGGAA 3780 

GAGAAGGAGGAGGAGGAGGAGGGGTCCTGATGTTGTCAGTCATGGGAσrGATATGTACTT 3840 

GGAGTAACTGAATGAGCAGCCCAAAGCAAGCACCTGGATGATGCCAGGCTATTGGGGGCA 3900 

CCAAGGGATGGGCCATTGTGCTGTAGGAGTCATCCACTGGGGTTAGCCCTGGCTCATACT 3960 

CTACCTGGGGGTTAACATTTTGCTTAGGGACAAATGTACTTGGTAGGGGAGGGAAAGAGA 4020 

口ATGAATATCAAGTGACTAACCACTTGAAAGAGGCGTGTTGGGCTTCCCAAGGGGAACA 4080 

CACTGATGGACCTAGTCACTCTCTGAGTTTCCTATAGCTGCTGC:CCT寸rTTTTGCTGATT 4140 

CTGCTGTTCTGATGCCGAAAGGGAGGCAGAAAGTCCC川CA1 4200 Exon 3 

CTTGGATGCCCACCTGGGCCTGCCCATCTGCCTCTGGCTGGAATTAGCCATCTTCTTTCTI 4260 

GGTTCCCCAGGTCATGGGCCTATCAGAGGCAGGTGGGCTTGACATCTTGGGCACAGGGGGI 4320 

GCTGAGCTGGGCCGTACATCTGGACAGCCTAGAAGGTGAGAGGAAGGAAGAGAGTCTGACI 4380 

GCAACAGGCCGATGCTGTGGCCCAGGCAGCAGGGCl寸GTGAATGCTGGGCGCATTGGAGAI4440 

ACTCCAGGGGCACTACCTCTTTGTCCAGCCTACTGGGCATAGGCAAGCCATGGAGGTGGA 1 4500 

GGCCATG印刷ACActCA側 GCTGTGTTAGCCAGACATGAAGCTGTGCGCTGGCACTC 倒 O

GGAGCAAACGCTGCTGAAGAGGGCCAAGCGCAGTATCCACTTCAliTGATCCCAAGTACCC 4620 

TCAACAGTGGCACCTGGTAAGTACAGCCTCAGATAGACAGGGCCTTCTCTAGTGTGCTn 4680 
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TGACTGAGGCTTTCTCCCACTGCCCTGTACTTATACTGAAGGGGGCATGTCTGTGGATTG 4740 

GGAATATAGTTTGCTCTTAGTCCATACCTTCCCTGTCTGCTGTGAAGAGCAGGGCAGTGC 4800 

TGAGGGTGTATGCACTCAACTGCAGCTAGTCTAGTGCACTCCTGTTCTAGCCTTCGACTT 4860 

TGTAGCATGTACCTTTGGCTGAACTATACCCCTGTGTGCCCCAGTTGTAAAATGGAGGTT 4920 

GTAGCAGTGCATATTTGATGGAGTTACTGTTAAAACAAGTAAGTGTGTATGTGAAGCATT 4980 

TAGAAAAGTGTCTTACTCATGGGGGAACCCTGTYGTGTATTGGCTGATTGCAAACTTTAC 5040 

TGCATAATAATTACCAATTAGCCCTAGCTACCACTTTGTGCTTGAGTTGCCTACAAGTGA 5100 

GACCAAGAATCGATCGGAGGGACAGGACTCTCATGTGCCCATCTGGACTCTGTTCCCCAC 5160 

TAACCTGTTGGTCTGTAGCCTCTGTTTGGCTCTTTAATAAAAGGCAAGGAAAGGGGTAGC 5220 

5280 Exon 4 

5340 

5400 
」一一一一一」
ACCCAACTACGTGAGTGGCCTGAAGTGAGCCCTGCTGCCACCCTGCTCCTTCCCTTTTGT 5460 

TCCCTTTCCTAGAAGGCACTGAGCCÂ ĜCAGACAGCCTGGGAGGGGATAGTGTTCTGCC 5520 

TCCTTTCTCAGTCAGCTTTCCAGACTTGC芯GTTAAGGCCCGGAAGTTGACTTTGGTCTAT 5580 

AGCATTAATTCCTGCATCCTGTTGTTGCTGCTTTCCTGGGAGGGGAGCAGGGAATGGCCC 5640 

TATAGGCAACTACTTTCTCTTTAGAGGTTCTGAAAACCTCTGGCTAAGGTGTGATCγrTA 5700 

GAAAGTCTGAAATCTTTTACCCTGGGCTCGCCCCAAGCAGCAGGCATAGTACTATACC冶G 5760 

CCAAGAGAAAAGCTTGATTMAAACAAACAAAACMAACAACCCTGCCCTCTCAGCTTCC 5820 

CTCC五GTGTCCTTGGCTCTTACCTTATAACCTTGGTTTGCTCGAGGCAGTGGGTGTGCTA 5880 

CCCTGATTTGGGAGTGGAAACTTCCAGTTCCTATTCTCCCTGATGTTAGGAACTGACTCC 5940 

れGTCCAGAGGGAAGCTI 6000 Exon 5 

ATGAα:TCAACTCTAATGACCCAGATCCCATGCCCCACCCTGATGAGGAGAATGGTAACむI6060 

ACCATGGGAαCGG叩TGCAGGAGAAAγrGF̂GCTGTGC印 AA印刷GCTTCTGTGCAG 6120 

TGGGTGTGGCCTACGGGAGCCGAATAGCAGGTAACTCATGCT'問'CCTATCTCTGGGAAG 6180 

CTCTTGGGACACAGTGATCATTCTCTACCTTCCCCATTCTGAAGTTTCGTTTTCATACCC 6240 

TCAGTGTTTGTAGCCTAAAGTGAGGAGTAAGAGCATAGCAAGTTAATTAGCTCATTGACT 6300 



TTTCAGGGCTGTGGTATGTC冶CATGGGCTTTTAACAACAGTATTTATTGTACAGTAGAAA 6360 

ACAGGTAAGTGTGCAAAGGCTCATATTGTGGGCTATAGGTCCCAGGCTGCCCCTGCTCAA 6420 

GTCTCTCTTCTGTTTCTGATCATGGCTCTGCTCACCACTGACCCACGTCACTGACsCTTC 6480 

CTTCGAGTTGACTGTGCTCTGCTGCTGTTTTCATATGTTATCAAGTGCCTCCCTCATAGT 6540 

TTGCCTTCCACAACTCCACATYTATGGAGGCTGCTCTCTC冶GCCCCACTGCTcc，へGTCCC 6600 

CTGCTCTCCATTCTCTTAAGAGAGCTTAGTTGTCTGGCTTTTAAGAGAGGTAGTTATATG 6660 

GTTCYTCATCTCCCAGTCTTGTGGGTCAAGGGGAAAGGATGGGCACTCCTGAATCCTGGG 6720 

AGCCTATGGTCTCTACAGGCTGGCTGTCACCCTGGTCTTTTCCAGCAGGGGGCCTCAGCA 6780 

CTCTGCAAATCCCCATTTGTTCTTAACCTTGCACCACAGTGACCCACTCACTCCATCTTA 6840 

GAAAAAGAGTTTGAGCAGCACTGGGGTAGCMAGGGGCGAATGCTATTTACTTCATTTCT 6900 

CTATTGTGTCAGTCACTGAGCTAGAGGTTCCACATGATGTGCC江¥AGCTGAGRGGGGATAT 6960 

CTTAGATTACCTACCTATATTCTAAACCCAGTGCTTTCTCACCTCTCAGGATCGTTAGAA 7020 

TCTGAGTTCAAGCATGGTAGTAATAGACACTTGAAAGCTAGGCATATTCCCAGAATTTGA 7080 

GAAGTAGGGCCAGG冶GGATCAGGGATTCAAAATCATCTTTCTGCTATGTTGTAAGTTTAA 7140 

GACAAGACTATGCTGGCTi¥AGACTCTGTCTTTATAAATAATAAATAAATAAATGGCAGGC 7200 

TGTAGTGGCATATGCTT1寸AATCCTAGCACTCAGAAAGCAGAAACAGGCAGATCTCTTGT 7260 

TCGAGGCCAGCCTGGTCTATAACATGAGTTCTAGGAGAACCAGGACTACACAGAGAAACC 7320 

CTGTCCCCAAAAAAACCCAAGTAAACAAAAACCA'I寸1寸TGAACTAGTAATACTTGTAGAT 7380 

GGTATAAAAATCCAAAGTACAAAAGAGGGGGTTTGGTGTGTAGTTGATAAAGTGCTTGCC 7440 

AGGCAAGCATGAAGACCTGAGTTCAATTCCTGGCACCCATGTAAAAAGCTAGAAACAATT 7500 

GGGTTTTCTTGTAATCCC冶GAACTGAGAACACAGGGATAGATGAATCCATGGGGCTCTCT 7560 

GGATAGCCTGCCTAACTTAATTGGGTCCCCAAGTCCCATCGAGAGGCTCTGTGTCCAAAG 7620 

ACAAGTATTCTGAAGAATGCTATCCCAAGATAGACGACCACA印CACTTACCCGACACAT 7680 

ATGCATATGTACACTAATGCATTCACACCCCTACATATATAGCTATGAAXRATATGCACA 7740 

CACAXAAGTGCTAAAGAACATACCACCCTACCACCTGGCACCCTACTTGGGGAATGTGC，へ 7800

CTATTTCTAGTTCCTTATGGGACCAGCATCAGTGAGGAGCTGGTGTAACTTCAATACCTA 7860 

IGT A TCCGGGTGCTGGATGGACCACTT ACTGAC川 TATGGAGGCTGTGGCGTTCAACAAGI7920 日間n



CACTATCAGATCAATGACATCTACAGCl・GCAGGTAAGGAGGGGTGAGCTCCAGGGGAGGA 7980 

GGTGAGAGACTCGAGTCTCTGGGAC冶GATCl寸TCAAAAAAAGAAAAAAGAAGCATAGGGA 8040 

AACAGGCTGCCTCTAGCCTAGCAGGGGTTCCTTGTTAGACTCAGCTAATGAGGCCATTTT 8100 

TCTTCATTTATCTAGTTCCGCAGCCGCTGGGTGCTGGGTCTTAGACTTGCCACAAAAAGA 8160 

GTGTCCCAGCATGC冶TGCATTTGTTGTGTAAATTCATAATGCTCATAGAAGAAAGTGCAC 8220 

TGAGTTCAGTGCCCCCCTGCAAAGATGCACTTGAAGCTTCAGGCTG門GGTTTAGGAGTT 8280 

GGATAGGAGGAGTTTAAGATGGATGG印:CCTGTCATATTGATAGAGCCTGTTCTTCCCCT 8340 

AACCAGTACGTTTC門AAATTCTCTTTAATCTCTTGTTATTTGGGGGGTGGGGGTGGTAT 8400 

TGTGCTATTGTGCCAATCCCATGGTCAGAGGACAAGCCCTTTATGTGGSCCCCTGGGGTC 8460 

AGTCAGTCACTCGGCγfTCATAGCATACACCTTTACCTCCTGAGGCATCTCACAGGCCTT 8520 

GCTCAATT寸AAGAACCAGGAATTTGTCTGGTGTGTCAGCACACATTTTTAATCTCAGAAG 8580 

GCAGAGGCAGATGGATCTCTAAATTCAAGGACAGCCTAGTCTAC四TGAGTTCCAGGACAG 8640 

CCAGGGCTATACAGAGATACTTGTCTCAGTGACAACAACAACAAAAATAACCTTGGAGCT 8700 

AGAGAGATGG口TGGTGGCTGAGAGCGCTTGATGCTCTTACAGAGGACCTGGTTTCAGTT 8760 

CCCAGTAACTACATGATGGTTTACATCCTTCTGTCACTCCAGTTTGAGGGAATCfGAAAC 8820 

CTGGCCTCTAGGGGTACTCCACATATGTTGAACTTちTACATACATTC冶GGCAAAATTCTT 8880 

AGACAACATAAAATAAACTTTAATTAATAAAAAAAAAAAATCCAAAAACTGAGCAGCTTT 8940 

TATCAAGCCTAGTAGTAGCTCTGTAAATCACAGGATGCCGCTGTCCCTATTCCACTACGT 9000 

ATCTTCTGCTTCCCTGGGACCTGAGGCTAGATAAAGTCATTTTAAATTGGGACAT寸TCCA 9060 

AATAAAGAAGAGCCTTAGCATATACTTGCATTTTCTACTTTGGAAGÂ ÂTGGCCCCTTG 9120 

GCACCATGTATCTTTTAATCATGGGGTTCCTTGGGAGAAGAGTAAAAGCTGCAGGCAGGT 9180 

GAGTGGCTCTGAAGACAAGGAGATCCTTACTCTACTCTTCCCTTTGCGAATCTCAACA担 9240Exon 7 

1TGGGGCCCAGATGATGATGGGAAGACAGTGGATGGTCCTCATCAGCTCGGAAAGGTAACT 9300 

GAGGAGCATGAAGACTGGGGACCCCTTGGGACCCTCl寸TACTCAGTTTTAGAAGAGTCAT 9360 

CAATCAAACCCTCTTCCCATCCCGCCTTCATTATAGTGCCCAACTTACTCCATl寸AGCAT 9420 

AGCTGTGCCATTCATCCTGTCAAGAAAGATTGTGTGCCTCACTTAGAATGGAGGACTGTA 9480 

GGACCCTGGTGCTCAGAGAAGGAATAACTTCCAGCTTGTTTCTTTTGGATCTCACTCTGG 9540 



GTTTCTGTTCCTCACCCTGCTCAGTTATCTGATAAGCAGAACATGTCTGTCAAAGACTAT 9600 

TGGTTTTTTGGGGGGTTGGGGTTTACGTTTTI'TAGA TTTATTGA TTTTTAT A TTCAGTGG 9660 

TATTTl・CCCCTGCATGTATATCTATGTGAGGGTGTCAAGATCCTCCTGGAACTAGAσrTA 9720 

CAAGACAGTTGTGAGCTGTCATATGTGTTCTGAGAATTGAATTTGGCCCCTCTGAAGAAC 9780 

AGCCAGTGTTCTTAACCGCTAAGCCATCTCTCCAGCCCAAACACTG1'1'AAGTCTTAGCTT 9810 

TCTCCCCACTTTATGTATGTGTGTATAAATCTCTTTCCCCC1'1'GCCCAGGGCCTCACCCT 9900 

TGTCTTTCTTTCTAGATGCC印ACCCCCTACAATCAATCCTAGATGGTCCAGACACCTCA 9960 

TCCCAGACAGCCACATCA1'1'CCAGACACACTGTAGAACTTACAGCACTGATAGGCCAGCC 10020 

ATAGTCTTCAAGCAAGATCCTCGAGCTCTAGAAGCAGGAAGAGTGGATGGCTGGTTCAAT 10080 

口GGTACAGGTmTCTATTAGCT口C1'1'

AGTGGTAATGGGGGC中GCACAATGACAA印 刷CTATGATGGCTATGCωCTCCATCj 0260 

TACACTGTCACCATAGGTAGTGGTCTAGCGATTCCATGGGCATGGGGTCACCGGGTGTGG 10320 

KTTTGTGTCTCACTGC冶TTGCTTCATTCTGTTTCTCTAAATGTGTAATCAGGATCATCTC10380 

TTGAGGAACAGTACTAGCCCAGCTC1'1'TCGAGCTCTCAGGG1'1'T口'CTGGGAC礼TG1'1'CA10440 

ACCATTTCCCAGAAATCACCTACCTGTC1'1'CACTACCATTATGACAGGTTTGAGCTCCAC 10500 

TTTGGTCTCTTTCCATGACCAGGCCACTCTC1'1'GAAGCTGCCTCTGGCTTCCTTTTAACC 10560 

TGAATTAAGGAATTCTGTC1'1'GCACTCα川 TTATAAAG1'1'TATCATTTCAC11'TTTATT10620 

ATTATTTGTTTACTCGACGTCCTACATAACTATAGGC1'1'CTTGACATCAGCCTCATTCTG 10680 

ACTCCTTAGATCACAAGGAACTGTCCCTGCCCCTCTCTACCACTGCATACTGTGTCCTTC 10740 

CTACCCCTTCCAGGATGTGGCCTli'陀CACATGGCTCTAATATCTCATATGTATGACTCA]0800 

CAGTAGATCTTAGTACACATTGAAGACAAGAGGCTAAGTACAGAGATGCCTGAAGCCTAT 10860 

GGGAAGAGTGGTGTAATGCAAGAATTCCCTCTGCCATTTGAGGCTACCCGCCCACATACA 10920 

GATGAAGCTGTGGTTATTγfTTGAGCTCATCCCTTCATGATGAAGACAACTTTGGTATCA 10980 

GCTGTGGATGAGGAGGGACGGATGCCTTTTTATGCAGAG 11100 

GTCACCTTCAGTGGTGGAGACAAG訂℃じ而CGGAGCATTGTGAG日CTTCTAGGACCCTT11160 

Exon 8 



CCCATGTGGTAGTCGGGGTGGTGGTGGGCAGGGGTAKTTCAAGACAAGGACTCACTCTGT 11220 

AGCCAGCCAGGCTTGGAACTCATAATATTGTTCAAAGTGGCTTTGAATTTATTAGCCATC 11280 

TTCCTGCCTTGGCCTCCATGAGTTGAGATTACAGGTGGGATATACCATACCTAATAAAAC 11340 

AGCTGTTTTTTTCACCTCATTCTTTGAGAAAGGGTCTTATAACCTAGGTTGCCTCCAAGT 11400 

CACTATGTAGCTGAGGAl・CCCCTTAGTTCCTGATCCTCCTGCATTAGTGGGGGGTTTTGG11460 

TTTTcn寸TTCGAGACAGGGTCTCTCTGTl寸ANNNNNNNNNNTGTTAGTAAATTGTAGAG11520 

TTTGGAGTTAAGCCTGGGTATGGTATTTGACCAGGTTTATAATTAAGTTCCCTGTCCCCA 11580 

TTCCACAGTTGGCTTTCAAGAAGAATTGCTGAATGTTTGCTGGGGGAGGGAAACATTTTG 11640 

TTCTAGTGGCCTTGCTCCTCCTGTAAATAACCCTTCATCCAAGCTCCTGTATTAACTTTA 11700 

ATTAAACTTGCTGGTCCCCTAAAGAAAATAAATAAAAATTAGCTGGGCTGTGGTGGTGAA 11760 

CATCTTTAATCCCAGCACTTGGAAGCAGAAGCAGGTGGATYTVTDTWTTBH¥vAKGCCAGM 11820 

SATGXGGCCTAXTACAGAGTGAGTTCCAGGACAGCCMAGGGCTACACAGAGAAACCCTGT 11880 

CTTGAAAAACTAAAAAAAAAAAAAGGAAAAAAATGGGATGGTCCAGGCCAGAGCTGGGCA 11940 

GGAGCCAGATGCTTGTCAGCATTTGCCAGTGGCCAGTTGGGTTGTTCCTGAGGTTACTGG 12000 

GAATTAAGTAGCTTCATCTTCACACAGGGTCAAGTTCATCTTACAAAATGAACTTGTTAT 12060 

GCCAGAAAATGACTTCTGGTCAACACATTGTTCTGAGGCTCTGTGCCAGTTGACCCTCAC 12120 

CCCAGGGAGGAGAGAGAAGGG.A T AGACT AAAGTGAAAAGCAGAAAGTTTGCCCAAAAA TT 12180 

GGGGTGATACTAGCCTGTTAGAAGAACAAGTGCCTATTCCTTACCGCCTGGCAGAGTTAT 12240 

GTGACCCTCGAATCCTGTCCCCTGCAAGGGACCTAACAAGGCTCTGTAσrGAAATTGTCA 12300 

CTGTTGCTCTACACAGCCTAGCTTTGCCCCTTCCAACTCAACXTGGTTTCTCACCCTCAC 12360 

CCCACCTTCCATCTGAACTGTAATγrGTCCAGATTTGTAAAGGGAGTTTATTCAGCCAAG 12420 

TTCCCATC竹 TGGAATGCCCTTGCCTTGGCAACCTCCTGTTGTGTGACCAGGCAGCTGCA12480 

TGGAGCTGTCTCTGAGGAGAAGGGCCAGGGGAATAGGCTTCCCAGCATCTGGCTTCTTGC 1.2540 

CCAAGGAGCTTCCCTAGGTTTTCCTl'GCGCTGTGTGATGTGCTTGCCATTATGGGCAAGT 12600 

TGGCAGGCTTTGCATCTGTACTCTAGGCTATCGCTGTGTGAGGCTGTllTCCTTAACAGGA 12660 

AAAAATCAATCTGTTCCCCTGGCACCAGTCAGGCTTCCTCTCTGGTGGAGACTACAACGT 12720 

GGAGTGTTTTTCCTTTTCTTTTAGGAGAGCATAGTGTCTGGGTGAAAA'円、ACTTCTCTTG12780 



GCTGCTGCAGTAACATCTGGGATGGσrTGGGGGTGGAGGAAXCAATGGAGAAGGCAGCTC 12810 

TTGGAAGAAGTTGGCACCCTGGTGTCTGACCCAGGAGAGAAGTTTGAAAGAAAAAAAAAA 12900 

GTAGCCTGCACTGGCTTTATα~ACAAAGTTTAGCTGGGCAAGTCCCTGTTAACCCCTγfT 12960 

TGATACACTTATGl寸GATGGGGCATGACCTTGATGCCCAMACAGATACTGTCTTCTCCCAJ3020 

GTTTTAATGTCTC冶TCTGAGAGACATGGGT AGGAGAGAGGAGCTCACAGACACCCCllACC 13080 

CAAGACACCACCCAGAGCAGGÂ ÂGCAGCTTGTCCAGTGGCCCAGTATTGCCTGGCAAG 13140 

ACAGTCCATGTAGATACTGAAACCTGC冶GTAGGCCTTCAAGGGAAGGTTGTAATAAATAA13200 

TCTTAGGGAACTTGTACCCTACATTCTCATGGTTCCTCTCCC川 CTCCAGCCGGAGCCCAJ3260 

GTATAGCTGTAGCCACTCCCAGCTAGCTGTGTTATGTGAGTTGGGATAGAGAGTTTAGGA 13320 

ATGAAATGATÂ Â̂ T̂TAGAGGAGCAGGAACCAAGAAACTTATGTGTAACCCACATCCT 13380 

CTCACATCCATTATCTCCTTTCCTTAC涜GCTGTGCCCCCAAGGTCACTCTTCAGTTTCCA13440 

TCATCTAGAGATGGATGGAAGGGGTAAGGGTCTCCTGTGCCTAGGCCTCTGTC及TAAGGA13500 

AAGTTAGAGGAGAGGGTCACCTGAGAGACTTGTTTGAGGACTGTCTCATTCCCTTCCAGT 13560 

内 GTGACCACTGACTGGGACむTTCAGA113620 Exon 10 

AGGGCACTGGCTGCACTGAAGG印刷CA印刷CTCAGCTGCAGCTC口 同町AGCTGIJ3680

GAATGATAG印 CTCA叩C刊日中旬CGG記C叩C口CACATGGCGGG川 TACAGCACA13740 

TAATTGTCTTCACAGCC礼TCCAGGTGAGAGCTGATAACAAGTGCCCAGCCCACCCCACTCJ3800 

CATGGCTGGGCTGTCAGGAGACTCCAGACTCAAAAAC汁YCCAAATGTCTCAGGGTGGGA13860 

TGTGTACAGCATGGGTGTGAGGACAGATCCCCAAGATGAGCTGTGGCAAGGCACTCTCAC J3920 

TTGGGAGCTGGTCGTCTGGAGTCCCTCTAGGGAAGĈ ĜTCACTCATGGAGTTTTGACTC 13980 

TTTTTTTTACCTTTTTTGAGGGAATCCATTCCTAGCGGCC'陀AGTGGGAGAAGAAAGTCA14010 

14160 

GTGAACCAAGGTGTTAGCCAGCAGGATACCCYG 14220 

TATAGAAAAAACTGAGGGAAGGTACCAATGCCTAAACATCACCTGGCATTTTTATTGGTA 14280 

CTTGACCACTTTAGGCCTTATTCTGGCTGATAGCCATCTTATCAGTGGGAAGTCGAAGTT 14340 

CCCAAGTTGTTAGTAGTGTAAGGAGAACTTGATTGGACTCTGGGGCTTTCAGTGCTTCTG 14400 

Exon 11 



TTTTCCTTCCCTTCAGACCATGGCTGTTTCCTCTGAGTTCn‘MCTTGTTTTTCTCAGGA 14460 

ACATTTGGGGTACAGAAGGGACCTCAAGTGMAGAGTCTGATGATAGAAAAGCTAGAGGG 14520 

TTAGACCTTAGAGAGCTTACTGAGTCTCTGCATGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAATA 14580 

AGGTCCAGGCTTGAGGCGGGTGATGGGGAAGCTAAGCTAAGCTCATCCTCCCTGCCCAGT 14820 

TCTCCCCCTTCCTTCAGTAGCTTGAGCTGTAGCCAAACCTGTGGAGTTTTCTTTGAMCAT 14880 

TTTAGGGCATGTTGCTGCTTCTGAJr円、GGCTGGCCTCTGGCTGCl、TAACAAGACCTTTCT14940 

CCTGAGTTCCTCATATMGAAGGAGCTGTAAGCCAATGGACTAGGAAGGCAGTGGGCTGA 15000 

GTGGGAGTGGGGCTTAGGGAGCCTCAGCAGGGGTTGAAAAAAGTTCCTGTGACTTTCATG 15060 

CTAAGATCTTGCCAAATACCCTTTCCAGCACAGAGGCCCCAGCATGAAGGAGAGAAATGC J5120 

ATGTTTGGTTCTTAATTTCCTCCAGAGAAAGCCAGATGCCATCTCTAAGGGGTGGGGCAC 15180 

AAGCACAAGCACAGGTTCCCTGGGCI-IACAGTTTCYACTGTGCTGTTGCTCTTTCCTCTCT 15240 

GCTTKCCATCACAGGGTGGGTCTGTCTGTGAAGGAGTGCAGGGCACCTTCTGACCCAAGG 15300 

GGTGTGCTCTATGTTAAACCCAGAGGTGGATACCCTCCCAAGAGAGACGGGAGGCTGGAT 15360 

TCAGATGTTTTGTGCAGCCTGCATTGTCTTT ATTG'門TTGGTGCTTGTGAAAAAACCCAA 15420 

TGCCTCATACATCCTAAGCATGCATACTCTACCACTAAGCTACACCCCAGCTTCTCTATA 15480 

TGCACATTTCTCAGATGTTCCTATCCTTAGT口CATGGATCAATTTTTCAACCTTGAGAA15540 

ATGTTGACAACCAGAGTTATTTGCTACTTTGTAAAAACTGAGGTGTATATGAGCGCCATG 15600 

CTGATATCAGAACTCTGTACTTATTTTTCCTGTGTCCCTTGAAAGTGCCCAGACCAGAGA 15660 

TATGAGGTCTAGAAGAATGACCAAAGAAGGGACCTTGGGTGGGAGGATAGGCCAGCCTTT 15720 

CTTCATGAACACTTCTCTCCCTAAGCATATCTTACTCCTGTTAGTGCCCCTATGTGTGGA 15780 

AGGATACGAGGCCTAGGGAATGCATTTTTCCATGAACAGCATGCTGTCATAGGAAGGGTA 15840 

GAAAACATCCAGGAATGTGGTTTGGGGAAGCCCCTGGCCTTTATACACTGTCTTGGGGAT 15900 

TGTGGGCCTTTTGGCCTTTACTCAAGGCTGTTTTCCTCTCACTTCTGTCAGATGAGCAAG 15960 

TGAACTTCTCAGGGTCAGAGACl寸GACCAGCTTTGTTATCCTCTGCTTCCCATTATCCAG16020 
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GGAATGTGGCCCCTTAAAGTGCCCTTCCATAGGTATTGGGCAGCTGGCAACTGCCTGTTG 16080 

GTCGCTAGAAAGCATTAハAGAGAAGTGTAGAGGGCAGAATACAGGGGTGGGAGTGCCAAG16140 

CAGGTCATCCATGTCAGAAGCCAGGGAAAGAGGlTTCTTGCCCTTAGTACATTCAGCCCT l6200 

CAATAGATAGAACAAAACAGAAAGAAAAGGTGAGCCTGAAAGGCTGGCTTGGCCATCAAA 16260 

GGAGTGAAATTCACATGGTACAGAACTGAGCAATGCAGCCCCAGTCTAGATGCCCCACCC 16320 

CCTACAATCAATCCTAGATGGTCCAGACACCTCATCCCAGACAGCCACATCATTCCAGAC 16380 

ACACTGTAGAACTTACAGCACTGATAGGCCAGCCATAGTCTTCAAGCAAGATCCTCGAG 16439 
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上記の配~IJから解析したマクス LPC 遺伝子のプロモーター領域は次の通りで

ある。

Promoter Region of Mouse LPC 

ー-500 -310 -270・251 -203 -189 -171 -149 -72 -7 +J 

/句
I I -圃 ••• 圃 • .「→

GC-rich NFI AP2 NFI NFI SPI 

>80% H4TF-2'1 GR '! H4TF-2 '! CAAT binding 
ractor? 

andCI下 ?

図29 -?ウス LPCプロモーター領j或

プロモーター領域の角科庁から、 SPIや NFIといった housekeepinggeneに特徴

的なモチーフが見つかった。この結果は、 Northernblottingの結果とも一致して

いる。また、 GR(Glucoconicoid receplor)によって誘導される要素が見つかっ

ているが、これが機能しているかどうかは不明である。

<マクス LPCcDNA配列のシーケンス>

次に、 RACE法によりクローニングし配亨1]を決定したマウス LPCcDNAの配

列を示す。

マウス LPCcDNAをシーケンス時には、染色体 DNAをシーケンスした時と

同様に、必要に応じて 17~24mer のオリゴヌクレオチドを合成した。
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マウス LPCcDNA配;7"1]とアミノ酸配列

] GC GGC GGC AGC AGC AGC AGC GAC AGT AGC AAC AGA GGC TGT GGG 

45 TCT GCA GCT GTG TTC CCA GTC GAC ACT CAC TGC TCA CAG TGA AGG 

90 TGA CAT CTC CCT CCA TTT TCA CAA GAT GAG TGT GGT ATG GTT ACC 

135 CAG GCC AGG ACC TAA ACT TCA CAG AGA GCC CAG CCT GCT GTT CTG 

180 ATG CCG AAA GGG AGG CAG AAA GTC CCA CAC TTG GAT GCC CAC CTG 

1 Met Pro Lys Gly Arg Gln Lys VaJ PrO His Leu Asp Ala His Leu 

225 GGC CTG CCC ATC TGC CTC TGG CTG GAA TTA GCC ATC TTC TTT CTG 

16 Gl y Leu Pro 11e Cys Leu Trp Leu Glu Leu Ala Ile I)he Phe Leu 

270 GTT CCC CAG GTC ATG GGC CTA TCA GAG GCA GGT GGG CTT GAC ATC 

31 Val Pro Gln Val Met Gly Leu Ser Glu Ala Gly GJy Leu Asp Ile 

315 TTG GGC ACA GGG GGG CTG AGC TGG GCC GTA CAT CTG GAC AGC CTA 

46 Leu GJ y Thr Gly GJ y Leu Ser Trp Ala VaJトlisLeu Asp Ser Leu 

360 GAA GGT GAG AGG AAG GAA GAG AGT CrG ACG CAA CAG GCC GAT GCT 

61 Glu Gly Glu Arg Lys Glu Glu Ser Leu Thr Gln Gln Ala Asp Ala 

405 GTG GCC CAG GCA GCA GGG CTT GTG AAT GCT GGG CGC ATT GGA GAA 

76 Val Ala Gln Ala Ala Gly Leu Val Asn Ala Gly Arg lle Gly Glu 

450 CTC CAG GGG CAC TAC CTC TTT GTC CAG CCT ACT GGG CAT AGG CAA 

91 Leu Gln Gly His Tyr Leu Phe Val Gln Pro Thr Gly I-lis Arg Gln 
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495 GCC ATG GAG GTG GAG GCC ATG CGG CAA CAG GCA GAG GCT GTG TTA 

106 Ala Met Glu YaJ Glu Ala Met AJ:g Gln Gln Ala Glu Ala Yal Leu 

540 GCC AGG CAT GAA GCT GTG CGC TGG CAC TCG GAG CAA ACG CTG CTG 

J21 Ala Arg His Glu Ala Yal Arg Trp His Ser Glu Gln Thr Leu Leu 

Cleavage sile 

585 AAG AGG GCC AAG CGCI AGT ATC CAC TTC AAT GAT CCC AAG TAC CCT 

136 Lys Arg Ala Lys Argl aer lle His Phe Asn Asp Pro Lys Tyr P.ro 

630 CAA CAG TGG CAC CTG AAT AAT CGG CGG AGC CCA GGA AGA GAC ATC 

151 G1n Gln T.rp His Leu Asn Asn Arg Arg Ser Pro Glv A.rg Asp Ile 

675 AAT GTG ACA GGT GTG TGG GAG CGA AAT GTA ACT GGG CGT GGG GTG 

166 Asn Val Thr Glv Val Trp Glu Arg Asn Val ThT Glv Arf!. Glv Val 

720 ACA GTG GTG GTG GTG GAT GAC GGA GTG GAA ACA CAC CGT CAG GAC 

181 Thr Val Val Val ValIA司AspG1v Val Glu Thr His Arg Gln Asp 

765 ATC GCA CCC AAC TAC AGT CCA GAG GGA AGT TAT GAC CTC AAC TCT 

196 1le Ala Pro Asn Tyr Ser Pro Glu G]y Ser Tvr Asp Leu Asn Se1' 

810 AAT GAC CCA GAT CCC ATG CCC CAC CCT GAT GAG GAG AAT GGC AAC 

211 Asn Asp 1'1'0 Asp Pro Met Pro llis Pro Asp Glu Glu Asn _(:;ly Asn 

855 C川CCAT GGG ACC CGG TGT GCA GGA GAA ATT GCA GCT GTG CCC AAC 

226 1-1is応司GlvThr Arf!. CyS Ala Glv Glu Ile Ala Ala VaJ Pro A:m 
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900 AAC AGC 1'1'C 1'GT GCA G1'G GG1' G1'G GCC 1'AC GGG AGC CGA A1'A GCA 

241 Asn Ser Phe CyS Ala Val Gly VaJ Ala 1'VT Glv Ser Arg lLe Ala 

945 GGT ATC CGG GTG CTG GAT GGA CCA CTT AC1' GAC AG1' A1'G GAG GCT 

256 G]y I1e Arg Val Leu Asp Gly Pro L.eu Th1' As口 SerMet Glu Ala 

990 GTG GCG TTC AAC AAG CAC TAT CAG ATC AAT GAC ATC TAC AGC TGC 

271 Va1 AJa Phe Asn L.vs I-lis Tvr Gl n Ile Asn Asp Ile Tyr Ser CyS 

1035 AGC TGG GGC CCA GAT GAT GAT GGG AAG ACA GTG GAT GGT CCT CAT 

286 Ser Trp G1y P1'o Asp As.p Asp Gly L.ys 1'hr Val Asp Gly Pro His 

1080 C冶GC1'C GGA AAG GC1' GCC TTA CAA CAT GGA G1'G ATG GC1' GG1' CGC 

301 G1n Leu G1v L.vs Ala Ala L.eu Gln Jlis Glv Val Met Ala Glv Arg 

J 125 CAA GGC 1'TT GGA AGT ATC TTT G1'G GTT GCC AGT GGT AAT GGG GGC 

1170 CAG CAC AAT GAC AAC TGC AAC TAT GAT GGC TAT GCC AAC TCC ATC 

331 G1n His Asn Asp Asn Cvs Asn TVI-Asp Gl v Tvr Al a Asn Ser 11 e 

1215 1'AC ACT GTC ACC ATA GGA GCT GTG GAT GAG GAG GGA CGG ATG CCT 

346 Tvr Thr Val Thγlle G1y Ala Val Asp Glu Glu Gly Arg Met Pro 

1260 TT1' 1'AT GCA GAG GAG TGT GCC TCC ATG CTG GCA G1'C ACC 1'1'C AGT 

361 Phe Tyr Ala Glu Glu Cys Ala Ser MeL Leu Ala Val Thr Phe Ser 
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1305 GGT GGA GAC MG A1'G CTG CGG AGC ATT GTG ACC AC1' GAC 1'GG GAC 

376 G1 y Gly Asp LysMet Leu Arg Ser T1 e Val Thr Thr Asp Trp Asp 

1350 CTT CAG AAG GGC ACT GGC TGC ACT GAA GGC CAC ACA GGA ACC TCA 

391 Leu Gln Lys山 Thr仙 ω 加仙仙 His附仙附図

1395 GCT GCA GCT CCT CTG GCA GCT GGA ATG ATA GCC CTC ATG CTG CAG 

406 AlLAlil_ i¥l<l Pro Leu AJ a A la G1y Mel Il e A 1a Leu Mel Leu Gln 

1440 GTG CGG CCC TGC CTC ACA TGG CGG GAT GTA CAG CAC ATA ATT GTC 

421 Va1 Ar耳 ProCyS Leu Thr Trp Arg Asp Va 1 G 1n H is Ile 11e Va 1 

1485 TTC ACA GCC A1'C CAG 1'AT GAA GAT CAT CAT GCA GAC TGG CTC ACC 

436 Phe 1'h1' Ala 11e Gln Tyr Glu Asp lIis His Ala Asp Trp Leu Thl' 

1530 AAT GAG GCT GGC TTC AGC CAC AGC CAT CAG CAT GGT TTC GGC CTG 

451 Asn Glu AJ a G ly Phe Ser His Ser lIis Gln l-Jis Gl y Phe Gly Leu 

1575 CTC AAC GCT TGG AGA C打 GTCAAT GCA GCC AAG ATC TGG ACA TCT 

4.66 Leu Asn Ala 1~p Arg Leu Val Asn Ala AI s!_ b-'y~_]_1旦~_TI.P_J_h_l二五位

1620 GTC CCT TAC TTA GCC TCC TAT GTC AGC CCC ATG CTG AAA GAA AAT 

481 y_a_l_E工旦JJエ_l&l!._l1l'!_~~~_IY!: _ Y号L~~LPr.Q_M~j;_担比 _L.Y_s__G_l__lょA旦11

1665 AAG GCT GTT CCG AGG TCC CCC CAC TCT CTG GAG GTG CTA TGG AAT 

496 1-J三五」主1見L~t:.q__A~g_~~LE.rQ_り i ~ _~~.L!-gy_ýJ!J__Y_aJ_1旦児_T_l.:R__̂'-担

95 



1710 GTC AGC AGG ACG GAC CTG GAG ATG TCG GGG CTG AAG ACC 1'1'G GAA 

511 Y31LS_e.よ_l\.r_[_Th.LI!:モJ2._~~日 _Ç!日型空l_~~LÇl.Y_!-.!l~_1-.Y.!'_J_~工_L_e~u_旦l_u_

1755 CAT GTG GCA GTG ACA GTC TCC ATC ACT CAC CCA CGA CGT GGC AGC 

526 Hi江_V_8_l__A)_ i!_ _I'_ i!_し.Tb_r:_V_~!_~~Ln~_I'bL ]:Ii l'_E'I.9_J:.IK.. }.lX旦ェ5旦

1800 TTA GAA CTG AAA CTG TTT TGT CCC AGT GGC ATG ATG TCT TTG ATC 

541 Leu 旦弘」はl!._I~t!!._I~~u__~b_~_çY~_~[Q_~~r_Çl'i_!1.!l占"，M_e_t__S_e.工 _L_e_u_よh

1845 GGC GCG CCC CGC AGC ATG GAC TCG GAT CCT AAT GGC 1'1'C AAT GCT 

556 ç_ly__A_l_8_旦:_o__~ζ在五色t_M~!_ß~Q_~~r_ðl'P_PI9_ J:..!'D_~)工'p_h_e__A_s_n_Ali!_

1890 TGG ACC TTT TCC ACT GTG CGG TGC TGG GGG GAA AGA GCA AGA GGC 

571 :r.n江~_J:_ Jh.~互生してh主_V_~L位ιÇy~_I[p_Çl'i_Çl~_ JI.!x_A_l主An主主1_x

1935 GTC TAC AGA CTG G'M‘ ATC AGG GAT GTA GGA GAT GAG CCG CTC CAG 

586 y_a，_l_ _Ty_I~_I\l:_g__1，<型組 Il\1 _ð!:g_ð!?Q_Y~l_Çl'i_J:.~p_H!-I_'p'旦 _L_e..u__G)_1l

1980 ATG GGC ATC CTC CAG CAG TGG CAG CTG ACC CTG TAT GGC TCC ATG 

601りム旦ヱよ1_e.._l，_e_l!_G.112_ G. lf!_IEQ _ Clo [)_1，，~)l_ IbL 1-.!l~_ J.Y .r__G).Y_ _S_8): Met 

2025 TGG AGT CCA GTA GAC ATC AAG GAC AGA CAA AGT CTC TTA GAA AGT 

616 Trp Ser I'ro Val Asp 11e Lys Asp Arg Gln Ser Leu Leu Glu Ser 

2070 GCT ATG AGT GGA Â̂ TAC CTG CAT GAT GGC TTC ACC CTG CCT TGC 

631 Ala Met Ser Gly Lys Tyr Leu His Asp Gly Phe Thr Leu Pro Cys 
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2115 CCA CCT GGG CTG AAA ATC CCT GAG GAG GAT GGC TAC ACC ATT ACC 

646 Pro Pro Gly Leu Lys 11e Pro G1u Glu Asp Gly Tyr Thr lle Thr 

2160 CCT AAC ACA CTC AAG ACC CTT GTG CTG GTA GGC TGC TTC AGT GTC 

661 Pro ASfl Thr Leu Lys Thr Leu Va1 Leu Va1 Gly Cys Phe Ser Val 

2205 TTC TGG ACT ATT TAC TAC ATG CTA GAA GTG 1'GC C1'G AGC CAG AGG 

676 Phe Trp 1'hr lle 1'yr Tyr Met Leu G1u Val Cys Leu Ser Gln Arg 

2250 AAC AAG GCT 1'CC ACC CA1' GGC TGC AGG AAG GGA TGC TGC CCC 1'GG 

691 Asn Lys Ala Ser Thr His Gly Cys Arg Lys G]y Cys Cys Pro Trp 

2295 GCC CCA CGA AGG CAA AAC TCC AAG GA1' GCA GGG ACA GCA CTA GAA 

706 Ala Pro Arg At'g Gl fl Asn Sel: Lys Asp Ala G 1 y 1'h.r A la Leu Glu 

2340 1'CA ATG CCA C1'G 1'GC AGC AGC AAG GAC C1'G GA1' GGA GTG GAT TCA 

721 Ser Met Pro Leu Cys Ser Ser Lys Asp lAu Asp G1y VaL Asp Ser 

2385 GAG CAT GGG GAC TGC ACA AC1' GCA 1'C1' AGC TTC CTG GCC CCA GAG 

736 Glu His Gly Asp Cys Thr 1'h1' Ala Ser Ser Phe Leu Ala Pro Glu 

2430 CTG GAT TG1' CCT CCA CAC CAA CCC CCA GAC CTG C1'G CAG GGG AAG 

751 Leu Asp Cys Pro Pro llis Gln l'ro 1'1'0 Asp Leu Leu Gln Gly Lys 

2475 AGC GGG CAG Al寸 TGCTGA CCC CAG AGC CCA GCT TCC CCC ATG 1'AC 

766 Ser Gly Gln Ile Cys 



2520 MC AGG CAC TTC C1'A AAC 1'CG GT1' ATG AGG CTT TCA ATC G1'G GAA 

2565 GC1' CAG GAG GGA ATG Gl'C C1'G A1'A Gl'G ACA TC1' GGG ACC CCA GGC 

2610 Cl'C TGA AGC A1'1' TGC AGC CTC CTC AGG AGG GTG AGG GCC ATC TTA 

2655 ATG CAG TGG TM GGG ACT GGT GAT CAT GGC TTC TCT AGC TGA ACT 

2700 TGG CTG AGA ACC TTT GAC AAG GGA HG GCA CCA AGA CCA GGC AGC 

2745 CCT TGA 1fT CCT CGC TCT CTG GAG C1'A GTC AGT GTC CTA GAC CAC 

2790 CAG GAC CTC TAC TCA TTC ATG AGT TAG TTA TGC AGC AAG TCC CTA 

2835 TAT ACC TAG AAA 1'GC 1'C1' TG1' CAG AAG TG1' CAC 1'GC CAA GGG ACC 

2880 AGA GAG AGG CTG C1'A AGA GCC TGG ACA 1'GC C1'A CCC 1'GA AAG CAG 

2925 CTG CCT TCA TTA CCC TTT 1'CT GTG CGC CTG TTC TGA AGC CAA CTT 

2970 AAA CCT GTC CAC ATC TTC ACT ACC ATT CGC CCT TCT GCT GAA GGA 

3015 ATG GTG ACG TGT 1'CC CAG GAG AAC TGG GAG GCA ACA GGA TTC CCC 

3060 AGA CCC TTG CTG CCT CAT 1'GG GAA GTT GGC CAG CTG GAC TTC AGA 

3105 GAG CTA AGA CAC AGC ATT TTC AAA GAT AGC口GGGA GCA C1'G TCT 

3150 CTG ACC ACC TGT CTT CCT CTG CAC CGT GCT CAG GGA AAT GGC C1'T 

3195 CA1' 1'CC AGA GGC CAG CTG TCT GCC 1'GA C1'1' 1'1'C CTC CGT TCT TGG 

3240 CCT TC1' CCC CTT CCC ATC TTC TGA GCT AAT TGT TM 1'AT GAA '1寸T

3285 1'TT AA1' GC1' TAA GAT T1'G AT1' 1'1'T ACT 1'1'1' CAA AGC AAC GA1' T1'1' 

3330 GTT GAA 1'1'T TTT TCT GCA CAG CT1' 1'CC AAA ATA AAA AGC AGA AGT 

3375 ATA AAA ACC CAA AAA A 

ポリ A鎖付加シグ'ナルは、下線で示した。また、 proproteinconveltaseに保存

されている活性に関与しているアミノ酸 (4アミノ酸銭基)は、四角で囲って

示した。

Catalytic domainは下線、 middledomainには破線で示した。

また、 LPCが成索L化する際に切断される書11位は縦線で示した。



以下にマウス LPCcDNAとヒ トLPCcDNAの犠基配列を示す。

上段がマウス LPC、下段がヒト LPC配ヂIJである。また、マウスおよびヒトで

保存されている配列は ilJで示した。一致しないお復基は、空白で示している。

ギャップを怖入することにより、配列の alignmentを最適化している。これ

は、特に 3'末端の共通配亨11を見つけるために有効である。3'non-coding領域の

共通商己列は、mllNAの安定性や他の因子が結合するなど、イ可等かの役割をもっと

考えられる。

AGAGC∞'\G-CCTGCTGTTCTGATGCCGAAAGGGAGGCAGAAAGTCCCAC.~CTTGGATGCCCACCTGGGCCTGCCCA TCT 79 

111 111111 11111111111111111111111111111 1111111111111111 11111111111111 11 

AGAATCCAGTCCA-CTGCTCTGATGCCGAAGGGGAGGCAGMAGTGα;ACACTTGGATGCCCCCCTGGGCCTGCCCACCT 79 

GCCTCTGGCTGGAA TT AGCCA- TCπcηfCTGGlTCCCGAGGTGATGGGCCT ATCAGAGG-GAGGTGGGCTTGACAT 156 

1111111111111111111 1111111111111111 111111111111 11111111111111111 1 

G舵C口c口TG∞OC'σfGωOAAT竹TA刈GCαCGωGG氏CT冗C'円c口TT刊ACT刊GGTT冗CCぽCTGC∞GT冗CA川TG∞GG∞CαGωGCAC-GωGACωAG∞OT叩GG∞GCα'CTGA一T156 

-CTTGGGC.~c;，\GGGGGG-crGAGCTGGOCCGTACA叱TGGACAGCCTAGAAGGTGA-GAGGAAGGAAGAGAGTCT-GAC 233 

1 1111111111111 1 111111111 11 11 11111 11111 11111111 1 11 111111111 111 11 

GGCCAGGGCACAGGGG∞GC-GAGCTG∞CTGTGGAGCTGGAAAGcC'rGGAAGGTGACGGGG-AGGAAGAGI¥CTCTTGA-233 

GCAACAGCCCGA TGC -TGTGGCCCAGGCAGCAGGGCTTGTGAATGCTGGGCGC.~ lTGGAGAACTCCAGGGGCACT八CCTC312 

111111111111111111111111111111111111111111111111111111 11 111111111111111 

GCAGCAGGCGGi¥TGCCT -TGGCCCAGGCAGCAGGGCTGGTGAATGCTGGACGCATCGGAGAGCTTCAGGGGCACTAα汀C312 

T円 GTCCAGCCTACTGGG似TAGGCAAGCCATGGAGGTGGAGGCCATGCGGCAACAGGGAGAGGCTGTGTTAGCCAGGCA392 

11111111111111111111111 11111111111111111111111111 1111111111111 1111 

TTTGTCα¥GCCTGCTGGGCACAGGCCGGCCCTGGAGGTGGAGCCCA T'αGCCAGCAGGTGGAGGCfGTGTTGGCTGGGCA 392 



TGAAGCTGTGCGCTGGCACTCGGAGCAI¥ACGCTGCTGMGA GGGCCMGCGCAGT A TCCACTTCAA TGA TCCCAAGTAC 471 

111111111111111111111111111111111111 1111111111111 111111111111111111111 

TGAAGCTGTGCGCTGGCACTCAGAGCI¥GAGGCTGCT-AAGGα;GGCCAAGCGCAGCGTCCACTTCAACGACCCCAAGTAC 471 

CCTCAACAGTGGCACCTGAA TAt¥TCGGCGGAGCCCAGGAAGAGACA TCAA TGTGACAGGTGTGTωGAGCGAAATGTAAC 551 

111111111111111111111111111111111111111111 1111111111111111 11 11111 11 

CCGGAGCAATGGCACCTGMTAACCGACGG，¥GCCCGGGCAGGGACATCMCGTGACGGGTGTGT∞GAACGCAt¥ TGTGAC 551 

TGGGCGTGGGGTGACAGTGGTGGTGGTGGATGACGGAGTGGAAACACAαGTC-AGGACATCGCACCCAACfACAGTCCA 630 

1111111111111111111111 111111111111111111 111111 11 1111111 11111111111 11 11 

TGGGCGAGGGGTGACGGTGGTGGTAGTGGA叩ACGGAGTGGAtI-CACAαATCCtlGGACATTGCACCCMCT ATAGCCCT 630 

GAGGGI¥AGTT ATGACCTCAACrcfAA TGACCCAGATCCCATGCCCCACCCTGATGAGGAGAA TGGCMCCACCATGGGAC 710 

11111 11 11111111111111111111111 11 11111111111111 1111 111111111111111111111 11 

G.~GGGTAGCTATGACCTCAAC1"CTAATGACCCTGAGCCCATGCCCCACCCGGATGTGGAGAATGGCt\AαACCATGGCAC 710 

CCGGTGTGCAGGAGMA TTGCAGCTGTGCCCAACAACAGC1TCTGTGCAGTGGGTGTGGCCTtlCGGGAGCCGM TI¥GCtlG 790 

11 11111111111 11 11 11111111111111111111111111 11111 11111111111111111 11 1111 

GCGATGTGCAGG，司GAGATCGCGC~'TGTGCCCAACAACAGCTTCTGTGCCGTGGGCGTGGCCTACGGGA乱CGCATCGCtlG 790 

GT ̂  TCCGGGTGcrGGATGGACCACTTACTGACtlGTATGGAGGC1"GTGGCGTTCAtlCAAGCACTATCAGATCMTGACA TC 870 

1111111111 11111111111 11 11 11111 11111111 111111111111111111111111111111111111 

GTATCCGGGTAC1"GGATGGAC口CTCACAGACAGCATGGAGGCAGTGGCG竹CAACAAGCACfI¥TCAGA TCAATGACATC 870 

TACAGCTGCtlGCTGGGGCαAGATGATGATGGGtlAGACAGTGGATGGTCC1"CATCAGCTCGGAiIJ¥GGCTGCCTTI¥CAACA司50

11111111111111111111111111111111111111111111111 11111111 11111111111111111111 

TACAGCTGCAGCTGGGGACCAGATGACGATGGGtlAGACAGTGGATGGCCCCCATCtlGCl1'GGAAtlGGCTGCCTTACAACA 950 



TGGAGTGA TGGCTGGTCGCCA川町村TGGMGTATCT1TGTGGTTGCCAGTGGTAATGGGGGCCAGCACA，¥TGACAACT1030 

'" 1111' '1111111111 11111111 11 11111111111 11111111 11 11 11111 11111 1111111 

TGGGGTGATTGCTGGTCGCCAGGGCTTTGGGAGCATCrrrGTGGTAGCCAGTGGCAACGGAGGCCAACACAACGACAACr 1030 

GCAACTATGATGGCTATGCCAACTCCATCTACACTGTCACCA TAGGAGCTCTGGATGAGGAGGGACGGATGCCTmTAT 1110 

11111 1 1 11111111 11111 11 11 11 11 1111 11 11 11 11 1 11 111111111111111111111 11111111 111 

GCAACT ACGATGGCTACGCCM口CCATCTACACαTCACCATAGGAGCTGTGGATGAGGAG∞ACGCI¥TGCCTTTCT，n lllO 

GCAGAGGAGTGTGCCTCCATGCTGGCAGTCACCI'TCAGTGGTGGAGACAAGATGCTGCGGAGCA'門GTGI¥CCACTGACTG1190 

11111 11 1111111111111111111 1 11111111111 11 11 11111 11 11 11 11 11 1111111 11 111111 11 11 

GCAGAAGAATGTGCCTCCATGCTGGCAGTCACC-円以GTGGTGGGGACAAGATGCTTCGGAGCATTGTGACCACTGACrG1190 

GGACCTTCAGAIIGGGCACTGGCTGCACrGAAGGCGACACAGGAACCTCAGCI'GCAGCrCCTCTGGCAGCTωAATGATAG 1270 

111111111111111111111111111111 11111111111 11111111111111 11111111111111 1111111 

GGACCTTCAGAAGGGCACTGGCTGC.~CTGAGGGCCACACAωGACCTCAGCTGCAGCGccrCTGGCAGCTGGCATGATAG 1270 

CCCTCATGCTGCAGGTGCGGαCTGCCTCACATGGCGGGATGTI¥CAGCACATAA TTGT(''TTCACAGCCATCCAGTATGAA 1350 

11 1 11111111111111111111111111 11111 11 11 11111111 1111111111111111 11 111111 

CCTT AA TGCTGCAGGTGCGGCCαGCι:TCACGTGGCGTGACGTCGAGCACA TCA TTGTCけじACAGじ'CACα:GGTATGAG1350 

GATC.~ TCATGCAGACTGGCrCACCAA TG，\GGCTGGCTTCAGCCAC^GCC，~ TCAGCA TGGT打CGGCC1百CTCAACGCTTG1430 

1111 1111111 111 1111111 11111 11111111111 11111 11111 11111111111 11111111 11 

GATCGCCGTGCAGAGTGGGTCACCAACGAGGCAGGCTTCAGCCAT AGCCACCAGCACGGTTTCGGCCTCCrCMCGCCTG 1430 

GAGACTTGTCAA TGCAGCCAAGA T(;rGGACATCTGTCCCrTACrrAGCCTCCrA TGTCAGCCCCATGL'TGAAIIGAAAAT A 1510 

1111111 11111111111111111111111111111111111111111111111111111 1 11111111 1 

GAGGCTCGTGAA TGCAGCCAAGATCTGGACATCTGTCCCTTACTT AGCA TCCT ACGTCAGTCCCGTGTTAAAAGAAAACA 1510 

101 



AGGCTG-rrCCG-AGGTCl'CCCCACTCTαGGAGGTGCTATGGAATGTCAGCAGGACGGAαTGGAGA TGTCGGGGCTGA 1588 

1111111111111111111 11111111111111111111111111111111111111111111111111 

AGGC -GA TTCCGCAG--TCCCCCCGrrCCCTGG，¥GGに口GTGGAATGTCAGCAGGATGGAOα'GGAGATGTCAGGGCTGA1588 

AGACCTTGGAACI¥TGTGGCAGTGACAGTCTCCATCACI'CAOCCACGACGTGGCAGCTTAGMCI'GAAAClGTrrTGTCOC 1668 

111111111 1111111111111111111111111111111111111 11111111 11 11111 11111 11 111 

AGACCCTGGAGCATGTGGCAGTGACAGTCTCCATCACTCACCCACGGCGC∞CAGCTTGGAGCTGAAGCTGTTCTGCCCC 1668 

AGTGGCATGATGTCmGATCGGCGCGCCCCGCAGCATGGACI'CGGATCCT M TGGCTTCAA TG-CTTGGACCTmCCA 1747 

11111111111111 1111111111111111111111111111111111111111111111 1111111 1111 

AGTGGCATGATGTCCCTCA TCGGCGCCCCCCGCAGCATGGACTCGGATCCCAAC∞CirCM TGA(.'T -GGACt-円CTCCA1747 

CTGTGCGGTG口GGCGGGAAAGAGCAAGAGGCGTC-TACAGACTGGTT A l'CAGGGATGTAGGAGATGAGCCGCTCCAGA T 1826 

11111111111111111111111 11111111111111 1111111111 111111111 111111 

CTGTGCGATGCTGGGGGGAGAGAGCOCGAGG-GACαACAGGC1iGTCA TCAGGGATGTCGGGGATGAGTCA TTCCAGGT 1826 

GGGCA TOCTCCAGCAGTGGCAGCTGACCCTGTAT∞CTCC.~TGTGGAGTCCAGT AGACATιAAGGACAGACAAAGTCTCT 1906 

11111111111111111111111111111111111 11111111111111111111111111111111111 

CGGCATCCTCαGCAA TGGCAGCTGAαCTA TATGGCTCTGTGTGGAGTGCAGTAGACATCAGGGACACACAAAGGCTGT 1906 

TAGAAAGTGCTATGAGTGGAAAATACCTGCATGI\TGGCTTCACCC1'GCCTTGCCCAC~ìGGGCTGAAAATCC(汁GAGGAG 1985 

11111111111111111111111111111111111111111111 11111111 11111111111 11111111 

TAGAGAGTGCCATGAGTGGAAAATACCI'GCACGATGACITCGCCCT(にCCTGCCC.~CCGGGG~1'G^^AA竹'CCI'GAGGAA 1986 

GATGGCTACAOCATTACCCCTAACACACTCAAGACCC門GTGCTGGTAGGCTGC行 CAGTGT灯『α'GGACTAl"打ACTA2066 

1111111111111111111111111111111111 11111111111111 1111 1111111111111111111 

GATGG11'ACACCATCAα:CCCAACACCCrCAAGACG口'GGTGCTGGrAGG~TGTTrCACCGTCTTCrGGACrGTTTACTA 2066 

L02 



CATGCTAGMGTGTGCGTGAGCCAGAGGM---C-M--G一一GC-一一T一一一T-CCAC- CC-AT-2146 

111111111111 1111111111111 11 1 1 11111 11 11 

CA旬CTGGAAGTATATTTGAGCCAGAGGAATGTGGClにCAATCAI¥GTnGT AGGAGTGGACCCTGα:ACTGGCCCCATC 2H6 

GG-CT一一一GC--AGGAAGGGAl'GCTGαCCTGGGαCCACGAAGGCAAAACTCCAAGGATGCAGGGAC.~GCACT 2180 

11 1 11 111111111 1 1111 11 

GGAGCCGGMAGCCMGGAGGAAGGG，¥-C一一一一ー一一ーーート(トAG- ー一一一一一一一一一ー一一ー一-CT2180 

船舶TCAATGCCAGTGTGCAGC.~GCAAGGA -CCrGGATGGAGTGGA lTCAGAG-CATGGGGAC-TGCACMCTGCA TCT 2252 

111111111111111111111111111111111111111 11111 111111111111 111 

AGAATGAGTGιCACTTTGGAGCAGCAAGGATCCAG-ACGAAGTGGAAACAGAGAGCA-GGGGαCTCC-CA-G--CA-G-2252 

AGGTTCGTGGCCCCAGAGCTGGATTGTCCTCCACACCAACCCCCAGACCTGCTGCAGG∞AAGAGCGGGCAG-A行TGC-2299 

11111111 11 11 1111111111111111 111111111 11 

-{，"f -C-TGi¥CCTGー--GT-一一TG-一一一一一一一ーロヱCAGACCTGCTGG，¥GC-AAG-GGGAl"fGGA--Gα2299 

fGACCC一一一CA--GAGC副 CCA--G-CTTαα‘ωTGTA-CAAC-AGGC-ACTTC-GTAAi¥l"fCGGTTATGAGGGT竹 CA2369 

11 111 11 1111 11 1 11 111 111 1 11 1 11 1 11 1 1 1 1 11 1 1111 11 

TGTCCCAGAACAAGAGCGα'CTGGACT収工CTCATC-AGCACCTAGACGTAC一CGC-AーωGGA-AGGAGGAG-CA2369 

ATCGTG-GAAGCTC，\GGAGG-GA-ATGGTCCTG-ATAGT州-CAT~l'一一一一-G邸Aべ;-c-一〈一一 2442

111 11 11 111111 1 11 111 11 1111 1111 1111 1 1 

GA TC -TGCTGAC-CTCAGG-GCCTGACA -G-TG-TGGGACAG-C.crC打CTTTCCCAA""irAGGGAGCTCT¥'GACAGAA 24.42 

-CA仔ーーベトーC- C-TCrG-AA- G- CAT-T-TGCAGO口CC-TCAG-GAGGGTGi¥GGGCCi¥TC'ITAATG-25t8 

111 1 1111111 1 111 11111111 111 11111111111111111111 

AGCAGTTCTGATGCTT AGA TCTGGAA TCTGAGGCATCCTCTG-A-ひTCCAC1t1¥AAGAGGGTGAGGGCCJ'TCTTAA-GA2518 

]03 



-CAG-T百GTAAGGGACTGGTGATCA TGOCHCTCf，¥GCTGAACT -TGGCTGAGAA(工;HTGACAAGGGAT-TGGCACCA2578 

I1 11I1 1II 11 11 1I I1 1 1 1I 1111111I I11 11 111111111 1 111 

TACAAATGGT-GG-Aーは;-AT-TG-CTGC-C -AGA-GMGTCfGG-TGAGAGCC- ACへGGG-TCTGCCTCCA2578 

AGAα;A-GGCAGCCCTTG，~ T一一 T-TC口CG口C---T'口GGAGC-一一TAGT(川 TGT一CCTAGACCA2617 

I111 11 111 1I11 11 11 1 111111 1 1 11 1 111 111 

-G-CCi¥AACGGGAGCTITrGGTGAG:¥AGC寸前-TGGA-CAGGGGAT-TGGCGαCCCC円 TG-GmGGCCT一一CCA2617 

CCAGGAC -C-TCfACTCi¥ TT --C -ATG--AGHAGT -TA TG-C，¥GC -AAG-T一一一CぽTATATACCT-AGA-MT2717 

1 1 111 111 11 1 1 1 11 1 1 11 1 I 1 111 1 111 1 1 11 I 1 11 

TC- CTCATCT-CTC-TTGGC，cωAGCCAGCT -GCCTAGGTCCCCCAAGCA TGGGGGACCCC -T -TCCCACA TA T AA-2717 

GCTC打GTCAGAAGTGT-CACTOCCA -AGGGAαAGAGAGAGGC-TGCT-AA-GAC， 2783 

1111 111111 1 111111 11 1111111111111111 

G-T-T-G-AGAAG】 GTGC-CfGCCATAG--CCAG-GAGω-CAT -CTCAA TG-GAAACATCAσ∞GGTCACHGGGA 2783 

CCrGGACATGCCTACCCfGAMGCAGCTGCCTTCA H ACC町村TCT-2863 

1111111111111 111111111 1111111 11111 11 11 1 

AGAGGA口iCGGGGTAGAGGCTGGGAGGAGCCαI'GGACATGCCTGTCCTGAAAGCGGCTGCCTCCAnA TCCA nCCCA 2863 

-G-TGCOCCTGTTCfGAAGCCAACfTA-AAC口GT-CCACAT --cTTCACT -ACCA TTCGαCTTCTGCTGAA -GGAA 2928 

1111111 1I 111 11111 1 I1 11 11 1 1 11111 1111 1111 1 111 111 

AGATGC-CーTGATCAGAAACCAACC-Al唱AAー TGMCCCC-TGGCT-C-CTTCJ¥CCA-C一CCC-Ci¥-C-GAnGGTA2928 

TGGTGACGTGTTCCCA以;AGA-A-CTGGGA-一一一一ιOCA-AC-AGGATTCCCCAGACCCTTGCTCC-CTCA廿GGGA2991 

1111111 11 11 11111111 111 1111 11 11I 11111111 1111 

TGATG-CーTG一CC-GGC-ACAGCTGGGATACACACCGCTCCCCCAGかーC口GAGCートGC打CACT-A-GGGA2991 

104 



AGT -TGGCCAGCTGGACTTCAGAGAGCT MGA- CACA-GCAT-ト1TCAA-AGATAGCCトGGGAGC-ACTG一一一 3064

1 1 111 111111111111 1111 111111 111 1 11111111 1111111111 

A-TCCTG-CG局 GCAGGACTGCAGAG--C-A-GA TGGCAGA TGCACATG'円'GG，¥GGAGAGAGCCTTGGGAGCCACTGCCAC3064 

TC- TC-TG--ACC，¥一CCTGTCTTCCTCTGCAC∞TGCTCAGGGAAATGGCCTTCA TTCCAGAGGCCAGCTGTCTGCσ3143 

11 1111 11111111111111111111 111111111111111111111 1111111111111111111 

TCGI叩TGCTGCCACCACCCTGTCrTCCTCTGCAA-GTGCTCAGGGAMTGGCCTTCCCGCCGGAGGCGAGCTATCTGCCT3143 

GAC-T-T一一T-T-C-CTC--CG1TC'門GGCC打 CTCαCTTGCCATCTTCTGAGCTAATTGTTMTATGAA--TTT 3210 

111 11 111111 1 1111111111111111 11111111111111 1 1 111 111 

Gi¥CAGGCTGTGACTCTTC'rCTCi¥AC- CTTGGCCTTCTCCCCT一一一一CTTCrGAGCTAG竹 GGT-T-GM円rTT3210 

lTTAATGCTTAAGATTTGAT1TT -TACTTTrCMAGCMCGATm'GTTGAA TTliTTTCTGCACAGCTTT -CCAAAATA 3288 

111111111111111111111111111111111111 11111 111111111111111111111111 11111111 

mAATGC1TAAGA m G1TliTC下CTTTICACAGCAAC-AliTTCTTGA川市門判rrcrGCACAGC1TT寸CCAAAI¥TA3288 

MAAGC-AGA-AGTATAMMCCCん，¥AM"332l 

11111 111 111111 111111 

AAMCC1寸CCAAAGAAAAAMAAAAAAAAAAAA3321 

LPC全体では、継基レベルで、ヒトとマウスで 67%保存されており、 coding

領域だけで比較すると、 83%保存されている。アミノ酸レベノレでは、 90弘保存

されていた。この数値は、ほぽヒトとマウスの磁の違いを反映した差と考えら

れる。

また、 3'non-codi ng領域を比較したところ、ヒト ・マウス聞のいくつかの領

域で高い相同性を示した。 しかし、 NCsIに受録されているデータを検索してと

ころ、イ可等かの機能的を示唆するデータは得られなかった。
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<マウス LPC3'領域のシーケンス>

マウス LPC3'領域(エクソン 13~ J 7) のシーケンスは、エクソンとその近傍

領域のみ行った。 シーケンスにfFJ~、た DNA は、マウス LPC のエクソン 13 以降

をプロープとしてマウス染色体ライブラリーをスクリーニングして得たファー

ジ DNAおよひ令マウス染色体 DNAそのものである。これらの DNAを用いて、 PCIl

によりイントロンを含む領域を嶋中高してシーケンスした。

ただし、イントロン 12(エクソン 12とエクソン 13間)は、他のイントロン

と比べて大きく、 2回の7 ウス染色体ライブラリーのスクリーニングにも関ら

ず、一部しかタロ}ニングするととができなかった。また、エクソン 12とエ

クソン 13の配列から作製したプライマーを用いて longrange PCRを行っても

クリアなバンドを得ることはできなかった。この結果は、ヒトのイントロン 12

とまったく同じであった。
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4-3-4 エクソン・イントロン構造の解析

マクス LPC染色体構造の解析には、 2つの方法を用いた。

5'領域は、プラスミド八サブクローニングした DNAをシーケンスし、それを

既知のヒト LPC配列と比較することによりエクソン部分を決定した。この時、

エクソン ・イン トロン境界領減で保存されている配列を篠認した。

3'領域の構造を決定する前に、マウス LPCcDNAがクローニングされ、全配

列が明らかになったため、 3'領域については、 PCRにより必要な部分(エクソ

ン ・イントロンを含む領域)のみを増幅し、 DNAシーケンスを行った。

エクソン ・イントロンのコンセサス配列を以下に示す。

工島 AtGTJL自 l 

図30 エクソン ・イントロンのコンセンサス配列

下線は、100%保存されている配列を示す。

以下に決定したマウス LPC染色体上のエクソン・イン トロン構造をまとめる。



表25 7 ウス LPCのエクンン ・イントロン構造

Exon 3'inLron~5'exon 3'exon~5'in位。n Lellgth of 

1ntron 
GGTGGGGGCT-GCGGCGGCAGC GAGGCTGTGG-σrGAGTCGGGA 1542 

2 GGGTCCACAG-GTCTGCAGCTG GAGAGCCCAG-G1'AGGAATGGC 609 
3 TTGTTTGCAG-CCTGCTGTTCT GTGGCACCTG-GTAAGTACAGC 639 

4 TCTTCTACAG-AATAATCGGCG ACCCAACTAC-GTGAGTGGCC 574 

5 AATGTTTCAG AGTCCAGAGGG CGAATAGCAG GTAACTCATGC 1711 

6 CAATACCTAG-GTATCCGGGTG ACAGCTGCAG-GTAAGGAGGGG 1287 

7 ATCTCAI¥CAG-CTGGGGCCCAG GCTCGGAAAG-GTAACTGAGGA 843 

8 TGTTCTTCAG-G町GCCTTACA GTCACCATAG-GTAGTGGTCTA 762 

9 TCTGTGCCAG-GAGCTGTGGAT GCGGAGCATT← G'I'GAGCACTTC 3000 

10 CACCTTGGAG-GTGACCA口GA AGCCATCCAG-GTGAGAGCTGA 350 

11 ATTCTTTCAG-TATGAAGATCA TGCAGCCAAG-GTGAACCAAGG 400 

12 CTTTGAGCAG-ATCTGGACATC CTATGGAATG-GTAAGCCTCCA ヲ

13 CTTCCTATAG-TCAGCAGGACG GCATGGACTC-GTATGTTACAC 800 

14 ND AGGGATGTAG-GTGAGCCTCCT 850 

15 ATTGCCCTAG-AGATGAGCCGG ACAGACAAAG-GTAGGTACATC 200 

16 TGTCCTGTAG-TCTCTTAGAAA ND 300 

17 ND ND 

表中の下線は、スプライシング領域に 100%保存されている配列を示す。

また、上記の表を模式的に表すと、以下の図のようになる。

Strllcture of mOlls巴LPC 1kb 
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図31 7 ウス LPC遺伝子のエクソン ・イントロン構造



マウス LPCは、平均して 200bpのエクソンと 1.5kbpのイントロンを持って

いる(イン トロン 12を除く)。ただし、 ORlコが始るエクソン 3とORFが終了

する げ が他に比べて大きく、これを除くと 、エクンンの平均の長さが 110bp

となる。また、エクソン、イン トロンを合わせた染色体上の LPC遺伝子の大き

さは、約 28kbpである。

Alternative splicingが起こっているかどうかは明らかにならなかったが、別の

グノレープによると、より短い転写物があるとの報告もある。

4-3-5 マウス cDNAのスク リーニング

lCRFには DNAライブラリーサービスがあり、必要なライブラ リーを提供し

ている。マウス LPCcDNAクローンをスクリーニングするため、 ICRFのDNA

ライブラリーサ」ピス部より、マクス cDNAクローンが固定されたスクリーン

グ用メンブレンフィノレターを提供してもらい、それをスクリーニングした。ス

クリーニングには、染色体 DNAをスクリーニングするときに用いたヒ卜 LPC

の pro領域を PCRにより増幅した DNAをプロープとして用いた。スクリーン

グの結果、合計4クローンが得られた。しかし、この 4クローンは、どれも lkbp

と短く、予想されたマクス LPCcDNA完全長 3.5kbpと比べではるかに短かっ

た。また、これら 4クローンを DNAシ}ケンスしたところ、 r3・3-3 DNAシ

ーケンス」の結果で示されたマウス LPCcDNA配列とまったく同じ配列が見ら

れたが、同時にどのクローンにも明らかにイン トロンと思われる配列も見つか

った。また、含まれていたエクソン領域も極めてわずかな領域のみであり 、か

っ他にマクス cDNAライブラリーが入手できなかったため、cDNAライブラリ

ーのスクリーニングをあきらめた。同時に進めていた染色体 DNAのクローニ

ングおよびシーケンスの結果から、マウス LPC遺伝子の配列の一部が明らかに

なっていたので、との配:71)情報を元にして、 RACE(Rapid amplificatiol1 of cDNA 



ends)法によるマウス LPCcDNAの単離を行うことにした。

以下に RACE法の概略を示す。
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3・RACE
NNTTャrr-

図32 5'および 3'RACE反応の概略

RACE r:去は、 cDNAの一部がクローニングされた時に、後り 5'あるいは 3'領

域をクローニングするために使われる方法である。 5'領域をJ羽帽する場合、すで

にシーケンスされた配列を元に、 5'方向へ合成が進むようにプライマーを設計

する。また、鋳型となる cDNAには、従来オリゴ dCなど、が使われていたが、

反応ステップ数が多いうえに、付加される Cの数をコントローノレすることが難

しかった。

ここでは、合成した cDNA末端にアダプターを連結した。これにより、先に

合成した 5'方向へ合成が進むようにプライマーとアグプターに相補的なプライ

マートを使用して目的の遺伝子産物だけが RACE反応により噌幅された。



また、ここで行った RACE反応には、 2つの工夫を施 した。

1つめは、 cDNAを合成するためによ1]いたオリゴdTプライマーの 3'末端に、

N_，N (N_，=G or A or C、N=Gor A or C or T)を付加したことである。これによ

り、必ず mRNAのポリ A鎖の十J-け械部分にプライマーが結合し、 cDNAが合

成されることが保証される。したがって、合成された cDNAは、少なくとも 3'

末端側に|到してはまったく同じ配列を持っていることになる。このプライマー

を用いることにより、後の PCR反応を行った時の起こる PCR産物のサイズの

違いを長小限に抑えることができる。

ポリAmRNA

ポリAmRNA

NNAAAAAAAAAAA 

問問T1'1'1'1'

N-IN (N-I=G or A or C N=G or A or C orす を含むプライマー

必ずポリA鎖の付加さ品た部分に結合する

通常のオリ二おTプライマー

ポ')A鎖のどの部分に結合するかわからない

AAAAAAAAAAA 

TT1'TT 

AAAAAAAAAAA 

TT1'TT 

AAAAAAAAAAA 

TTTT 

図33 N_，N (N_，=G or A or C、N=Gor A or C or T) をやj-;IJ日したオーリゴdTによ

るcDNAの合成

2つめの工夫は、RT-PCR、特に長い産物を得るH寺に起こ りやすい非特異的な

PCR 産物を厳小限に抑えるためにタ yチダウン PCR法を用いたことである。

タッチダウン PCR法の特徴は、次のようである。まず、アダプターに相補的
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なプライマーの Tm値より高い温度をアニーリングおよび伸長反応の温度に用

いる。この反応を数サイクノレ行うことで、目的の cDNAだけが蓄積する。その

後、アニーリングおよび伸長反応の温度を下げて反応を行い、 L首脳産物を得る

のである。タッチダウン PCRを行うためには、目的の遺伝子に特異的なプライ

マー(ここでは MA5と MA3) の Tm11庄が高くなければならなし、。今回用いた

遺伝子特異的プライマー MA5とMA3のTm値は、ともに 70
0
C以上である。

API I.3kbp 恥1A3.. - .. -
2.lkbp API 

ー ー
MA5 

TTTTT _ 
Mouse LPC cDNA - AMAA 

MA5-2 I吋A3-3

完全長;DNA

図34 RACE法とプライマー

図に示したように、すでに既知であった配列を元に MA5とMA3を合成した。

これらのプライマーとアダプター特異的なプライマー APlを用いて RACE反

応を行った(下図の 3'RACEおよび 5'RACE)。増幅産物を TA-cloning法によ

りプラスミドベクターにクローニング した後、 DNAシーケンスを行い、 cDNA

の 5'と 3'末端に PCRプライマーを合成した (MA5-2とMA3-3)。当初、完全

長の cDNAを得るために 5'および 了末端から 30ヌクレオチドをプライマーと

して用いたが、非特異的なバンドが多く見られ目的の LPCcDNAが噌幅されな

かった。3'{JtIJのプライマー (MA3-2)の Tm値が低かったため、アニーリング

温度を上げられず、非特異的なバンドを消すことはできなかったと考えられる。
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そこで、完全長の cDNAを得ることをあきらめ、十分に高い Tm値を与える

プライマーが設計できる領域のうち、もっとも 3'末端に近い領域に新しいプラ

イマー (MA3-3) を設計することにした。

この新しいプライマーと MA5-2を用いることにより、下図のようにほぼ非

特異的なバンドを除去することができた (Fulllength)。このバンドは、 North巴rn

ハイブリダイゼーションで得られたバンドよりも小さかったが、ポリ A鎖およ

び 3'末端から 200bpほどが含まれていないことから、目的のクローンであると

考えられた。

図35 RACE反応濯物

ここで得られた完全長の cDNAは、 TA-cloningにより、プラスミドベクター

にクローニングされた後、域基配列を決定した (DNAシーケンス参照)。
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5考察

5-1 LPC遺伝子とその構造

LPC遺伝子は、ヒ卜では IIq23にマップされる。この領域は、白血病細胞で

頻繁に転座が見られる領域である。また、他の腫蕩においても転座が報告され

ている。このことは、転座の「ホシトスポット」であるか、あるいは IIq23の

転座が腫蕩の形成に何等かの形で関与していることを示唆している。

ヒト LPC遺伝子とマウス LPC遺伝子の染色体構造を解析した結果、エク ソ

ン ・イントロン構造はもとより、イントロンの長さまでほぼ閉じであること が

判明した(下図参照)。

Ikb 

Structure of human LPC 

11 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 

-→ー斗白 制i ι十---It--t:コー

23 4 56789  1011 12 13 14 1516 17 

一十十-{]I I I I I I 肘十 ι-H-I二子

Structure of mouse LPC 
I Coding叫glOn

日 Non.c凶川島'0"

図36 マウスおよびヒト I_PC構造の比il凌

しかし、他の slIbtilisin-likeproteas巴の中で既にエクソン ・イントロン構造が

決定されている fllrin63や PC464とはかなり精進が違うことが明らかになった。

furinは、エクソン lが複数あると共に、プロモーターのも 2つあることが報告
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されているが、 LPCには、 alternativespliciog 産物の存在や複数のプロモーター

の存在を示唆する証拠が見つかっていない。また、 PC4では、 prepro領域がエ

クソン lから 3までにまたがっているのに対して、LPCでは ATG initiation codon 

がエクソン 3に存在し、 prepro領域すべてがこのエクソン 3内に存在する。他

の subtilisuトJike proteaseとの比較は次節にて行う。

以下に、これまでクローニングされた LPC遺伝子のアミノ鮫レベルの比較を

次のページに示す。ただし、

LPC : human LPC 

ル仏PC:mous巴LPC

RLPC : rat LPC 

XENOLPC : Xenopus LPC 

である。

また、四角で囲んだ領域は、 subtilisin-likeproteaseの酵素活性中心であり、種

を越えて保存されている領域である。Xeoopusは、ヒト ・7 ウス ・ラy トの配

列とかなり異なる昔11分があるが、活性中心部分は、縄めて保存されていること

がわかる。後述するが、この領域は、 他の subtilisin-likeproleas巴問でも、緩め

てよく保存されている。

LPCのアミノ酸配列全体を比較すると、ヒトとマウス ・ラット聞で約 88%、

マウスとラッ ト問では 96%保存されているのに対して、ヒトとXenopus聞では

71%、マウス ・ラッ トとXenopus間では 67%が保存されていた。Xenopusおよ

びラットのエクソン ・イン トロン構造については報告がないので比t険はできな

いが、マウスとヒトとの類似性が明らかになったため、ラット LPC遺伝子の構

造は類似 しているものと考えられる。
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60 

LPC. PllO MPKGRQKVPJlLOAPLGLPTCLWLELAGLドLLVPWVMGLAGTGGPOGQGTGG.ASWAVHLE 

MLPC. PRO MPKGRQKVPHLDAHLGI..Pl CLWLELA. lfFLVPQVMGLSEAGGLDILGTGG. LSWAVHLD 

RLPC. PRO MPKGRQKVPRLDARLGLPICLCLELA. lFFI，VPQVMGLTEAGGLOTLGAGG. LSWAVHLD 

XENOI.PC. PRO M......... YlllPl S. SLCLCCYl1ド1VSHSPPTHAACSLHNMEDVGSGDELTWA VHLD 

61 120 

LPC. PIW SLEGDGEEETLEQQADALAQAAGLVNAGRIGELQGHYLFVQPAGHRPALEVEPIRQQVEA 

MLPC. PRO SLEGERKEESLTQQADAVAQAAGLVNAGRIιELQGHYLFVQPTGHRQAME印刷RQQAEA

RLPC. PRO SLEGEI~KEESL 1 QQANAVAQAAGLVNAGR lGELQGHYLFVQPAGHGQAMEAEM恨QQAEA

XENOLPC. PRO SSACEKGEE. MDTLADELSKATGLENRGVIGELKDHYLF... AYRGSTPSQEDARRKAfiJ¥ 

121 180 

LPC. PRO VLAGllEAVRWHSEQRLLRRAKRSVHFNDPKYPQQWHLNNRRSI'GIW lNVTGVWERN¥tTGR 

出I1.PC.PRO V LA即日VRWHSEQTLぱRAKRSI府間PKTI'QQWIIl.NNRRSPGllDINVTGVWERN;fTGR

RLPC. PRO VLA間 EA印刷SEQRLLKRAKRSlHFNDPKYPQQWHLNNRRSPGIlD 1 NVTGVWERN;fTGR 

XENOLPC. PRO LFTωiESL TWYSEQKPLKRS KRSLHFNDPK YPQQWlILHNAllNPGMD l NVTGVWEIlNVTGR 

181 240 

XENOLPC. PRO GVTVVVVDDGVQHTlQD 1 QPNYSPEGSYDLNSNDI'DPMPHPDGGSDNIlHGTllCAGEIAAV 



241 300 

LPC. PRO PNNSFCA VGVA YGSR 1 AG mVLDGPL TDSMEAVAFNKHYQ fNDI YSCSWGPDllDGKTVDG 

MLPC. PRO PNNSI'CAVGVA YGSRIAGIRVLDGT'L TDSMEAVAFN悶IYQIND 1 YSCSWGPDDDGKTVDG 

RLPC. PRO PNNSFCAVGVA YGSRIAG 1 RVLDGPLTDSMEA V AFNKHYQINDfYSCSWGPDDDGKTVDG 

XENOLPC. PRO SNNSFCAVGVAFCSRIAG lllVLDGI'LTDSMEA lAFNKHYQ1NOl YSCSWGPDDDGKTVDG 

301 360 

LPC. PRO 

MLPC. PRO 

XENOLPC. PRO PHQLGKAALQHGV lAGRRGFGS J FVV ASGNGGQFNDNCNYDGY ANSI YTVT J GA VNEVGR 

361 420 

XE可OLPC.PRO MPFYAEECASMLAVTFSSGDKLMRSIVTSDWNLQKGTGCTEGHTGTSAAAPlAAGMIALM 

421 480 

LPC. PRO I LQ~RPCLTWRDVQHIIVFTAl官YEDllRAEWVTNEAGFSHSHQHGFGLLNAWRLVNAAKlW 

MLPC. PRO 札Q~RPCI，TWRDVQHl rv門 A1 QY EDHHADWLTNEAGFSIISHQHG FG I.LNAWIl L V NAAK 1 W 

RLPC. PRO I LQ~RPCLTWRDVQHIIVFTATQYEDHIlADWLTNEAGFSHSHQIIGFGLLNAWHLVNAAKIW 

XENOLPC. PRO LQVRPCLTWRDVQH1IVFTATKYEDIlHAAWETNGAGFSHSHQHGFGLLNAWRLTNAAKJW 



481 6'10 

LPC. PIW rSVPYLASYVSPVLKENKA 1 PQSPRSLEVLWNVSRMIlLEMSGLKTLEHV，WTVS ITHPR百

MLPC. PRO TSVPYLASYVSPMLKEN KA V I'IlSPHSI.EV LWNVSRTIlLEMSG LKT LEHV A VTV S JTlIPRR 

RLPC. PRO TSVPYLASYVSPMLKENKAVPRSPIISLEVLWNVSRTDLEMSGLKTLEHVAVTVSJ1'HPRR 

XENOLPC. PRO ESVPYLASYISPVFKENKQ I PLVRNTLEVNWNVTAADLRLSG洲口LEHVAVWfIAIIPRR

541 600 

LPC. PRO GSほLKLFCPSG附SLIGAPRSMDSIlPNGFNIlWTFSTVRCWGERARGTYR L VJ RDVGDES 

h札PC.PRO GSLELKLFCPSGMMSLJ GAPRSMDSDPNGFNAWTFSTVRCWGERARGVYIlLV I RDVGDEP 

RLPC. PRO GSLELKLFCPSG刷 SLlGAPRSMDSDPNGI市DWTFSTVRCWGERARGVYRLVJRIJVGDEP 

XENOLPC. PRO GN凶 1RLSCPSGMSSLlAASRRSDMDPNGFSEWTFSTVRCWGESAEGTYRMVVTDTGDES 

601 660 

LPC. PRO FQVG 1 LRQWQL TL YGSVWSAVDIRDRQRLLESAMSGKYLHDDFALPCPPGLKI PEEDGYT 

MLPC. PRO LQMG I LQQWQI.TLYGSMWSPVDTKDRQSLLESAMSGKYLHDGFTLPCPPGLK r PEEDGYl 

RLPC. PRO LQVG r LQQWQL TLYGSTWSPVDIKDllQSLLESAMSGKYLHDDFTLPCPPGLKI PEEDGYS 

XENOLPC. PRO I.IlPGILQQWQLTLYGSSWASEDI川ERRRVVEDAQSGKPLNSSFSLPCPPGLVI AEQEGY 1 

661 720 

LPC. PRO LTPNTLKTLVLVGC門'VFWTVYYMLEVYLSQRNVASNQV. . CRSGPCHWP. . HRSIlKAKE 

MLPC. PRO lTPNTLKTLVLVCCFSVFWTl YYMLEVCLSQRNKASTIIG. . CRKGCCPWA. . PRllQNSKD 

RLPC. PRO lTPNTLKTLVLVGCFSVFWTJYY~止EVCLSQRSKASTIIG. . CRRGCCPWP. . PQSQNSKE 

XENOLPC. PHO 1TNNTUffLLLLGCFAVFWSLYYTLELYWSQGSSDGI日LDLNCEG1 NCSWSCSKGTPSPQE 



721 780 

LPC. PRO EGTELESVP印SSKDPDEVETESRGPPTTSDLLAPDLLEQGDWSLSQN.KSALDCP. HQH 

MLPC. PRO AGTALESMPLCSSKDLDGV日SEHG日CITASSドLAPEL.. . . . . . • . . . . . . . . DCPPHQP 

RLPC. PRO VGTALESMPLCSSKDLDGVDSEIIGDCTTASSLLAPEI，LGEADWSLSQNSKSDLDCPPIIQP 

XENOLPC. PRO LEAGSESVPLfGVEQEEElEV 

781 793 

LPC. PRO LDVPHGKEEQ 1 C. 

MLPC. PRO PDLLQGKSGQIC. 

RLPC. PRO PDl.... KDGQl. C 

XENOLPC. PRO TDLRHLTSEL 

TSPLM. . . . . . . . • . • . . . . YllTSMPSRTQSP 
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5・2 Subtilisirトlikeserine protease 

Subrilisirトljkeserine protease泣伝子ファミリーは、近年報告されるようになっ

た新しい遺伝子ファミリーである。すでに、 PCl/3、PC2、PC4， PACE4、PC5/6、

furinの6遺伝子が報告されており、 しPCは、 7番目のメンバーである。

他のメンバーと l次配列を比較すると、 LPCは他のメンバーをj緩めて異なっ

ていることがわかる。以下に各ドメインごとの相向性を示す。

Prepro Catalytic Middle C-terminal 

LPC 
I I 
D H N S 

furin mIl 49.2 I 28.9 I 12.9 

PC1/3 []QD 49.0 11.9 

PC2 114.71 43.3 118.2 
目

D 

PACE41 49.6 12.2 

mPC4 []i]J 47.6 

mPC5/6B 116.41 49.3 33.8 11.1 

Numbers indicate sequence similarity with LPC 

図37 LPCと他のメンバーとの比較

もっとも保存されている calalyticdomainでも、保存されているアミノ酸残基

が 50%に消jたない。

分子進化を phylogenictreeで表すと、次のようになるべこの結果も、 LPC遺



伝子が他の subtilisin-likeproteaseとかなり異なっており、むしろ酵母の Kex2遺

伝子に近いことがわかる。これは、 LPC遺伝子が furmの活性中心付近の保存

されている嵐基配列を元にして deg巴n巴ratedPCR によっては、クローニングさ

れなかったことと一致している。

39.' 
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図38 subtilisin・likeproteaseのPhylogenetictree 
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RPC5.PRO 
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MPACE4.PR， 
APACE4，PRI 

MLPC PAO 

同日C.PRO

LPC.PRO 
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KEX2.PRQ 

BS.pRO 

この Phylogenetictreeから、 LPCはかなり早い時期に他の subtilisin-likeprot巴ase

から分かれたと考えられる。それは、真修生物の diversityが大きくなった時期

と考えれれる。また XenopusLPC遺伝子の染色体構造が明らかになれば、より

詳細な Phylogeneticlreeが作成できると考えられる。

次に、 subtilisin-likeproteaseファミリ一間で保存されている活性中心領

域の配ヂ1)を他のメンバーと比較した結果を示す。



f凶 門Jl227 
MLPC TGRGVTVVV DllGVET NGNI~ICITRCAGEJAA 

MFUIUN 下GlIGIVVSJ，DDGIEK 

間'CI TGKGVV1TV DIlGLEW 

MPC4 TGI1GVVIS.1 DIlGIEK 

MI'C5 TGKNIVVTI DDGIER 

MPC6 TGKNIVVTI DDGIER 

FUR1N TGIIGIVVSI ，DDG1EK NDNI jOTIlCAGEVAA 

LPC TGIlGVTVVV 日氾VElI NGNI IIOTRCAGElAA 

PCJ 3 TGKGVVlTV DDGLEW NEN ICITIlCAGEIAM 

PC2 TGKGVT1GI DDGIDY ¥VFN ICITRCAG EVSA 

PC5A TGKNJVVTl ，DDGJER NEN {ηlCAGEVAA 

sacilJus TGSNVKVAV 日、GIDS DNN ICITHVAGTV AA 

XENOPUS LPC TGIlGVTVVV DDGVQlI SDN ICITIlCAGEIAA 

Yeast KEX2 TGAGVVAAl DDGLDY SDD IOTRCAGEIAA 

328 { 405 

MLPC TG'I SAAAPLAAGMIALMLQ 

MFURIN TGl S4SAPLAAG 11 ALTLE 

MPCl TGl SIISAPLAAG IFALALE 

MPC4 rσl S4SAPLAAGM lALALE 

MPC5 TG SASAPMMG1IALALE 

MPC6 GSVFVWAS Nf:G TG SASAPMAAG llALALE 

FURIN GSIFVWAS( t-:f;G TG'I SASAPLAAG IIALTLE 

LPC GSIFVVAS 同:G TG11S PLAAGM rALMLQ 

PCl 3 GSJFVWAS ~GG 

PC2 GSJYVWAS DGG 

PC5A GSVPVWAS NGG 

日acil1u$ GVVVVAAA NEG 

XENOPUS LPC GSl FVVAS Nf;G TGGG11115514AAAA PIAAGMIALMLQ 

Yeast KEX2 GAJYVrAS 目;c PLAAGVYTLLLE 

図1 subtilisin・Iikeproteaseの保存領j成比較
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図中の数字は、マウス LPC配ダIJ中のア ミノ鮫残基を示す。また、活性中心で

あるアミノ酸残基は四角で阻んだ。この図から明らかなように、種を越えて活

性中心およびその近傍のアミノ酸配列が保存されていることがわかる。このこ

とは、これらの酵素の活性および基質が懐めて似ていることを示唆している。

1n vltro系の研究から、 furinと P̂CE4の阿方が HJVの gp160タンパク質のプ

ロセッシングを行うことができることが報告されている。 しかし、両者とも

gp160に対して、かなり低い酵素活性しか持たないことも報告されているへ こ

のことは、 [urinと P̂CE1、および少なくとももう一つ別の subtilisin-like

proteaseが gp160タンパク質を切断できること示唆している。すなわち、 ln

vitro系では基質が重なりあうことを示している。

他の subtilisin-likeproteaseの基質の検紫もなされているが、 1n v1tro 

系では基質が重なりあうため、現在 nal.1veな基質を同定することは困難であ

る。

Sublilisin-like proteaseが切断する配列は、 IH-K/R-R、R-X-X-R、あるい

はR/K-Rである。

これまでに報告された基質は、以下通りである。

表26 subtilisin-Iike proteaseと基質

enまymes furin 

substrates von Will ebrand fac tor (vWF) 

日-NGF

antrax toxtn 

HlV gp160 

J ow densi ty [j poprote i nγeceptor-

related protein (LRI') 

I'Cl/3， PC2 

p.ro-olli ome 1 anocort in (POMC) 

pro-i nsu 1 in 

pro-g lucagon 



ただし、 subLilisin-jlkeproLease聞で基質特異性は交差するため、lIIVgp160

をプロセッシングする酵素として、 furin以外にも PACE4、そして LPCが候補

となっているへ

gpl60のプロセ ッシングを阻害することにより、I-lIVに感染した T細胞の増

殖を阻害できることが知られており、 subtilisin-jikeproteaseの基質特異性

の研究進展が期待されている。

LPC遺伝子産物は、アミノ酸の 1次配列の比較と解析から、 furln と同傑な

立体構造をとることが予想されている。これは、 furin同様に 6アミノ酸残基

を認識している可能性を示唆するものである。現在、 LPC遺伝子産物の基質特

異性に関しては、次の表に示したことが知られている (personalcommUI1 i.cat i 011)。

表27 FurinとLPCによる基質の切断

Endogenous 

Pro-renin DVRTKR 

DVFRTK 

RVRTKR 

RVFTQR 

RVRTQR 

RVFTKR 

DVRTKK 

Dvr.寸KR

DVRTQR 

DRRRKR 

pro-vWF GHI~SKG 

GIIRSKR 

GHRSAR 

GHASKR 

Furin 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/ー

+/ー

+ 

+ 

+ 

+(ー

LPC 

+(ー

+ 

+(ー

+ 

上記の表から、 しPC遺伝子産物は、切断書11位(示したアミノ酸配列の C末端)

から数えて、 1，2，4番目のアミノ酸菌UIJを認識していることがわかる。
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5-3 LPCと転座の関連

緒言で述べたように、ヒ トLPC遺伝子は白血病細胞において頻繁に転座が観

察される lJq23領域にマップされる。また、non-Hodgkin'sリンパ滋和IIJI包におい

てまれに見られる l(11;14)転腹部位からクローニングされたため、転[![および

リンパ腫との関連が示唆されているヘ

LPC 遺伝子が関与したリンパ脆の例は、今回の例以外に 2例のみ知られてい

るだけであるが、どちらも、 LPC遺伝子の 3'non-coding領域に breakpointが見

つかっている。これは、この領域の転座がある種のリンパ腫の発症にとって何

等かの役筈IJをになっていることを示唆する。

白血病細胞で見られる転座と違って、融合タンパク質が発現することはない

ため、融合によってどのような変化がもたらされるかは不明である。 しかし、

転座によって，イムノグロプリンの Eμ エンハンサーが LPC遺伝子近傍に存在

するようになることから、 LPC遺伝子の過剰発現が関与していることが与えら

れる(下図)。
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LPC and lymphoma 
「..LPC 

寸 卜一一一一→
AAA 

AAA 

AAA 

AAA 

-一一一一→~ AAA 

AAA 

AAA 

Abnormal processing 

e.g. growth factors 

あるいは、 LPC遺伝子の 3'non-codiog領域 (mRNA内)が欠失することによ

り、 LPCm則可Aの安定性が変化し tumoverが短くなることも考えられる。

LPCと同じファミリーに属する PCl/3と疾病に関する報告によると、 PCl遺

伝子の変異によって、肥満が引き起こされることが示唆されている。発症のメ

カニズムは、以下のように考えられている。POMCは、 PCl/3および PC2によ

ってプロセッシングされ、 melanocortinが作られる。これが、 m巴lanoconinのリ

セプターである MC4-Rを産生している細胞へと作用する。しかし、 PCl/3に変

異がおこることにより、 melanocortinが産生されず、正常な刺激が届かず肥満

になると考えられる(下図参照)。このことは、 MC4-Rをノックアウトしたマ

ウスが肥満になることと一致 している。
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Obesity and PCs 

/ノ Melan…、一人削工

POMCノ 内 、----

図 40 PC1I3と肥満

5-4 今後の研究

PCl/3， PC2 

/ 
Obesitv 

しPC遺伝子産物がリンパ腫の発症に関与している可能性を調べるために、現

在、 LPC遺伝子を CD2遺伝子のプロモーター下に結合したプラスミドを用い

てトランスジェニックマウスを作製している。このベクターを用いることによ

り、リンパ創IJ胞で LPC遺伝子過剰発現を誘導することができる。また、 LPC遺

伝子の機能を研究するために、 knockoutマウスを作成している。knockoutマウ

スを作製することにより、 mRNAの安定住Eの影響を間接的に解析できると共に、

LPCの発達との関連が調べられるものと思われる。
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