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第一章 緒論
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ウマlま.過去において人や物の運搬問として，また終緋潟やfド烏として，m:要な家

誌であった。 しかし近年，わが国における家斎としてのウマの用途は大きな変革 I~J

を迎え，競馬に使用する競走用，~. }，奇術競技に使用する競技Jll~. lIVJ物療法などの

手段や愛玩)11としてのウマなどが主流となるなど，到第1二玖次:1世止界j大王叫『戦没以T両所前i計拘zyとは全o災耳

なつた状況が現出している。また，青最を近のグJルレメ H

肉月朋]のウマも国内で多数f飼司耐王養俣されている。このような社会情勢を反映してウマに|制

する獣医学的，あるいは生物学的な研究 1:1的も大きく変革しつつある。特に，競定

馬の生産T而に限って考えると，その年間生産頭数は一万頭余りであるが，サラブレッ

ドの場合はJfrr統登録の!?l併として人工授精は認められず，I当然交配などの条1'1ーが烈

されている。このlAlBのひとつはサラブレッドの繁泌総力を主要机しているからで

ある。すなわち，産業としての側目前からサラプレ γ ド生琵をとらえれば，それ自体

高官miな家斎であるサラプレッドを容易に淘汰することもならず， 13・珂!ヒの失:庇によ

る損耗防 JJこ も含めて繁弛効率の1向上，特 にさをJJ台本の低減はやはり ífI~な案件である

ことは再定できない。

また，ウマを繁殖研究の而からとらえた場合.fti:械が]に繁殖効率を向上させる研究

が必要であることは論を待たないが，ウシやプタなど他の家市や，ヒトのモデルと

して研究が進んでいる実験動物などと比較した場合.i!.基礎的な研究が立ち遅れてい

ることも問題である。ウマは長日性の季節繁MlfiIJ物であること， !ll]i}l{巾に子宮内IJ史

杯からウマ紙毛性ゴナドトロピン (eCGあるいはPMSG)を分泌することによって

卵巣に副賞体および二次黄体を形成し. )治鍛からのプロゲスチン分f必が始まるまで

の問，妊娠維持に必要なプロゲステロンをこれら後数の黄体から供給するなど

のiuther，1992)，繁殖に作う内分花、のパターンが2京高の中では特典な動物であり，

f也の家畜あるいは笑験動物の知見をそのままウマの繁殖効!f-f向上につなげていくこ

とは短めて困難であると考えられた。

その一方で，実験動物やヒトなどの知見によ っ て1~1ì乳動物の3終始内分泌の基本的な

. 2 . 



機4障は共通rtが高く，:ifi伝子発現などの分子機構肉体はウマと 1也のIlIIi乳動物との1/11

で本質的に変わりがないことが徐々に解明されてきている。本研究においてi寄者は.

ウマのこのような特異な内分r必機怖がと‘の ように発現するのかを分了.~t物学的な手

法を応用することによって解明することを最終的な門的として開始した。これによっ

て現在は不足しているウマの繁殖内分泌にIJ!Jする基礎的知識を宇Ili~~tするとともに，

分子生物学的な取組みによってウマを季節繁殖性や内分泌機能制御に|民!する新たな

実験モデルとしても位世づけることができると考えたからである。

一般に雌性動物における排卵周期の回帰および妊娠維持，雄性動物におけるidリ性総

の維持や造精機能の維持には，性Jt~から分泌されるステロイドホルモンが重~ーな役

割をiRiじており ，ウマにおいてもそれらの基本的な作JJJは共通である(McKinnon

and Voss， 1993)。性腺からのステロイドホルモン分泌はさらに上位の'I'*IX:からの支

配を受けている。IIrli=fL動物における附脳視床下部を中枢とする生死l内分泌機構は，

l以下垂体前終から分泌されるゴナド卜ロピンを介して性腺からのステロイド分泌お

よびtil卵，精子形成などを制御している。間以のステロイドホルモン分i泌は一般に

はゴナド トロピンの刺激によって促進され，由主終産物であるステロイドホ Jレモンが

性}jJ~に紅綬フィードパックするか，視床下部を介して間接フィードパックすること

により 抑ililjするとされている。ゴナドトロピンによるステロイドホJレモン産生刺激

は，ゴナドトロピンがステロイド産生剥11胞のゴナドトロピン受容体と結合してアデ

ニル酸シクラーゼを活性化し，ステロイド合成隣素泣伝子の転:写を促進することに

よって行われるというのが最近の定説になりつつある (Wiltbank，Bel1:iore etαl. ， 

1993; Givens， Zhang et al.， 1994;田町er，Whitelaw et al.， 1994; Clark， Chuzel et al.， 

1996)がP その一プ方fでステロイド合成百酵手

ロイド受干符下判イ付休{宇Eと品紡占令するt犠包回J法主配夢列lリlを狩つてお iりI， 生成物であるステロイドホルモン

が産生された細胞内で直接.合成酸素の転写を市IH卸する可能性が示唆されている

(Chau， Crawford et αl.， 1997)。いずれの場合も最終的にはステロイド産生組織(紺|
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)j包)に禿現しているステロイド代謝醇素の極類と最，そして供給される法行の徳'fJi

と一位によ って，その組織で産生するステロイドホルモンの税額が決定されると考え

ることカfできる。

lIiIi乳動物のステロイ ド合成はコレ ステロール

(cholesterol: 5-cholesten-3s-ol)をUJ発物質とし

て，まず ， コレステロールnJlJ鎖切断醇索

(CYPUA1: EO 1.14.15.6)によってO
2
，ステロ 2

イドでありプロゲスチンのー縫であるプレグネノ

ロン (pregnenolone:5-pregnen-3s-ol-20-one) に

qH3 'r同

22 

会a

2‘法6

図111 コレステローJレ

C=o c=o 0 
~ CH，j_ _ GH.，.L-OH _ CH，]! 

_ CH，l L一一_j _ QHol L__j _ CH， 1 L一一」

叩片、/、/' Hロノv片、，/ HOA...../、/

ワfレグネノロノ 17(1-水般化プレダネノ口 ン ダヒドnムピアンドロス7-11j 

図1.1.2 65ステロイドの例

代謝される。プレグネノ ロンは17α司水際化/17，201剖裂彬素 (OYP17:EC 1.14.99.9) 

の17α 水般化活性によって17αー水酸化プレグネノロ ン (17αhydroxypregnenolone:

5-pregnen-3s，17αdiol-20-onelに代謝された後，同醇素の17，20n日裂活'刊によ って

C，.ステロイドでありアンドロゲンに分類されるデヒドロエピアンドロステロン

(dehydroepiandrosterone: 5-androsten-3s-ol-17 -one)に代謝される。 この代謝経

路はステロイド核の二:m:結合の1立i丘からど経路と呼ばれている。

一方，プレグネノロンは 3s-水首長化ス テロイド脱水素酵素/o5
_Ll.'転換静止;

(3s-HSD: EC 1.1.1.145 /EC 5.3.3.1)によって，ぷステロイドであり 11111礼動物の代

表的なプロゲスチンであるプロゲステロン (progesterone:4-pregnen-3，20-dione) 



。 0'/ ' 7  ....._， 0 

プロゲステロン 17α:.7);、般化プロゲステロノ アンドロス子ンジオノ

図}-}-3 d4ステロイドの例

に代謝される。プログステロンはプレグネノロンと同様にCYP17の2稀類のi，l{'t生.す

なわち 17αー水被化活性によ って 17α 水際化 プ ロ ゲステロン

(17α-hydroxyprogesterone: 4-pregnen-17α-01-3，20-clione) tこ， さらに17，20B日裂

活性によ ってアンドロステンジオン (androst-eneclione: 4-and:rosten-3，17 -clione) 

に代謝されるが，こちらの代謝経路はど経路に対してど経路と呼ばれる。3s-HSDは

ど浪路のどの段階からでもtJ.5ステロイドからぶステロイドへの転換を触燃するので，

プレグネノロンからプロゲステロンへの転換だけでなく 中間体である 17αー水際化プ

レグネノロンおよびデヒドロエピアンドロステロンを，それぞれ17αー水際化フ・ロゲ

ステロンおよびアンドロステンジオンに代謝することができる。

一般にJ1ili乳動物の精巣においてどC'9アンドロゲンであるアンドロステンジオンは

17s-水酸化ステロイド脱水素酵素 (17s-HSD:EC 1.1.1.62)なとによって主要なア

ンドロゲンであるテストステロン (testosterone:4-androsteo-17日-01-3-00e)へと 代

謝される(稲野宏志，中十j":l字

h.j~ら， 1977)。テス トステロ

ンは高IJ性器などの標的務官

で 5α-)安元酵素 (5αー

reductase: EC 1.3.99.5) 

久 B

_ qH OH 
CH， J れ:~_ l/'....'í"~、___ GH3 

............. CH!}.人 メ一一一_J _ cH，l 1一一」

。へグ"'--./ 白砂、斗¥ノ
H 

図1-1-4 テストステロン(A)およびジヒドロテスト λテロン(日]
によ って還元され，的性型

r 
d 



アンドロゲンであるジヒドロテストステロン(5α-d出ydrotestosterone:

5α-androstan-17s-ol-3・one) となって作用する。

卵胞では主として卵胞頼 A O B 
CH官 11 QH 

ノ内、 .;:A__ _ CH，l 
4蝿紺IJI包においてコレステ ( l' i r''''V~ 

ーからプロゲスチンの IT"Yγ fγy  
合成が行われ，卵JJ包膜内JI史 HO/~ "-/  HO戸¥グヘ---./

釧JJ包においてアンドログン
図1-1-[i エストロン(1¥)およびエストラジオーJレ(日)

に代謝されたものが再び頼

粒層細胞に入り，う苦手書化醇業 (CYF19:EC 1. 14.. 14.1 ) の作)IJ でA~績を芳呑化される

ことによってエストロゲンに代謝される。このときCYF19の基質として供給される

アンドログンがアンドロステンジオンであればエストロン (estrone:1，3，5(10)-

estratrien-3-01-17 -one )が，テストステ ロンであればエストラ ジオ-)レ

(17日-estracliol・1ふ5(10)-estratrien-3，17s-diol)が合成される(Silberzahn，Gaill且rd

et α1.，1988)。すなわち，合成さ れるエストロゲンの級類は1.%質となるアンドロゲン

の純類に依存しているが， 17s-HSDが存在すればエストロンからエストラジオール

に転換することも可能である。また，デヒドロエピアンドロステロンはそのままで

はCYF19の器質とはならないが， 3s-HSDが存花すればアンドロス テンジオンを経

由してエストロンへと代謝される 。妊娠末期のヒトJJti盤ではデヒドロエピアンドロ

ステロンが16位の水酸化を受けて 16佐木般化デヒドロエピアンドロステロン

(16α-hydroxy-dehydr田 pi姐 drosterone:5-androsten-3s，16α-diol-17 -one)となり，

これを基質として 3s-HSDとCYF19が協同してエストリオール(estriol: 

1ふ5(10)-estratrien-3，16α，17s-triol)を令成する。

ウマでは妊娠期間中母体血"1コおよび尿rl'に， B!l;iに不飽和結合を持ち equ凶e

estrogensと呼ばれ るウマ特有のエストロゲンであるエキリン(equilin: 

1ふ5(10)，7-estratetraen-3-01-17-one) およびエキレニン (eq凶Jeni広 1，3，5(10)，6，8-

6 



estrapentaen-3-ol-17-onelあるいはそれらの抱合体の存在が知 られている。これら

ウ?に特有のエス トロゲンの合成および分r必にはJJ台子性腺の関与もJgえられている

(Raeside， 1995)が， B環不飽和1エストログンの生合成はコレステロールを経IJJしない

とする朝i告(Savard，Andrec et al.， 1958)もある。

ウマJJ台子の性IJ泉がエストロゲン合成に関与しているとの考え万の板拠として，ひと

つにはウマの妊娠中J切か ら後期にかけて母体jfJl中エス卜ロゲンの上舛とほぼ同じく

して起る胎子性腺の肥大

'却

‘昆

• a FFιeaHEaU M GQlE創Nva02n6縁酷

.， 
• ω 

'. . 電， . ' '1 • " 
. 。 ・.J' • 

“ ‘、. 
j .・ . 

.1 •• ・.a'-a -a .._. . 一咽、，“， 切
~ "0 ・

? 。
伺 品~~ ;.' ... .ι 

叩 明 曲

化が挙げられる(Ginther，

.00 

1992)。こ の性JVl!のj肥大

イヒは胎子側:別を問わず. トl. 
すなわち，卵巣であって i回ハ。l

礼 l

も榔であっても観察さ?什

れる (Cole，Hard etα1.， 却r---t

1933)。ウマの性j民組織 。ト」-t

の分化は日自主l三郎の初jUJに

師同 70 園田 .00
CROW/lJ.RUMPιENGTHOF内定TUS刷 CENTfMfヲ吉R市

完了しており ，妊娠中期

以降に噌大する組織は雌

の!拍子にあっては髄質

(medullalの間質細胞で

あり (Walt，Stabenfeldt et 

α1.，1979)，維のJJf:l子にあっ

ても精細管のJm隙にある

間質細胞であること，そ

れらはステロイド産生細

JJ;包としての特徴を有する

図L-1-6 ウマl治子の体長と阿側1'11民意泣の関係

(C，，1c ，'t 81.. 1933.1 
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ことが示されている (Gonzales-Angulo， Hemandez-Jauregui et αl.，1971)。

Merchant-Larios (1979)はウマJJf1子精巣と胎子卵巣におけるステロイド産生細

胞の分化とその経過について形態学的に考察しており， J肥大化する時期における胎

子世腺のステロイド産生については卵巣においても粉巣と差はないものと結論して

いる(Merchant-Larios，1979)。一方，ウマのl伯雄はプレグネノロン，プロゲステロ

ン，およびこれらの17α・水被化物，つまり C
21ステロイド (プログスチン)からエス

トロゲンを合成すること はできないとされる(Ainsworth，阻dRyan， 1966)。妊娠ql

に胎子l生l燥を除去すると母体尿中のエス トロゲンi創立が激減するが，シャムオペレー

ションおよび片 側除去では変化が見られないことを示し， ヒトのnfi量産におけるエス

トロゲン産生に胎児副腎が霊安であるようにウマ胎子性l保がウマJJ白書室におけるエス

トロゲン政生において重姿であるとiW祭したRa田 ideほaeside，Liptrap etαl.，1973) 

は，その後さらに，J倫子性l践に多量のCI9アンドログンが存ギ[1ることを示したうえ

で，胎子性IJJj!の胎盤におけるエストロゲン産主l三に対する役割に言及している

CRaeside， 1976)。すなわちl治子性腺はC21ステロ イド (プロゲスチン)をアンドロゲ

ンに代謝することで胎維におけるエス トログン産生に関与していると従察される。

このような分業がどのように行われるかを検討するには通常，各組織における酵素

蛋白質の発現状況を形態学的に制べるための方法論として，免疫組織化学的な方法

または醇索組織化学的な方法が川いられる。これらはRF-素蛋l当質の免疫活性もしく

は醇索活性を指標として，酵素蛋白質の組織内分布を明らかにすることができる利

点がある。しかしながら，鮮素蛋白質は動物種により椛逃が異なることから，今1111

検討の対象とするウマの酔棄について. ヒトや笑験動物など他経動物の相当する解

禁とのtUJでの類似性あるいは相違点が不明であり，ヒトなどの酵素標品あるいはそ

れに対する抗体がウマにおける研究を目的として利用できる何li~íE はない。 しかし，

現伝ではこのように特定の動物種において未知lの蛋白質であっても，分子生物学的

な手法をよ11いてそのアミノ酸構造を調べたり ，組織における遺伝子発攻の分布ゃな

-8. 



を調べることが可能となってきたのambrook，Fritsch etα1.， 1989)。調IJIl包|勾で合成さ

れる蛍件l質はその設計図とも言える逃伝子がゲノムDNA中にあり p 当該資(1質を合

成している調IJ)J包中にはその遺伝子をもとに~:;;写.された伝令RNA (メッセンジャ-

RNA; mRNA)が存在することから， mRNAの存ギt.，あるいは益イ'I/~ な変動を調べる

ことで蛋白質そのものの存在を剤べることに代えて細胞の機能を評価することがで

きる 。 また ， それら逃一伝子転写産物の犠基配~IJ を翻べることによって蛍内質のアミ

ノ酸配列など， 十件iをや機能に関する匁l見を得ることもできる(滋|日手1¥自1¥，長谷川-:¥ii;久ら，

1990)。特にプライマーと呼ばれる小さなDNA断片を利月]して行う合成両手本述鎖反

応 (polymerasechain reaction; PCR)法CSaiki，Scharf etαl.，1985)は，これら巡伝

子Ilfr片を得る方法として個別的かつ有効な手段である。

先に述べたように，エストロゲン産住にかかわるステロイド代謝限表は多岐にわた

るが，それらのうちC21ステロイド(プロゲスチン)からC
10ステロイド(アンドログ

ン)に変換する C17，201Jf.1裂活似を持っているCYF17，3s-水酸化司/l5ステロイドと 3

-ケト-/l'ステロイ|ごを相互に変換する3s-HSD. さらにはアンドロゲンをエストロゲ

ンに芳香化するCYF19，これら3H[類の酔素について組織'i'の有無を線認することに

よって， ウマの妊娠j切におけるステロイド産生機;111;'と， そこで)J台子性!践の来たす役

割をl別らかにすることができると考えた。すなわち， 3種類のE宇奈がすべて)Jf-i子性JVil

に存在すれば，n台子世1践はプレグネノロンからC
I9
/l'アンドログンを合成し，エスト

ロゲンまで合成することができることになる 。また， )Jfi子n)践がCYP17の発現を欠

くならは〉胎子d性腺はC
21ステロイドからC

'9
アンドログンの産生を行わないことがゆl

かとなり ，1司械に1合総においてCYF19の発現が認められない場合， )治 r-}Jf:凶器複合系

が母体から独立してエストロゲン合成を行う系として働くためには)J台子性)j阜もしく

は胎子iflUの別の臓器， 1;1)えば胎子副腎などの関与についても検討する必裂がある ロ

本研究では，ウマの)J台子ーj治総複合系におけるステロイド代謝機情，特にエストログ

ン合成機備を解明するbI(I~ で p 代表的なステロイド代謝rif:~であるCYP17および

.9. 



3s-HSDについて，これらが多く発現していると考えられ，試料の入下も容易な雄ウ

マ精巣をJl'lいてPCR法と入ファージを利mしたcDNAライブラリのスクリーニング

(Benton and Davis， 1977)を併用することによ ってこ れら2;f[Imの醇泰一巡伝子の

cDNAをクローニングし，さらに，これら醇素泣伝子のあう巣における発現を限設、した

後，胎子ー胎椴線合系におけるそれら醇繁遺伝子の発現を検討して，その妊娠維持に

おける役剰を解明することにした。また，JI台子-n古盤複合系におけるステロイド令成

の緑終施物であるエストロゲンはアンドロゲンから芳香化反応を続て合成されるこ

とから， 一般のIli日乳類性JJ1jlあるいは胎般において王なエストロゲンの合成にかかわっ

ているとされるCYP19がj治子性腺あるいは胎盤を含むウマのステロイド緩生組織に

どのように分布するかを，CYP19巡伝子mRNAのRT-PCRを行うことによって検索

した。これら3極の両手素泣伝子がウマのJI台子あるいはJJ台機のいずれにおいて発現して

いるのかを調べることにより，妊娠WJのウマにおけるエストロゲン合成機桃におい

てJl台子と胎燃との聞でどのように機能を分担しあっているかを許制iすることを試み

'ー

~。
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第二章 ウマ精巣17←水酸化/17，20-開裂酵素

遺伝子mRNAの分子クローニ ング

11 



はじめに

ウマを始めとする附乳動物の生体内において多様な生翌lU舌牲を持つステロイドホ jレ

モンは一部の例外を除き，すべてコレステロールを山発物質として多くの合成隣家

の触媒作mによ って生合成される。これらの合成静索の'i.Jでも P4.50として分矧され

るー鮮のへム蛋白質がi1t~な働きをしている 。 P4.50のうちステロイド合成に関ワーし

ているのとされるはP4.50scc (CYPl1A1;コレステロールイllil鎖切断防素) ， 

P450c11 (CYPllBl; Us-水般化両手素)， P4.50c17 (CYP17;17αー水際化J17-201JiJ

裂鮮索) ， P4.50c21 (CYP21; 21-水R変化醇索)， P4.50arom (CYP19;芳件化酵素)

の511ft績であり ，ステロイドホルモン合成酵素以外にもP4.50は染物代謝， JJ削)j般のω

般化，アラキドン隊代謝，ピタミンDの昨性化， 11!l汁般の合成なとと多岐にわたる内不正

性，外来性11旨溶性物質の代謝に関係している。現在までに報告されているP450は

150分子極を越え，それらはいわゆるスーパーファミリーを形成している (Neberl，

Nelsonetαl.， 1991; Nelson， Koymans et al.， 1996)。ステ ロイド合成に|刻係する5:flT[

のP450についてみるとアミノ駿配列に誌づく相互の類似性はさほど高くはない。ミ

クロソームl岐に局復するCYP17とCYP21(Picado-Leonardand Miller， 1987)，ミトコ

ンドリア内膜に局在するCYPllAlとCYPllB1とはそれぞれ比較的類似性がZEいが，

5穫の隊紫はそれぞれ別のファミリーに属している(渡辺fllllYJ，十川和陣， 1992)。これ

らのP450については各種の動物でタンパクの単離精製， 伊j造解析，ft!jド1:iP.U7Eなどの

タンパク質生化学のほか，遺伝子の構造Wf，析，基11特i理事1:や首fi性を決定するドメイ

ンについて比較生物学的に検討されている (Nebertand Nelson， 1991)。こうした背

長から， これらの両手素分子の構造が未だIYJらかになっていない動物部の巡伝子をク

ローニングし，邸是正配911およびアミノ酸配列をJYJらかにするとともに，その基'l'l特

只J性など両手素の特徴をIYJらかにするために使用できるお11換えイ4を作成できれば，そ

の動物徒のP450に|期して，容易に比較生物学的議論を行うことカ句I能になる。
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司・・・・田・・・

それらの両手索の11'で，ステロイド17αー水酸化醇家/C17，2o!jfl裂静索はCYP17泣伝子

(Nebert， Nelson etαl.， 1989; Nelson， Koyrnans et al.， 1996)の産物であり，特に性ス

テロイドおよび紙質コルチコイ ドの合成に主要な醇素である。紡巣，卵巣，および

CH， 
CH， 

"。
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図21 ] 附乳動物の主なステロイド代謝経世話
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揺り腎皮質のような正要ななステロイド産主l三組織で高レベルに発現しているCYP17は2

つの反応を触媒する。最初jの反応はプロゲステロンまたはプレグネノロンの17位を

水酸化することであり，副腎皮質においてコルチゾール (4-pregI児島lls，17，21-

triol-3，20-dionelの前駅体を供給する。CYP17は続いて201立および21位の炭素JJ;¥、子

からなる側鎖をステロイド核から切り離す反応 (17，20日fJ裂反応)を触媒することに

より ，ギ阪とアンドロステンジオンまたはデヒドロエピアンドロステロンを生成す

る別ak吋泊 andHal1， 1981; Zuber， Sirnpson etα1.，1986)。料品および卵巣において

これらのアンドログンは，テストステロンおよびエストロゲンの前!iJ日本となる (1:;(1

2-1-1)。様々なjJi1J物種において本隊素の活性および遺伝子の党現が検討された結決，

本醇素の基質特主主性に僅差が認められることが報告されている(Fevold阻 d

Waterman， 1988; Youngbl∞d， Sartorius etα.1.， 1991)。

すなわち， CYP17の17，201羽裂醇素としての活性において，ヒトとウシを合むいく

つかの動物殺では17αーヒドロキシプロゲステロンからアンドロステン ジオンへの転

換において活刊が低<. 17ルヒドロキシプレグネノロンからデヒドロエピアンドロ

ステロンへの転換を触媒する活性が圧倒的に高い(Hosaka，Osbima ωα1.，1980; 

Estabrook， Mason etα1.， 1988)。一方，これに対して鋳歯類では17αーヒドロキシプ

ロゲステロンを主な器質としており， CYP17が高等に17α ヒドロキシプログステロ

ンからアン ドロ ステンジオンへの転換を触煤することが明 かとなっている

(Youngblood and Payme， 1992)。また，酵素活性の悲n特異性だけでなく本僻素の

発現も動物般の附jで異なっている。コルチゾーJレ(4-pregnen-lls，17，21-LTiol-3，20-

dione)を産生しているヒトおよびウシの副腎ではCYP17が発現しているが

(Yamazak.i， Nawa et al.， 1992)，主要な糖質コルチコイドとしてコルチコステロン

(4-pregnen-11s ，21-mol-3，20-dione)を産生するラ ットやマウスの副腎では発現が

認められない(Namik.i，Kitamura et al.， 1988)。これらの他， CYP17醇素蛋|守'l'1のfi'1;

造と機能とのI~係を動物検問lで比較するという見地，および季節繁殖動物における

lcl . 



CYP17の発税調節という見地から，ウマのCYP17をコードしているcDNAの全長を

7ローニングすることはかなり興味深い。そこで本掌では，完全なウマのCYP17の

アミノ酸をコードしているcDNAクローンを精J;R，cDNAライブラリーから|司定し， J，品

基配列を決定して既知|のものと比較するとともに，そこから舵測されるウマCYP17

形ぷ蛋11伎の特徴について述べることにする。
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材料と方法

mRNAの調製とcDNA合Joc

27か)J齢のサラブレッド雄ウマを麻酔下で去勢した。内!肢を除去した粉浜は1cm

fiJの立方体に切断後，直ちに液体;窒素中で凍結し， RNAおIJllJまで-80t:で保存した。

グアニジン/塩化セシウム超遠心法(Chlrgwin，Przybyla etαl.， 1979)により精巣の全

RNA]町分を-1111111し， Oligotex dT30 (宝酒造(株)，京都)をrnいて3'ー端にポリアデニ

jレ鎖を持つRNAを得た。 cDNA合成キッ ト (ベーリンガー マンハイム，東T:)を

川いて2本~tlのcDNAを合成した。

合成両手素連鎖反応 (PCR)

cDNA断片からのPCR泊中国(Saiki，Gclfand et al.， 1988)はDNAサーマJレ・1)イクラー

およびジーンアンプpcru試薬キット(宝酒造(株)， 京者11)により行なった。プライマー

として使JIlしたオリゴヌクレオチドはラッ トCYP17mRNAの配亨IJをもとに設計した

が，ラット ，ヒト，ウシの3fjf[の11m乳動物でアミ ノ酸配列の相同性が高い部位

CFevold， Lorence et al.， 1989)を選定し， DNA合成装i宣をJ.lJいて合成した。使JTJした

プライマーの出器配列と相当するラッ トのアミノ酸配亨IJ上の位世は次のとおりであ

る ;プライマー 121 (フォ ワード) : 5'-TCCCTGCCCCTGGTGGGCAGT・2

(aa33-39) ， 122 (フォワー ド) : 5'-GGAGACATC円寸GGGGCGGGC田3'

( aa296~02 ) ， 123 (リノTース ) : 5・司GCCCGCCCCAAAGATGTCTCC-3'

(aa296-302) ， 124 (リノ〈ース) : 5'-GCAGGATCGGGGACCAGCTCCGAA-3' 

(aa434-441)。加熱のサイク Jレは95'(;4min.， (95 t: 1min.， 55t: 2min.， 72'(; 

3rn.in.) X30サイク Jレ，72t: 7min.，反応i夜食100μlで行なった(Sambrook，FriLsch 

etαl.，1989)0 PCRにより榊慨されたDNA断片の分子サイズはアガロースグJレ沼会L泳

刻~ (1%アガロース，lXTAE緩衝液)によって決定した。
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PCR断片のクローニング

PCR増幅で得 られたDNA断片はDNA精製朋マトリックス樹脂 (GeneClean ll; 

BIO 101， 1nc.， La Jolla)を朋いてアガロースゲルから粉製し，制IIJHi事業Smα1(宝

酒造(株)，京都)で切断したプラスミドベクターpUC119Cii:・iilljii!i(株)，京抑1)に剥l

み込んだ。この組換えプラスミドを月h、て大!日吉iMi・XL-1blue (Stratagene， La Jolla) 

を形質転換した。形質転換した大腸磁を50μ吾川Iのアンピシリンサトリウム (Sigma

Chemical Co.， St. Lou:is) ， isopropyl s-D-thiogalactopyranoside (1PTG ;恒例造(株)

，京都)と5-bromo-4-chloro-3・indolyls-D-galactopyranoside (X-gal;宝消造(株)，

京都)を力fIえたLB3l'天熊地上で培養し，コロニーの色によりインサートを合む机換

え体を選択した。

ウマキi'l巣cDNAライブラリの構築

ウマの材iw:かられ1111¥ 精製したポリ AiJ'lを尚三つRNA5μgをdiethylpyrocarbonate

(DEPC; Sigma Chemical， Co.， St. 1心uis)で処理1!(Sambrook，Fritsch etαl.， 1989) 

した水に溶解し， cDNA合成システムプラス (アマシャム(株)，東京)を JIJいて

cDNAを合成した。 2本鎖cDNAはEcoRI-NotI-BamHIアダプター (宝削造(株)，京

都)と結合させ， 5'末端をリン酸化したのちにEcoRI消化 し脱リン酸化したLambda

ZAP IIファージアーム (Stratagene，La Jollalと結令させた。さらにこのDNAをdi

1阪のパッケージングエクストラクト (Gigapack11 Gold; Stratagene， La Jolla)を使

用してファージ粒子lこパッケージングした。

フ7ージライブラリーのスクリ ーニング

ウマ精巣cDNAのPCRクローンからインサートを切りだし，精製した後に放射性ラ

ベルしてウマ精巣のcDNAライブラリをスクリーニングした(Bentonand Davis， 

17 



1977)0 PCR7ローン (pETRBlを制限両手奈均 nl(2む内_@(株)，京都)で消化し約

1.0kbpの断片をlα_32PldCTPおよびマルチプライムDNAラベリングシステム(アマ

シャム(株)， Jl!京)を汀lいて放射性ラベルした。これをプロープとして陽性クローン

を選別し， M13へルパーファージR408(8tratagene， La Jolla)を共感染させるこ

とによってプラスミドベクターpBluescriptのインサートとしてサプクローニングし

た(8hort，Fernandez et al.， 1988)。

ノザンプロット

27か月齢のサラブレッド経雄潟から去勢!時に採取した精巣および， 30か月齢のサ

ラプレッド穏ltiHるから解剖|時に採取した卵巣，副 11守， JJ干l臓およひ、，~t殿卸Jの各組織か

ら常法により RNAを拙 IL U した 。 ~々の組織から tlhlU した 20μEのトータルRNA を

1.0%アガロースーMOP8-ホルムアミドーホルマ リングJレ(8ambrook，Fritsch etα1. ， 

1989)で電気泳動した。f，!i1包ナイロンJI英 (HybondW，アマシヤム(株))にこのRNA

をトランスファーし，ファージライブラ リーのスク リーニングに使J日したものと同

じプロープを使用 してハイプリダイズ した。

出包~J;.配列の決定とコンピュータ一分析

プラスミ ドインサートの塩基配列は， 8angerのジデオキシターミネーション法

(8加 ger，Nicklen et α1.， 1989)とFITCで蛍光ラベルしたプライマーを組み合わせた

A.L.F全自動DNAシークエンサー(フ 7)レマシアバイオテク(株"東京)を1tt!JJlし

て決定した。得られた配列はMacintoshノTーソナル月]コンピュータj日ソフトウェアノTツ

ケージDNA818(目立ソフ トウュアエンジニア リング(株"般浜)を使JIIしてデータ

ベースを検察し，既知1の核置支配91)およびアミノ隊配列と比較検討した。

ー]8-



結果

(1)ウマCYP17cDNA断片のPCR増傾

ラット CYP17mRNA耳民主L配ダIJ

をもとに設計したJI日i乳業自の既知!の

CYP17 mRNA塩基配列に特異的

なプライマーを使J1lしてウマ精巣

cDNAを鋳却とするPCR鳩帽を行

なった。その結果，大きさの異な

る3極の特災的な噌帆産物が得ら

れ，プライマー121および124の

組合せから符=られた最も大きい|断

片は，ラットcypnmRNAのf瓦

~Mj~9IJから予怨された大きさであ

(bp) 

2313a___ 
9416.一一
6557-〆τ
4361/ 
232会rつ
2027/ 

M 1 2 3 

図231 I'CR産物の電気泳動

~I: ^ IH，ud 111"マーカ

ローニシグにI'I!1lJしたもの)

る 1 23 0塩恭とほぼ一致する，およそ1.2kbpであった (~12-3-1 ， レーン1)。他にプ

ライマー122と124，121と123の組合せからも，ラットCYP17 mRN AJ:f，(基配列から

予怨されたものとほぼ等しい地開産物(図2-3-1，レーン2および3)が得られたが，

以後の検討には最も大きい断片のみを使用した。

(2) PCRl脅帆産物の1副主配列

PCRJ首闘の紡糸，最も大きかったが~ 1.2kbpのPCR地問断j十をプラスミドベクタ

pUC119のSmαI吋イトにクローニングして収基配列を決定した。図2-3-2には211Mの

独立したクローン (pETRBおよびpETRS)から別々に得て一致したPCR産物の嵐

基i'I~911 を示した。 21温法の」二iì!Efi!IJプライマーと24広基の下流側プライマーの配91]を

I¥Tiいたra基配91Jの全長は1185bpであった。
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このI瓦基配列は契機鎮で

あるラ γ トの CYP17

mRNAから予測されたも

のよりも3康法短<，フレー

ムシフトがないものと仮定

してアミノ酸配列に翻訳す

ると謡曲類で予iWJされたア

ミノ酸配列よりも l残基長

かった。これらのj孟基配列

およびアミノ酸配列をデー

デベースにな録されている
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l'l4l.oollPr・ ‘←_pr~r- U・ 2 ・5

ウスと 72.8%の杵l向性ーが認 図2.3.2 PCR産物の血i1;!;ð~9IJ

下段にフレームソフトがないと仮定した場合のアミノ般配列を示した
められた。

(3)ノザンプロット

このPCR産物をプロープとしてノザンプロットによる発現の縦訟を行った。その

結果，この庖基配列を含むおよそ2000bpの

rnRNAが，精巣で強〈発現していることがわ

かった(lil2-3-3)。 これに対して制1??とJJ!'J巣

でのこの配列の発現は非常に弱かった。また，

ウマの肝臓および筋肉ではいかなる発現の徴

候も認められなかった。
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(4)ウマ精巣cDNAライブラ リーのスクリーニング

完全長のCYl'17cDNAをクローニングするためにウマ者青巣の AZAPIIフ7 ージラ

イブラリーをスデリ ーニングした。およそ1XI0'備のクローンをスクリーニングし

たところ，少なくとも50例の強い陽性クロ ーンがプラークハイプリダイゼーション

で検出された。本酵素のアミノ隊配列をコー ドしている部分の会長を含み，しかも

同じ配列を持つ2つのク ロー ン (pET17-13，pET17-12)が得られるまで附殺にい

くつかのク ロー ンのj甚基配列を決定した。

(5)ウマ精巣CYP17cDNAの塩基配亨1)

このときの部分的措1jJ.恨陣表地図と配列決定のス トラテジーを図2-3-4に示した。決

定したcDNAクローンの1906bpにわたる境基配列に は37bpの5'上流 1111J ~ lö棚訳領域，

ルク%。タ%。シ%。ク%似-0ク'l/////.A

PCR Clone 

-一一一~ (1185bp)一一一→P
モ一二7→ ~+三三一一

‘ー一一一 く

図23-4 ウマCYP17cDNAの部分的制1lJ'!~f.京地 IZl

矢印は忠義国E列の決定に使用したずローンと方1&1を示す

508倒のアミノ僚をコードしている1527bpのオープンリーデイングフレーム，スト ッ

プコドンに続く 316bpの3・下流側非糊訳f，J!:I:或があり，ポリAま11付加のシグナルと考え

られる rAATAAAJの配タ1)(Chen，MacDon.ald et α1. ， 1995)はポリ A ~tjの20bp 1:流に
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!え trr していた (r~1 2-3-5) 。ウマ精巣CYP17cDNAのオープンリーデイングフレーム

の長さはヒト CYP17cDNAと等 しかったが，ウシおよびプタよりも3J_益法短く，ラッ

トおよびマウスよりも3塩恭長かった。
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図2-3-5 ウマ粉巣CYP17c DN!\の tll.J，~配列およびアミノ絞首;:9"IJ

ポ'JA鎖付)JIIのン 1'-1-)レと忠われる配列 rAATAAAJを下級で示した

苔行の左右の脅号はアミノ1喰托当日lを白行の上の骨号はj孟基の君子t?を示す.
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(6)ウマ精巣CYP17アミノ 僚配列

ウマ柿巣CYP17mRNAの塩基西日亨IJのうち 1527塩基対のオープンリーデイングフ

レームから推iJ!IJされるウマ精巣CYP17のアミノ般配列は508アミノ 阪であり ，その
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Porcioe KV---F・- R--ES---AQ-S-M-ー工VSP一一-p一四 一一--QAIV -FNO--DAVG-EIl， Y -M--GIR -t~

Rat. KS---MMU¥HDKES----T-t-MS---I--i¥ ---1-ートi:-N--K-TAIK1'FTE--VDAτ沼DR守 L---一-t'I-T---

Murine NS-一一工レ YD-ESR---TLI-KS-I-I--T一一工-FENK--I-T-I-TFTE--VDV-G悶 DL一一-¥'1-----

Equine NKSLEKI-IRHCVN1RNELLSKIFEKHKENFN$出 1TSMしDLLIQA.KKNSDNNNTG町四DSKLLSDKIULA'l'IGOIP 300 

Hu，時四 ....T---.LKSH-K ---D--N -1..-NY --K-R -- --N---T-M--M ----G-A-----E----N-一千 一 一

Bovme $-，.1ト阻--QT-----NE-.L--CQ---S--一 -NL-Hトー V-A--- -A-- 司ー---NR-M-- - ~ー-

Porcine SQT--N-時 -RM-----RE-h-NR---YS庶民ト -N1~--IM---T-AES-TG-- 剛 L-----R-M--唱---
Rat --G--V工限';YA-V---V-T匂----CR-K-D-Q--$ -I~T -T ----M------ScaR-PDVF--R -- --v-- 一帯

出 E山 e --N--M.I1<EHTK--EKT-VEM--KC--K---E-LS-LT-工一一一M-AE---ーー-83--PSVF'ーーー-V-v-ーーー

Equine GKov函可官V1ÎKWIVAFLL冊PQL問団IQEEll珂附GPSRT阿'Lsb剛RLLLLE.由同町田両四日乱l~ 375 

Hum同n --ーーーー- - -Tt-ーー・ー→←-v-司-LY---ーー---------1-~-------一ーーーーーー -L---ーーーーーー ・

Bovむ，e -ーーーーーーーー-1 -----Y ---H -S---R--00- -11 --N----1ートーーー-v---ーーーーーー-------T-ー‘ーー-

Porcine -----SA--ーーーーー ーー-y- L-R---- OA-ーー工ー - N-A-S1 -~--Q-V-ーーーーーーーー --P---S-T--ー--

Rat --I--T-L-L-ー-V"l浩一EV一一一一-K-ー--y-一ーーーーー-FN;--SH--Mーー一一一ーーーーーーーーーーーーーー司一一-

Mur.ine ---I-ー-5一 山一十 一刊-EV-R---K---Y一一---SF>r--THー ト一一一一一レ→ ー

Equine LVOSSIGEFAVDE凹 'NV印刷帆山間町即時四四附唱RFlDPTGSQLISPSlSYI，PFGAG向S色GELLAR骨 450 
P Hurnan N-一一ーーーーーーー-K--g-ーー一ー ー ー ----Q-------N-A 守ー -V-----I-----'-ー ーー -

BClvine V円1-----此 T目工-K-一-占o-w一一一-5ト-一-一-一一朋 --L-一-一一--一一-一-一一-一-T-一--一--一一一一一tす』一一 一vト-一一件-一-一' 

Por目c口1叩n祖e 1工 一一-TI-KD-D-VV-一--一----一-干一--一-[阻良--L--一---一----T-一--一-一--一一.L一-一--司.V-一-M司---

R陥Rat抗巴 Nト司

f'lurine N工ーーーー一一一-IPKD-H-ーーーーーーーー-DKN--D-ーー ー ー -H--T-TP-ーーーーーー-----A... ーー

EQuine 官LFもPTA'ャιLQRFNLEVPDOOQLPSLEGHPTAVFLI DSFKVKINVRQTMREAQAEGST 508 

Hun姐n ー『ー-LM--ーーーー-1)--ーーーーーーーーーーーー工-KV-- ーー ーー --K- ーー ーーーーーー ・

Bov訂，e - ー司】ト1SR一一ー一一ーーーエーーー-K-------ASL--LQ-KP-----E-----K--------p' 

Por口 l1e ----4-...G-----0--L-ー一一-C-V-N-Sレ LQ--P---KE----K--HT・__-50

Rat 一一ー司 -I.r----[トD-S--K---R一一一D-KVーーー一-p----ー?ーーーー_MD____V__O

Mu_rlne ---l_-M-lr-----DFD-$--K---C-V-D-KV-----P-----T-----KD--V-V--. 

図2-3-6 ウマCYP17と他のIrrli乳動物とのアミノ隊配列比較

ウ γClP l .の7 ミノ 隊配列企ヒト(8r:td~h::l\\ et .1/.. I P871. ヴシ(Zll b~r i:r 

・'1/，19S(l}，プタ(CtIl11t.'、d :lJ..1 ~~2)，ラ y ト l F'n1ll d L" n/.. 1C，8町φ マウス
(¥'111川区1>1剖 d川 :11..1991比比較したιl叫111， ドγ ト(.Hlアミノ惟桟阜の

~ !11を . ダ，シ :'( . ):J ウ v と 1，，1 じ銭砕を ，)吋 ， シャドウ !iJ! lllで述べて

も・るCYPI7 (l) ili t'l.にかかわる1世むきれIニドメインを /，す
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iミさはヒトと等しかったが，ウシおよびブタよりもアミノ際1残基短かく，ラ ットお

よびマウスより 1残基長かった。ヒト，ウシ，ブタ，ラットおよびマウスの5筏類の

l捕手L動物のCYP17アミノ鮫目立列を今同得られたウマ精巣CYP17mRNAの底;!J;配亨IJ

から推測されるアミノ西支配列と並べて比較すると (図2-3-6)，ウマを01，15準にした場

合，ウシおよびプタではカルボキシル末端がウシでプロリ ン，プタでセリンがそれ

ぞれ1残基余計に付いていた。また，ラ ットおよびマウスではそれぞれ139残恭Rの

アスパラギン酸(ヒ トおよびブタではアスパラギン)もしく は138残基 I~ のグリ シン

のが1残基欠損していた。図2-3-6の1]:0では，段上段に示したウマ精巣CYP17アミノ

酸配列と 一致する残基はダッシュ r-Jで，欠けている部分はドット「・」で表示し

た。

(7)ウマ精巣CYP17と他秘動物CYP17の相向性

ウマ粁iJ;ll，CYP17は塩基配列，アミノ酸配ylJとも にヒトの配列に対してそれぞれ

83.1%， 79.3%と向い粁|向性を示したが，ニジマスやニワトリを合む他の動物穫とも

50%以上の高い相|百l性を示したが， Im'fL動物の中では怒lお ~:n との i;l~同性はヒトやウ

シと比較したJ1，~合相対的に低かった(表2-3-1) 。

表2.3.1 ウマ精巣CYP17の円e;Yljと他筏動物との比較

Species 
% Scquence Idenlity 

Amino Acid Nucleotide 

Human 79.3 83.1 

Catlle 74.2 80.6 

Pig 67.7 78.2 

Ral 68.9 73.6 

MOllse 67.1 72.8 

Chicken 50.8 62.0 

Rainbow Trout 50.2 56.0 
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考察

一般に町li乳[1)J!IWのステロイド産生細胞では，ミトコンドリア内l践のコレステロール

がコレステロール側鎖切断酵素 (CYFllA1)によってプレグネノロンに代謝され，

プレグネノロンは小胞休に移って3s-水般化ステロイド脱水素醇素 (3s-HSDJおよ

ひ‘CYF17の働きによりデヒドロエピアンドロステロンおよびアンドロステンジオン

といったアンドログンに代謝される。 CYP17はプロゲステロンおよびプレグネノロ

ンを2磁~lの別の活性，すなわち 17位の水酸化活性と 17 ，20問裂活性によ ってそれぞ

れ， 17α ヒドロキシプロゲステロンを経1~3 してアンドロステンジオンへ， または

17αヒドロキシプレグネノロンを経由してデヒドロエピアンドロステロンへと代謝

1る。最近の報告'(Fevold，Lorenceetal.， 1989; Youngblood， Sartoriuset al.， 1991)は，

穏歯類動物と他の動物秘との!日jで本酵素の器質特質事1:と発現制御における相違につ

いて述べている。ウシおよびヒトCYP17の17，20附袋前性は17αーヒドロキシプレグ

ネノロンよりも 17αーヒドロキシプログステロンを込q'[としたJ劫合にr6性カ汁氏い

CYoungblood田 dPayne， 1992)。そ して，この前性の泣いはヒ 卜およびウシでは副腎

皮質でコルチゾールを産一位するためにCYP17の水酸化活性による 17αーヒドロキシプ

ロゲステロンの生成を必要とし，この恭質に対して17，20日↑l裂活性とCYP21が競合す

るために， CYP17の 17 ，20 1~j裂活性が低< jJjJえられていることが合口的的であると迎!

解されているCYoungblood加 dPayne， 1992)。一方，諸手首級においては精質コルチコ

イドとしてコルチコステロンを利用することから，CYF21の基質としてプレグネノ

ロンおよびプログステロンを利用していると考えられ，制ft苛におけるCYP17の発現

は低いとされる(Fevold，Lorence et αl.，1989)。ラットおよびマウスCYP17mRNAの

アミノ酸コード領域に相当する:lja~配列 li3頃法短く ， このことが認肉類のアミノ陵

商è~J をヒトやウシと比べてアミノ酸1つ分短くしている。 このようなCYP1 7遺伝子j益

)，~配列の種差はアミノ1\支配ダIJの種差となって基質特災性に影響していると考えられ
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るほか，転写市1]1，卸領域の庖基配列における極Jt:j差が組織における発現の特災性に彩

斡:していると考え られることから，ウマにおけるステロイド代謝機構を泣伝子レベ

ルで解明するうえで重要と考えられるCYP17mRNAをウマ精巣組織からクローニン

グして温法配亨Ijを決定した。

ラ ァ ト CYP17mRNAの寝込ー配列をもとに I~1ì乳動物 CYF17のmRNA Iこ共通な部分

を選んでプライマーを設計してPCR増阿した。ウマ精巣の二本 ~ì'ícDNAから11Y:附さ

れた最も大きい (約1.2kbp)PCRI折j十の塩基配列はプライマー配列を除くと 1185bp

であり，ヒトやマウスなと¥既に報告されているllili*Lif!JJ物のCYP17mRNAのJjil，l;配

列に非常に類似していた。一方， ノザンプロット分析の結よ~から，ウマの精巣にお

いてこのrnRNA配列が単一のバンドとして非常に強く発現していることカ'fili'かめら

れた。このmRNAは188rRNAよりわずかに分子泣の大きい側に泳動され，その分

子iitは仙の却~!陶磁のCYF17 mRNAとほぼ一致する約2kbp と:Jff~先された。 同時に舟t

J1ijJしたffilJI汗と卵巣の試料からはかすかな発現が認められただけだったが，これは卵

巣では捌卵周期および卵胞の発育ステージがCYP17の発JoJiに影響するのに対し，本

研究では試事!として使用した組織が凍結した卵巣組織であり ，CYF17mRNAを発現

している可能性の高い排卵前の卵胞と ，CYPI7mRNAI土発現していないもののステ

ロイド産生能を有すると考えられる黄体の組織や結合組織とを識別できなかったこ

とが挙げられる。{史Jnした卵巣の組織がどの部分か特定できなかったことから，今

回の結巣のみでCYP17mRNAが卵巣で発現していなかったと結論することはできな

い。ウマではコルチゾールが糖質コルチコイドの主たる分子綾とされていることか

ら，副腎ではヒト，ウシと同様CYP17mRNAの発現は高いことが期待されたが，ノ

ザン解析の結果は卵巣と同様その存在は確認されたが，発現ITfは低かった。本市で

はCYP17のクローニングを日的にしていたために，ノザン解析の組織試料が定祉の

日的のためには必ずしも万全ででなかった可能性，伊!jえば使用した副将組織には皮

質111来の組織が少なかったために検出されたシグナルが弱かった可能a悦が考えら れ
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る。さらに，後述する第七草で，本訟の実験で符=られたCYP17cDNAをプロープと

して月]いたノザンプロット解析から，間l将組織についても強いシグナルが得られた

ことから，CYPI7はウマ高Ij腎においても杓当量が発現していると考えるべきと思わ

れた。

次にプラスミドベクターにクロー ン化したPCR断片を再び制mi酵素で切断した後，

RIラベルしてプロープとし，ウマ精巣LambdaZAP IIファージライプラリーのスク

リーニングに佼則した。 およそlXlO'個のウマfI't巣LambdaZAP IIファージクロー

ンから強陽性のク ローンが50側以上検出され，完全なアミノ酸コー ド部分を含む2例

の独立したク ロー ンが符られるまで綴基配列 を決定した。その車古来，ウマCYP17の

アミノ酸配列をコードして いるオープンリーデイングフ レームの長さはヒ トと|司じ

1527hpであり (Chung，Picado-Leonard et al.， 1987; Bradshaw， Waterman etαl.， 

1987)，ラッ ト(Fevoldand Waterman， 1988)およびマウス(Youogblood，Sartorius et 

αl.， 1991)よ り3庖 基長くウシ (Zuber，Jolm etα1.， 1986)お よびブタ (Conley，

Graham-Lorence et αl.，1992)より 3t:t.l基短かった。ウマCYP17rnRNAのuUl;配列は

ウシ，プタ ，マウス ，ラγ ト，ニワ トリ (Ono，Iwasak.i et al.， 1988)，ニジマス

(Sakai， Tanaka etαl.，1992)を含むt既児告侭知日1の配列の1巾|ド3ではヒトの配亭列lリlとf最詰も高い有杓11伊問口司!↑

(ω83.1%) を示した。 t滋t猛t品五恭長配F列lリlから抗定されたアミ /酸配F列lリlはヒ ト，ウシープタの

CYP17と大変よく 似ていた。ウマCYP17のアミノ隊配ダ!Jはヒ トのアミノ隊配列と問

機ウシおよびプタよりアミノ酸1残基短く ，マウスおよびラットよりア ミノ|般1残族

長かった。図2-3-6ではウマCYP17のアミノ酸況91Jをヒト，ウシ，プ7，ラ ット，マ

ウス，ニワ トリおよびニジマスと 比較して示した。 l習にはア ミノ椴配列と共にいく

つかの種を越えて保存された本酵素に特異的な配列を網かけでぶした。これらを比

較したところ，Gotohら(Goωh，Tagash.ira etαl.，1983)が記述しているへム結合符{J或

と推定される部位(アミノ敵435-455)のほか， Onoら(000，Iwasak.i et al.， 1988)が

I t.J )~ し た羽fを舷えて保存されたCYP17に特典的な配9!J (アミ ノ限297-320)も認め
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られた。また， Ozols(Ozols， Heinemann et al.， 198 1)が注 LI した30~庖基 (アミノ 椴

346-372)はまま質特呉性に関係しているとされ(Zuber，Jolm et aL， 1986)， アミノ末

端の疎水性の配列(アミノ酸1-16)は酵素の機能的発現に不可欠のものであるとみ

なされてし、る(Clarkand Waterman， 1992)。

核目立の塩基配列およびアミノ酸配91]が示したこれらの特徴や，ノザンプロットでみ

られたバン ドと得 られたク ローンの大きさがほぼ一致することなどから，ウマ精巣

で発:現しているCYP17の完全なアミノ酸配列をコードしているmRNAをクローンで

きたものと考えられる。ウマのCYP17は今回決定した塩基配列とそこから推定され

たアミノ酸配事1]から，その活性，基質特呉性とも認歯類のCYP17よりはむしろヒト

やウシのCYP17と類似しているものとjtlわれた。これらの1fUJWを実証するためには，

本mRNA配列を生体外で発現させ，その17αー水酸化活性と17位20位]/ljの])，]裂祈性を

測定する必要がある。
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.圃園田園-ーー一ー

小括

CYP17cDNAをウマ帝~f巣cDNAライブラリからクローニングした。 アンドロゲン

およびコルチゾールの合成に必要なCYP17は， 1左質特異性および遺伝子の発現に純

特異性が認められる。ヒトおよびウシでは， CYP17の持つ2つの活性のうち17，20-院l

裂前性がMステロイドに対して低いが，軍事的I~lではLl4ステロイドと Ll5ステロイドと

で日目裂活性に廷がない。ラッ トcDNAの甑弘配列をもとにプライマーを設計して行っ

たPCRではヒトをはじめとする成長1]のCYP17cDNAと布!同't1.の高い'ii守備産物を得た。

これをプロープとしてノザンプロット分析を行ったところ，約2kbpのmRNAが精巣

で自iく発現しており，ウマCYP17mRNAはヒトなとεの既知のjff}J物種と問機の大きさ

であると推察された。ウマ精巣cDNAライブラリをスクリーニングしてj，Jたクローン

の全長一1906bpの塩基配列は，ヒトおよび他極動物の既知の配9"IJと高い相|古川:を7J王し

た。ウマのCYP17はほ知の各種動物CYP17と共通な特徴を有していたが.アミノ 向者

配列のヒトおよびウシとの類似性 (83.1，80.6%) とラッ ト， マウスとの刻似性

(73.6， 72.8%)から判断する |侭り，活性，基質特製性とも鶴j[i鎮のCYP17よりヒ

トやウシのCYP17と類似していると考えられた。
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章一一一第 H甫乳類細胞に導入したウマ精巣17α-水酸

化/17，20-開裂酵素遺伝子の発現
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はじめに

ステロイド17αー水酸化防素/C17，20開裂静素 (CYP17)の持つぺつの活性，すなわ

ち17f立の水自主化活性と 17f立， 201立問の|井l裂活性は動物純によ って，あるいは組織に

よって異なるとされ，本醇索の分子穫が複数存住するのか，~ill犠ごとに異な る 1華街li

を受ーけるのかなど，さまざまな議論があった。 CYP17はステロイド政生細胞内では

ミクロソーム艇に結合して発現しているため，タンパクとして車内製した場合には，

そのプリバレー ションによってはCYP17のもつ二つの活性が正当に号'1'制liされにくい

1 7α 水位化問.~ 17.20間|裂反応

ぷ r』 rt
'Eh'CH;2. 

必泊±d戸会dヂ
。引，OH .印，OH

刷、""閥u~nedione

ベスム」己診ベ:(u .‘ マ以ラ 1I-MCrPI7 
I I I - I I I ... (t1.腺でのみ発現}

I竺、〉 ヒト・ウシ司2CYPI7

J43加 Hojr!? V (棚附聞で発現)

パヘトJr:2>パ~ιl
OortiOj嗣包用"を c.ru副

図3-)-) CYP) 7 の ~~.苧活性

*:ヒトおよびウシのCYP17は17((水酸化プロゲZテロンを

7ンドロy、テンジオンに代謝する1i， 2(11別裂泊it1が低い
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という問題があり，これらを単純に比較することすら離しい状況であった。これを

解決する道を開いたのはZuberら (1986)(Zuber， Simpson et al.， 1986)による巡伝

「導入実験であった。彼らはCOS1細胞にCYP17のcDNAを導入して発現させ， 二

つの活性を比較することに成功した。COS1細胞はアフリカミドリザJレの将j殿山米

の培養細胞株であるCV-1細胞に発生14悦ウイルスSV40の複製点を欠く変異体を導入

した剥11胞で， SV40のlargeT antigenを発現している(Gluzman，1981)0 COS 1細胞

はステロイド代謝酵素を一切発現していないにもかかわらずP450の還元系をハーって

いること， large T antigenがSV40のプロモータを活性化させることによ って導入i宣

伝子を発現させることができることなどから，ステロイド代謝にかかわるP450の発

現実験に過している(Zuber，Simpson etα1.，1986; Clark and Waterman， 1991)。

COS 1細胞に導入した遺伝子の発現笑i殺によ ってウシCYP17はプレグネノロンを

器質とした場合には二つの活nの両方を示すが，プログステロンを悲伐とした場合

には17i止の-*A主化活性のみを示し， 17αー水際化プロゲステロンは D~]裂反応の基質と

してはほとんど平I]m しないことがわかった。その後，ヒト(Lol'ence，Murry etα1.， 

1990)や潟的類(Lorence，Na、rilleet α1.，1991; Clarke， Bain et al.， 1993)についても 阿

級な実験が行なわれ.ヒトCYP17はウシと同級に開裂反応の器質として17α司ぶ酸化

プログステロンを利用しないが，マウスおよびラット CYP17は 17α-*n~化プロゲス

テロンをアンドロステンジオンに代謝することがIljJかとなった。これらの事尖はそ

れぞれの動物犯における副腎皮質ステロイドの犠類によ って決ま っていることが推

察された。すなわち，副腎から分泌される主要な糖質コルチコイドがコ Jレチゾー lレ

であるヒ卜やウシにおいては本隣索が副将でも発現してコルチゾール合成の基質と

して17αーヒドロキシプログステロンを合成するが，この17α ヒドロキシプロゲステ

ロンをアンドロステンジオンに代謝してコルチゾール合成の器質を的資してしまう

17(立および201立の炭素版子問の開裂所仕は高くない側出.er，Auchus et al.， 1997)。

方，t:~な者~t質コルチコイドとしてコルチコステロンを合成する寄書簡宏lの副腎では

32. 



fT成基質であるプロゲステロンを消火するCYP17は発現しないなど，これらのすけ5

は作動物殺における関野機能の特徴とよく一致している(Conley岨 dBird， 1997)。そ

こで ウマCYP17の基質特異性をゆ]らかにするために，前章でクローニングしたウ

マCYP17cDNAをCOS1細胞に導入して発現させ，その酵素i舌悦を確認するととも

に，ヒトやウシと同様に主な糖質コルチコイ ドとしてコルチゾールを利用するウ?

においてもCYP17は同様な基質特典性を示すか否かを確認することを試みた。
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材料と方法

9~現ベクタ ーの調製

ウマCYP17cDNAクローンpET17-12

を制限静素SmαIおよびXI:ωIで切断して

インサート部分を切り出し，同じ酵素で

切断した発現ベクタ -pSVL(区13-2-1，

77)レマシアバイオテク(株)，東京)に

組み込んで発現ベクタ -pSet#12を作製

した。発現ベクタ -pSVLはインサート

Xfol 伺 uineCYP17 cDNA 
』ー 〉

""'"惨劇}

併嶋崎惚河3

cONA 恥'40La.te 

¥、

ノ
Smal 

pSVL 

pBR322 ¥ 

Smol 込ノ

<嗣'('明

図32-1 発現ベクターpSVL

.hol equinc CYPJ7cl)NA S，.'UlI 

I -<二 一」

図3-2-2 発現ベクターの俳築

ウ7t1iW-CYPli cDNAのイノサートを切り出して発現ベクY-"SVLIこ組み込んだ

-3'1喝

凶嘗ミ鴎盟
側
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部fiLの上iJfiにSV-40のlatepromoterを，下流に同じく SV-40のpolyAシグナル配列

を持ち， SV-40のlargeT antigenを発現している COS細胞で帰入遺伝子を発現する

ことができるベクターである。このベクタ ーから発現したmRNAはJiTi入遺伝子の開

始コドンから翻訳される。また，対JmとしてpET17司 12とは逆の|古jきにcDNAカ汁，]i入

されていたクローンpET17-13から作製した発現ベクターpSet#13も問11与にf1噂2した。

(1到3-2-2)

COS 1細胞の剥製と遺伝子導入

アフ リカミ ドリ ザル腎臓由来の培養細胞株でSV40のLargeT抗原、を発現する COS

1細胞は特殊法人理化学研究所の釧JJ包パンク よ り入手し， 10%牛j治子J[J[清添加l

Dl¥αM  (GIBCO BRL， Bethesda)にて5%C02・37'(;で培養した。COS1紺l胞は

導入の 2-3目前に親世代し 0.05%trypsinで遊離させたのち 1"1収して，氷冷

Dulbecco's PBS (GIBCO BRL， Bethesda)で21f!li先i争した。氷冷D叫becco'sPBS 

で細胞数を10"/500μIに調整した剖IIJJill.に100μgのDNAを加えて10分IlfJ:i)<冷した。これ

に0.25kV10.4cm Gap， 500μFて2回パルスを加えた (GenePulser ; EI本バイオラッ

ドラボラ トリ ーズ(株)， '*京) 0 1巨l目と2回目のパルスの聞は30分間1氷冷した。 21Dl

日のパルスを加えたのち直ちに10分間氷冷し，培養液に懸濁してよ者養した。このよ

うな方法でCOS1制胞にウマCYP17cDNAクローンを組み込んだ発現ベクター

pSet#12を導入した。対照として同じDNAを逆向きに挿入した発現ベクタ-

pSet#13および純水を、同様な方法でCOS1細胞に導入した。また，最初の実験で

は}形質転換細胞を選別するために特殊法人理化学研究所遺伝子パンクより入手した

ネオマイシン耐性迫伝子を持つベクタ -pSV2neoを同l侍にCOS1細胞に導入した。

導入遺伝子が安定して発現する細胞を待るために，発現ベクターとともにpSV2neo

を導入したCOS1細胞については t古菱31JEIから選択Hl抗生物質として400問 Imlの

G418 (GeneLicin; GIBCO BRL， Bethesda)を精養液中に加え. 10 LlI間選択I副長を
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続けた。一方， トランジエントな発現をみるため. 2411年間培長した網IIJI包をmいてノ

ザンプロ ットおよび[3凹ラベルしたプロゲステロンを精養液に加えて代謝笑験を行つ

た。

遺伝子発現

導入した遺伝子の発現はノザンプロットによって線認した。遺伝子導入後2411#1閉

経過したCOS1細胞を10"/100mmdishとなるように培養lIlLに描き，さらに241時間柄

益した。この培養1mからTRIsolリージェント (GlBCOBRL. Bethesda)をJII¥i、て

全RNAを直磯村IWし.1%アガロース MOPS-;JτJレマ リ ンゲルで~気泳動した。 泳動

後，相ifHiナイロンメンプレン (HybondW.アマシャム(株l.東京)にトランスファー

し.rα_32PldCTPで標識したウマCYP17のcDNAフ。ロープで検出した。

Ijf養液へのステロイド添加!

COS 1細胞におけるウマCYP17cDNAの トランジエントな発売Il.をみるため. [3HJ 

ラベル したプロゲステロン (l1.2.6.7-3HCNll-progesterone.New England Nuclear) 

を培養液に1JIIえて培養し，培養液中の代謝物を抽出して放射活性をilll1定した。巡伝

子導入後241時間で1X10.個ldishとなるように培養IJIlに分けたCOS1細胞について，

治伝子導入後4811幸IHlから2時間ないし41時間. [3HJラベルしたプロゲステロンを

0.1μM.ラベルしていないプログステロンを1μ.Mとなるように添加したよドJI台子Jfll浮f

を含まないDMEM(1% BSA1Ju)中で培養した。各階養1111に加えたプロゲステロン

添1JI]:培養液の孟は5mlとした。プロゲステロン添加後211寺聞ないし4時間で精養液を

l日|収し，回収した培養液1mlに対して同長の0.21¥1酢限水溶液を混和してSep-Pak

C18カートリッジ (Waters)に通じ，ステロイドを1吸許濃縮した。これをメタノー

ルで溶出し，窒素気iiIe中で蒸発乾悶させた抽出物を高性能薄庖クロマトグラフィ ー

プレート (Silicagel60F2fi4' メjレク関東.東;;0t 移動相クロロホルム:11"手際エチル ・

3G 



fトヘキサン (2:2:1)により分離後，オートラジオグラフィーで訂正認するとともに，

紫外線吸収を指様とした非標識ステロイド標品の移動度を日安としてスポ ッ トをか

き取り，液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した。
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全土時L
F口7fC

(1)遺伝子導入細胞の選択培養

ウマCYP17cDNAを組み込んだ発現ベクタ -pSet#12に力11えてネオマイシン耐性

遺伝子を組み込んだベクタ -pSV2neoを同H寺に導入したCOS1刺胞を，抗生物質耐

性をもとに選択しようとしたが，導入後3日目から抗生物質G418硫同支出

(GENETICIN; GIBCO BRL， Bethesda)を400~lglnù となるように添加したとこ

ろ，経過日数とともに細胞は死滅し，培養10EI EIには1ボトル当り数個の細胞のみが

生存しているに過ぎなかった。また，生存していた細胞は分裂周期が長〈相殖活性

がみられないため，さらに二迦間培養を継続したが，笑験に必袈な細胞数は得られ

なかった。

(2) COS 1細胞におけるウマCYP17mRNAの-，合性発現

形質転換細胞を選択精養すゥマ精巣CI'P17c口NAを発

現ベクタ -nSVLI二瓶7;一向iこ C 12 13 T 
ることが闘銚だったことか持入したふゅ12と逆方

向にj中入した pSCl#13とを
ら，一過性発現を目 的とし

作製し. COS 1細胞を形質

転換した。
てflj.皮COS1細胞に対する

C純水， 12，p$cl#12， 13 

遺伝子導入を行った。導入 pSct害 13をそれぞれ議入し
た細胞の凶凶 RNAとT 明巣

後2411寺Illlで生存細胞を計数の lnlal RNAをウマ糊巣
crp17 ~DNA をプロープと

し， 90mmディッシュにlX して比較した

10
6個/dishとなるようにし ，

導入後4811寺!日II~ からステロ

イドの添加を行った。サJレ

腎械は1来の細胞に導入され

たウマCYP17cDNAはi立{云 関3.3.) 形質転換細胞のノザンプロット
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l:IJ {~fí}í戸l に符I人されている発現ベクタ -pSet#12を導入した場合にはノザンプロッ

トで完全長のmRNAを雌認できたが， コントロールとして使用したウマ由来cDNA

が逆向きに何人されている発現ベクターpSet#13を導入した調IIJ胞では分子監の小さ

なスメアが観察されたのみだった(図3-3-1)。

(3)ウマCYF17mRNAを発現するCOS1細胞におけるステロイド代謝

プログステロンを基質とした場合に発現ベクターpSet#12を導入した群では続lI.f(内

に代謝物にJ相当するスポッ トの放射活性が増加lしていた(図3-3-2)
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悶3-3-2 越lみ換え体を導入したCOS1細胞におけるブロゲステロンの代謝
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考察

CYP17の持つこつの活性，すなわちC21ステロイドの17位水般化活性と ，17，20f立

!日jの防j裂活性とを評価するための系として，CYP17のcDNAとSV40のプロモータを

組合せたベクターをサル腎臓由来のCOS1細胞に 11i~切に遺伝子購入し，発 JJLさせた

のはZuberら (1986)CZuber， S出lpsonet a.l.， 1986)であった。この実験により， ー二

種類の活性を有するCYP17が一種類のcDNAから翻訳された単一の蛮|コ質であるこ

とがl列かとなった。さらにこの笑験は，ク ローニングしたcDNAから翻訳された蛋白

質が完全な酵素活性を有するという単なる証明にとどまらず，それまで生体試料か

ら:tllllH.精製によりfJjzていた蛋白質試料では評価しにくかったこ極鎖の活性問の相

対的な比較を可能にするとともに，複数の動物鶴由来の酵素を同じ系で比絞するこ

とをも可能にした。事実，その後に行われたヒト，マウス，ラ ットのCYF17に関す

る研究により ，ウシやヒトではプレグネノロンから17αー水般化プレグネノロンおよ

びプロゲステロンから17αー水際化プログステロンへの水酸化反応はほぼ同校!廷の活

性を示すが， 17 ， 20rm裂 l~1j性については17αー水l酸化フ"ロゲステロンからアンドロステ

ンジオンへの変換活性が17αー水酸化プレグネノロンからデヒ ドロア ンドロステロン

への変換活性よりも低いことが報告されている(Kagimoto，Winter et αl.， 1988; lmai， 

Globerman et α1.， 1993; Sw釘 t，Swart et αl.， 1993)。その一方で，副1r4-でCYP17を発

現しないとされる書留歯~[においてはいずれの基質についても CYP17の 17，20開裂前性

が商いことが報告された(Fevold，Lorenceet al.， 1989; Youngbl∞dandPa戸 e，1992)。

これらの極特典性は悶腎における主な糖質コ Jレチコイドとしてコ Jレチコステロンを

生成する3華街類では 17αー水酸化反応カマ主要なのに対し，刷?l苛における主な糖質コル

チコイドとしてコルチゾルを生成するヒトやウシでは17αー水酸化プロゲステロンか

らシ トクロムP450ステロイド21-;1<酸化酵素 (CYP21) およびシトクロムP450ステ

ロイドlls-水際化酵素 (CYPllB1)が作JI]することによってコルチゾルを作成する

. ，10・



が，これらの動物種ではCYP21の21-水酸化活性と姑抗する 17αー水般化プロゲステ

ロンの17，20f銅裂活性を低くすることで副腎におけるアンドロゲン合成を判lえ，糖質

コルチコイドの合成器質を確保していると考えられる。ウ マにおいても主要な繍質

コルチコイドはコルチソ・ルである とされる ことから，ウマCYP17は怒i樹類よりはヒ

トヤウシに近い基質特異性を示すことが予想 され，前章で述べたようにウマCYP17

のcDNAから推測されるアミノ隊配列はそれを一部裏付けるものだったが，発現').f験

を行って検証する必要があった(Hasegawa，Mukoyama et αl.，1995)。本常ではサル

l腎臓Il1*の域養細胞であるCV-l釧胞を，~ili化ウイ Jレス SV40の増混i 活性を失った変

興体で形質転換することで不死化 したCOS1細胞を使用してウマCYP17遺伝子をう白

羽，させ，基質としてプログステロンまた はプレグネノロンを添加 して精益すること

により静索活性の許制を試みた。

そこでCOS1細胞を形質t広換してウマCYP17cDNAを発現するための発J)Iベクター

を構築した 。材料 として選択した発税ベ クター pSVL (GenBank Accession 

Number U13868， 4896 bp)は， SV40の{表WJ プロ モ ー タ およ びポ リ A ~fíド:J-1111 シグナ

ルであるSV40VP 1プロセシングシグナルをマ ルチクローニングサイ トの前後にJ寺

つrli販のベクター(Sprague，Condraetαl.，1983; Templeton and Eckhart， 1984)で，

前主主で得たウマCYP17cDNAのpBluescriptクロー ンpET17a-12およびpET17a-13

を二組類のiUI)I浪酵素SmαIおよび品。Iで切断して組み込み，発現ベクタ -pSet#12お

よびpSet#13とした。その結果，pSet#12にはベクタ ーのSV40後期プロモータに対

してウマCYP17のアミノ酸コード領域が順方向に， また，pSet#13には逆方li'Jに，

それぞれcDNAの会長が掃入された。

当初は導入遺伝子を安定して発現する細胞株を得ることを1=1的として，ウマ精巣

CYP17cDNAを組み込んだpSet#12と，ネオマイシン耐性遺伝子が組み込まれてい

る発現ベヲタ-pSV2neo (GenBa出 AccessionNumber U02434， 5729 bp) 

(Southern and Berg， 1982) を同時に使m して形質転換を行った。 )r~ 11転換によ って

-.IJ 



細胞の榊殖活性は特に務ちることはなかったが，形質転換後3U日か ら抗生物質

(GENETICIN)を加えた選択府地に移すと次々細胞は死滅し，培養101:1けには1

ボトル当りの生存細胞数は数個となった。 このl時点で残った細胞について

GENETIClN波度を半量の維持濃度まで低下させた200μglmlとし，さらに一週間後

にはGENETICINを含まない培地に移しても地殖活性は回復しなかったことから，

実験の継絞は困難であると判断した。 GENETICINは)1手質転換期11胞の選択橋義にし

ばしば使われる抗生物質であり .SV40プロモータとfjf:JTIされることも多いことから，

SV40山来のベクターを佼朋したCOS1制11胞に対して直接の悪影響はないものと考え

られることから，今回の検討においては形質転換効率が惑く，ネオマイシン耐性巡

伝子を発現する細胞が少なかった，またはほとんどなかった可能性も考えられる。

また. SV40後期プロモークと組合せたウマCYP17cDNAの発現が，ネオマイシン

耐性に影響した可能性も考えられることから，ウマCYP17cDNAを発現する細胞を

選択培益するためには，これらの条例ーについてさらに検討する必繋がある。

これに対して過去に行われたCOS1細胞をmいてのCYF17発現笑験は，いずれも

形質転換創11胞の選択精義を行うことなく， 一過性の巡イ云子発現によってCYP17を発

現させている。そこで，一過性の導入遺伝子発現を目的としてウマCYP17cDNAを

組み込んだ発現ベクタ -pSet#12およひ‘pSet#13を単独で形質転換に用いた。導入~

七|の生存細胞数は両者とも滅菌超純水を加えて電気第孔したコントロールと問程度

だった。導入481時間後の細胞からtllilUしたRNAを月jいてノザンプロットを行ったと

ころ， -;~与入したウマCYP17cDNAに相当するパンドのほか，それよりもやや長いバ

ンドを含むスメア状のシグナルがpSet#12を導入した細胞にのみ認められた。ウマ

CYP17cDNAをSV40後期プロモータに対して逆向きに姉入したpSet#13を導入した

細胞ではシグナルは数百bp以下の部分にのみ認められたが，ベクターを加えない必

純水をmいて電気穿孔を行った細胞では全く検出されなかった。月]いたプロープが

て本JJiDNAをランダムラベルしたDNAプロープであったことから. J彩'l'l転換細胞に
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おいてベクターの設言hilit)SV40後期プロモータから転写されたRNAがプロープに

i史mしたウマ精巣CYP17cDNAの部分を含んでいれば1ま勾'の向きにかかわらず，す

なわちpSet#12とpSet#13のいずれの発現ベクターを用いた場合にも同紙な大きさの

転写産物が検出される可能性は残されていた。しかし本掌のノザンブロットの結保，

ウマCYP17cDNAを服方向にlili入したpSet#12を導入した細胞でのみ，姉入迂if云-{-

に相当する約2kbpのバンドを含む比較的長いRNAが験出 された。 ウマ CYP17

cDNAをSV40後期プロモータに対して逆方向に挿入したpSet#13を導入した細胞で

は，数百bp以下の小さな転写産物が検出されたのみであり ，挿入したウマCYP17

cDNAIこ相当する約2kbpの転写産物は検出きれなかった。また，今回のノザンプロッ

トにおいて導入した発現ベクターのプラスミドDNAを検出していた可能性について

は， pSet#12とpSet#13はウマCYP17cDNAのjifi入部分以外共通であり同じ大きさ

であることから谷完される。これらのことから，順ブJ向にcDNAを挿入したベクター，

すなわちpSet#12を導入した細胞においてのみ日的のRNAが転写されていたと考え

られる。

器質としてCHIラベルしたプロゲステロンを培養液にlJfJえて培養したところ，培養

液中の総放射活性に占める17α 水酸化プログステロンおよびアンドロステンジオン

に相当する代謝物の割合が経l時的に嶋加することが示された。従って定性的にはウ

マのCYP17は17αー水酸化活'性に加えて17，20r洞裂活相を持っと考えられる成績であっ

た。この結巣が正しいとすれば ウマではヒト ウシと問織にコルチゾー jレが主た

る糖質コルチコイドであるにもかかわらず， CYP17の|沼裂活性カ呼子在する特 ~ij~な動

物自[と与えられる。

しかし' ここでオ本E笑験の結栄4ωl時侍問問]の士培島養で増加したプロケゲ.ステロンイ代七議謝f物の玉盗金t.

すなわち1げ7α-水R椴主化プロゲステロンおよびアンドロステンジオンを合せた放射i稲百↑

は検l出臼した総放射t活舌削↑性吐の約5%であり，添加した非放射性プロゲステロンの波度すな

わち1凶在をもとに計併すると，発現したl匹章表による代謝は62.5pmoles I dish I hrと
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計算され， これはZuberら(Zl1ber，Simpson et al.， 1986)のウシ逃伝イとCOS1荊1111包で

のデータと1t佼するとかなり低いものであった。

ノザンプロットにおいて， ウマCYP17cDNAをJijli7JfIlJに挿入したベクターを導入

した細胞のみでmRNAの発税カ官、められたことから，導入した遺伝子は発現してい

たものと考えられるが，本笑験における転侠十円性の低さは培養条件などに111]題があっ

た可能性も疑われる。Zl1berら(Zuber，Simpson etαl.，1986)は放射性基質の添力11時に

も10%牛胎子血清を添加したDMEMを使用 していることから，牛l治子Jfufi'iの添加が

なんらかの影響を持つ可能性は再定できない。また， r乱に報告されている発j見実験

は発現ベクタ -pcD2(Okayamaand Berg， 1983)を使ってお り，pcD2はプロモータ

としてSV40の早期プロモータを組み込んであるが，今回使用したpSVLのプロモー

タはSV40後期プロモータであることも桜科した可能性がある。

本実験の結果からはウマのCYP17は17αー水酸化前性と 17，201)fJ裂前性をイTする こと

が示唆されるが，この結論がjfしいとすればヒ ト. ウシなどの結果からJft諭されて

いる 「コルチゾー jレを主な産生ホルモンとする副1待では.CYP21の基質 (17αー水酸

化プロゲステロン)との競合性からCYP17の17，20防!裂活性が抑制されているJとの

解釈は修正の姿があることになる。この矛盾は， 例えばウマのCYP21の17αー水酸化

プロゲステロンに対する酵素活性が，ヒ ト，ウシと比べて著しく高いものであれば，

解消することは可能であるが いずれにせよステロイド代謝の比較生物学から言え

ば纏めて大きな問題をはらんでおり ，この問題に決着をつけることは，本論分の紡

栄のみからでは不卜分であることは袴めない。よって，本論分では，ウマのCYP17

には水酸化活性と 17，201止のIjfJ裂が1性が共存する可能性を示唆するに止め，再度この

問題に多角的にlNり組むこととしたい。

11 



小括

ウマCYP17cDNAクローンを発現させて醇索活性:を確認するために.cDNAクロー

ンのインサートを市販の発現ベクターpSVLに組み込んだこf蹴1のお[j.J換えf凶作裂し

COS 1細胞に導入して形質転換した。 pSV2neoを同時に導入し抗生物質G418をi奈川l

して選択府養したものは地殖活七iが著しく低下し，ウマCYP17を安定して発現す る

JfH1転換体は得られなかった。そこで，導入4811手間後にRNAを抗JIHIしノザンプロ ッ

トを行ったところ，ベクターのプロモータに対してウマCYP17の話f0l，~配列が順方向

となるpSet#12ではインサートの長さに相当するバンドを含む分子t仕事iillllのjよいス

メアが検出されたが，逆方|旬のpSet#13では数百bp以下の短いRNAのみが検出され

た。罰事ぷ反応の基質としてf3RlラベルしたプロゲステロンをpSet#12で形質転換した

細胞の培養液に加えたところ. 17αー水酸化プロゲステロンおよびアンドロステンジ

オンに相当する代謝物が絞l時的に附加し，ウマCYP17には17αー水両変化活性と 17，20

朕l裂活怯が共存している可能性が示唆された。しかし.4時間の常務で哨力11したプロ

ゲステロン代謝物は総放射活性の約5%と低かったことから，さ らにこの可能性を検

証するためには，より高い活性を発現する形質転換体の剥製が必要と考えられた。

~5 



第四章 ウマ17α・水酸化/17，20・開裂酵素遺伝子の

エキソン構築
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はじめに

メッセンジャーRNAの塩基配列はアミノ酸コード領域以外に5'および3'の ~I:制訳 ~f~

域を含んでいるが，~核生物のゲノム巾に含まれる遺伝子はこれらのほかに5'上流側

には転写制御領域が，アミノ酸コード領域にはイントロンが挿入されていることが

多い。特定の巡伝子がゲノムDNAからRNAへと転写されるのを制御している機怖を

調べるためには，当該泣伝子の5'上流1Jl1Jの領域をクローニングしてプロモーター，あ

るいはエンハンサーなどの配列を |列らかにする必要がある。しかしながら予備実験

としてウマのゲノムDNAライブラリー (Stratagene)を対象にウマのステロイド

17αー水酸1tJ17，20倒裂鮮素 (CYP17)のcDNAクローンをプロープとして検索した

ところ， I湯性クローンを得ることができなかった。

ゲノムDNAライブラリーのスクリーニングで陽性クローンが符られなかった刈[1~I 

としては，CYP17i立伝子がヒトの場合と同線，半数体ゲノム当たりに1個しかない，

いわゆるシングルローカスジーンであること(Kagimoω，Winter et al.， 1988)や，ゲ

ノムDNAライブラリーが会ゲノムをカバーしていなかった可能性などが疑われた。

また，ヒトのCYP17遺伝子ではアミノ酸コード領域に7つのイントロンカ?姉入されて

おり，スプラ

イシングによっ

てそれらを失っ

ているcDNAク

ローンをフ'ロー

プとして使用

することが適

三iでない可能

性も疑われた。

刈u反i軍配列 Alu反復配列

/ ¥ 
. イ4ロン A I B I c I I~ I E 111 F 

11 111 IV v W 

エキソ〉福宮

1000 2000 3000 4000 500口

憶基

1'gJ.¥.1 1 ヒト CYP17滋伝子の側、直

17 

~E 
Vtl Vtll 
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KarγM叫lisらが開発したPCR法(8出ki，8charf et al.， 1985)は，耐熱仕DNA;J<リメ

ラーゼを利mすることによって特定の遺伝子断片ーを特製的に増帽する手法であり，

遺伝子研究や診断など様#な分野で応用されている技術である。現在では使JIlされ

る耐熱性DNAポリメラーゼも目的によ って特性の呉なる4華々な酵素が単独，あるい

は混合して使用されるようになってきている 。これらのうちで，増帆効率のよい

DNAポリメラーゼ (T，αqポリメラーゼ，Tthポリメラーゼ等)に3'エキソヌクレアー

ゼ活性を併せ持つDNAポリメラーゼ (Pfu;j"リメラーゼ， VENT;J;'リメラーゼ毒事)

を少立，組み合わせて使用することによって長いDNA断片を増慨することが寸可能で

あることが明かとなり ，あ らかじめ適量を混合したDNAポリメラーゼカずillJ仮される

ようになった。これらを使用すると理想的な条件下では数 I-kbpのDNA断片が増将

可能とされている。

そこで，ウマゲノムDNAライプラリーのスクリーニングをi染返すかわりに.ウマ

CYP17cDNAのiii恭配列を元にプライマーを設計してイン トロ ンを含むウマゲノム

DNAの断片を増幅し， 得られた沼市直産物をクローニングすること ，それらの全治:;t2!主

配列を決定することによ ってウマゲノ ムのCYP17遺伝子のエキソンと イントロンが

どのような構造をとっているかを明らかにするとともに，それらをプロープとした

場合，ゲノムDNAライプラ リーの検索に十分使用可能であるかどうかを検討するこ

とを試みた。
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材料と方法

ウマゲノムDNAの銅製

3歳のサラブレッド種雄ウマの頚静脈からへパリン血を採取し，Th1.法(Sambrook，

Fritsch et al.， 1989)に従ってゲノムDNAを精製した。このゲノムDNAをPCR反応の

鋳却として，およそ4μg/jμlの水溶液となるように調製し， 11TI1のPCRには10μ1(40μ.g) 

を使用した。

PCRプライマーの7JE計

ウマCYP17cDNAの塩基配列をもとに、ヒトゲノムのCYF17巡伝子のエクソン構

造(Ka.gimoto，Wint怠retα1.，1988)を参考にしてイントロンを挟んで地開できるよう

に設計したオリゴヌクレオチドプライマーを数種類(図4-2-1)試作し 、ウマゲノム

DNAをtJJID.としてPCRを行った。 PCRには、計jl阪の長鎖DNAJi'1阿用耐熱性DNA合

成醇素TαqPLUS DNA polymerase (Stratagene， La JoUa)またはGeneA..mp乱 II

kit (パーキン ・エJレマー ・ジャパン，浦安)を用い、それぞ、れの酵素に添付された

パッファーを用いて行った。鼠度サイクルの条件は95"C5分で変性後，95"C1分， 68 

"C10分のサイクルを14回，さらに68"Cのfrll長反応JI寺聞を1サイクル当たり 15;秒ずつ

延長しながら16回繰り返した。

アガロースゲル電気泳動

アガロースケ'ル電気泳動lまミニサブマリン電気泳動装置Mupid2 (アドパンス，Jfl・

京)を 使用し，担U~として 1%ないし 0.8%アガロースNA (フア lレマシアバイオテク

(株)，東京) ，バッフ 7一系は0.5XTAE (Tris-Acetic acid-EDTA)をJIiいた。

DNAの分子量マーカーは AHindill digest (東洋紡績(株)，東京)または AEcoT141 

digest (宝酒造(株)，京都)を使mした。

. ~9 ‘ 
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e ・・・・ . •• ・ ・ . . . . . . • ， . . . ， ・ . ....... ..... ドハ0 ・ e 

h四IOn AC口臼G臼AAGA.CA(jζ町む町GGACCTAGICCC口GGTτ砧.~rπτ{CCCAA(AAAJ. CCTAAA白口町..口"臼GCCC一口町(CACCCTI<TGTGGCCCCA(A，A.CACACiAT門A
67. 曲. 6弼 7国 円 o 720 1570 日制 1S抽 ，.帥 1.610 1620 

720 730 740 750 _ "]曲 770 16"20 1630 1.640 同由 民渇o 1670 
附 時 間w明劫 血 恰斜面画誕論評砂A.lTCA岨画E砧町品品開TIG 砧町民一白口C臼TCCTCCC(白日σ甘口日開口口CG叫庇ζ臼口口町一 ….. ... ー2 日 ... .. 日日 。山 口 .......
h~内 (CCTG臼品抽JTAÁÞ叫GC<臼T日ì，AA.UU臼柚政咽~TtTGCT砧AT，帥AATAC甘G GAGATAWC日目白日Cπ口氏GCCA了TmCCCTAC--TC-(CAACCCACT口GCC

日@同o 759 71曲 77・ 780 1639 1640 1.6日 1晶 o 1670 
"0 才曙 S蝿 810 S20 830 1680 1690 17帥 1710 1720 1730 

hor~e AA品 ACATAA.品A砧A口寸CA.ACAGTGA口ζ臼γ臼 町A(，{.ATGロGCiltC"円ACTGAT日 lT口寸甘CCA(jζCTGCAG(CCTI叫臼 訂 臼τGTGTATAAAcr.AAATGG廿相円cnCA
日・ :l: : : :: ::: : ; : :: : :: :::: ~ : :::::::::: : : :: ::: : : : ・ 1 ・・ .. .， ・1 ・・ ..・・ : ー: ・0 ・ 0 ・:̂ v:: 

h噸跡 I.AAAπACAA<liA凪AATICCGGAGTGACTCTATCACCAACAτ'GCTGo曲CA(4G臼 TGC 竹cn庁甘臼GC円'GTGG(t.ATGCCA町品Y肝G(ATAAA-(A町廿T庁打打廿百

790 • .冊 810 82.0 回 @ 制. 16師 団閣 ロ曲 口，. 17剖 1730 
84& 850 8帥 870 850 8骨

加円f; .v.GCCAAGAAGA.ACTCA曲目ATAACAACACTGGCCCACiACo.GG4打CAAA耳目町甘

，.剛 AAGC，CAA臼，TGAA口臼.GAT.6.AfGGCAl> T(iCTGCiζCCAGATCAAGATI臼曲G訂 正m
時 . .曲 870 8帥 8抽剖@

住1121 ヒトとウマのCYP17cDNAを J七車史してブライマーを ir~計した
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PCR建物のク ローニング

アガロースゲル電気泳動により地問産物の大きさを確認した後，特典的な鳩胸l宝物

が得られた場合は待られたPCR産物をゲJレから切りだして精製した (GeneCleanII; 

BlO 101)。精製したPCR産物はそのまま，あるいは末端をリン酸化 (T4ポリヌク

レオチドキナーゼ;笠酒造)したのちにプラスミドベクタ -pUC18のSmαIサイトに

組み込んで (RTGT4 DNA Ligase with pUC18 SmaI BAP ;フアルマシアバイオテ

ク(株)，東京)塩基配列の決定にm~、た。さらに，境基配列決定のために必攻ーにJ;r.じ

てそれらのクローンを制限酵素およびプラスミドベクタ -pUC18(フアルマシアバ

イオテク，東京)またはpBluescriptIl SK(ー) (Stratagene， La Jolla)を使JJlして

サプクローニングした。

ji.i_;1左配否IJの決定

j誌恭門ie'iIJを決定する際にはM13系のシークエンスJtlFluores叩 inラベルプライマー

(M4およびRV-M ;宝酒造(株)，京都 )と 耐熱性 DNAポリメラーゼ

(ThermoSequenase ;アマシャム(株)，東京またはAηh 東洋紡績(株)，東京)を

mいたジデオキシ法によるサイクルシークエンス反応を行い， A.L.F.全自動DNAシー

クエンサー(ファルマシアバイオテク付法)，束京)を使JjJして解析した。さらに各ク

ローンの塩恭配事IJの並べ替え，接続および他の動物税あるいは逃伝子ーとの比較には

マyキントッシュパーソナルコンピュータ」二で動作するji:i伝子j枠布?ソフトウェア

(DNASIS Mac; 11立ソフ トウ ェアエンジニア リング(株)，横浜)をmいた。

SINE-PCR 

CYP17遺伝子の解析がi架からイントロンCに認められたMIR機j亙基配列(Jurka，

1990)をもとにオリゴヌクレオチドプライマーを設計し，ウマゲノムDNAを鋳却と

して lji.ーのプライマーによるSINE-PCRを行った。反応町長泣50μ1，鋳型DNA200ng，
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プライマ-100pmoleを使月]し， 95'C5minで変性させたのち95'Clmin.， 48'Clmin.. 

72'Clmin.のサイクルを30回繰り返した。さらに同じPCRをアニー Jレの槌!立を37'C

に変史して行い，アガロースゲル電気泳動を行うことによ ってPCR産物の泡気泳動

パターンをMIR乱l来のプライマー(Jurka，Zietkiewitz etαl.，1995)で増幅した場合と

比較した。

52. 



結果

(l)PCRプライマーの設計

ヒトゲノムのCYP17i宣伝子は8つの

エキソンと7つのイン トロ ンからなる

が，これらのエキソン/イントロン接

合部をすべて訓べ ， ヒト CYPZ7

cDNAにおける 該当部位 を ウ マ

CYP17cDNAの境基商cVIJ上にプロッ

トすることで，イントロンを挟む

PCRを行うためのプライマーを設計

した(表ι3-1)。

(2)PCR産物の電気泳動

図4-3・1にはー郊のPCR産物を電気

泳動した結果を示す。図rl"レー ン2の

ように地阪産物が得られない場合も

あった。クローニングできた組み合

わせで使用したプライマーはフォワー

ド(センス)側がエキソンIのf04，

エキソンIIIのf505，エキソンIVの

f'701， 1)ノ可ース (ア ンチセンス )f日IJ

がエキソンIIIのr603，エキソンVの

r920，エキソンVIIIのr1513だった。

表4-3・l 本主主でf史j刊したPCRプライマー

プライマー Jll4他'Ht5'司 }

roo GAGcrσM'てWC'lτ可'CCTGCTGγl'GOCCATA

応盆 CCGCATGTCAACTTCTTCAA(:C'l'(JCAGAAA 

r204 CCGCATGTGAAC'T"l"CTTCAAGCTGCAGAAA 

口50 TCTAAACATC(..'TCTCAGACAATCAAAAGGG 

tち05 CCAGTTTA'ITGTGTGACTTACTGGCCAσrc 

打01 GGCA'τ:"T'GTC'I"1'AACATACGAAA1'GAAσr沼C

f1002 GAAGATCCAGCAGOAGATl'Gl¥CCACAATCT 

rll8 GCTCTTCGGG'rAC1"'I'GGCACCAGGGCAC'rr 

r宏25 AGTCTI'GGTACCCATGCGC ..... AGGAATAGAT 

r294 GOCCGGAGAA'M'CCT1'GCCC'ITCT1'GATÂ  

，303 CCC'I"ITπ:A1"1'GTCTGACAOQATGャITAG.o¥

cS<l5 GAGTGGCCAGTAAGTCACACAATA<¥i、CTCO

時国 GATOCC'f'T1'G'rGGTAA'I'Tσ'faCATGGTCTC 

<'140 GCAG刊'CAτ可可'CGTATGTIAACACAATGCC

rll20 ATGTQCCCT九TOG~rGGCAAGAATGTG'ITT'A 

r1201 G1'GATGQAGl'GOCCACAAAl可ちATGA1'GAC

r1513 τ可'CACT'ITGAMC.'AG'rCGATCAGAAAOACC

M 1 2 34M  

図4-3-1 PCR産物のi1t気泳動fi

1: IO~ /r3n3 ， 2: mOOlr3113. 3: 1701/r9211 

~ . f7(Jl/rI513. M: lambd" H'/JrllJ1 m兎rktr



(3)ゲノムPCR産物の塩基配列
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図.13.2 潟CYP17i世f計 乙のt瓦基配列(エキソン1-¥1111)

エキソン部分の配列を大文字で.イントロン移行郁のシグナル配手1)を太文字で示した
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ゲノムPCRの増幅産物について復基配列を決定し，ウマCYP17cDNAの塩基配列

を参考にしてエキソン/イントロン構造を解析した結来，ウマゲノムCYP17遺伝子の

アミノ酸コード領域では， 1906~~左対からなるウマCYP17 cDNAの配列が8つのエ

キソンに分かれており，それらの聞に7つのイントロンが挿入された構造となってい

た(悶4-3-2)。各エキソンから イントロン，イントロンからエキソンへの移行はヒ

トCYPI7巡伝子と同じ位笹であ り，そこには必ずRNAスプライシングのシグナルと

なる典型的なドナー/アクセプター配列カ情:夜した。

(4)ヒトCYP17巡伝子との比較

1~14-3-3にウマCYP17巡伝子のイントロン/エキソン構造を示すとともに，各エキ

ソンおよびイン トロ ンの長さを， ヒトCYP17逃伝子のエキソンおよびイントロンの

長さとともに表4-3-2に示した。表には各エキソンおよびイントロンについて計算し

同 Rクロ司ジ仔6-7) I 

I PCAクローン値圏，) I 

PC銅クローン件'0)

11 111 IV V VI Vll ¥1111 

制DO 盛田

エキソン薗号

3曲0 ・)(1)

富且

図4-3-3 ウマCYP17遺伝子の併進

た塩基配列の一致度も示した。

5曲。 8'" 

ウマCYP17遺伝子の蛋白コード領域はヒトCYP17遺伝子の蜜|ココード領域 ml

4-1-1)とほぼ同じ長さと構造であり， 8つのエキソンはそれぞれヒトの対応するエ

キソンと全く同じ長さであった。また，エキソン部分のI益法配911はヒトの同じエキ

h:r.:;: :):) 



，戸F

ソンと 76.5-89.3%の高い相向性を示していた。

エキソン附jにJili入されているイン トロ
ウマCYP17ili伝Fの各エキソン/

イントロ〆の長さとヒ卜との比較

一致皮{弛)

86.2 

80.6 

76.5 

80.5 

84.7 

89.3 

87.5 

88.7 

t孟基配列の長さ

ウマ ヒト

297 297 

139 139 

230 230 

87 87 

216 216 

170 170 

104 104 

284 284 

表4.3-2

ンの塩基配タIJはエキソンよ りは低いもの

1

2

3

4

5

6

7

8

 

の， 53.8% (イン トロンA)~ 73.7 '7'0 (イ

Exon ントロンG)の比較的高い相同性を示し

た。また，ヒ卜のCYF17遺伝子でイン ト

ロンA，DおよびFに存在するAlu反復配

ヂIJについては，ウマCYP17遺伝子では他

53.8 

72.9 

57.4 

64.6 

66.1 

67.0 

73.7 

1668 

233 

662 

694 

232 

897 

518 

1489 

209 

791 

393 

329 

585 

515 

A

B

C

D

E

F

G

 

のイントロ ンも含めて類似の配列は存在

しなかった。
Tntron 

7つあるイン 卜ロンのうちヒト CYP17

遺伝子のイントロンと比較した場合に塩

基配:9IJの一致度が60%よりも低かったの

はイントロンAおよ びイントロンCだっ

た。

(5) MIR配列を利用したSINE-PCR

1. '2ヲ。)-2714)C(JMPL:E出ENTARY -<< 15.4‘ 
10 20 30 40 50 5Q 

1Dl::p MrR TATTATtA'lむCCCA'M'Tt'ACAtJ.¥'r芯AGGI.AlCrGAOOCACT，GAGAGσ円'AAGTMC'rl'OXCAAG

:::::::::::: ::::::・:: K::::::!:!:;:::::::X 

r2703-21741 T'I"ITAττ'ATCCCCA---'I'Aè~1芯AGAA1'.AC- -AGACTl'CC"GAA~・TてたCCAAc>
20 30 40 50 60 マ。

2 (2'1iS.2B4'J) CO岬LE>但>TI'ARY制時8‘
10 20 )0 4(1 50 60 

70""町 R TATTAT'l'A'l"CCCCA-'t"'M"1'正縄問'GhG血 A-AC'It国依ニACNiACN.お'M'J>J¥GTMCl'百=:

:::::::: • X: ，，::::. :::::: ::::: ::::X 

(277ヨ‘28.ヲ} 宮守可'l'ATl'Aτ'CCCC-CTATACAG.¥τ'Q;.GJ..AATACAGA-C'M'CCCAGAAG'JてヨCAGG.MC1TroCC
20 10 40 50 60 ・10

袋日を含むすべてのl刑i

イン トロ ンCには，荷

乳獄動物穫にわたって

ウマCYP17遺伝子の

広〈分布するとされる

イントロンCにみられた72塩基の繰り返し配列と

IIIi乳類に共通なsrNE係自己列、11R"との相向性

凶.1.3.4SINE型反復配手1J，

-56 

Mammali加伺de



Int耳目persedRepeat ω1m) の コンセンサス配列 (70tíï.基)と 相阿世tの高い7 2~孟J去

の配列が制限酵素HindlIIの認識部位 (AAGCTT;2772-2777)を挟んで直子IJに2

liII繰り返している部分が認められた。今回イントロンCでMmコンセンサス配列と*11

向性が認められた部分にプライマーC-20-3(5'-ATCCCCCATACAGATGAGAA-3') 

を設計し， MIRの研究者が設計したプライマー， mir17， 3'-mir17， miJ17， 

3'-mi1l7， 3'-mir19のうち3'-mir19 (5'-TCCCTCATTTTACAGATGA-3') (Jurka， 

Zietkiewitz etα1.，1995)とともに合成した。図4-3-5は，これら2磁類のプライマーを

おのおの単独でイ史JflするシングJレプライマ-PCRによ ってウマゲノムDNAから噌阿

されたPCR産物をアガロースゲル電気泳動した紡楽である。アニール混l支37'Cおよ

び48'Cで双方のプライマーとも300bpから2000bp付近までのl}[jに多数のバンドが検

n _~ された。

図13.5 SINE PCR産物の電気泳動{輩

M A lIind 111およびBil巾larkcrLOIV ( 7ナコシl

19:3・mir1!=lブライマーによる柑輔産物

C: C.2113プライマーによるm幅i1t物
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考察

ゲノムの遺伝子をクローニングするには通常，コスミドやファージなどをmいて作

製したゲノムDNAライプラリを ，当該遺伝子のcDNAあるいは既にクローニングさ

れている 他種生物の遺伝子をプロープとしてプラークハイブリダイゼーション法ま

たはコロニーハイプリダイゼーション法でスク リーニングすることによ ってfrなわ

れる。しかし，単一のゲノム中に含まれる遺伝子が1倒 しかないような，いわゆるシ

ングルローカスジーンでは，コスミドで10から40kbp.ファージで9から23kbpとい

われるインサー トサイズで約30億寝器対といわれるウマの全ゲノムをカバーして1側

の|場性クローンを得るためには，少なくともおよそ7000クローン(コスミド)から

300000クローン(ファージ)を一度にスクリーニングする必婆がある。さらに，目

的の逃伝子領域を確実にクローニングするためには，重複する後数のクロ ーンが必

要であり数倍以上のクローンが必要となる。一方，ヒ トCYP17遺伝子は8つのエキソ

ンと7つのイン トロンからなり ，エキソンIからエキソンVIIIまでのアミノ酸コード

領域における7つのイン トロンを合計した総延長はJ:_li.tt数にして8つのエキソンを合

計した総延長のおよそ2倍であり ，エキソン部分のみの配亨1)からなるcDNAをプロー

プとしてゲノムDNAライプラリをスク リーニングすることは，本遺伝子のスクリー

ニングにおいては効率的でない可能性が示唆された。また，ラット，マウス等，ヒ

卜以外の動物種においてもCYP17逃伝子の構造が報告されているが，これらにおい

てもイントロン部分カf過半を占めている。イントロンのj復基配列は，タンパクとし

て発現するエキソン部分の:t'.lii;lidi: 91)とは異なり ，進化の過稜で各動物設に特異的な

変呉を務積していることから，イントロンが過半を占めるCYP17遺伝子において他

の動物種のCYP17逃伝子をプロープとしてウマCYP17遺伝子をクローニングするこ

とはcDNAを利用する場合と変わらない困銚さを伴うものと考えられた。

これらのことから ，ウマゲノムのCYP17遺伝子の構造を解明する手段としてグノ

.58. 
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ムDNAライブラリをスクリーニングする代わりにcDNAのJ_r基配911に基つ.いてプラ

イマーを設計し，ウマゲノムDNAを鋳型としてPCR増幅を行うことを考えた。前述

のようにヒトCYP17ii1伝子は8つのエキソンと7つのイントロンからなり，相互の移

行部は一般にドナー，アクセプタ ーと"千ばれるRNAスプライシングのシグナル自己91)

となっている。既に報告されているCYP17cDNAのl阪基配列のなかで，ウマCYP17

cDNAとの聞 で;庖基配列の布~向性がf誌も高かったヒトのCYP17遺伝子術造に恭づい

て2 ウマCYP17においても同じ位置にイントロンカサ市入されているものと仮定して

複数のプライマーを設計し，イントロンを含むウマゲノムDNAの断片を峨中idしよう

と試みた。

得られたPCR産物をクローニングして話t~;~配列を決定したところ. cDNAの滋法配

~Il をほぼカバーする数径のクローンを得ることができたので，これらのt~U主配列か

ら車綾部分を除いてウマCYP17巡伝子を河構築した。 f可構築されたウマCYP17巡伝

子はエキソンIからエキソンVIIIまで37J1l.Mの5'ー非糊訳領域を合めて6217航法対で

あった。また，各エキソンからイントロンに移行する部分はヒトCYP17m伝 fと同

じ位置であり，エキソン/イントロンの移行部はすべて典lli的なドナー/アクセプター

配列となっていた。これらのことから，ウマCYP17ii1伝子は構造的にヒトCYP17泣

伝子左大変よく似ていることが示された。事実，各エキソンの庖法配列は76.5から

89.3%，イントロンでも53.8から73.7%の相向性が認められ ，CYP17遺伝子は動物

街を越えて保存性の向い遺伝子であることが示された (表4-3-2)。

ヒトではCYP17遺伝子ーのA.Dおよび~， 3つのイントロンに散在性反彼DNA配列

であるAlu ~~IJ(Jurka 田dSmith， 1988)を含むが，ウマCYP17遺伝子ではそのよう

な構造は認められなかった。しかしながら，ウマCYP17泣伝子のイントロンCには

HindIII切断サイトの前後に72)昆基の配列が直列に繰り返していた。この配91)1対立近

発見され.すべての 11m乳郊に分布するとされている MIR (Mammahan-wide 

Iuterspersed Repeat)と呼ばれる繰り返し配列(Jurka，Zietkiewitz et al.， 1995)とJI'
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慌にli4似していた。MlRはヒトのAlufこ匹敵するコピー数を持つとされることから，

Alu-PCRのようにゲノムDNAを多元的に噌附することが'ilT能であると考えられた

のmitand Riggs， 1995)。そこでこの部分の配列の一部をプライマーとしてゲノム

DNAのPCRを試みたところ2kbp以下の比較的小さなPCR産物からなる多数のバン

ドが検出され，この配列がウマのゲノム '-IJに多数存在し，散在性反復配列としてさ

まざまな泣伝子に含まれている可能性が示唆された。
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ウマCYP17遺伝子のエキソン/イン卜ロン総jftと?各イントロンのl民基配列をl列ら

かにするために，ウマゲノムDNAを鋳裂としてPCR増臨し，イントロンを合む復数

のグノムj遺伝子の配列をPCR地中日した。坂恭配列を決定したところ，CYP17巡伝子

のエキソンの数はヒ卜と同じ8倒であり，エキソン1から8までの長さは6217駈器対

た‘った。また，各PCRクローンの丞綾部分がイントロンも含めて必ず一致したこと

から，ヒトの場合と同機ウマCYF17遺伝子もゲノム中に一座位のみ存在することが

示唆された。ウマイントロンCには72~ÂI器対の配列が市IJ I~l~買事素Hind IIIの認識配列を

挟んでIÒ~9IJ に繰り返していた。 この繰返し配列は Ilflî乳動物に広〈存在するとされる

Mammalian-wide Interspersed Repeat伽皿)とよく似ていた。MIR様反復配列部分

を使ってプライマーを殻言卜しウマゲノムDNAをPCR地附すると，多数のバンドが崎

将されたことから，ウマゲノム'"1'にはMIR煩似の配列が多数含まれていることが.jm
察された。
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第五章 ウマ精巣3s-水酸化ステロイド脱水素酵素

/ム5・64異性化酵素遺伝子mRNAの分子

クローニング

ー 62・
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はじめに

本草では，ウマ性線組織で発現するステロイド代謝醇素mRNAをクローニングす

るための=つ 口の試み，すなわ ち3β水酸化ステロイドj泥水素酵素/1l5→ MJ主性化

酵素 (3s-hydrosysteroiddehydrogenase[EC 1.1.1.145] / 115→ s4isomerase[EC 

5.3.3.1J・3s-HSD，遺伝子名の表記はHSD3B)遺伝子mRNAのクローニングについ

て述べる。

3s-HSDは種々のI楠乳動物においてステロイド産主E組織にi誌も共通に存ギIする酵素

であり， M-3s-水酸化プレグネン鎖およびs5-3s-水円安化アンドロステンといったス

テロイドホルモンの前駆体をプログステロン， 17αー水際化プロゲステロン，114-アン

ドロステンジオンおよびテストステロンといったM-3-ケ トステロイドに代謝する昨

素である (1;;g5-1-1l0 3ß-HSDはこのほかにも 3ß-5αー水酸化アンドロスタン~Jjおよ

CH3 CHJ 

C:o C:O 0 
~ CHJ. ~ CH，レ OH ~ CHi) 

ー CH.J. L一一_j ~ CH，J L一一_j ~ 午H，l L一一」

HO~、/'" HO~、/'" HO~、/
プレグネノロノ 17α，水般化プレグJトノロノ デヒドロエピアンドロステロン
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。 プロγステロン 17α 水様化7ロゲステロン アンドロステンジオノ

l主15-}.} 3sJlSDの酵素活性

び3-ケトー5αー水酸化ア ンドロスタン4l'1の相互変換にも関与している(Lorence，Murry 

etα1.，1990)0 Iqll乳動物における多くのステロイドホルモンがM-3-ケトステロイドで
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あるか，またはそれを経巾して合成されることから， 3s-HSDは古典的なステロイド

厳正iミ組織には必ず存証すると考え られ，ステロイド産生細胞の組織化学，細胞化学

的分子マーカーとして利用されている。

また， 3ß-HSDの発現は~I三ステロイド産主主選l縦である皮膚なとeを含む!よい分;flï を示

すことがわかっている。ヒトおよび事事前類では，HSD3BmRNAには刺 IWI-，制:山~R ! 

j古車~t 肝臓および皮膚とい った組織によ って異なるタイ 7"のmRNAが存在すること

が知られており ，HSD3B逃イ云子はmultiplegene familyを形成しているとされる。こ

れらの3s-HSDファミリーのうち大多数がNAD吋氏存型の3s-水酸化Jt，5-d. 4-異性化

反応を触媒するのに対し，いくつかのタイプではNADPH依存型の3-ケトステロイド

還元鮮素として作fIlする。

ウマのステロイド産生機構，特に3s-HSDを含むウマのステロイド合成醇索にl刻し

ては，免疫組織学的な検索および布1111'，した静索の祈性測定などを除けば，分子生物

学的な取り組みはごく J1J{られた研究者によ ってのみ行われている 。このため妊娠JVJ

の特徴的なステロイド放生などに関しても多くの研究諜題カ匂主されている。ウマの

妊娠中期から後期にかけて， Jl台子の性別に関係なく胎子性)J)i!が肥大化することが知1

られており.この時期lの胎子出版は高いレベJレのエストログン前駆物質をE量生して

いるとされている(Raeside，Liptrap etα1.，1973)。そこで，本草においては，この過

形成JtIJにある11台子f幻肢におけるHSD3BmRNAの発現を調べ， 11台子性腺のステロイ

ド合成能を評価することを試みた。

-G 1. 
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材料と方法

mRNAの調製とcDNA合成

27かJJ齢の雄ウマ (サラブレッド極)を麻酔下で去勢し，爽l換を除去した精巣組

織を1cm角に梨Il断して直ちに液体塗索中で急速冷凍した。冷凍した精巣組織はRNA

抽出時まで-80 "(で保存した。ウマ村IよÌÍ:からの総RNAfll1出はグアニジンm~化セ シウ

ム趨遠心分離法によ り行った。ポリA鎖を持つRNA画分の精製にはオリゴ(dT)ーセル

ロースタイプ3(Becton Dickinson Labware， Franklin Lakes)を，二本ilicDNA

の合成にはスーパースクリプトHプレアンプリフィケーションシステム (GIBCO

BRL， Bethesda) をf史汀lした。

合成酵素jjjWl反応 (PCR)

cDNA断片のPCR土台聞はTαqPLUS DNA polymerase (Stratagene， La Jollal を

使用して行った。プライマーの設計はヒ ト(Luu-The，Lachanceetal.，1989; Rh白山崎，

Lachance et αZ.，1991)およびウシ(Zhao，Simard et al.， 1989)HSD3Bの岱基配列を利

)1'1して行ったが，その配列は次の通りである .

3sF2-EB 5'-GAATTCAATGTGAAAGGATCCCAGCTCCTGTTAGAGG-3' 

3sRI-EB 5'-GAATTCGGATCCAGGGCCCTCAAGGCCAGAATGTGGG-3' 

反応は100μIの反応液中で行い， i.illU支サイクルは95"(4分の変nののち， 95"(1分，

55"(2分，72"(3分のサイクルを30回総返し，最後に72"(7分の1ljl長時間を設けた。

PCR増怖夜物のTH-illはアガロースゲル電気泳動によって確認した。

PCR:tt11!1日断片のクローニング

PCR地問tlfr片の大きさを1%アガロースゲル電気泳動で確認した後，相当するパン

ドをアガロースゲjレから切り IBし，ジーン・クリーンロキット (BIO101， Inc.， La 
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Jolla)を使用して精製した。精製したPCR地問断片をプラスミドベクターpCR2.1

(Original TA c10ning ki.t ; Invitrogen， Carlsbadlに帰入し，このプラスミドDNA

をfljいて大JJ.;J菌XL-lBlue MRF'株 (Stratagene，La Jolla) を形質転換した。形質

転換体はIPTGおよ びX-galを含むアンピシリン (50pg/ml)を加えたLB府地上でコ

ロニーの色によってインサートの有無を平IJ~ 1j した。

ウマ精:i:ibcDNAライブラリ

ウマ精巣cDNAライ ブラ 1)は第二撃で作製 したものを使用した。すなわち，ウマキisj

*からtllllHしたポリA鎖を持つRNA国l分5μgをジエチルピロカーボネート (DEPC;

Sigma Chemicals Co.， St. Lows)処理l!水に裕泊予 し，これを鋳型として cDNA

Syn七hesisSystem (アマシャム (株)，東京)を用いて二本鎖のcDNAを合成した。

合成した二本鎖cDNAは3つの制限際索サイ トを持つEcoRI-NotI-BamIDアダプター

(宝酒澄(株)， 京都)と結合させ，T4ポリヌクレオチ ドキナーゼ (ペー リンガーマ

ンハイム(株)， E束l巨JJ京芦)で5'末

め{切切j刻J院闘断Iiした λZAPIIフ7一 ジア一ム (St位rat旬agene，La Jolla) に総合した。 この

DNAをGigapackII GoldPackaging Ex:tract (Stratagene， LaJolla)をmいて Aファー

シ、粒子にパッケージした。

cDNAファージライブラリのスクリーニング

ウマ精巣cDNAライプラリのスク リーニングにはプロープとしてPCRl';t:制断片のプ

ラスミドクローンをm11'， Gene Images Nou-Radioactive L品belingand Detection 

System (アマシャ ム(株)，東京)に より非放射性標識および検出を行った。検出の

給来， 1場性となったクローンについては側別にプラスミドベクターpBluescriptのイ

ンサートとして切り出し，1.益基配事IJの決定を行った。
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庖~i'íê列の決定およびコンピュータ解析

プラス ミドDNAの塩基配列の決定はSangerのジデオキシ法を応用 したA.L.F.全自

動DNAシーケン-lJー (ファ Jレマシアバイオテク(株l.東京)を用い.蛍うも標識プラ

イマーとして宝 酒造の M4およびRV-Mを，両手 索反応系として SequiTherm

Long-Read Cycle Sequencing Kit (Epicentre Teclmologies. Madison)を用いた。

得られた甑器配列データはマツキントッシコパーソナルコンピュータmの温基配列

ソフトウ ェア. DNASIS [or Macintosh (目立ソフトウエアエンジニアリング(株)，

横浜)を刑いて統合するとともに. 1也般動物などとの比較解析に使JTlした。

ノザン I~r析

前述の精巣のほか， 15絞のサラブレッド種雌潟 (妊娠125日)から剖検時に同IJ腎，

抗体 I汗臓. )J干臓および筋肉を採取し，各組織から常訟により羽II山した総RNAをm

いてノザンプロットを行った。各組織の総RNA20pgを1.0%アガロース 3ー[N-モル

ホリノ]ープロパンスルホン酸 (MOPS-ホルムアミドーホルマリンゲルCIJで電気泳動に

より分附したのち，荷電ナイロン膜 (HyBondW;アマシャム(株l，東京)に転写し

た。検出には本主主で得たHSD3BcDNAクローンのインサ ート を切り出して

[αー出PldCTPで欣射性ラベルし，これをプロープとして使刑した。
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結果

(1)ウマ精巣HSD3BcDNAのPCR増間

ウマ精巣:mRNAを精製し，逆転写反応によ

りcDNAライブラリを構築した。さらに， ヒ

ト3s-HSDのt弘同E列に特異的なプライマーを用
bo 

いて陀附怖を行うことによって約430血勤「の ー

1882 ..，.._ 
陀R問中国断片が待られた(図5ふ1)。この断片 1489 .. ー

をアガロースゲルから切り出して精製し，プラス 925 ... ー

ミドベクターpCR2.1に組み込んだ。この武双ク

421 ..，.._ 
ローンの邸基西阪IJ を決定したところ4371~品主対で

あり， t国側己ダリヵ、ら1ffrì則されるアミノ隊配~IJは図
i司5-3-1 PCll瑳物の電気泳動紡操

63 72 81 90 99 108 
GTG CCA ATC TTC ATC TAC ACC AGC TCC GTA GCG GTG GCT GGG CCC孟ACTCC TAC 
Val Pro Ile Pbe Ile ~r 宮古r Ser Ser Val Ala Val Ala Gly Pro Asn Ser ~r 

117 126 135 144 153 162 
AGG GAG ATC ATC CAG AAT GGC CAT GAA GAA GCA CAT CTC GAA ACA AAA TGG TCC 
Arg Glu Ile Ile Gln Asn Gly His Glu Glu Ala Hls Leu Glu Thr Lys Trp Ser 

171 180 189 198 207 216 
TCT CCA TAC CCA TAC AGC AAA AAG CTT GCT GAG AAG GCT GTG CTG GCA GCT AAT 
Ser Pro Tyr Pro宜yrSer Lys Lys Leu Ala Glu Lys ~a Val Leu Ala ~a ASD 

225 234 243 252 261 270 
GGG TTG CCT CTT AAA AAT GGT GGC ACC TTA TAC ACT TGT GCC TTA AGG ccc ATG 
Gly Leu Pro Leu Lys Asn Gly Gly Thr Leu 宮yrThr ~s Ala Leuλrg Pro Met 

279 288 297 306 315 32‘ 
TTT ATC TAT GGG GAA GGA AGC CCA ACC CTT TAT TAC CTT ATG CAT GAG GGC CTG 
Pbe Ile 宮~ Gly Glu Gly Ser Pro Thr Leu宣'yr宮yrLeu Met His Glu Gly Leu 

333 342 351 360 369 378 
AAC AAC A孟TG唱氾 ATCCTG ACA CAC AAC TGC AAG TTC TCC AGA GCC AAC CCA GTC 
Asn Asn Asn Gly Ile Leu Thr His Asn ~B Lys Pbe Ser Arg ~a ABn PrO Val 

4一pr円叩nn問n附E
387 396 405 ‘14 423 432 

Tl¥C、TGTT GGC AAC ATA GCC TGG GPC巴A弘CX、IrTCTG GCC TTG AGG GCC CTG GJ¥C、E官rCCG 

~ 
図5.32 PCR産物の溢基11mおよびjft定されるアミノ隊配子11
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5-3-2に示した。|調'1\ プライマ一部分の取ぷ配列およぴ阿部の色迷いて示したアミノ目立両日~J
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li市IJI問問~詑設す祁{立を組み込んであるため倒訳と一致しなし、ところもある。

Cヒgaactact.tgatctctct.ttttagctcヒctccagggtca
ctctctaaじccaaヒctgcttgcctgct乞tt七ctgg乞ヒcctggcgagcaヒttct乞qヒむactcaggζttaccc

Aτ"G = GGG宝GG= 'fGC C'IT = N::G GGA G己主 GG.d:. G3C TTT CTG白::;rCAG T.oo 
Met: Ala Gly宝'rpSer C:VS Leu ¥品l 官官 GlyAla Gly Gly phe Leu Gly Gln .~g 

A'lT = CGCττ'" C'fG G'Iロ GAGGAG AAG G.~ GTT.巴AGGAG ATC :lI.G.h• OCA C"l:C GAC 
Ile val Arg Leu Leu Va1 Glu Glu Lys Glu val Gln Glu Ileλ増A1a Leu .'臼p

AAA GTC TIC !J.GA CCA. GAA 'I勺沼 C:XX; GAA G."d"G 'ITl' τtt A.h.A Cτ'c CN; = 入.'s=
持'5¥晶1 pl国Argf'どo G1u Leu Ar宝1Glu Glu phe Ser Lys Leu Gln Ser Lys V"，ヨl

AAG CIG ACC GTG C'IG GAG GGA GAC A'IT Cτロ GATGAG CTtJ TIC c'ffi A.AG AGA CiC'T 
Lys Leu Thr Val Leu Glu Gly Asp工leLeu Asp Glu Gln phe Leu Lys A.rg Ala 

TGC CAG GGC GCC 'Iて:G=σa  A'T'1' CM::. ACC GCC '1て:TA'lで ATCGAC Gτ'c ACG ~_n.C 。'SGln Gly A1a Ser A1a 同 1 Ile出 S 由 rAla Ser Ile rle Asp Va1 Thr Asn 

CTC TIT AAC CCA CAG GrC ACC沼"GAAT G'IC' MTσ目白A白:::;TACC CAG CTC CTA 
.Leu Phe Asn Pro Gln val 'Ifu-J1j泡t.1¥sn Val Asηl品 1Glu Gly世U'Gln Leu Leu 

ττ"G G1IG GCCτ℃町空a CAG GCT MX:. G1C CCA ""τ℃ τ'"l'C .1¥'τ'C TAC ACC AGCτ℃た GTA
Leu Glu Ala C:Vs Ser Gln Ala Ser val PrO Ile Phe Ile乃T 目立 SerSer ¥品i

GCG = GCT GGG CCC MCτ'CC TAC tm  GAG ATC ATC CAG AAT GGC CAT GAA GAA 
Ala v.通1A1a Gly Pro AsηSer = Ar宮 GluIle Ile Gln Asn Gly HょsGlu Glu 

GCA CAT C1'C GAA ACA AAA 'IてlG1てEτ'CTCCJl. TAC. CCA TAC AGC.. AAA T.N:; crr GCT 
A..la Hls Leu Glu Thr Lys官主p Ser Ser pro '1)'r段ro乃花rSer Lys Lys Leu Ala 

G1IGl¥l>GGCTGτ'G CTG GCA GCT _r..AT cn; '1'"l'G CCT C'IT AT.T_ AAT GGT GGC ACC T1'A 
Glυ Lys Ala 11<旨1Leu Ala A1a Asη Gly Leu PrO Leu ムY望書 Asn Gly Gly '1'tl.c Leu 

TAC AC'l' 宜m GCC τ'TA Aa  CCC λτE τ可'TATC TAT G乞串 GAA GGA Ta C四、 ACC C'lT 
7y官官官 C)rs Ala Leu AI宮ProMo旨と PheIle '1yr Gly Glu Gly Ser Pro '1hr Leu 

TAT TAC CTI・Aτ:GCJ.:匂 GAGGGC C'fG MCλλC AAT GGC: A'τ'C' CIG ACA CAC AACτロc
=宝)rrLeu fofac His G1u Gly Leu Asn Asn Asn Gly 工1eLeu甘r 出 SAs11 c)rs 

l¥l>Gττ℃ 宝'cc為Gλ <x.'cMC  CCA GI'C TAT G'IT O::;C AAC ATA GCC "l.'<X; GCC CAC A'τT 
Lys phe Ser Arg A1a Asn pro val 'l)rr Val Gly Asn ne  Ala Tzp Ala狂isIle 

AID GCC TTG AOO GCC C'TG AtX; GAC CCC AAG AN3 GCC CCA 'A!X:. ATC CAA OOA CAG 

~~~Arg~~~----~-~~~~~ 
T a  TAC TAC. ATCτ'CA GAT Q!:..C ACA CCT CCC CAA TG::. TAT GAT GAC Tl'A Acr' TAC 
Phe = = Ile ~ Asp Asp 到1r_ Pro Gln Ser = Asp _ Leu 'Ibr = 

ACT T!C AGC AAA AAC 'IOO Q?，C TTCτGC C'IT GATτtt AGA A'τロ J日~ CTT' CCC ATA 
Thr Leu Ser Lys Lys T.rp Gly回lecys Leu Asp Ser Arg Met P.rg Leu Pro Ile 

τ廿 C'fGl¥l>G TAC 時目白守 GCCT1'C CIG CIG GAA ATAσro AfX TJ'C c:悶 crc;民間

l?he Leu Lys 'l)!r Trp Leu Ala Phe LeυLeu Glu工leva1 Ser Pbe LeJJ Leu Ser 

CCA NτT TAC AAA TAT IXA CCT CCC TJ'C GAC CGC CAC CTλσro ACA 'tGG CAλMC 
Pro工le'1}'r Lysヲ)IrArg Pro Pro Pl1e Asp Arヨ HisLeu val 1hr Trp G1n Asn 

AGT G'lT "τ'1' AI巴C"τ'C 'aC TAT AAG AAA GCT CAG CGA GAT A'IG GGA TAT GAG CCG 
Ser 出 1P)le世tr Phe Ser '1)Ir Lys Lys Ala Gln .:祉Y Asp Met Gly '1}'r Glu Pro 

crc TJ'C AfX 'tGG GAG GAA GCC l¥l>G l¥l>G AGA ACC = G1IG 'fC詰 A'l'CGAC GCC C'fG 
Leu Phe Ser T.rp Glu Glu Ala Lys Lys Arg 'Iflr 賢官 Glu Trp I~e λsp Ala Leu 

GTA GλA = CAC CAG G1IG GCC C'fG AAA ACA. AAG = crc 'fC訊ヒcヒacaggtgacatg
Val Glu Pro His Gln Gl u Ala Leu l.tys 空白rr.ys 宝flrr.eu ・"
gatgcggaヒgttaggagatgtctgctagactctccccヒtctgtcttcaaacagcaaataccatgagcacga 
CJcccagatcctactgc:ctctctttcacaagatgcccacgttaヒcgtcttcctcttgccactagaaactttc
ccagヒ.cactcgcgcagccagaatcttctgccctacccacctヒccagaggacagacaagaヒgatttgctgca
gctgt:tggcaccaaagtcヒtagttgctgatヒctgagctcヒtcaggcctcttttaacttagagヒttヒgcctg
ttagttcccgttcctヒtgttaaatgcaaaagcatttcctatcttttaaaaatヒcctattactヒcagacagc
tcaatgaaaagaat.aa.ι"""-ヒgttヒtactgcc.taactgcctaa tctg 

図53:1 ウマ HSD811rDNAの塩込町列と推定されるアミ .1M配亭11
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(2)cDNAライブラリのスクリーニング

次に，ウマ宇古巣の λZAPIIファージcDNAライプラリをこのli'仲間断片をプロープと

してスクリーニングしたところ，約10万個のプラークから20個の強陽性クローンを

検出した。これらのrl'から完全なアミノ酸コード領域を含むクローンが21閥同定され

るまで，各クローンのr，'u圭配~I) を決定した。その結果，ウマ精巣で発現していた

HsaBcDNAのオープンリーデイングフレームは，ヒ トtypeII 3s-HSDよりH鋭去長〈

ヒト type1 3s-HSDやウシの3s-HSDと同じ373残基のアミノ際配91)をコードする

1l22t匝恭対からなること，オープンリーデイングフレームの終止コドンから典型的

なポリA鎖付加1シグナル(Cben，MacDonald etαl.，1995)であるとされる fAATAAAJ

までの3'非翻訳領域は385境基対からなること， 112底;l，~対の5'~ 1，翻訳foj''[J去を含めた

クローン全体の延長は1651tl.l;/左対であることが示された (~I5-3-3) 。

ー70.



(3)ウマ3s-HSDアミノ限配列と種間比較

ウマHSD3BcDNAから予想されたアミノ酸配列をウシおよびヒトの3s-HSDアミ

ノ般配列と比較した。 1~5-3-4 にはウマ3ß-HSD アミノ般配列をウシ，ヒト type Jお

10. 円四 2白 30 【 40 50 60 
Equine 1) MAGWSCLVT同 AG~FL~QRIV RLLVEEKEVQ EIRALtドVFRPELREEFSKL QSKVKLTVLE 
Bovine 別一一一一-~I G-H--H---1 c-一一-DLQ---V+ト V------- ---1ーーL--
Human 1 " -T一一一+1--I-l--J.j一一1----K一一-LK---VートトA-G一一一一一 -N-T------
Human 11 “ 101-ーーー ー-1-1--I-IL -1-1-ーーー ーーーーーーーーLK-----I-I-A-一一ー一一一一一一一一 -NRT -ーーーーー

70 80 9日 100 11自 120
Eq ui ne GD 1LDEQFLK RA CQGASAVI HT ASIIDVTN LFNPQVTMNV NV EGTQLLLE AC SQA5VP1 F 
Bovine ーー唱---C--G-ーーーT-V-ーーーー-V---R-AVPRETI--- --K---ーーーーー-V-一一一一V-
Human 1 ーーーー-P一一一 一一一一DV-V1-一一一仁一一一-FGVTHRE51-ーー ー-K-ーーーーーーー-V-----v
Humαn II ------P-------DV-V-----C----FG VTHRE51--- --K-一一一一一一一-v-一一ー-V-

Equine 
Bovi ne 
Human 1 
Human 11 

Equine 
Bovine 
H uman 1 
H umon 11 

Equine 
Bovi ne 
H uman 1 
Human 11 

Eq ui ne 
Bovine 
H uman 1 
Human 11 

Eq ui ne 
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H uman 11 
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-DR-K-T --$ー-Q

よびヒトtypeIIとともに並べて示した。ウマ3s-HSDと一致するアミノ俄残基につ

凶5-34 ウ?3pIISDの予想されるアミノ隊配列と前性にかかわると考えられる配列

いてはダッシュ(ー)で表示した。
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(4)ウマ3s-HSDの配列比較

ウマ3s-HSDはcDNAの塩表5-3-1 ウマ3s-HSDと他の動物穫との配列の比較

J島配事1]，アミノ酸配列とも

にウシおよび他の動物被，

とよく一致していた(表

1h)-l)。特にウ シおよびヒ

トの配列との相向性は ラッ

トのものと比較して5から

10%程度高い数値を示した。

(5) HSD3Bのノザンプロット

Species 

Cattle 

Human type 1 

Human type II 

Rat type 1 

Rat type II 

ノザン解析 の結保 ，HSD3B mRNAは

188 rRNAとほぼ一致する場所に検出され

た。また，副将， 中fU込および黄体といった

Sequence Sirnilarity (%) 

Amino Acid Nucleotide 

79_8 

74_5 

74.5 

69.6 

68.8 

79.7 

78.3 

77.9 

67.9 

68.2 

_o 
ぜを~' _V  

1、v'

ぷ~c" o<f'会ぷトS
S S母 J苓~b.O'~"，-v

'"'句、，てで

古典的なステロイ ド Æ?i~1三組織に強〈発現し

ており， 日H成，将臓，そして筋肉には発現
188 rRN 

が認められなかった(図5-3る)。

r~5- 3 - 5 ウマHSD3日のノザンプロァト
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考察

ヒト，ラ ットおよびマウスにおいてHSD3BmRNAには複数のタイ プ (isoforml

が存在する。これらのcDNAは同定された)1Jf[序に従いtype1， type IIのようにローマ

数字で表されるが， 1Ii1J物種が違えば同じ数字が当ててあっても発現部位あるいは基

質ヰ.\，~\~性や酵素活性が同じであるとは限らない。 ヒト type 1 HSD3B cDNAはまずJJ台

般から分離されたが， JJ台盤のほかに皮j母および乳腺で発現する。これに対してヒト

type II HSD3Bは副ti号および性腺で発現する。一方，マウスtype13s-HSDは日IJ腎，

宇I:J踊l，JJ台艇で発現するのに対してマウスtypeIIおよl:J'typeIII 3s-HSDはJfFl肢と作臓

で発現する。これらの酵素isoformは相互に呉なる組織特異的免税パターンを示すこ

とから， multiple gene fanulyであると考えられている 。 ヒト type1およびtypeII 

3s-日SDの述剣l'lJiJf(.析から.この二つのisoformに対す一る巡伝子は第1染色イ本にクラスター

を形成していることが示された(McBride，Russell etα1.，1995)。また，¥Wt<tlまnにおけ

る3s-HSDisoformの中にはNAD令依存型3s-脱水素Id. 5-d. 4異性化酵素作JfJよりも

NADPH依存型3-ケトステロイドi泣元再手素としての作mを示す一群の酵紫が含まれて

いる(Payne，Abbaszade et α1.，1997)。すなわち，ラッ トtypeIII，マウスtypeIVお

よび'V，ハムスターtypem 3s-HSDがそれに該当し，肝臓およ び?削減で発現して3

司ケトステロイド還元両手素として作用する(Abbaszade，Clarkeetal.， 1995)。

ネ;掌では，ウマ精巣に発現しているHSD3BmRNAに対するcDNAをクローニング

し， J:llJ主配~IJ を申j らかにした。 ウマ精巣HSD3BmRNAの復基配flJ はヒト type 1およ

ひ'typeII HSD3B，ウシHSD3Bのいずれとも高いキIl同性を有していた。さらに，他

J径動物の3s-RSDアミノ隊配列とウマネ'"Ii1X!J!SD3BmRNAの滋~配列から推測される

ウマ粕巣3s-RSDのアミノ酸配列を並べて比較することにより，この静，{flli白質が他

の3s-HSDと共通の構造を有していることが明かとなった(1亙俗-34)。すなわち，カ

ルホ'キシJレ末端の膜rt通ドメイン(Mendonca， Russell etαl.， 1994)と考え られる26ア

n 



ミノ殴残悲 (aa284-309)，車~水性ポケット (Scrutωn， Berry etα1.， 1990)に認.めら

れたNAD+総合型解素に保存されているアミノ椴10から16のグリシンリ ッチな配9"11

(Gly-X-X-Gly-X-X-Gly)が認められた。 さらにAsp36残基は， NADHよりも

NADPHとの結合性が高しヨーケト還元醇.索作用を示すものを|徐くほとんどの3s-HSD

に共通であるとされるαI[orel，Me barlri etα1.，1997)。また，ヒトtypeI3s-HSDの政

射性阿佐元素を用いた基質結合|狙筈試験によ ってGly251から Lys275までと，

Asn176からArg186までのペプチドが活性部位であり， Ris262とCys183は酵素蛋

白質の立体椛造上近くに位置するものと 1fEif!llされている(Thomas，Strickler et α1.， 

1992)。この構造はウマ精巣3s-HSDにも認められ， 2カ所で認めた短鎖アルコール

脱水姉妹の活性削立に共通のYXXXK西日11 (Tyr155からLys159およひ"fyr270から

Lys274)の一つはこの緋逃に含まれている (Thomas，Nash et al.， 1995)。これらの

ことから，今回クローニングしたウマ精巣3s-HSDは3s-水間変化作mとA5-t.4異性化

作月]の~IIT1Jの反応、を触媒するが， 3-ケトステロイドの還元作mはないものと考えら

れた。

HSD3BcDNAクローンをプロープとしたノザンプロ γ ト解析の結栄， 18Sリポソー

ムRNAとほぼ同じ大きさのRNA均十凸典的なステロイド産生組織である副'r子，粁'l-W:お

よび'11i体で発現しているのか検出された。これに対して肝臓，筋肉，腎臓での発現

は夜、められなかった。ステロイド産生組織以外で発現する3s-HSDの生理作mについ

ては様々な検討がなされているが，今回のノザンプロ ット解析においては精巣や抗

体，日Ij将など，本酵素t宣伝子を大量に発現している典型的なステロイド産'10:組織を

基準として検出したため，ウマにおいて簿歯努iにみられるような1]'1'1臓や腎腕などで

今回クローニングした3s-HSDそのものや作mの異なるアイソザイムカf存イ正していた

としても iit的に少なかったために検出されなかったという可能性は残される。 これ

らの可能院については別途検討する必要があるだろう。
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ウマ車内巣cDNAライブラリからHSD3BcDNAクローンを分離した。ヒトおよびウ

シのHSD3BcDNA塩基配事IJに特異的なプライマーを則いたPCR法によりウマ精巣

cDNA断片を増幅し，増幅断片のJ長基i'ic91Jを他lffi日町Ii乳動物のcDNAと比較して相同性

を確認した。これをプロープとしてウマ精巣cDNAライブラリをスクリーニングし，

1651嵐基対のウマHSD3BcDNAクローンを待た。ウマ精巣HSD3BcDNM!i基配列

および錐定されたアミノ酸配列は既知のIIfIi乳動物の3s-HSDの配ダIJとよく 一致してい

たが，アミノ酸配列の解析からこのHSD3B巡伝子のコードする3s-HSDは3s-Az再度化

ステロイドの脱水素反応および呉性化反応を触媒し， 3ケトステロイドの巡元反応

は触媒しないものと考えられた。cDNAクローンをプロープとしてノザン解析をわ っ

たところ ，精巣，黄体，副腎といったステロイド産生組織において4吉川]な発JJ!.が認

められた。
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第六章 ウマ精巣ステロイド芳香化酵素 (CYF19)

遺伝子の検索と部分的クローニング
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はじめに

エストロゲン合成の最終段階はC'9アンドログンを器質としたA環の)y呑化反応で

ある 。 生体におけるステロイドの芳呑化反応に|渇する研究は，古くはヒトのJJfì~lf.と

雌ウマの精巣で行われていたという (Oh阻 dTamaoki， 1971)0 liJtウマの精巣を使っ

てこうした研究が行われた背景には，M~ ウマ精巣のアルコール.J111111物からエストロ

ゲン活性が検出され(Zondek，1934)，その後の研究aeall，1940)によ って，このエス

トロゲン活性は高濃度のエストロン (36011凶王g)およびエストラジオール (210

μ同必に由来することと，これらの値が他のどの組織よりも高かったことなどがあっ

た。成熟雄ウマの派中に初il止されるエストロンやエストラジオールといったエス卜

ログンおよび‘その抱合体の最は妊娠雌ウマの尿q:Jよりも多く.去勢後にはそれが大

きく低 Fするという報告がある刷gon，Lunaas et al.， 1961)。また， Baggettら

(1959) (Baggett， Engel et al.， 1959)は政射性標識したテストステロンをウマキ古巣

ホモゲネートに添加することで，ウマ精巣がテス トステロンをエストログンに代謝

できることを実証し， Ohら (1973)はその前性が精巣ミクロソーム分画に局在する

ことを示すに至り (Ohand Tamaoki， 1973)，性腺でのエストログン産生が雌に特異

的な現象であるという考え方は捨てざるをえなくなった(Armstrongand Dorrinβon， 

1977)。当然，ヒト を含む他のuni乳類動物種においてもお同Lでエストログンを産生す

るが，それらは一般に卵巣で生成されるよりはるかに少量であり，多量のエストロ

ゲンを産生する雄ウマおよび雄プタはむしろ例外的な存在である(Velle，1966)。

ウマにおける精巣のエストログン産生細胞はこのl時点ではIYJらかではなかったが，

精巣の主要な体制11胞であるセ lレトリ細胞とライデイッヒ細胞， ニ緩~iの細胞がこれ

らのi首位を有すると考えられてきた。ヒトを始めとするJJffi鋭細胞を月]いた初期の研

究ではこれらこ検察iの細JJ包とも.それらに由来する服務細胞でエストログン合成活

性が認められるとする報告が散見されるものの，セルトリ細胞についてはプレバレー
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ションによって結来が異なっていた(Armstrongand Do町 mβon，1977)。そこで，前

i1!までのノザンプロッ トm析により CYP17および3s-HSDという こつの醇素カマF在

することが示され，さらに17s-HSDの作用によってテス トステロンを産生している

と考えられるウマの精巣において，アンドロゲンのみならずエス トロゲンが産生さ

れるために必援であると考えられるステロイド芳香化酵素 (CYP19)の発JJ，l.の布慨

をRT田PCRを用いて検討した。
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材料と方法

RNAの調製

精巣のRNA試料は前主主までに使用したものと同じものを使用した。

逆転LJ.合成酵素連鎖反応 (RT-PCR)

各RNA試料からのステロイド芳香化酵素遺伝チ (CYP19)断片のPCR増幅は

MMLV逆転写酵素 (SuperScript1I preamplification system GIBCO BRL. 

Betbesda)による一本鎖cDNAへの逆転写反応、およひ‘GeneAropPCR System 9600 

およひ、GeneAropPCR Reagent (パーキンエルマージャパン，浦安)を{史mした

PCRJ問中高の二段階で行った。 プライマーの設言| は ウマ CYP.1 9泣伝子の nJ，)，~i"Ic州

(Cboi， Simmen etα1.，1996; A1brecht， MacLeod et al.， 1997)を利JI1して行ったが，そ

の配列は次の通りである;

arom-F 5'-GGAATTCGAGAAAGGCATCATATTTAACA-3' 

arom-R 5'-GGAATTCCAAGAAATCTTAAAGAAGATG-3' 

arom-Fl1 5' -GAA TTCGCCTGAGATCAAGGAGCACAAGATG--3' 

arom-F2 5'-GAGAAAGGCATCATATTTAACAATAA-3' 

arom-R2 5'ーGGAATTCCAAGAAA TCTTAAAGAAGATGTTTG-3' 

反応は100111の反応液中で行い，温度サイクルは95"C4分の変性ののち. 95"C1分，

55"C2分， 72"C3分のサイクルを30回繰返し，最後に72"C7分のイql長時間lを設けた。

PCR増幅産物の分子量はアガロースゲJレ電気泳動によ って確認した。

PCR耳刊日断片のクローニング

PCR増幅断片の大きさを1%アガロースゲル電気泳動で確認した後，相当するバン

ドをアガロースゲルから切り出し，ジーン ークリーンロキyト (BIO]01， lnc.. La 
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Jolla) を使用して精製した。精製したPCR増幅断片をプラスミドベクタ -pGEM-T

Easy (Promega， Maclisonlに何人し，このプラスミ ドDNAをよ11いて);:)J品mxレ1

BlueMRF・(Stratagene，La Jolla)を形質転換 した。形質転換体はIPTGおよび

X-galを含むLBIアンピシリン (50)Jglml)培地上でコロニーの色によってインサー

卜の有無を判別した。

1孟1主配91Jの決定とコンピュータ 一分析

プラスミドインサート の嵐基配列は.Sangerのジデオキシターミネーシヨン法

(Sanger， Nicklen et α1. ， 1989) と FITCで蛍光ラベルしたプライマーを~Hみ合わせた

A.L.F.全自動DNAシークエンサー(フ 7)レマシアバイオテク(株1，東京)を使JTJして

決定した。得られた両日亨IJはマッキン トッシュmコンピコータソフトウエアパツウー

ジ (DNASIS-Mac;日立ソフ トウェアエンジニア リング(株)，横浜)を使)11してfiJ'f:

析するとと もにデータベース上の受録データと比較検討した。

。
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結果

(1)精巣におけるCYP19mRNAの発現

刺腎および精巣地、らJl1I出した品宏、RNAを朋

(bp) 
いて RT-PCRを行った結巣 .CYP19の 1脚

M 1 2 3 4 5 

arom-F2とarom同R (約 350bp)および

四

抑

制

mRNAに由来するとみ られる増幅産物は，

arom-Fllとarom・R2(約750bp)の組合せ 1000 

で精よ祉制法|からのみ1iul偲された (図6-3-1)。
別

問

制

抑

制

叩

ω(2)ウマ精巣CYP19mRNAの塩基配列

ウマ精巣の総:RNA.l問中高されたPCR産物の

jiI恭配列を決定したところ， プライマー

区16-3-] CYP 19 cDN AのPCR，j，'i採今

lvl; Mnlccular Si7.L' M:lrkcf' (50 1000 bp)， 

1: Adr~nnJ Glarld， 2: Tl'詩ll~. 3. Livcr 

arom-F2とarom-Rの組合せから符られた t1: Kidu町九日 MlIsclc
J¥: arom.FI1 larmll'R. s: aroO¥-P2/arnm I~2 

約350JiH左対のPCR産物は35lt民基対，プ

ライマ -arom-Fllとarom-R2の組合せから得 られた約750tl'i:基対のPCR産物は763

Jii基対だ った。 また， arom・F2とarom-Rの組合せから得 られた 35H益法対は

arom-Fllとarom-R2の組合せから得られた763塩基対の巾に完全に含まれており，

問者で.1IX複する部分については板基配列が完全に一致した(図6-3-2)。

このJ話器配5'11を遺伝子データベースに登録されたデータと!照合したところ，前-tは

コーネJレ大学のグループが報告しているものCAlbrecht，MacLeod et al_， 1997)と完全

に一致した。また， 1:表者に相当する配列はプライマーの設計時点では遺伝子データ

ベースに公開されているデータが符ギEしなかったが，最近公IJfJされたCYP19のふた

つのcDNAクローン，すなわちアクセション喬号AF031520およびAF031521でそを録

されているカナダのグループのデータ(Boerboorn，Kerban et at_， 1997)と完全に一致
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50 

100 
13 

150 
63 

200 
113 

250 
163 

300 
213 

350 
263 

400 
313 

4~0 
363 

500 
413 

i 

1τ可~þ._~CAG CCG'!'GCA'1でA 宝'TAfJCAAAACτ'CA宝たAτ'CTT CJl.AG.~世主

51 G.A.AAcrMJ.A..d" G喧ロACCAf?C.A GACTCAGGCC 'I守宅ACAT'!GC 'J"'.ll::GCC'l'G.1¥G 
1 cwえTIlヨヌエヨx;.~G

101 ATCAA庄 司ll>AC A巴AAGA'IGATτTrGGA.h_l¥TGCTltl¥ACCCG.!.. 'IロCATrATAA
14 λ，~A=τX;AT 'ITI'GG.dJ入ATGC:rT.}山CCCGA，ロChTl'ATAA

151 ccr亡ACCNXA'K"=!>.l'.m:CAT<X亡 τ=ACC=ATrc
64 CCτ'CAC亡NXA1芯宮武3CCCG AN:託'CT.=τ官rCGCCACC= 亡ATrc

20 1=ヌ="CT白GC'πτ'C'l'TTC陀=アlTOOn..Aヨ"CA'mA AG.~λACATCC 
114τ=rGCTCAC TGGC'TI立'C'l'T官==えA'I'CATGA'AG.h.A.d.C.ATCC 

251 1'CAATAC亡AGGCCσroGCrA 目。CA'l'O疋~ A'K:OOX:CCC T亡ATM.'CCCλ
164 τ'CAl¥TACCJl.G GCCC'sヨXTATI'GCAτたに.，_~ A宝=CCCτ'CAτTIてたCA

301 CCTCCGGTrc =田町GGGG白=官lCC."TGCAACTACTAC.1J，..b..CJl.. 
214=延lTIで cr官=A1GGGGC:円支lGCAG，定:xx."IGCA..n.CTACTACAACA 

351 AG.l百GTA'τロG AGAAT1てrn'A AGT!耳℃τ℃誼Aτ=て'I:;AGA GGAAA=rc 
264 AGA'IロTA'τ'GG AGAATOて丈克也 AGAGTCτ℃呂1-.TCAG'ffiG.l¥GJ.弘 G也、AAcacrc

401 GT1'A'ITAGCA AGTCCτ'CAAG TACCTt'CCAC .!J"TCA'τX山Aλ.CACGA:τ'CACTA 
314 GTl'T.'ITAOCA AGTCC'I'C.MG TACC'ITCCAC A'τ巴Aτ'GAAACACGA'τ'CACTA 

451 CTCCTCCC.'GAτセ守= G C ACA1TIロGαrrGCAGTATAro G<丈A汀'CX:.Nτ"
364 C"aCτてたC.UATTf(誌記AGCACA'lτ= r  GCAGTATAro GGCAπK:ATロ

1 G 

した。

AF031520 

AF031520 
ar四nFll/R2

AF031520 
aromFll/R2 

AF031520 
aromFll/R2 

AF031520 
aromFll/R2 

AF031.520 
aromFll/R2 

AF031520 
arornFlユ/R2

AF031520 
aromFl1/R2 

AF031520 
ar四百11/R2

AF01l520 
aromFll/R2 
aromF・2{R

550 
453 
51 

501 AGAA=ι:GT CATA'ITrAAC AA.TAACCCAG CCGTC'花田AAAGCTJ'Kに芯白

414 A(";aAA'It;GCGT CATATrTAACλATAλ，CCCAG C口主rCrOGAAA=  
2 AGAA'l"(XX;(n' CATATlTAAC AATAAccc.A!] CCG'IでI'GGAAA.GC'r"π =  

，、F031520
aromFl1jR2 
aromt-2/R 

500 
513 
101 

551 CC'I"ITCTM'G TAλANXTO'T ==  AGC=  GCAτた町田AC
464 CC'ITl'C'I'1'TG TAAAAGC'I'IT GτEτ=  AGCCTrOCGC GCAτ=ユミC
52=TAA叩!GCTI'TG官官:;GCCCCAGCC'Iせ=GCATむlGTGAC

AF031520 
aromFll/R2 
aromF2/R 

0
3
1
 

5
6
5
 

6
5
1
 

601A=官TTGAAτ=  ACAACCATCT GGACAGGOτ" GACGAGGTCA 
514 AG'lTI官1官TTG品立て丈沼rCA ACAACCATCT GGACAG日π"GACGAGGTCA 
102 AGITτ= GAATCだ=ACAACCAτCT=GACGAGG宝'CA

AF031520 
aromFll/R2 
aromF2/R 

700 
613 
201 

651 CCAλτ'cx:.回'TGGGCCATGTC AACG'IGTIGA C<X."'aATGCG ACGTACCA"I'G 

564 CCAAT<XGIT GGGCCAT<町 AACGT町rGAC==回目ACCAro
152 cCAAT<XGIT G由3CCA'ro'ICAA巴G'I官π'GACCC"I'CA'J'GCG ACGTACCATG 

AF031520 
aromF11/R2 
arcmF2/R 

750 
663 
251 

701 C'IGGACGCTI' CCAACAcccr = ATC=宅lGACGAGAAAAA 
614 = =  CCAACACccr cπ'CCTGAGG A'K:CCCTTC百 ACGAGAAAAA
202 C国 GACGC'TTCCAACACCCT = ATC=  ACGAGAAAAA 

AF031520 
aromFII/R2 
arOmF2/R 

800 
713 
301 

751 CATC回"GCITAAAATC氾AGGGT1'ATTTIGA 'fGCA'IGGCAG GCTCTC切'rA
664 CNτ℃σ=そrAAAATCCAGG GITATITl¥:ユA 'IGCT.'l'GGCAG GC'武力CCTTA
252 CNτ'CGI'GCI'T AAAATCCN3G GITA'I"J'TroAτロCA=G=

AF031520 
arornF1工/R2
aromF2/R 

850 
763 
351 

801 TCAAACCMA CATCTlて刀可'TAN;AT了!'CTl'('NCTNτ℃亡AG AT'_:¥GCAτCAA 
714τCAi¥ACCAAA = でITI'l¥AG1aTlてTI、GGAλτヨcc
302 TCAAACCAAA CAτ'C'l'T目立'TAA血 =GGMTTCC

AF031520 
aromFll/R2 
aromF2/R 

図6-3-2 CYP.19 PCRilI1物の説法配列

八F0311>2りデータベースに登録されたウマC}'P19の邸J};配列

arflmFII/R2. arnmF2， R本章の検討で得られたI'CR産物

-82 -



『司・「

考察

コレステローJレを出発材料とするステロイドホルモンの代謝径路は多くの動物躯に

共通に存在し，おのおのの段階に関与する酵素の機能的，機造(I(]な類似J院はH[を越

えて保作されている 。 ステロイド産生組織ではその組織巾に存在する J，~t1 と形索の

経類および発現量によ って故終産物としてのステロイドホ lレモンが決定される。官u

えば，精巣のLeydig*IlI)J包においてはCYPllA1，CYP17 ， 3s-HSDおよび17s-HSD

が発現しており ，コレステローJレを出発物質としてテストステロンをji(Ig三するすべ

ての静素が発現していると考えられる。著者は第二主主および第五滑においてウマ精

巣からCYP17および3s-HSD(HSD3B)のcDNAをクローニングしたが，さらに，

ウマの精!..ll:においてエス トログンが合成されていることは過去の文献(saggett，

Engel et al.， 1959)からも IYJらかであり.ウマの精巣にはステロイド労脊化昨者

(CYP19)が発現していると考えられてきた。実際，アンドロゲンからエス卜ロゲ

ンへの代謝に関する研究はウマの精巣を月lいて行われてきたという経総もある(Oh

and Tamaoki， 1971 )が， ウマ粁f，jj'~における CYP19が却ーの目手素蛋白質として存在す

ることを証明されたのはここ 10ijoほどのことであるのilberzahn，G血llardet al.， 

1988; Eisenhauer， McCue etα1.，1994; Almadhidi， Seralini et al.， 1995)。

本研究の過校においても当初， RT-PCRのプライマー設計あるいは最古来の許制には

Albrecbtら (1997)が報侍した部分的な塩基配列を参照する以外に有効なjj法はな

かった(Albrecht，MacLeod etα1.，1997)。ところが，CYP19は発現する組織によ って

転写開始点が奥なり， mRNAの温法配~lJのうちアミノ西空間己列に影響しない 5'上流の

庖恭配列が異なる分子磁が少なくとも二種類存従する(Choi，Collante et al.， 1997)と

u、うことも最近明かとな っている。そこで， Albrecbtら (1997)の設計した一対の

プライマー配事IJをそのまま使用した場合と. Choiら (1997)がrVJらかにしたて舵類

のクローンに共通の部分に仁流側のプライマーを設計してAlbrechtら (1997)の下

3 
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流例lプライマーと組合せて使用した場合の二種mの組合せでPCRJ竹中高を行った。品、

お， Albrechtら (1997)の設計ーしたプライマ一対はそのまま佼mするとプライマー

ダイマーを形成するため，プライマーの3'末端を延長したもの (arom-F2および

arom・R2)を新しく設計して使用した。

結果に示したとおり，ウマ精巣RNAからは約350塩基対 (プライマ -arom-F2お

よび、arom-R2)と約750広義対(プライマ-arom-Fllおよびarom-R)の二種類の増

幅産物が符られた。それらの塩基配J1Jを決定したところ前者は351塩基対でAlbrecht

ら (1997)が報告している妊娠初期のウマの一次貨 供]:1来のCYP19mRNAのu叫

ðè~IJデータと完全に一致した。一方，後者は763品[~対で . GenB阻kに最近公Il日さ

れたばかりのウマ卵巣市来のCYP19mRNAの鹿基配列データ(アクセション

AF031520およびAF031521;Boerboom， Kerbanet al.， 1997)と完全に ・放した。

また， 333塩基のlJ~基配列は後者の749 ~伝説対に完全に含まれる形で存イE し， I .. J-の

mRNAについて桝闘が行われたことが示された。これらのことから，特定の組織に

おけるウマCYP19遺伝下の発税状況を検察あるいは評価する}i法として，今Inlr&言|ー

したプライマーおよ び期中市条件でRT-PCRを行うことは有効な手段であると考えら

れた。一方，副将の試料からはいずれの組合せのプライマーによっても地中日産物が

認められなかったことから，ウマのCYP19遺伝子は精巣では発現しているが，副 l汗

では発現 していないか，または発現していても非常に低いレベルであると考えられ

た。

今回のPCRJ削l高は二総領あるとされるCYP19mRNA分子千'iJ'!についていずれについ

ても増何できる部位をプライマーとして選んで行ったため，精巣で発現している

CYP19mRNAの分 fH!がどちらであ ったかを制定することはできない。二般の

CYP19mRNA分子筏は他の動物穫と問綴，単一の遺伝子から~~なる 。lfi;写i!ilH却を受け

て発現するとされている(Choi，Sinunen etα1.，1996)が，今InlAltウマ術史:からPCRに

より 1判中日された断片がいずれの分子被に属するのか，あるいはぷ均lの分子純がイF夜

8ι1. 
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するのかについては!転写IlfJttri点をみつけるためのCapSitePCRや5・RACEあるい

はそれぞれの分子種に付異的なPCRを行うことによって.精巣で発現するCYP19

mRNA分子種を特定することが可能であると考えられる。このためのプライマー設

計には本章のRT-PCRで得られた増幅産物の臓器配列が利用可能であり .さらに精

巣内においてC}'ア19造伝子を発現している細胞腫を特定するためのinsiluハイ プリ

ダイゼーションJf-Iプロープとして利用することができる。この配列をプロープとし

て使汁!した場合には，前述のj盛り少なくとも既に報告されているこ秘類のCYP19

mRNA分子柿のいずれも検出することが可能であり，ウマの他の組織における

CYP19泣伝子の発現を検1;するための一般的なプロープとしても平IJJI1可能であると

思われる。
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小括

アンドログンからエストロゲンへの代謝にL必要なCYP19遺伝子が成熟雄ウマの精

巣において発現していることをRT-PCR法により的認した。ウマCYPJ9について，

既報の部分的塩基配列を恭にプライマーを設計し精巣の総RNAを鋳型として

RT-PCRを行った。設計通り長さの異なる二種類の組み合わせで増阿産物が得られ

たが，短い増幅産物は既報の広;l.!;配列と一致した。また，設言1-時点でfh恭配91J未知!

の部分を含んでいた長い増幅産物は，その後に公開された完全長ウマCYP19mRNA

と忠基配列が一致し， I司じ試料からは必ず両方の組み令わせで附中市産物が械設、でき

た。このことから，木法によりウマの体組織におけるCYP19治伝子の免税状況を特

異的に検索することが可能であり， 二種類の楠中日産物を係 認することで倹 a~の f，~m

性が高まるものと考えられた。精巣のほか，副1汗， JJF臓， 1i守 I~!および筋肉からの検

出も試みたが，CYP19mRNAの発現が検出されたのは精巣のみであった。
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第七章 妊娠ヰ中I期以降のウマ)j胎j拾台子

におけるステロイドイ代t説謝fに関する+検食討.
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はじめに

妊娠J切にウマの内分泌動態は緩めて特典なパターンを示す(Ginther，1992)。ひとつ

の特徴は妊娠初期における紋毛性のd間以刺激ホルモンであり，それに続く副賞体の

形成とプロゲステロンの分泌である。さらに妊娠中期以降には胎子性l取が新しく l肥

大する(Cole，Hart et al.， 1933)とともに母体血ltのエストロゲン濃度が苓ゆj(こli'l)J11す

ることが知られている(Nett，Holtan et al.， 1973)。また，一般にIqli乳動物の妊娠'IJ~ 

後期において末村iJ飢lドプロゲステロン濃度l立高〈維持される(鎌1111EII古， Tf'lff-敏博，

1995)。この循環J11ll"l.1のプログステロンはずf体および胎盤の双方またはどちらかー}j

から分泌されるが，妊娠後期のウマでは母体lIll'l'のプログステロン扱l支が妊l!b.{lJ"-

後期の長期I:IJにわたり低いj側主で推移することが知られており (Holtan，Houghton et 

al.， 1991)，子宮静脈からも致、静脈からも検/JJできないレベルに低下し， IJ合盤UlIJから

胎子側に向かう!際情静脈においてすら，プログステロン濃度は他のプロゲスチンと

比較して低他となることが知られている。この現象を説明するためにいくつかの仮

説が提示されているが，いずれもウマの妊娠維持，特に妊娠後期においてプログス

チンが不安であるとの考え方に立ったものではない。むしろ母体JUl小に検出される

各緩の水酸化ステロイド化合物，特lこ5αープレグサン類で総称される水際化プレグナ

ン類の生成と，妊娠末期におけるこれらの顕著な上昇は， JJ台般においてプロゲスチ

ンが活発に代謝されていることを裏付けていると考えられる(Chavatte，Holtan et 

al.， 1997)。第五章でj立伝子をクローニングした3s水酸化ステロイド脱水素鮮素

(3s-HSD)が各種水酸化 プレグナン類の生成にかかわっているとする文献

(Chavatte， Rossdale etα1.，1995)もあり， IJ台般における4:d!f..素遺伝子の発現を検討

することは興味深b、。

一方，ヒ卜を鈴めとするいくつかの附乳動物では妊娠中に高いj幾度のエストロゲン

が]llrl.1に検出されることが知られているが，それらの'1'.合成経路については動物砂
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ごとに問ーではなく，妊娠期間中のエストログン分泌の芯‘義はそれぞれの動物処に

よって然なるものと考えられる。ウマではエストロンおよびエストラジオールに加

えて.B環不飽和ステロイドであるエキリンやエキレニンといったウマに特異的なエ

ストログンとその水酸化物，さらにそれらの抱合体が母体循環1fl1'1'および尿"，に検

出されることがま11られている (Ginther.1992)。ウマにおけるこれらエストロゲンの

生合成経路を明らかにすることは，ウマにおける妊娠中期以降のエストロゲン分泌

の必要性および分i必されたエス卜ログンの機能を考察するうえで主要である 。

Raeside (1978) はウマの麟帯動脈血'1"に高波皮のデヒドロエピアンドロステロン

(DHEA) およびプレグネノロンが存在することから，母体lfllr~' に存在するエス卜

ログンの生成基質はJI台子から供給されているものと推祭している。この点で，ウマ

の妊娠rl"-後期におけるエストゲン分泌樹前，特にエストロンおよびエストラジオー

Jレの度化は護長類と問綴にJj台児(子)と Jj古株との協同作用によって行われている

(AJbrecht佃 dPepe. 1990)可能性が考えられる 。また，ウマに特典的なエストロゲ

ンであるエキ リン，エキレニンの前期E体となる可能性のあるいくつかの化合物がJj台

子組織'11に検出される償却side阻 dRenaud. 1985)ことから，これらの合成および分

泌についてもl治子側組織の関与が疑われている。

本主主では，妊娠Jljjのウマに特徴的なステロイド分泌，すなわち高濃度のエス トロゲ

ンを産生する機構が胎子恒:jlJ'ilとJj台維の|筋肉的な機能分担によるものであることを雌

認するため，前君主までの結果を応用して前章までにl列かとなったウマのCYP17およ

びHSD3Bについて，おのおののcDNAプロープを利用してノザンプロットを行い，

JlIjじ組織から待た試料を用いて遺伝子発現を比較するとともに.CYP19の遺伝子発

JJl，についてもRT-PCR法を用いて検討した。
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材料と方法

RNAの調製

なんらかのJ1l巾で安楽死処置されて印l検されたウマの副lfT，精巣，黄体(妊娠125

日). JI台盤(妊娠125. 180. 2701'1) • JJ台子精巣.n台子卵巣，卵巣 (生後311)• I行

!胤 JJF臓および筋肉を使用した。各試料は和l検後ただちに液体窒素'1'で急速冷凍し，

RNA羽11IJ:， 1時まで-80'Cで凍結保存した。これらの組織からグアニジン/塩化セシウム

趨遠心分離法によりilll出した総RNAを以後の実験に使用した。

ノザンWf析

副腎. :ti~巣， 卵巣 ， 1主体， 給量産(妊娠125. 180. 270日). JJ台子中l坊主.J治!こ卵巣，

肝臓，肝臓およぴ筋肉から抽出した総RNAをmいてノザンプロットを行った。 各組

織の総RNA20p.gを1.0%アガロース 3-[N-モルホリノ トプロパンスルホンl般 (MOPS)

ーホJレムアミドーホルマ リンゲルrlJで電気泳動により分離したのち，術泣ナイロン)民

(HyBondNφ;アマシヤム(株)，来京)に転写し. 17αー水酸化/17.20BfJ裂解禁cDNA

クローン(第二章)を制限酵素符mIで切断したものをプロープとしてlαー担PldCTPで

j皮射性ラベルして』会出した。

CYP19泣伝子の逆転写合Joc両手素連鎖反応 (RT-PCR)

各RNA試 料 か ら の CYP19巡伝子断片の PCR増幅は MMLV逆転写酵素一

(SuperScript n preampli日cationsystem ; GIBCO BRL. Bethesda)による一本

jj'icDNAへの逆転'Ij:反応およびGeneAmpPCR System 9600および:'GeneAmpPCR 

Reagent (パーキンエルマージャパン(株).浦安)を使用したPCR!?.n幅の二段階で行っ

た。プライマー配列および憎幅条件は前章と同ーとした。
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結果

(1)各組織におけるCYP17およびHSD3BmRNAの発現

高11'i'f，精巣I -11主体 (妊娠125日)， JI古撚 (妊娠125，180， 270日)， J治子精巣，n台

子卵巣，卵巣 (生後3r1)，腎臓. 111'1蹴および筋肉かられ11日iした総RNAをJ甘いてノ

ザンブロ γ トを行った

が;来 ，CYP17 mRNA 

は副腎，精巣のほか)1台

子性1Jli!でそれを上回る

強い発王立が認められた

が，Ilti総での発現は極

-~夫fo
入 ボP♂〈マ仁r';..，'l>"'"
d 、仁~~""_&~'b-v<{J~，~:.$_A 

、e>.r ü々 φqト色白や只'l>Y<<.'l>;"~rb""
6グ品 ptd96fダポポ þV_~ ふ 4P

I?-ò'~式爪:会ぐpr，pfも六六〆ぷ

めて低いレベルだった
188 rRN 

(図7-3-1)。また，図

には第五容で待たプロー

プを似:用してHSD3Bに

図7.31 T1SD3BおよびCYPl7の発現状況

苔レーンには総HNA20μEを添加した

数字およひ1略号は妊娠口敏(dpc).生後日齢(dpd)を表す

ついてノザンプロッ ト

を行った結栄を合せて表示している。CYP17mRNAはn台子性l腺，HSD3BmRNAは

I1台羽生で強く発現している一方，胎盤ではCYF17mRNAが， J治子性l保ではHSD3B

mRNAがほとんど発現していないという対照的な結果となり，双方の遺伝子を同時

に発JJi.していた精巣および副腎とは災なる結果となった。

胎盤のHSD3Bは妊娠125日よりも180円で高く， 270日では最も低かった。また，

妊娠125日の1ft体では精巣を上悶るHSD3Bの禿現が認められたが，妊娠125. 180. 

270l:Jの各時期における胎盤でのHSD3Bの発現は，いずれも-;!I体での党現を上問 つ

ていた。
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(2)各組織におけるCYP19mRNAの発現

高IJ腎，精よii，jlt1本(妊娠125日)，胎熊(妊娠125，180， 270日)， JJ台子精巣， J鈴

子卵巣，卵巣(生後3iけ，腎臓， Jl干減および筋肉から 担111]'，し た総RNA を ITJ~ 、て

RT-PCRを行った結果:， CYP19 mRNAは]J合君主のほかに成熟雄ウマの粉*-で発現が認

められたが，J始予性!践では胎子の性日Ijにかかわらず発現は認められなかったのまた，

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
抑

制

瑚

抑

制

1α苅

750 

5∞ 
4∞ 
3∞ 
2∞ 
1∞ 
50 

同7-3-2 CYP19の発現状況(RT-PCR)

ゐ1恥toJccul刑罰zcMarker (50-10(}l) bp)， 1: Adrcll<l:1 Gland. 2・1'('sLIs.3; 

CorJ)llS Lulcnm (125 dpc). tI: Placcn臼 1125dpc)， 5: Pl.じ:cnla.(18日dpc)，6 

Plnccnla (270 dl)C)， 7; P('t.11 Ovary (125 dpc). 8: F..:L11 TeSlis (155 dpe)， >> 

0、，山y(:--1. dpd)， 10: U¥'cr. 11; Kidl1l!)'守 12:Musdじ

生後3日の卵巣および釘:仮設休(妊娠125日)においてもCYP19mRNAの発現は認

められなかった(図7-3-2)。
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考察

コレステロールを~• .u発材料とするステロイドホルモンの代謝伶路は多くの動物持に

共i凶に存在しおのおのの段階に関与する酵素の機能的，構造的な類似性は絡を怠

えて保存されている。ステロイド産生組織ではその組織巾に存在する1品質と熊井ミの

種類および発現訟によって最終産物としてのステロイドホ Jレモンが決定される。例

えI;t"，精巣のLeydig細胞においてはシトクロムP450ff!IJjJ'i切出rr鮮素(CYP11A1J，

3βHSD， CYP17， 17ß~水般化ステロイド脱水素酵素 (17ß-HSD) が発現しており ，

コレステロールを出発物質としてテストステロンを隆生するー速の醇おが存在する。

つまり ，これらの商事素夜IIi'Iの局イEを勾lることによって，当該組織におけるステロ

イド産生の最終産物を推測することが可能となる。こうした研究の紡.lI!:，卵胞の駁

粒居中IIIIJ包と爽 1皮細胞が協同してエストロゲンを令成す る，いわゆ る

Armstrong-Do町 ingtonの"two-cell"モデル(Armstrongand Doロington，1977)として

認知されている系(日llier，Whitelaw el al.， 1994)のように， JJ古~!1'と JJ台子のような拠な

るステロイド代謝形素を発現している細胞や組織が相1Iにステロイド基伎を供給し

あうことで最終産物としてのステロイドホルモンを産生することが明かとなってき

た(Albrecht叩 dPepe， 1990)。例えば，ヒトの妊娠中後期におけるエス トロ グン産

生はJJ台子ー胎銚絞合系の協翻作用によって行われる(Albrecbtand Pepe， 1990)。これ

にはJJ合縦の3s-HSD，JJ台子副腎のCYP17，そして胎艇のCYP19が必要であるが，妊

娠末期のヒト胎児創作には3s-HSDの活性も.(FtEし， JJfi児問l特においてプレグネノロ

ンあるいはさらに上流であるコレステロールからのアンドログン合成古言行われてい

る可能性もある (Coulter，Goldsrnith et al.， 1996)。副腎皮質では主なステロイド代謝

組織として球状府，昔:状!汚，網状憎のそれぞれで発現する両手素が災なり，最終産物

として球状隔ではアルドステロン， ;?~状層ではコルチゾールまたはコルチコステロ

ンが政生されるが.網状帽ではス Jレホキナーゼが不要となったデヒドロエピアンド



ロステロンを硫酸抱合体化する。ヒト胎児副腎で産生されたデヒドロエピアンドロ

ステロンの硫酸抱合体は再び』防総のスJレファターゼの作111でデヒドロエピアンドロ

ステロンに代謝されることにより.芳香化を受けることになる。すなわち窓長類に

おいては母体制iiTのほか，始児の副腎がエストログンJ友生のtJiflとしてのデヒドロ

エピアンドロステロンの主たるj室生iJ，¥!であるとされている。

一・ブJ，ウマにおいてもエキリン，エキレニンなどのウマに特，{-jなB環不飽和エスト

ログンを始めとして，エストロンおよびエストラジオール (17sおよび17α)が母体

J111rflならびに尿中に高濃度で存在する。純々の前駆物質をJj併樹立織とともに土日経す

ることによりエストロゲンが生成されることから，これらのエストロゲンの合成主

体は胎般と考えられてきた。ところが，妊娠中にJj台子性mllを除去すると lは体以'1'の

エストロゲンi濃度が激減することから，Raesideはヒトの船君主におけるエストロゲン

産生に)j台児剥I待が.m:姿であるようにウマ胎子tj:.I胞がウマ)jti縦におけるエストロゲン

産生において丞裂であると.Jf隠した(Raeside，Liptrap et α1.，1973)。今回1.主要なス

テロイド代謝商事素であるCYP17，3s-HSDおよびCYP19の3縫の静素についてその逃

伝子発現をJJ台子性j腺およびj治盤で比較することにより ，ウマの妊娠維持に丞要であ

ると考えられるステロイドホルモンの代謝にこれらの組織がどのように関与するの

かを検討した。その紘一栄，CYP17は胎子性腺に顕著な発現が認められたが， )j台盤に

はほとんど発現していなかった。一方胎盤では，HSD3BおよびCYP19が顕著に発現

しており，これらの酵素は)j台子世I~.践ではほとんど発現が認められなかっ た。

AJbrechtら(AJbrecht，MacLeod etαι，1997)は排卵周JUjltの賞休期， eCG分泌開始

時期である妊飯29日から35日および42口から451]の1ftイ事におけるCYP19mRNAの

発現を報告している 。これによれば，黄体のHSD3B，CYP17 ， CYP19の発現は

eCG分泌、が的まるまでは一定であり， eCG分泌カ"CYP17の発現を促進することによ っ

て黄体からのエストログン産生を上回大させるとしている 。 今阿の結来ではeCG分i~・

が低下した後，妊娠1251'1の黄体においてCYP17およびCYPJ9の発現は説、められな



かったことから，このi時期の黄体はアンドロゲンおよびエストログンの政生に|羽 'J

する役割は低いものと考えられた。また.HSD3Bの発現も同時期の脈絡より 1尽く，

妊娠維持lこ必要と考えられるC
21ステロイド基質の供給源としても， 1主体よりもはる

かに大きい組織であるj治般にその主たる役割を譲ってしまっているものと考えられ

た。
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l司7-4-1 妊娠中のウマ胎子ー胎盤系μおけるステロイド合成経路

。で関った西空葉は本研究において発現の有無を検討し!~ð~紫を示 L. X 

印は発現が認められなかったことを示す ヒトでは胎児のデヒドロエビ

アンドロステロンはBfi児高IJ腎で硫岐抱合体化されて給鍛に移行L.胎盤

のスJレフアターゼに tってデヒドロエヒアントロ Zテロンとなってから

アンドロ λテン ジオンに代謝される
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以上のことから，妊娠JlIJのウマJJ台子と))台盤との|百iでは，相互にi1Ji伎を供給すること

により，最終的な産物としてエストロゲンが合成されていることが推察された(凶

7-4-1 ) 。図に示したようにウマ胎子世I:JD~および性腺静脈Jfllには高濃度のプレグネノ

ロンとデヒドロエピアンドロステロンが存在するほaeside，GOftOD et al.， 1982)こと

から，ウマ胎子性腺はプレグネノロンを基質としてCYP17によってデヒドロエピア

ンドロステロンを生成すると考えられる。さらにJJ台子性l涼は3s-HSDの発現を欠くこ

とからプロゲステロンをはじめとするM ステロイドを生成することはできず，デヒ

ドロエピアンドロステロンが終末産物とな っている可能性が官Jい。従って，)Jfi般の

CYP19によるエストログン合成の器質として必要なM アンドロゲンは，同 じく )J台継

で発現している3s-HSDによって))台子から供給されたデヒドロエピアンドロステロン

を是正質として合成されることカ吋佐察された。妊娠烏のJtll中テストステロン濃度はエ

ストロゲン波j立とほぼ同様な変化をすることが報告されているのilberzahn，Zw加 1et 

α1.，1984)が，本研究の斜，*から明らかなようにJI合子判:lj)ilに3s-HSDが存在しないこ

とから，このテス トステロンはJI合総で合成されているものと考えられる。ヒトでは

JJ台児刷腎皮質で生成されたデヒドロエピアンドロステロンは硫酸抱合体となって胎

徐に移行し，スルフアタ ーゼによって再びデヒドロエピアンドロステロンとなって

から他のステロイドに代謝される(鎌凹正1li'1，菅野敏博， 1995)。今回の枚索ではJJ台子

副腎を検討対象としなかったため， ウマの妊娠JUlのステロイド代謝においてJJ台子市l

腎がどのように|謝与するのかは明らかではない。また，ウマにおいてもJJ台子e凶l車あ

るいは))台子副作で生成したデヒドロエピアンドロステロンが硫際抱合体となって胎

徐に移行する機構が存在するか否かについてはI~j らかではない。しかしながら，妊

娠中期から分娩までウマのl治子副腎は直線的な発育をするが(Yamauchi，1979)，JJ台

子悩J娘はいったんH巴大化した後に退織する(Cole，Hart et al.， 1933)ロウマでは胎子七l

JJr~の大きさと母体 Ifll' lJ のエストロゲン濃度とがパラレルに変化することと，エスト

ロンおよびエストラジオール産生の基質として必要なアンドロゲンの産生に欠かせ
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ないCYP1口7の5発G~現l見』が』胎台熊ではな〈肝胎;寸千乙

おける高 I波f炭盟皮皮，の血 1小|ド1 エストロゲンを E産Ii~生kするために4巴必.主妥zな合j成此基質であるアンドロ

ゲンの供給i淑ぬとして，少なくともl治子性l燥がきわめて重要であることが明らかとなっ

た。

ウマ JJ~ì子- JJ台稔系におけるエストログン産生の機備はヒ卜の妊娠中におけるエスト

ロゲン産生機構と比較した場合， J治子世間でl対与する主たる臓器がヒトでは胎児刷12T

であるのに対しウマではJJ台子性腺であるという点で呉なるほかは本質的に同一であ

ると考えられる。 しかし，妊娠1j1に附加するエストログンの意義については，ヒト

とウマとで異なる可能性が考えられる。 ヒトの場合， J.辻f*血1.1.1のエストロゲン濃度

は妊娠の経過に従い地加 しつづけ，最終的には分娩につながる各種の変化を誘導す

る機椛が考えられており(鎌凹正H九背tl!r-敏博，1995)，妊娠末期に増加するコルチゾー

ルによ ってJJf:i燥でのCYP17発現を誘導される反33動物においても，これによ って生

じるエストログン濃度の上昇は分娩を促すものと考えられている 。しかしながら，

ウマではι母体血L'.I'のエストロゲンi創立が胎子性腺の退縮に伴って減少すること，こ

の減少が分娩を基準に考えるとかなり早期に起こり分娩-riiiに再び上昇することはな

いことから，ヒトのように高波j支のエストロゲンがウマにおいても分娩を誘起する，

あるいはそのための準備であるとの考えは受け入れ鋭い。 とすれは奴娠，1.1)事lから

後)~J にかけて術力1 1するエストロゲンはプロゲスチンと協同して子宮そのものあるい

は子宮への供給lflLi夜食に対して作m し，また~'1ßに対しては性JJ)j!刺激ホ lレモンの分

泌を抑制するなどの作JTJによ って妊娠級持に必要な役割を担っているものと考えら

れた。また，ウマの妊娠維持においてこのような機構カ洋子在し，近接する組織がMi

互にt，~質を供給することによってエストロゲンを産生することは，ステロイド産生

新l級rmの機能補完 という而ば‘かりでなく，他1iの機能をモニターして同期するため

の機械として機能している可能性も考えられる。

すなわち，妊娠rJ'捌から後期にかけての胎子'自!協の肥大化および布告退はウマがIf'ii¥
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な妊娠を全うするために必25なエストロゲンを産生するための機構であり，ヒトを

始めとする笠長鎖におけるJj台子副作と胎量産とが協調して行うエストログン合成と機

構的にはほとんど同一であるが，その機構の必要性あるいは意義についてはヒトの

場合と黙なるものと考えられた。

98 



手
白

ヰ
ル
J、

ー，
/
 

妊娠中期から後期の胎縫および胎チ性JV~におけるステロイド代謝醇素の発現を調べ

るため，CYP17およびHSD3Bについてノザン解析を行うとともに，CYP19につい

てRT-PCRによる検山を試みた。その結果，CYP17は胎子伯:JI臥に，HSD3BはJlfi般に

それぞれ強い発現が認められた。また，CYP19はJI台盟主で発現が認められたが，精巣

を除く他の組織では発現が認められなかった。これらのことから， )1台子性腺は

CYP17の作JIJによ ってプロゲスチンをアンドロゲンに変換し，胎換のCYP19による

芳香化反応の基質を供給する。これらの作用は胎子の性別には影響きれなし、。ヒト

ではJI古児高Ij腎がJJfi児ー胎総複合系におけるアンドロゲンの供給源にな っているとされ

るが，ウマではj治子tl:J践の肥大化および、縮小のパターンと母体lfrlrl'エストログン波

j支の 1fi~移が一致することと，各ステロイド代謝醇索巡伝子の発現分布から ， JJfi 7-'性

l燥がアンドログン供給源の役割を担っているものと考えられ，JI合盤と |協調してエス

トゲンを合成する都l織がおり腎ではなく胎子性腺であることはウマの妊娠の特徴であ

ると結論づけられた。ウマの妊娠JtrJにおけるエストロゲン分泌はヒ トのように分娩

の準備ということでは説明できず，胎子の:急激な成長に伴う子宮の拡張やJf江流の確

保など，むしろ妊娠の維持に必~な機杭であると考えられる 。 また ， ウマに特イIなB

環不飽和エス トログンの合成に，今回検討した酵素群が関与するという証拠は得ら

れていないが.各博司号泣伝子の級換え体をJFJいてB環不飽和ステロイドに対する2品質

特典。性を検討することで，ウマに!f.f..!Jil-的な妊娠J引のステロイド分泌についてさらに

解明できるものと考えられた。
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第八章 総括
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雌性動物における排卵間lUJのlill知および妊娠維持¥雄性動物における副性総の維

持や造精機能の維持には，性l践のステロイドホルモンが重要な役割を泌じており，

ウマにおいてもその基本的な作用は共通である。ステロイドホJレモン分泌は中板の

支配を受けており，最終的にはステロイド産生細胞に発現しているステロイド代謝

両手素の績額と盆，そして供給される基質の種類と量によ って叢生するステロイ ドホ

ルモンの樋類が決定される。ウマでは妊娠期間中母体lfIl中および尿Iドに， m誌に不飽

和結合を持つウマ特有のエストログンであるエキリンおよびエキレニンと，それら

の抱合体が存在する。これらウマに特右のエストロゲンの合成および分泌にはIJ台子

性l瓜の関与も考えられているが，その合成経路はよくわかっていない。ウマのI1台子

性腺がエストロゲン合成に附与しているとの考えは，妊娠中期から後JUIにみられる

母体血中エストロゲンの上昇と同時に性j肢がj肥大化することに巾来する。肥大化は

JI台子の性別を問わず， JJ台子性JV~組織はステロイド産生細胞としての特徴を 11する 。

一方，ウマのJJ台機はプログスチンからエストロゲンを合成することはできないとさ

れ，妊娠中に胎守性11品を除去すると母体尿'_1'エストロゲン波!交が激減することから，

ヒト JJ台舵のエストログン産生に胎児jWJ'誇が重要なように，ウマ胎子性Jj)~はウマJJf.ì般

のエストロゲン産生に関与すると推察される。そこで，エストロゲン産生に|刻わる

ステロイド代謝醇繁のうち，プログスチンからアンドログンに変換するCYP17，3s 

司水酸化_65ステロイ rと3-ケト-6'ステロイドを相互変換する3s-HSD，アンドログン

を芳香化してエストロゲンに代謝するCYP19の3極の酵素遺伝子について母体とIJ合チ

の性腺およびj始終組織中の発測を確認し，ウマ妊娠JUjの11台子およびIJ台盤におけるエ

ストログン産生機構を明らかにしようとした。

最もりにCYP17cDNAをウマ精巣cDNAライプラリからクローニングした。アンド

ロゲンおよびコルチゾールの合成に必要なCYP17 は，器質特 u性および遺伝子の 1~

現に純特典性が認められる 。ヒトおよびウシでは， CYP17の持つ2つの活性のうち

17 ，20-開裂前性が且4ステロイドに対して低いが，~歯類では64ステロイドとð.5ステ
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ロイドとで開裂活性に差がない。ラットcDNAの塩基配列をもとにプライマーを設計

して行ったPCRではヒトをはじめとする既知のCYP17cDNAと相向性の高い土佐幅産

物を待た。これをプロープとしてノザンプロ ット分析を行 ったところ，約2kbpの

mRNAが精巣で強く発現しており，ウマCYP17mRNAはヒトなどの既知lの動物径

と問機の大きさであると推察された。ウマ精巣cDNAライプラリをスクリーニングし

て待たクローンの全長1906bpの滋主主配9']1;土，ヒトおよひ、他総動物の日肱fIの配列と高

い梓11百l性を示した。ウマのCYP17は既知の各穏動物CYP17と共通な特徴を布してい

たが，アミノ酸配列のヒトおよびウシとの鎖似性 (83.1，80.6%)とラァト，マウス

との類似性 (73.6，7 2.8% ) から判断する l浪り，活性，器質特ー災.n とも醤歯Wl~の

CYP17よりヒ トやウシのCYP17と類似していると考えられた。

ウマCYP17cDNAクローンを発現させて静索汗1性を硲認するために， cDNAクロー

ンのインサートを市販の発現ベクターpSVLに組み込んだ、二4必読の剰l換え体を作製し，

COS 1細胞に導入して形質転換した。pSV2neoを問時に導入し抗生物質G418を添加l

して選択府養したものは増殖活性が若しく低下し，ウマCYP17を安定して発現する

形質転換体は得られなかった。そこで，導入48時間後にRNAを羽11山しノザンプロ y

トを行ったところ，ベク夕一のフプ.ロモ一夕に対してウマCYP17の坂4占恭s島t配列がM順Rプ方;1向旬

となる pSet凶#12でlはまインサ-トの長さに相当すす一るパンドを合む分子f韮立

メアカがf吋4検d尖釦tUi山品されfたこが， )並プJrii1のpSet#13では数百bp以下の短いRNAのみが検出され

た。育手議j又!芯のi!b1'{として[3HIラベJレしたプロゲステロンをpSet#12で形質転換した

荊111J包の培養液にIJUえたところ， 17αー水際化プログステロンおよびアンドロステンジ

オンに相当する代謝物が経11寺的に増加し，ウマCYP17には17αー水般化活性と 17，20

l~fJ裂活性が共存している可能性が示唆された。 しかし， 411寺|羽の上告主主で期}J!Iしたプロ

ゲステロン代謝物は総放射活性の約5%と低かったことから，さらにこの可能性を険

証するためには ー より高い活性を発現する形1自転換体の剥製が必~と考えられた。

ウマCYP]7巡伝子のエキ ソン/イントロン桃逃と，各イントロ ンのj瓦基配9']をIVJら
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かにするために，ウマゲノムDNAを鋳型としてPCR地幅し s イン卜ロンを含む複数

のゲノム巡ー伝子の配列をPCR地中日した。t電器配列を決定したところ.CYP17遺伝子

のエキソンの数はヒトと同じ8伺であり，エキソン1から8までの長さは6217塩基対

だった。また，各PCRクローンの重綾部分がイントロンも含めて必ず一致したこと

から，ヒトの場令と|司様ウマCYP17jf[伝子もゲノムヰ1にー佐佐のみ行:在することが

示唆された。ウマイントロンCには72庖器対の配列が古1]]lJI酵素Hindillの認識配列を

挟んで市ダ1]に繰り返していた。この繰返し配石1]はurli:rL動物に広〈存夜するとされる

Mammalian-wide lnterspersed Repeat倒1R)とよく似ていた。M1R線反復配列部分

を使ってプライマーを設計しウマゲノムDNAをPCR増幅すると s 多数のバンドがJiIi

~I目されたことから，ウマゲノム中にはMIR類似の配列が多数合まれていることが推

察された。

続いて，ウマ~å*cDNAライブラリからHSD3BcDNAクローンを分間t した。 ヒト

およびウ シのHSD3BcDNAl民法配列に特異的なプライマーを111いたPCRi.ょによりウ

マ精巣cDNA断片を増怖しt;:i幅断片のj瓦基配列を{也草創刊すLrrw物のcDNAと比較して

相同性を確認した。これをプロープとしてウマ精巣cDNAライブラリをスクリーニン

グし. 1651.tlI基対のウマHSD3BcDNAクロー ンを得た。ウマ精巣HSD3BcDNA塩

基配:91]および推定されたアミノ|自主配事1]はw同lのlIili'fL動物の3s-HSDの配列とよく 一致

していたが，アミノ酸配夢IJの解析からこのHSD3B泣伝子のコードする3s-HSDは3s

-水際化ステロイドの脱水素反応および呉性化反応を触媒し， 3-ケトステロイドのよ還

元反応は触媒しないものと考えられた。cDNAクローンをプロープとしてノザン解析

を行ったところ.精巣I -l立体，高リ腎とい ったステロイド産主l三組織において著明な発

現が説、められた。

次に.アンドロゲンからエストロゲンへの代謝に必要なCYP19i位一伝子が成熟1i!Rウ

マの精巣において発現していることをRT-PCR法によ l)(!確認した。ウマCYP19につ

いて，既幸H.の部分的f民主主配:91]を恭にプライマーを設計し精巣の総RNAを鋭瑚として
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RT-PCRを行 っ た。 設計局り長さの~l~なるこ'li!I類の組み合わせでj台中富雄物が符 ら れ

たが，短いi刑罰産物は既報の極基配列と一致した。また，設計時点で塩基配911，1と知

の音11分を含んでいた長い!l1~W;産物は，その後に公開された完全長ウマCYP19mRNA

とj包基配列が一致し，開lじ試料からは必ず両方の組み合わせで増脈経物が確認でき

た。このことから.本法によりウマの休組織におけるCYP19遺伝子の発現状況を特

典的に検索することが可能であり， 二事[r笈iの憎何産物を確認することで検出の信頼

伯が高まるものと考えられた。精巣のほか.日1]腎.JJFI臓，将l版および筋肉からの検

出も試みたが.CYP19mRNAの発現が検出されたのは精巣のみであった。

以上の斜f*を踏まえ，妊娠中期から後期のJI台然およびl治子性腺におけるステロイ

ド代謝酵素の発.lJJ.を調べるため.CYP17およびHSD3Bについてノザン解析を行うと

ともに.CYP19についてRT-PCRによる杉f!U.~ を試みた。 その紡*. CYPJ7はJlti子'問

)仰に.HSD3BはJI台盤にそれぞれ強い発現が認められた。また.CYP19はJI問主で発現

が認められたが，精titを|徐く他の組織では!i6JJ!.が認められなかった。これらのこと

から，胎子性JJJ~はCYP17のイ判FI によ っ てプロゲスチンをアンドロゲンに変換し. JI白

書生のCYP19による芳香化J.i応の器質を供給する。これらの作mはJI台子の性別には彩

鮮されない。ヒトではJI台児副腎がJI台児ー胎鍛複合系におけるアンドロゲンの供給源に

なっているとされるが，ウマでは/1台子性腺のl肥大化および縮小のパターンと母体Jlll

中エストログン淡度の推移が一致することと，各ステロイド代謝醇索巡伝子の発E日

分布から， JI台子↑生I1J~がアンドロゲン供給源の彼刻を担っているものと考えられ. JI台

撚と協調してエストゲンを合成する組織が副腎ではなく JITi子性11&であることはウ?

の妊娠の特徴であると結論づけられた。ウマの妊娠J切におけるエストロゲン分泌は

ヒ卜のように分娩の準備ということでは説明できず. J拍子の急激な成長に十l'う子宮

の拡狼やj(Il流のii{!i保など，むしろ妊娠の維持に必要な機併であると考えられる。ま

た，ウマに特イ{なBJ3柄、飽和エストロゲンの合成に，今回検討したrir索群が|刻うする

という ~IE拠は得られていないが，各両手素泣伝-[-の組換え体を JIIいてB環不飽和l ステロ
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イドに対する基'f:t特呉nを検討することで，ウマに特災的な妊娠JUJのステロイド分

泌についてさらに解明できるものと考えられた。
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