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序論

第 1節 動物の成長とホルモンについて

たった一つの授精卵がt首殖と分化を続げ、誕生という過程を経た後は自ら

の口から栄養素を補給しながら、各n官が互いに調和を取ってさらに高度の分
化機能を獲得しつつ増大して成勲個体となる.晴乳動物において、このような

過程の全体、あるいは狭義には出生後の段階を成長と呼ぶ.

成長の過程に彫響を及ぼす外的因子には栄養因子、 E県縫因子等が含まれ、

一方内的な因子としては遺伝因子あるいはホルモン、レセプターなどの内分泌

系が主要な役割を担っている。実際にはこれらの因子が績雑に絡み合って互い

に影留を及ぼしながら動物個体の成長を決定している.適切な成長を違成する

という過程において、なかでも物質的な基盤となるのが栄養素であり、領取さ

れる各栄養素の量、あるいは慣のいずれかが不適切であった場合には健全な成

長は望めない.この湯合、栄養素という外的因子の情報が内的因子に伝達され、

そごで成長の制御が行われているはずである。

種々の栄養素の中で、タンパク質(アミノ駿)は骨や細胞の骨絡を形成し、

静索やホルモン、あるいは免疫系の因子その他血中成分の材料を供給するなど

動物の成長、さらに維持のために般も重要な栄養黙である。実際に食餌中のタ

ンパク質の量が適切でなかったり、その質すなわちアミノ酸バランスが不適当

であった場合には動物の成長が著しく阻害されることは良〈知られている(1，2

)。各アミノ般が適切に供給されない婿合には、生体はその情報を感知し、さら

には生体内でその情報を伝達し、各組織あるいは各細胞がその環境を変え、成

長という仕事に向けられていた機能を生命の維持に必要なものに切り脅えてい

くこ とになる。この場合にも、食餌タンパク買の量、あるいは質という情報が、

まず何らかの内部の因子、すなわち内分泌系の何かに伝えられるはずである.

それでは内分泌系のどの図子がこのタンパク質栄養という情報の伝達の狙

い手になっているのか。あるいはどのようにしてその図子に情報が与えられる

のか.本論文の研究が行われた東京大学農学部農芸化学科栄養化学研究室(以

下、当研究室)では以前よりこれら 2点の問題に対して、いくつかのアプロー
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チを試み、本論文の主題となっているイ ンス リン様成長因子 1 (IGトI)に注目

し、この物質がタンパク質栄養による成長制御において中心的な役割を担って

いるごとを、数々の実験を基に実在してきた。そのような結論にいたるこれま

での研究の経綿は第2節以下で述べる.

IGF-Iに関する強論に入る前に、まず動物の成長に関与していると考えられ

ているホルモン因子の代表的なものについて概観してみたい.

成長ホルモン (GH) :下重体に存在する成長を促進する物質として、 1920

年頃すでに知られていたが、成長におけるその重要性は、下垂体除去の実験、

GII欠損マウスの成長、動物の系統による血中GH濃度の遣いと成長の早さの関係

など多くの現象で確認されており、さらに近年のスーパーマウス作成の成功も

これを裏付げるものであった。 GHの作用は直援的な作用と間接的な作用に分類

されているが、直接的な作用としてはタンパク質合成の促進、脂肪の動員と分

解、血相書簡の上昇等が数えられ、 一方間接的な作用というのがIGF-1を介した様

々な作用であるが、これら直銭的作用、間後的作用の区別は現在でもなお明確

ではない.特に、後述するように、間接的作用として説明される部分の比重が

多くなってきている。

成長ホルモン放出因子 (GRF)とりマトスタチン (SRIF，GIF): 

これらは視床下部で合成されるが、その合成もGHやIGF-1によりフィードパック

調節を受ける(後述)。

甲状腺ホルモン:特に骨の成長、成黙に大きな影響を与える。さらにGHの合

成を促進することも知られている.

アンドロゲンとエストロゲン:アンドロゲンは強いタンパク質問化作用を持

ち、エストロゲンも骨の成長を促進するなど両者とも成長促進作用を持つとい

われるが、逆に骨繍閉鎖作用を持つなど成長抑制作用も合わせ持ち、その作用

は複雑である.

グルココルチコイド:成長に関してはおもに抑制的に働く。

インスリン:DNA、RNA合成促進、アミノ駿取り込みやタンパク質合成促進、

さらに糖、脂質代謝に対する作用が総合的に成長を促す.
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成長と言うのは以上に挙げた因子がすべて関与する傾雑な現象である.ご

こで強調しておきたいのは、 1GF-1による成長促進という場合にも実際にはこれ

らの因子の関与を常に念顕におく必要があるということである。本論文中に繰

り返し述べられることであるが、 IGF-Iはこれらの因子の産生量に影響を及ぼし、

またこれらの因子(未知の因子も含む)はIGF-1の合成やその後の存在状態、作

用に~響を与えているのである。 IGF-Iを成長制御の主役と捕らえ、徹底的にそ

の性質を追求するという立場と、その他の因子との繊維な関係の中で現象を理

解するという立場の両面から研究を進めることによって初めて成長といろ傾維

な生命現象を理解できると考える.

第2節本研究の背景

適当量の貨のよいタンパク貨を食べると成長が良〈、逆にJ!や量が不適当

であった場合には成長が損なわれる。それはいったいどの様な軽量備によるので

あろうか.この単純な疑問が当研究室での一連のIGF-1研究の発端になっている.

当然ながらこの疑問の歴史は古〈、多くの研究の蓄積がある。しかしながら、

この現象を分子レベルで理解できないか、さらに細胞生物学の立渇から解明で

きないかというのが我々の回線である。

古〈から個々のアミノ餓あるいはアミノ酸の混合物によるインスリン分泌

促進効果が認められており (3，4)、一方インスリンは各アミノ酸の細胞への取り

込みやタンパク質合成を促進する (5，6，7)。当研究室宮川はまずインスリンに注

目し、ラットをカゼイン食、コーングルテンミール食、グルテン食、これらに

制限アミノ酸を補足した食餌、あるいは無タンパク質食で飼育し、動、仰脈中

のインスリン濃度を測定した(8，9).血中インスリン濃度は成長速度(体重地加)

とある程度の相関がみられたが、日内濃度変化に比べ食餌タンパク貨による差

は小さ〈、また成長速度と濃度の順位は必ずしも一致していなかった.

そこで次に新たに栄幾との関連が注目されつつあったインスリン織成長因

子 I(IGF-I)に着目して、その血中レベルを測定したところ、食餌タンパク貨

の置と貨を良〈反映し、体箆t曽加と非常に良〈相関した.さらに腐はこのIGF-
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Ii昆J1r.は各食餌下での全身のタンパク質合成速度と良〈相関していることを標識

アミノ餓の大量投与法により明らかにし、また尿中酸可溶性ペプチド (ASP)緋

池量とも相関することも確認している(10).一方、梅川、鱒沢らの研究により、

血中のIGF-I結合タンパク質(BP)の量およびIGF・IのBPとの結合状態が、タン

パク質栄養により劇的に変化することが明らかとなり、 IGF-1が食餌タンパク貨

の情報を受げ取り、成長を制御する主要な因子であることが判明した(9.11.12

次の諌1ftは、血中IGF-1濃度の変化がどの様な燐情によってもたらされるの

かを解明することである。そのためにはラットIGF-Iの合成調節機備を明らかに

しなければならず、遺伝子f構造の解明、さらにIGF-ImRNA量の変化の測定等が

必要になる。本論文第 n置のラットIGF-IcDNAの取得は第一にこの目的で行わ

れたものである。得られたcDNAはすでに当研究室三浦による研究で肝臓、およ

び初代培養肝細胞系でのラットIGF-1皿RNAの測定、さらには当該遺伝子の転写

速度の測定に用いられ、多〈の知見を得ている。これらについては次の第3節

および第3輩で述べる.

第3節 インスリン様成長国子およびその関連分子について

( 1 )歴史的背景

インスリン様成長因子の発見の歴史は綾数の研究の流れがまとまってきた

ものである。ことではごく簡単に記述し、その詳細は成・を参照されたい(13.

14)。最も古いものとしては、 1957年、硫酸基の軟骨組織への取り込みを促進す

る物質 (sulfationfactor)が、 SalmonとDaughadayによってラット血清中に発

見されたことに始まる(15).彼らは、成長ホルモンの作用はこの物質を介して

発現されるものとする仮説(ソマトメジン仮説)を提唱し、この物質をSomato

圃edinと改名した(16)。また、ヒト血清中に抗インスリン抗体で中和されないイ

ンスリン様活性 (non-suppressibleinsulin-like activlty.NSILA)が知られ

ていたが(17)、Froeschらのグループによって精力的な研究が進められた結果N

SILAの一部とソマトメジンとは同ーの佐賀を持つことが明らかにされた(18).
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この物質はRinderknechtとlIu圃belにより一次f構造が明らかにされ、2種類の類

似した物質がIGF・1.-IIと命名された(19.20.21).牛血清中の細胞地Ji!I因子(H 

ultlplication stimulating activity、MSA)(22)と同様の性質のものがBuffa

10ラットの肝細胞(BRL-3A)の崎養上1背中に見いだされ(23)、これを精製したと

ころ、 IGF-IIにあたる物質であることが明らかとなっている(24).このように

IGFに関して多くの名が使われ、混乱した状態にあったが、1967年の呼びかけ以

来、 IGFという用語に統ーする動きが主流となった(25).しかしソマ トメジンと

いう用絡もなお一般的に用いられている。ソマトメ ジンにはSo.atomedInA. B 

• cの3種が知られていたが、 SomatomedinCがIGF-Iと同ーの物質である。 So圃
ato・edinAは中性ソマ卜メ ジンとして知られていたが、現在ではSomatomedin
cのdea田idated formであることが明らかとなっている(26).また、Somatomed i 

n Bはトリプシンインヒピターの一種であり、 IGFグループには腐きないもので

あるとされている(27).

( 2 )精進

ヒトIGF-Iは70アミノ酸からなる単鎖のペプチドで分子量7649、またIGF-

11は67アミノ酸からなり分子量は7471である。両者の聞の相向性は約60%、イ ン

スリンとではCペプチド部分を除けば45%である(26)。ラットIGFに関しては19

62年初binらによってGH産生闘療であるMtT/WTI5を移備したラット血中ソマトメ

ジンを精製し、 N末端の一部の配列を報告し、これがラットのIGF-1であるとし

ているが(29)、その後ラットIGFを精製したという報告は1969年まで(30)なされ

ず、本論文第 u量の研究もラットIGF-Iの術造を明らかにすることを目的の 1っ

として始められたものである.

ヒトIGF-IのcDNAは1963年Jansenらによってクローニングされ(31)、その後

いくつかの報告がなされている.また、ヒトIGF-IIに関してもほぼ時を同じく

してcDNAが得られている(32.33)。これらの結果からIGFsもイ ンスリンと同じよ

うにプレプロ体として合成され、翻訳f去にシグナルペプチドと C末側の部分(

E peptide)が切断されて成烈分子になることが示された。その後、Rotwelnに

よって 2種のIGF-IcDNAの存在が示され(32)、それらの凶NAからは異なるEpe 

ptideをもっIGF寸前駆体が合成されることが明らかとなった.また、これらの
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異なる皿RNAはヒトIGF-I遺伝子中のexon4とexon5がスプライシングの過程でそ

れぞれ利用されることによって生じることが示され(34)、 IGF-I遺伝子の楠造の

複雑さを示唆するものとなった.現在までにヒトに限らずいくつかの種でIGF-

I遺伝子が実に繊維な術造を持っていることが明らかにされてきている.これに

ついては本論文第 1章と第2.で論じる.

(3 )合成とその調節

血中IGF-1のレベルは胎児期、新生児期で低いがその後上昇し、思春期に最

高値に遣する(35，36).IGF-IIは胎児期に高〈、生後急激に減少する (37，36)。

成ラットではIGF-IレベルはIGF-IIの約401音である。また、IGF-1の産生量は成

長ホルモン(GH)に大きく依存するが、 IGF-IIではGHの膨嘗は小さい(39)。こ

れらのことからIGF-IIは胎児期の成長に、 IGF-1は生後の成長におもに寄与して

いると考えられている。当研究室でIGト11ではなく IGF-Iに注目したのも以上の

理由による。

古くからsulfationfactorの大部分が肝臓で生産されていることは示唆さ

れていたが(16)、現在では血中IGF-I(およびIGト11)の90%以上が肝臓由来で

あると推定されτいる。ごのことは、各臓務中のIGF-1の定量の結果(40)、肝還

流系(41，42)、器官培養(43)、培養肝細胞の実験(4りからも確認されている。し

かし肝臓以外の多〈の器官でIGF-Iが検出されていること、線々な高官業細胞系(

後述)で崎地にIGF-Iが分泌されていることが明らかになってきたことから、肝

臓以外の組織でもIGF-Iは合成されていると認識されてきた.これはその後cDN

Aのクローニングが行われ、各組織のIGト1mRNAの定量が可能になったことで確

認された。このようなIGF-Iは各組織でautocrineあるいはparacrlne的に作用し

ていると推定されている。このことに関しての詳細は(6 )作用の項で述べる.

多くの組織で合成されてはいるが、IGF-IIlRNA量も肝臓中が圧倒的に多〈、

肝臓が主要生産務官であることは間違いない。それでは肝臓で特異的に多〈産

生されるのはどの様な機構によるのかという問鱈が提起されよう。また、肝臓

で合成され血中に分泌されるIGトIとその他の組織で合成されるIGF-Iとは例造

上の遣いはあるのか.さらには発達に伴う IGF-IIからIGF-Iへの切り答えはどの

ようにしてなされるのか。これらの疑問に対する解答は現在まで全くなされて
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いない.

IGF-1の生産がGHに依存していることは、次のような例から明らかになって

いる。すなわち、下垂体を除去した動物ではIGF-Iレベルが低いこと (45)、これ

はGH投与によって回復すること、正常なヒトでもGHを注射すると血中IGF-I渡度

がさらに上がること (46)、acromegaly患者では血中IGF-Iが高値であること (47

〉などである。また熔餐細胞を用いた研究(46)でもこれを裏付ける報告がなされ

ている。 IGF-I産生のGH依存性はその後多くの研究者により肝臓、さらにそれ以

外の組織においてmRNAレベルでも確認されている(49，50，51，52，53，54;55，56，5

6，59)。

しかし血中IGF-1濃度はGIl以外にも様々な因子によ って調節されていること

が明らかとなっている.また、様々な疾患は血中IGF-I濃度の変化を伴う (60)。

実験的に作成した椅尿病ラットでは、血中IGF-I濃度は減少しているが、イ

ンスリンの投与により回復する (61，62)。これは耐NAレベルの減少としても確認

されている (63，64)。さらに肝還流系(41，42，65)や初代崎重量肝細胞(54，66，67，6

6)でも問機のインスリン依存性の現象が観察されている。 Invlvoで、 GfIの肝臓

への結合は糖尿病の影響を受けていないので、 post-receptorの段階で聞に応答

できなくなっていると説明されている (62)。また三浦は、初代培養肝細胞での

インスリンの効果はIGF-IのIIRNAの安定性を噌しているためと結論している.

インスリン以外にIGF-1の合成に影響を与える因子としては、甲状腺ホルモ

ン(42，69)，上皮成長因子 (EGF)(67)、糖質コルチコイド(後述)、性ホルモ

ン(70)等が報告されている.さらにlocalに生産されてautocrlne/paracrine的

に作用するIGF-Iの合成に関しては、その細胞に特異的に作用する因子が促進的

に働く例がいくつか報告されている(71，72，13，74).

糖質コルチコイドに関してはDexa圃ethason(Dex)を用いた多くの報告があ

る。三浦は初代培養肝細胞において、DexがIGF-Iの分泌量を噌加させるが、同

時に皿RNA量を減少させるという結果を得ている(66).DexによるmRNAの減少は初

代精餐肝細胞以外にも、脳の細胞の培養系(75)でも得られ、さらにinvivoでも

各組織で観察されている(76)。ごれについては第3.でさらに論ずる。

栄養状態と血中IGF寸温度の関係に関しても多くの線告がある。ここでは主

なものを列挙しておくにとどめる。絶食、再給餌やカロリー妓取量との関係(7
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1.18.19)、食餌タ ンパク質の量あるいはアミノ酸の彫響(80.81.82.83.84)、こ

れら両者についての検討(85.86.81.88.89)など数多いが、これらは栄養条件が

GHに勝るとも劣らないIGF-1生産の主要な因子であることを示している。さらに

食餌タンパク貨やエネルギーはGHやインスリ ンとは独立して血中IGF-I:置を制御

していると考えられている(82)。さらに絶食はIGF-IIRNAを減少させ、さらに

再給餌によって速やかに地加することが報告されている(90.91)。食餌タンパク

貨と IGF-ImRNAの関係については、三浦が検討しており 、無タンパク質食やグ

ルテン食でカゼイ ン食に比べてmRNAが減少し、 nuclearrun-off assayの結果よ

りこれらはmRNAの安定性の減少によるものと結論している(68.92)。

(4 )レセプター

現在IGFレセプターには、Type1とType0の2種が知られている。 Type1 

レセプターはIGF-I>IGF-O>insulinの順にaffinityが高い。 一方Type0レセプ

ヲーはIGF-O>IGF-Iでinsulinはほとんど結合しない.さらにinsulinレセプヲ

ーに関してはlnsulin>IGF-I>IGF-Oとなっている (93)。このようなことから、T

ype 1レセプターをIGF-1レセプタ一、Type0レセプターをIGF-Oレセプターと呼

ぶことも多〈なっており、本論文中でもそちらの周絡を用いることにする。

IGF-I、IGF-日各々のレセプターについてごく簡単にまとめておく.詳細は

以下の成書や総説等を参照されたい(14.94.95). またごれらのレセプターでの

signal transduclionに関しては最近の総説にまとまっている (96.91).

IGF-1レセプターの柵遣はイ ンス リンレセプターと非常に良〈似ている.電

気泳動を用いた構造の解析でも、cDNAクローニ ングから導かれた結果でもイン

スリンレセプターの持つ特徴をすべて備えているといっても過言ではないほど

である。すなわち、 リガンドと結合する αーサブユニット (130kD)と、チロシ

ンキナーゼ活性を持つ βーサプユニット (92-98kD)(98)の各々 2個ずつがジス

ルフィド結合したものであるとされている(99.100)。βーサプユニットは細胞膜

を貫通している(101)。ヒト IGF-1レセプターのcDNAの憎造(102)およびラットI

GF-I cDNAの一部が報告されているが、インスリ ンレセプターの吻合(103.104)

と問機αとβのサプユニ ットがつながった前駆体タ ンパク慣として合成される

ことが明らかとなった.
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IGF-日レセプターは分子量250kDのモノマーであるが、cDNAクローニングの

結果、このレセプターはcation-independent・annose-6-phosphatereceptor( 
H6P receptor)と同一分子であることが判明した(105.106).H6Pレセプターはl

ysoso田e酵素のlysosomeへのsortingを担っている分子であるが、IGF-Dとlysos

ole酵繁のH6P残基とはこのレセプタ一分子中の異なる郎位を認自民しているとさ

れている(107)。この事実がどの様な意義を持っているかは全く明らかにされて

いない。加えて、 IGF-Dレセプターが実際にIGF-日の筒号を細胞内に伝える軽量絡

を持っているかどうかに関しても議論が分かれている現状である(96.108).さ

らに血液中にIGF-Dレセプターの切断された形のものが存在するととも明らかと

なっているが(109)、ごれの怠味もわかっていない。

以上述べた 2種のレセプターの他にType111レセプターの様なものの存在

も示唆きれている(110)。また、 IGF-1レセプターとインスリ ンレセプターのhy

brid型のレセプターの存在も示されてきて(111)、レセプターに関する知見は混

沌としてきている。さらにレセプターの機能を論ずる上での般大の問紐点は、

各レセプターに対するIGF-1、IGF-目、インスリンのcrossreactivltyであろう。

各q の分子が細胞に作用を及ぼすとき、それがどのレセプターを介しているか

を十分吟味しなければ誤った結論を導くことになろう。

(5 )結合タンパク質(BP) 

古くから血中IGFi活性がIGFの分子量よりも大きなところに現れていること

は指摘されていた(112)。血績をゲル鴻過した薗分のIGF活性の測定や、125トI

Gfをi旦i江Lあるいはl!Lヱ註盟で血清に添加する実験などによって、血液中の

IGFは150kDおよびJO-40kDの2種のBPに結合して存在することが明らかにされた

(11J).ごれらのBPはそれぞれLargeBP. 5mall BPと呼ばれるようになった。当

研究室でも宮川(8)、健川(12)によりこれら各々のBPへのIGF-Iの結合状態がタ

ンパク質栄養により劇的に変化することが明らかとなった。

さらにその後リガンドクロスリンク法、 リガンドウエスタンプロッティン

グ法などの手法が導入され、 51allBPには数種類の分子種が含まれるごと、La

rge. 5・all以外の分子量に当たるところにもBPが存在することなどが明らかと
なり、混乱を極めてきた(114.115.116.117)。
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一方で、 BPを精製しf間違を決定する試みも進められたが、こちらも数多く

の材料から多くの種類のBPが得られている。ここでは代表的な少数の例のみ挙

げてみる。羊水中にはIGFとそのBPが豊富に存在していることが示されていたが、

い〈つかのグループによりここからS.allBPに属するBPが精製された(118.119

.120)。胎盤から(121)、あるいはまた熔養肝癌細胞からもこれと同ーと考えら

れるBPが得られている(122)。また、ラッ トBRL-3A細胞(123)、牛 kidneycell 

line(114)から得られたBPは羊水のものとは別種であることが示された。以上

のBPはこのように血中以外の材料から精製され、その後抗体を用いだ検討から

血中に存在するものと同ーであることが確認されたものである.

Large BPに関してはヒト血中から精製が進められた。 LargeBP complexは

酸安定性のサプユニットと酸に不安定なサプユニットから成ることが指摘され

ていたが(125)、まず駿安定性サプユニット (ASSor BP-53)が精製され(126)、

続いて酸不安定性サプユニット (ALS)も得られている(127).IGFとはASSが結

合し、その後合体にALSが結合するととによって 150Kco仰 lexが形成されること

が、再構成実験等により明らかとなっている(128)。

以上のように多〈の種のBPが報告されたが、周踏の統一の動きは1989年に

為された(129)。すなわち、羊水BPが属する一連のグループをIGFBP-l、BRL-3A

BPなどをIGFBト2、LargecomplexのBPをIGFBP-3と呼称するようになった。リ

ガンドクロスリンク法やウエスタンリガンドプロッテイング法でさらに多くの

BPが検出されるのは繍鎖の結合の状態の差異で説明されている(116.117)。しか

しさらに別な種のBPの存在もなお示唆されている(130)。

上記の新しい方法が利用できるようになったことに加えて、糊製されたBP

からそれぞれに対する抗体が得られたことで各BPの定量が可能になり、各BPの

生産調節に関する研究も進められた.要約すると、血中日P-3はIGF-1と同様に生

後上昇を統げ、さらにGHに依存する(131.132)、BP-1は日内変動が大きく (133)、

絶食や糖尿病で大きく t首加する(134)、BP-2は胎児期に多〈、その後減少するこ

と(135)などである。当研究室梅沢はタンパク質栄養と各BP量、あるいは各BPの

IGF-1による飽和度の関係について詳細な検討を加えた(11).
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一方、 1GFBPの存在意義または機能に関しては、現在なお不明瞭である。古

くから、血中での1GFの安定性を増して寿命を調節しているという説(136)、1G

Fの過剰な作用から生体を守るという説(137)などが提唱されてきた.1GF-1血中

濃度の日内変動が小さいこともBPとの結合に影留されているのかも知れない(5

7)。一般的には1GFの作用を抑制するものと考えられていたが(138，139)、Larg

e BPに結合している1GトIが，GHの彫響下や栄養条件の良好な場合など"成長が

良い"状態で多くなっていることから (8，12，131，132)LargeBPの方は1GFの作用

を助ける機能があると考えられ(140)(Fig.0-l)、各BPの問で1GFをやり取りする

ことによって1GFの作用を調節するという概念が一般的になってきた.実際にB

P-53が1GF-Iの婚養細胞でのDNA合成促進作用を精強するという報告も為された

(141，142). BP-lやBP-2については1GFの作用を抑制すると慣じられていたが、

精製方法(143)によっては作用を滑強することもあることが報告されてきて、実

際の機構は単純なものではないことが示唆されている.

最近になって様々なBPのcDNAがクローニングされ、術造の詳細が明らかに

されてきた(144，145， 146，147， 148， 149)。これらは17個のCys残基の位置が保存

されており、共通の祖先から由来したタンパク質であると考えられる。特徴的

なごとは、 BP-lおよびBP-2はArg-Gly-AspのRGDsequenceを含んでいて、これら

のBPは細胞表面に結合することによってなんらかの働能を果たしていることが

示唆されている。実際にRGDペプチドがこのBPの作用を抑制することも確認され

ている(150)。また、 BP-3にはN-glycosylationsiteの存在が示された.

以上挙げてきた1GFBPとの関係は明らかではないが、血中にソマトメジンイ

ンヒピターというヲ ンパク貨の存在も示されている(151).ごれは絶食、糖尿病

などの場合に血中に現れてくる物質で、約3.2kDのものと lkDのものが知られて

いるが、これらはIGFの作用をlodifyするだげでなく単独でも細胞に作用を及ぼ

す点で、上記のBPとは異なると思われる(152)。

さらに、前述の血中の遊般の1GF-DレセプターもBPとしての挙動を示すので

注意が必要である。

1GFBPについては愚近多くの総説や成書がでているので詳細はそちらを参照

されたい(11，94，153，154，155)。
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(6 )作用

現在までに知られているIGFの作用は実に広範なものになっている(156)。

当初考えられτいたような聞の成長促進作用の仲介や、単なるインスリン織作

用に留まらない。先に述べたようにIGF-1は肝蹟のみならず、多くの組織、細胞

で合成されていることが明らかとなっている。これらのIGF-1は、autocrine.

paracrine的に自己の細胞、あるいは近傍の細胞に作用してそれらの地殖や、分

化機能の発現を促進していることが、生音養細胞系等を用いた多くの例から明ら

かとなってきた(71.73.74.157. 156. 159)。さらに各々の組織ではBPも生産され

ておりこれがIGFの作用をlocalに修飾しているという機備が提唱されている(1

50). 

ただし血中のIGF-1が骨や筋肉に作用して成長を惹起するという作用は殺も

重要なものといって良いだろう。 Invivoで実際に成長促進作用をするという柾

拠は、下垂体除去ラットや鱒尿病ラット、あるいはGII欠損マウスに天然型ある

いは組み換え型IGF-1を注射した結果(61.160.161.162.163)、あるいはヒ卜 IGF

-1を高発現させた transgenic皿ouse(164)から得られている.

現在までに知られているIGFの作用を列挙してみる。脂肪組織その他におけ

るインスリン様作用(165)、筋細胞でのDNA合成やタンパク質合成の促進および

タンパク質分解の抑制(156.166.167.166.169)、繊維芽細胞の地殖の促進(170)、

軟骨への硫酸の取り込みの促進(15)、骨芽細胞の地殖やアルカリフォスファタ

ーゼ活性の誘導(171)、甲状腺のt曽殖およびTSHの作用の増強(172)、卵巣頼粒限

細胞でのプロジェステロン産生やアロマターゼ活性などに関するFSHの作用の地

強(173)、精栄ライディヒ細胞でのLHによるアンドロジェン産生の促進(174)、

o-クリスタリンの合成など限のレンズの細胞の分化促進(175)、神経勝細胞の

発達の促進(176)、赤血球系細胞の分化において CFU-Eの分化を促進(177)、乳腺

の発達やカゼイン等の合成促進(176.179). これ以外にもさらに多〈の作用が見

いだされて行くと思われる.

これらの多種多様なIGFの作用は、動物の各々の細胞が正しく機能するため

にIGFが重要な"housekeeping role"を担っているということを示唆している.

IGFの生体内での意義を知るにはIGF欠損症やモデル動物を利用するのが一つの
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方法である。しかし現在までのところIGF-Oの対立遺伝子のうち一つを失わせた

だけで小型のマウスが生まれるという報告が一つあるのみである(180).ごれは

IGFを欠損した動物は生存できないという可能性を示峻している。加えて先に述

べたIGFのもつ多種多様な作用とを考え合わせるとIGFは絡qの生命現象の板元

に関わる重要なホルモ ンであると冨え、ごのホルモンのf構造や遺伝子、さらに

合成調節織構を理解することによって動物の概維な生命を発遣させ維持する綴

織の本質に迫ることができると信じる。

第4節 本論文の情成

第1章では、ラットIGF-1の精道を明らかにし、さらに遺伝子の精造を知る

第一歩として、ラットIGト1cDNAのクローニングを行った。また、ラッ トIGF-

Iの・RNAには異常に長い分子種のものが存在することが明らかになったので、こ

れらの構造を知る目的で、cDNAライブラリーやプロープを変えることによ って

別のタイプのい〈つかのcDNAを得た結果を示した。

第2章では、ラットIGF-Iの遺伝子のf構造を採るためにゲノムクローンを得

た結果を示す。特に5・上流側の構造元f俊雑であるごとが判明したので議論を加

えた。

同遺伝子の転写は、大きく分けて 2つの異なる領威から始まっていること

が示されたので、これらの複数の領繊の存在がいかなる意義を持っているかを

明らかにするため、第3章ではNorthernblotting解析を行って肝臓や初代治

美肝細胞における同遺伝子の発現調節働摘を採った.

第4章では、第11量で!専られたcDNAを材料としてとれに改変を加え、ラッ

トIGF-1 を大腸菌によって生産するととを試みた。細胞質内に喜~f置させる方法と 、

ベリプラズム空間に分泌させる方法について実行してみた。
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本研究の始めとしてラットIGF-IのcONAのクローニングを試みたが、これ

は以下の目的において行ったものである.

1 .ラットIGトIの構造は未知であったため、 cONAからそのアミノ酸配列を推定

し、ヒトIGF-Iと比較する。現在まで当研究室でラット血中IGF-1濃度の定畳に

は、ヒトIGF-1定量周のラジオイムノアッセイキットを用いてきたが (6，66)こ

の方法の妥当性をアミノ酸配列の相向性より検討する。

2.得られたcONAをプロープに用いてラットの各臓器でのIGF-1のmRNAの発現畳

や、その栄養およびホルモンによる調節を検討する(66) 0 

3. I専られたcONAをプロープに用いて、ラットゲノムのライブラリーからラッ

トIGF-1遺伝子を クローニングし、遺伝子発現の調節織構等について解析する(

2章)。

4・cONAを適当な発現ベクターに組ぷ込み、大腸菌で発現させ、ラット IGF-I分

子を得る。(4章)。

本研究を開始した当時、ヒトIGF-1に関しては既にcONAがクローニングさ

れていたが (31，33，36)、ラットIGF-Iに関しては、ラットソマトメジンCとし

てN未舗の 1部の情造が示されていたに過ぎない(29) 0 報告されていた分子

量、 rIともヒトIGF-1のそれとは大き〈異なっており 、果して報告されτいたラ

ットソマ トメ ジンCをラットのIGF-Iと見なして良いかどうかも不明であった。

しかしながら、 N末端の配列はヒ卜のものと非常に相向性の高いものであった

ので、そのなかから特に一致度の大きい節分を選び、その部分に当たるヒトIG

F-l cONAの配列を基にプロープを合成することにした。また、cONAライブラリ

ーは成ラット肝臓のものを用いた。これは、ラッ ト等を用いた研究により、肝

肢がIGF-1の主な生産務官であると考えられていること (40，45)、ヒ トでは肝
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臓にIGF-I.RNAが豊富に存在していることが確認されていて (32)、実際に肝

臓のライブラリーからcDNAが得られているごと (31)、さらに血中IGF-Iは誕生

直後ではまだ低レベルであるが、その後年齢と共に上昇すること (35，36)など

から選んだものである。

第2節 ラット IGF-IcDNAの取得と憎造解析

1-2-1.方法

基本的な手法およびバッファーの組成等は、実験書(181)に従った.

( 1 )プローフの選択

Fig .1-1にRubinら(29)によって報告されているラットソマトメ ジンCの

N末端のアミノ俊配列およびJansenら(31)によるヒト lGトJcDNAから推定し

たN末端部分の配列を比較した。このなかでlD番のLeuと23番のPheの聞はよく

一致している上、ごの部分の配列はRotweinがhumanIGF-l cDNAを得る際に利用

しているため、同じプロープを用いることによって、hybridizationや洗浄の条

件の参考にできるという利点がある。そこでとの部分のhUlllanIGF-Iのanti-se

nseの温基配列をプロープとして利用することにした。すなわち、 5'AAA GCC 

CCT GTC TCC ACA CAC GAA CTG AAG AGC ATC CAC CAG 3・をBeckunSyst叩 1 P 

lus DNA Synthesizerにより合成した。

( 2 )プロープの精製

合成したDNAの精製は以下のように行った。ガラスu具はシリコナイズした
ものを用いた。

ゲルを真空ポンプにより乾燥後、35%NH.OH 1.5.1を加え、室温で2時間イ

ンキユベーシヨンし、 DNAを臨定相からはずす。さらにゲルを1.5・135% NH.OH 
で洗浄した後、洗液と先の上清を合わせて、これを55・C24時間イ ンキュペーシ

ヨンして脱保護した。エパポレーションによって乾困した後、TE300μlに溶解
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した。これをさらに16%ポリアクリルアミドゲルを用いた精霊起を行った.目的と

するONAをゲルごと切り出し、ゲルを粉砕後、 ONA摘出用バッフ ァー(O. 5M酢酸

アンモニウム、 l闘MEOTA)で1昼夜室温でONAを抽出した.グラスウールを用い

た海過によりゲル片を除き、エタノール沈澱を行った後、 100μlのTEに溶解し

た.

( 3 ) T4 polynucleotide kinaseによるプロープの 5・末端の標識

25pmolの合成ONA、50unltsのT4polynucleotide kinase(TAKARA)、9.25H

Bqのr-32P-ATP (222TBq/1l1101、NewEngland Nuclear)および1/10volの10x

kinase用パップァー (0.5MTris-HCl.100mM MgC12.100 aHメルカプトエタノー

ル)を37.Cで1時間インキュペートし、その後65・Cl0分間加熱して反応を止め

た。 TEで平衡化したSephadexG50 co!umn(superfine. O.5xI5cm)に反応液を移

し、 TEで溶出して来反応のATPを分隊した。

(4) cDNAライブラリー

Adultラット肝臓cONAライブラリーはClontech社(発売元TOYOBO)より供給

されているものを用いた。

購入したライブラリーのProfileは以下の通りである。 Source:Nor圃aladu 

lt female Sprague-Oawley !iver. Vector:λgtll. Independent clones:6.8X 

10ペInsertsize:O . 34 ~ 3.4(average 1.1)kb.同ライブラリーの銅製方法は、

Huynhら(182)の記述に従ったものである。

(5 )プラークハイブリダイゼーシヨ ン

常法(181)およびcONAライブラリーに添付されていたプロトコールに従っ

た.宿主にはhl旦liYI090を用いた。

150.. oのプレートを用いて、 1枚につき 1x 10・程度のプラークを形成さ

せた。ニトロセルロースフィルターはSchleicher& Shuel社(BA85、1321mO) 

のものを用いた。

Hybridizationは、oIigonucleotideprobeを周いた場合は、5xSSC/50・HN 
a phosphate. pH6.8/30% deionized for.amide/denatured saI・onsper聞 DNA(
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50μg/阻1)/5xDenhart'ssolutionで、42・Cで1腕行った.その後、 0.2xSSC、

o .1%SDSで室温で15分間2回洗浄を行った。

cDNAをprobeにした場合は、 50%deionized formalide/5xDenhardt's solu 

tion/5xSSPE/0.l% SDS/denatured sal・onSperm DNA(100μg/ml)でprehybridi
zationを42・C 5 hr.行った後、hybridiza tionを42.C一晩行った(hybridizati 
on液はprehybridization液に 5分間煮沸したprobeを加えたもの).その後、2

xSSC， 0.1% SDSで室温で 5l11in. 3回洗浄し、さらにlxSSC，0.1% SDS、68・Cl

hr.で2回洗浄を行った.オートラ ジオグラフィーはFujiX線フィルムIIRHで、

増感紙を用いて 3日間露光した。

( 6 )ファージ DNAの埼宮崎

得られた λファージのクローンは必要に応じて、PlateLysate Hethod(18 

l，p371)あるいはLargeScale Preparation (18I ， p77) によって、宿主には~

弘.1LE392を用い、NZCYH培地を用いて噌帽を行った.CsClによる密度勾配遠心

の段階は、 Hitachi13PA tubeを周いて、flitach i RPS-40Tのローターで22000r

問、 2hrで行った。常法に従ってphenol抽出等により、ファ ージDNAを1尋た.

( 7 )温基配列の決定

クローニングサイトの酵素である匙旦RIでcDNAインサートを切り出し、これ

をH13mp19にクローニングし、 H13sequence kit (Takara)、あるいはSequena

se1" (USB Corp.，TOYOBO)を用いて、 dideoxyj法によって息基配列を決定した。

1 -2 -2 結果

( 1 ) pIGFl/l 

2 x 10'個のクローンを検索した結果、約670bpのインサー卜を含むクロー

ンを得、これをpYEJOOlにサプクローニングした。 Fig.I-2に得られたクローン

pIGF-I/lの全塩基配列および推定されたアミノ酸配列を示す。 Fig.I-3にはFig

.1-2の結果をヒ卜 IGF-lのものと比較したものを示す。 Fig.ト2，1-3とも実線で

囲んだ部分は成熱IGF-I分子をコードする領域である.両末舗の5・GAATTCGC3'は
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Ile 

IGF-I 

Fig. 1-4 ヒト[GF-[の3次構造(28)

ラット[GF-[でアミノ酸が異なっている点を示した.
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匙旦RIリンカーを示す。 N末側には、 22アミノ酸残基からなるシグナルペプチド

部分を持ち、続いてインスリンではB鎖に当たる Bdomain ( 27アミノ俊)、 C

ペプチドに当たるCdomain ( 12アミノ餓)、 A鎖に対応するAdo・ain(21アミ
ノ餓)、さらにインスリンでは翻訳後切断される部分としてodomain ( 8アミ

ノ殿)がコードされている。さらに C末側の終止コドンまでの部分(35アミノ

酸)はEdo圃ainと言われ、この領域は血中のIGF-Iには存在しないため、翻訳!棄

に切除される部分とされている。

ヒトIGF-1との相向性についてはB.C.A.DのdOlain中でわずかに 3'個のアミ

ノ酸が異なっているのみであった。すなわち、 20番のAspがProに、 35番のSerが

Ileに、 67番のAlaがThrになっていた.これらのアミノ酸がIGF-[の分子術造中

どこに位置するかをBlundellらによって推定された 3次f構造(26)を基に示した

のがFig.I-4である.ヒトIGトIのEdomainには2種奴あることが、 Rotweinによ

り(32)報告されていて、目RNA前駆体のスプライシングの遭いに由来するものと

されているが、得られたクローンのEdomainはそのうちIGF-IAのほうのものと

稲向性が高かった。すなわち35残基のうち 3つが異なっているのみであった。

シグナルペプチド部分では、 -27のLysまではよく一致しているが、それより上

流では全くホモロジーが見られない。

一方、塩基配列のレベルでは、成勲IGF-[をコードしている部分では66%、

E domainでも90%、シグナルペプチドの-27Lys以下の部分で67%と非常に高い相

同性を有しているのに対し、さらに上流の部分ではやはり全〈異なる配列とな

っていた。なお、プロープに用いた部分では、 42l;!l基中5温基が異なっていた

( 66%一致)。

Fig.I-2の網掛けの部分の配列を見てわかるとおり、このクローンにおいて

両末端の部分、すなわち5・端から46bpと3.織から49bpの郁分はお互いにinvert 

ed repeat~骨造を取っている.これは怨初 sequenceの際のartifactかと考え、 B

dOllainの部分に含まれる包且3A[siteで切断したものをH13に再クローニングし

て、 sequenceの確認を行ったが、同じ結果が得られた。この部分の配列に関し

ては、後の考察および第 2章で論じたい。
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( 2 ) pIGFl/2 

5 '上流部分にみられるヒトのsequenceとの極端な相違や、長いInverted

repeat sequenceの由来等の疑問点を解決するべく、同じライブラリーをさらに

検察して、約750bpからなるクローンを1号、 pUC119にサプクローニ ングした.

Fig.ト5に得られたクローンpIGF-I/2の全配列を示す。 シグナルペプチドの途中

から以下の部分、すなわちー27Ileから下流側の部分はpIGF-I/Iの場合と一致し

ていたが、それより上流の節分は全〈異なる配列であった。この上流部分をヒ

トIGF-Iの対応する部分と比較すると90%一致し、こちらのクロー ンが報告され

ているヒト IGF-1 cDNAのラ、yト型であるといえる。

第3節 ラットIGF-1の長いmRNAの僧造の解析

以上 2種類のラットIGF-IcDNAを得ることができ、これに続き他のいく

つかのグループからラットIGF-IcDNAの配列が報告された(49，51，163，164.165

).これらとの比較は後ほど行うが、 pIGFI/l，pIGFI/2を含め、報告されている

cDNAはすべて 1kb以下の長きである。しかしラット IGF-IのmRNAは約 1kbのもの

の他に 2kb程度のもの、さらに長い何種類かのもの(最大7.4kbまで)が存在し

ていることが、 Northernblottingを用いた実験により数多く報告されている。

当研究室でも、三浦により pIGFI/lを用いたNorthernblottingで数本のバンド

が確認されている (66)(Flg.I-7A参照)。従ってこれまで報告されているcDN

AはIRNAの全長には対応していないので、さらに5・側あるいは3.側に畏〈延びた

cDNAを得ることによってより長い圃RNAの補造を推定することを試みた。第2節

で用いたライブラリーはoligodTをプライマーとしてcDNAのfirststrandの合

成をしたものであった.ここでは特にrandomhexanucleotideをプロープに用い

ることにより、性質の異なるcDNAライブラリーを得ることにした。
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1 -3 -1 方法

方法は多くの節分は第 2節と共通であるが、特に異なる節分を記述する。

( 1 ) cDNAライブラリーの調製

ラット肝臓からのcDNAライブラリーの調製はA圃ershucDNA合成システム・

プラスおよびcDNAクローニングシステム λgt10を用いて行った.相既要は以下の

通り。

材料となるRNAはWistar系成雄ラット(日本SL C)肝臓より翻製した。固形

飼料(ラボMRブリーダ一、日本農産工業)を自由摂取させた約200gのラット

を用い、 3章に述べる方法で肝臓全RNAを得た。得られたTotalRNAより poly( 

A)+の精製を行ったが、結果(1 )に示したcDNAライブラリーはollgo-dTセル

ロースカラム (CollaborativeResearch Inc.、Type3)を周いて、また結果(

3 )ではo!igO dTラテックスビーズを用いて、それぞれ添付のプロトコールに

従い行った。

cDNAの合成反応は、cDNA合成システムのプロトコールに従った.このシステ

ムはGublerとHofhanの方法(166)をさらに改良したものであり、セカンドス

トランド合成においてRNaseHと大腸菌DNAポリメラーゼIを利用して、ニッ ク

トランスレーションタイプの反応によってmRNA鎖をDNAに置き換えていくもので

ある。 5μgのmRNAよりスヲートして、ファーストストランド合成のプライマー

にはランダムヘキサヌクレオチドプライマーを用いた.

得られたcDNAのうち 1μgを次のcDNAクローニングシステムの段階に供した.

方法は、プロトコールに従った。このシステムでは以下の手順でライプラリー

の作成が行われる.平滑末端cDNAへのEcoRIアダプターの連結→カラムによる精

製とサイズフラクショネーシヨン→5'末端のリン酸化→脱リン酸化EcoRIベク

ターアームへの連絡→invitroパッケージング反応。なお、 EcoRIアダプター

の結合したcDNAの精製は附属のカラムで10-17番目のフラクションを選択プール

として分取した。ベクターアームへの連絡には、全cDNAの1/10量、および1/10

0量の 2段階の景を供し、最終的にタイトレーションの高かった方のライブラリ

ーを採用するという方法を取った。
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( 2 )ファージDNAの地幅

λgt10ではsmallscaleのliquidculture(181，p373)で十分量のファージD

NAが得られた。之の司自合、宿主にはNH514を利用し、0.4%マルトースを含むし培

地で緒養した。

( 3 )プロープ

プロープにはニッ クトランスレーシヨンで穣識したpIGF1/2を用いた.

さらに3'下流側に伸びたcDNAクローンを得るためにもう一つのプロープ

5・CAGTTGCTATTGCTTTCGAGGAGGCCAAATTCAACAA3'も利用したが、この場合、hyb

ridlzationの際のfor.amideの濃度を40%に上げて行った.また、このプロープ

はNorthernblottingにも利用した。 Northernbl口ttingの方法の詳細は、 3章

に述べる。

1 -3 -2 結果

( 1 ) pIGFDl 

最初に合成したライブラリーをすべて検索して (4xl0')約lkbのクロー ンを

1個得て、これをpUC119にサプクローニ ングし、pIGFDlとした。 Fig.1-6に塩基

配列決定の結果を示す。

全長は1052bp、5'上流部分はpIGFl!lの5・末端より 68bp下流から始まってい

たが、翻訳領域の全長は含んでいた。 3・末は、pIGFI/2よりもさらに453bp下流

まで延びていた。 614位から653位までAが並びCが4個人っている領滅がある。

以下この領械をAclusterと呼ぶ。現在までに報告されているラ ットIGF-1 cDN 

Aは全てこのAcluster部位の上流までしか含んでいない.おそら<cDNA合成の

first strand合成の際にoIigodTをプライマーとして用いているために、この

プライマーが田RNA中のAclusterに結合してそこから合成が始ま っているもの

と考えられる。 Shimatsuら(187)は、完全なものではないが、ラ ットIGF-Ii宣伝

子のt構造を報告したが、そのなかでexon5の下流械に当たる邸分がこのAclus 

terを含む節分の配列と一致していた。彼らの報告の時点ではこれらの領減は成

P.:IRNA分子に含まれているかどうかは定かではなかったが、このcDNAクローン
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が取得されたことでとれらの領減が実際にIIIRNAの一部になっていることが明ら

かとなった.

( 2 ) Northern blot分桁による長い・RNA情造の解析

上自己のクローンを得た当時に、 LundらによってRNase・appingを行った結果

から、 2kb以上の長い圃RNAの生成には3'側の長いstretchが関与していることが

推定された(168).そこでこれを確認し、さらに詳細なt構造の解析を進めるため

にoligonucleotideプロープを用いてラット肝臓圃RNAのNorthernblot分布fを行

った。方法の詳細は 3J量に述べる。結果をFig.ト?に示す。用いたプローフはニ

ックトランスレーションで32p標識したIGF-IcDNA(pIGFI/2) (FIg.1-7A)、plG

FI/lの5'上流郁位の配列にあたる36merの合成DNA(Fig.1-6の実線の下の部分)

( Fig.1-7B)、今回得たクローン(pIGFDl)のJ'末側の官官分に対応する37mer(F 

ig.1-6の点線の下の部分) (Fig.ト7C)の3種類である.cDNAでは肝臓のtota

1 RNA40jlgを用い、。ligoprobeではpolyA' RNA 10jlgを用いて行っている。三

浦が報告しているようにcDNAでは、 0.6から1.2kbのbroadなバンドと、約2.0、

3.6、4.0、7.4kbのバンドを検出できたが、 5'側の01igonucleotideプロープで

は3.6と4.0kbのバンドは検出できなかったが、他の全てのバンドを検出するこ

とができた。さらに 6kb付近にもバンドがみられた.一方、 3'側のプロープで

は、 5・側プローフでのバンドのうち、 0.6から1.2kbのバンドが消失していた。

すなわち0.6-1.2kbの短いIIIRNAにはこのプロープの部分は含まれていないことに

なる。 Shi田atsuらはゲノムクローンの解析の中で、 Solutionhybrldization p 

rotectio日実駿を行い、 exon5の邸分の中に約4個のpolyA付加サイトの存在

の可能性を示しているが、そのうち 2個はpIGFDlクローン内にある (Flg.1-7，

po!y A" poly A2' poly A signalを太線で示した). Fig.ト7の結果より、 O.

1-1.2kbの緩いmRNAが生成するときにはpolyA，の位置のみが利用されると考え

られる。また、 .RNAの長さの多様性は、 5・側の部分の構造の多様性からは0.6-

1.2kbの帽、すなわちおよそ400bpの差異しか説明できず、それよりも大きな遣

いには3・側の方に長〈伸びた精進が関与していることが確認された。
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Flg. 1-7 A:ラット肝臓totalRKAのIGF-IcDKAを用いたKorthernblot分析

40μEの成ラット肝臓RNAを1.5xアガロースゲルを用いて泳動した.

B:ラット肝臓poly(A)+ RKAのIGF-I5・上波書官位特異的アロープによる

Korthern blot分析

-30-

5μgのpoly(A)+ RNAを用い、Fig.1-6の5翼線部のプロープで検出した.

C:ラット肝路poly(A)+ RNAのIGF-I3'下涜都位特異的アロープによる

Korthern blot分析
Fig. 1-6の点線節のプロープで検出した.
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(3 )λIGFD21，λIGFD 23 

長いIGF-1咽RNAの全f構造を明らかにするためには3・側に長〈伸びたcDNAを

得る必要があることが判明した。しかしながら、叫NAの5・側の精進が未知の場

合にはcDNA合成の際にその・RNAの既知の部分の特異的なプライマーを利用する

ことで比較的簡単に5'側に伸びたt構造の特定のcDNAを得ることができるが、 3・

備が未知の窃合はそのような方法は利用できない。特にラットIGF-Iの煽合、

7.4kbという以上に長い凶NAを扱わねばならず、またこの節分は非翻訳領域であ

るためアミノ般の情報等も利用できないので、少しずつ3・側に{申びだcDNAクロ

ーンを地道に検索して行く 1也に手はない。すなわちクロモゾームウォーキ ング

のようにcDNAウォーキングを繰り返すことになる.

そこで次にさらに新たにラット肝臓圃RNAよりランダムプライマ一法により

cDNAライプラリーを作成し、 pIGFD1の3'末の部分すなわちFig.トEの点線部の

01 igonucl eot i deプロープを用いて検察を行った。

2x 105個のクローンを検察し、 6個のpositiveなクローンを得た。このうち

比較的長いインサートを含んでいた 2個のクローンについてH13.p18に組み込

み、両端の部分の塩基配列を解析した。約 1kbのインサートを持っていた λlG

FD21は3・末端はpIGFD1と全く同じ位置で終わっていたが、 5'末端はpIGFD1より

21bp上涜まで伸びているものであった。おそらく Firststrand合成の際にpIG

FD1のときと同じプライマーが結合することによって合成が開始したものと考え

られる。さらにもう 1つのクローン λIGFD23はEcoRIで消化すると、約2kbの断

片と、 400bpの断片がf専られた.これらをH13にサプクローニングしてまず両末

端からの塩基配列を決定した.Fig. 1-8に示したように 2kbの断片が上流測に

当たるものであった。

5・3転はpIGFI/2と問機の構造を持っていたが、それよりもさらに38bp上流ま

で伸びていた。さらにシグナルペプチド部分、IGF-I分子のN末官官分に当たると

ころまで温基配列が一致していることが確認できた。その下流約1.5kbの部分は

まだ温基配列の決定ができていないが、 3'末の部分(約120bp)および聞の邑E

RI s iteの前後(約350bp)の淘基配列はこれまで全く報告されていないもので

あった。



A Eco RI s1te 

5巳ぷζζ --Ht・..…J
~ t___ mature IGF-I 

B 
GC AGA TAGAGCCTGCGCAA TCGAAAT AAAGTCCTCAAAA TTGAAATGTGACTTTGCTCT AACA TCTCCCACCAATTCA T 80 

TTCCAGACTTTGTACTTCAGAAGCG ATGGGGAAATCAGC AGTCTTCCAACTCA ATT ATTT AAGATCTGCCTCTGTGACT 160 

TCTTG AAGATAA AGA TACACATCATGTCGTCTTCACATCTCTTCTACCTGGCACTCTGCTTGCTCACCTTT ACCAGCTC 240 

GGCCACAGCGPGACC，¥GAGACCCTTTGCGGGGCT 
， B domain 

1. 5kb 

TAGGTGCCTCAGTTTTCCTCATCTGCAAAATGGGGC AAT A TGCCATCTACCT ACCAAAGGGGTGGT ATGAAGATTAAAA 80 

AAGTAGGCC円CAGATTTT AGTTCTGGGT打 CCAGG AGGGTG CAAC A TC AG AA CCCTTG AA TTGCTCCCA TGC A AG己!. 160 
Eco RI 

出 TGTAAATAACCCA TT AACAATGTAGCTCCCAGGATCGTTCACCTGTCACT AGGATGCCACCATCGTATCCAAGCTC 240 

TTTTTGGTGAAGCTGTGCAACT AACCAGTGAC AAGCTAGTGACTCAGTCTCTCCAACATCTCACCT A TT ACCTT ATT AA 320 

CTAATGAGAAGTCCGT く O. 1 k b ・

• . . ATACGGA TT ACGTTGTT ACAGAAGAACAGTTTCTAGAAATAACTCTAA TAGT AGCAGT 

GA G ACTCA GTTTGCC AAAC AC A A TTCTCCTTCTCCTT AA CA TGTGA A A A AAGGGCC ATGGT AC CCGGA TC CTC GAA TTC 

Flg， 1-8 3・側に長い構造を持つクローンλIGFD23の4構造 (A)と
部分担量基配列 (B)

BにはAの点線の部分の復基配列を示した.
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第4節考察

第2節に示したpIGFI/lのクローニングに成功した後、多くのグループから

ヒト IGF-IcDNAをプロープとしてクローニングしたラ ットIGト1cDNAの寝基配

列の報告が引き続いて為された(49.51.184).本研究の結果(pIGFI/l.pIGFI/2 

.pIGFD1)ではヒトIGF-1とラ ッ トIGF-Iのアミノ酸配列の遣いは、701闘のうち健

かに 3個のみであった.Casellaら(184)、およびHurphyら(51)はこれと問機の

報告をしており、さらに引続きヒトIGF-1 cDNAをプロープとしてShiIllatsuらが

ラットIGF-I遺伝子の構造を解析した結果(187)でもやはり 3アミ ノ般の違いの

みが報告されている.一方、 Robertsらはヒトとラットでは 6アミノ酸が異なる

と報告している(49)が、 1989年になってラット血中から精製されたIGF-Iのア ミ

ノ酸配列のデータ (30)ではやはり 3アミノ酸の相違が報告されており 、おそら

くRobertsらの結果が誤りなのではないかと思われる。

このようなヒトとラットのものが96%という相向性は、例えばインスリン(

92%、Cpeptide部分も含めると83%)(189)、アルブミン (70%)(190)と比較し

ても非常に高いといえる.また、精製された牛(191)および羊(192)IGF-Iはヒト

のものと金〈同ーであり、その後マウスIGF-IのcDNAの摘造も報告されたが(19

2)これも66アミノ酸までが一致していた。さらに最近になって豚(194)、鴻(19

5)、カエル(xenopus laevi~) (196)、鮭(197)と多くの種のIGF-IのcDNAがクロ

ーニングされたが、ヒト IGF-1とのアミノ酸相向性はそれぞれ100%.89%. 84%. 

80%と、その情造は非常によく保存されている.このように種を越えて構造が

保存されていることは、進化の過程でIGF-Iの憎造の変化を許さないような淘it

圧が強〈働いていたと言える。これは序論『第3節 ( 6 )作用』で述べたよ

うにIGF-1が生命の栂元に関わる多くの機能を有していることと関係が深いと恩

われる。また、IGF-Iは3種のレセプタ一、および後数種の結合タ ンパク質(BP)

と結合する必要があるが、この結合を*1持するために分子内の変化が制限され

たとも考えられる.

さらにEdOlainすなわち合成後に切断される節分も91%とよく保存されてい

たことは、この部分が単に切断されて分解されるのではなく 、何かの機能を有

しているごとが暗示される.実際に血中にEpeptideの抗体に結合する活性が1'&
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められていて(198)高分子量IGトIとされている。また、ラットIGF-DではEdOI 

ainの結合したものが実際に得られている(199)。本研究で得たcDNAのEdouin 

都分の術造は 1種類であるが、 Robertsら(49)は2種類のEdOlainの存在を示唆

する 2種のcDNAを得ている。これらは52b(iのlIiniexonが掬入されたもの(lGF

-Ib)とこれを含まないもの(IGF-Ia)とによって構成されると説明されており、

それぞれ41、35アミノ酸残基からなるEdomainを形成する.本研究で得たcDNA

はすべてIGF-Iaにあたる.またマウスcDNAでも同様の報告が為されている(193

) .なお、ヒ卜IGトIの場合も問機に 2種のEpep tideに対応するcDNAが得られて

いるが(32)、これはexon4とexon5という 2つのexonが排他的に利用されるこ

とによって生じるので(34)機術的には異なるが、 2種のEdomainが存在するこ

とには何らかの共通の意義が想像される。 BachらはIGF-IaのEdomainには 2つ

のN-glycosylationsiteが存在するとし、 invitroのtranscription-translat

ionの系を用いて生成したIGF-Iaのprepro体がBlicroso闇e蘭分の漁加によって実

際にglycosylationを受けることを報告している(200).Loweらはsolutionhyb 

ridyzation/RNase protection assayにより、全IGF-IIRNAのうち肝臓では肝臓

ではIGF-Iaが87%を占め、その他の臓器では95%以上がIGF-Iaであるとしている

(201).今回得られたcDNAがすべてIa型であったのはこのためであろう.

次にさらに3・下流側の構造について述べてみたい。これまでラットIGF-Iの

mRNAには1kb程度のものの他に約2kbのものや7.5kbのものなど分子量の大きいい

くつかのものが存在していることがNorthernblottingの結果から明らかになっ

ている(49，187，202，203)。また3-4kbの長さのものも存在しているという結果

も示されている(50，68).LundらはRNaseH .appingによりこれらの長いIIRNAは

長い3'非翻訳領駐車の存在によって形成されるという結果を得ているカ((188)、C

ONAの情造などからこれを証明した報告は現在まではない.第3節のpIGFD1およ

びλIGFD21、λIGFD23は3・側に伸びたcDNAクローンを初めて得た例として重要

である.また、 Northernblottingにより短い(0.8-1.2kb)圃RNAの3'末端を決定

できたのも有意義な情報となるであろう。今後λIGFD23の全寝基配列を明らか

にすると共に、 7.4kbの全長の柵造を決定すベ〈さらに下流綴のcDNAを得、また

ゲノムの側の対応する部分の摘造を明らかにすることによってこのような長い

IRNAの生じる機綱と生理的な意義を解析していく必要がある.
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続いて5'上流領場に関してであるが、本章の研究で得られたcDNAは5・上波

域のf構造が2積のものに分けられる。 pIGFI/I、plGFD 1およびλIGFD21は同ーの

グループに属する、またpIGFI/2、λ1GFD23はもう一つのグループである.Rob 

ertsら(183)は、ラットIGF-IcDNAの5・上流械には3種類のものが存在する こと

を報告し、ごれらをclassA， class B， class Cと呼んでいる.Fig.1-9にそれ

ら3種銀のHet-22から上流部分を比較した図を引用した.class CはclassAお

よびBとFig.1-9のなかの3'末から19bp目より分岐している.class AとclassB 

の聞の分岐点はそれよりさらに51bp上流である。 plGFI/l、pIGFI/2、‘pIGFDl、

λIGFD21、λIGFD23の5'末の点を順番に 1から 5の数字で示した。 pIGFI/lの5

'末端はRobertsらによるclassAの5・末よりもさらに 8bp上流である。 plGFDlお

よびλIGF21の5'末端はclassAとclassBの共通の都分内にある.pIGFI/2およ

びλIGFD23はclassCに属する。一方、 ShimatsuらによってclassCのcDNAはさ

らに 2種類に分けられることが報告された(185)。これらの一つはFig.1-9のcl

ass Cと同ーであるが、もうーつはFig.1-9内に 2偶の女で示した聞の部分がス

プライシングにより除かれているものである。かれらはこれをIGF-IB，、 IGF-I

Lと命名しているが、混乱を避けるためここではclassC， class C'と呼ぶこと

にする。 pIGFII2およびλIGFD23はclassCの方である.

第2節でも触れたが、pIGFI/lは5・末織の48bpと3'末舗の49bpがお互いにI

nverted repeatの構造になっている.Robertsらも彼らのclassAにおいて同織

に40bpと41bpのinvertedrepeatの存在に言及している.阻RNA中にこのような長

いinvertedrepeatが存在するならば、Fig.l-lOに示したようにmRNA中のこれら

の部分がお互いに会合し安定な精進を取り、この祖RNAの翻訳や安定住に影留を

及ぼすことが予想される.このような畏いinvertedrepeat構造はトウモロコ シ

のzeinの遺伝子等で報告されているが(204，205)、この場合は・is・atchの邸分も

多く 、とのようにほぼ完全なinverted repea tを持つものは知られていない。ま

たこのt構造が、 cDNAの正確に両端から始まっていることなども不自然である.

第2章のラットIGF-Iゲノムクロー ンのクローニングはこのf構造の由来を探るこ

とを目的のひとつにしている。

なお、 f去に詳しく述べるが、Robertsらのグループではその後各classのIIR

NAを区別して定量できるsolutionhybidization/RNase protection assayの系
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B.図CTTTCACAAACCCCACCCACAAAACAACACATGTTC
190 C. CTCTCTGGATTTCTTTTTGCCTCATTATTCCTGCCCAC 

A. GTTTACTTGTGTATTTCATTQAGGGAN丞1j 29 
B. TTAAGTCCTGGGCTTTGTTTTCACTTCGGCCTCATAA1 

~胃百::. 228 C. CAATTCATTTCCAGACTTTGTACTTCAGAAGC~TGGG * ~~ 

A. 回çç~1'ç1'~ヰ.çç1'9Ç将守何科専.ç~符∞GW早.ç~1'本 6'7 
B.玄XごCCACTCTGACCTGCTGTGTAAACGACCCGGGACGTA

h ・・ A 同月‘・田市・同町一・・ー::-:::::.: 266 C. GAAAATCAGCAGTCTTCCAACTCAATTATTTAAGATCT 

A. CCAAAjI¥TQAGCGCACCTCCAATAAAGATACACATQATGI 105 
B. CCAAA臥.TGAGCGCACCTCCAATAAAGATACACAαATGl-_........~主出山........................... ・ ・・・1 ・・・・・-:-':i--:-':'I 304 
C. 笠宮CTGTGACTTCTT品AQ.ATAAAGATACACAT~
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Sequences of the class A，B， and C 5・-untranslatedregions found 
in rat IGF-I cDNA clones. The ATG specifying the Met at po自ition-22 of 
the pre-pro-IGF-I coding region as well as the upstream， in-frame ATG's 
which are not fol1owed by in-frame termination codons are boxed.τhe base 
at position 1 in this figure is the most 5' base in the class C clones 
analyzed to date， whereas some previously described class B clones extend 
an additional 484 bp in the 5' direction. 

Flg. 1-9 5・上涜企画の異なる 3種のラット IGF-IcDlIA 

原図は文献(183)よりヲ|用した.class Cの2つの貴の聞の部分が

ないcDNA(class C')も絡告されている(185).なお参考のため本研究の

中で使用した合成DNAプロープを、直線または波線を伴った矢印で示 した.

直線の部分の下の配列、および波線の部分の上の配列に相補的なDNAを合成

した.これらは本宣言および2、3'1撃で利用している.
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を確立し、肝臓ではA，B，C各クラスのmRNAが27，2， 71%ずっそれぞれ存在してい

ることを明らかにし(206)、各クラスのmRNAの組織別の分布や、ホルモ ンや発達

段階などによる調節等を検討し、報告している(15，91，207)。
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第2章 ラット IGF-I遺伝子の
構造の解析

第 1節緒論

-39-

第 1章ではラ ットjGF-1の cDNAのクローニ ングに成功し、その5'末端の多

様性を明らかにした。そこでこの多様性の由来を探り、さらに発現調節機情等

に関しての情報を得るためにラ ットIGF-1のgeno置iccloneのクローユングを手

術けた。

この試みを続ける問にラットIGF-j遺伝子の多くの部分の情造が、Shimats

uらにより発表された(181)ので、その後の過程はこの報告を参考にして行った。

報告されたラット IGF-li宣伝子は、ヒトIGF-1 cDNAをプロープとしてクローニン

グされたもので、ヒトIGF-1で使用されている (34)5 f聞のエクソ ンが含まれてい

る(Fig.2-1)。そのうちエクソ ン4とエクソ ン5はヒトIGF-1ではどちらかが排

他的に利用されて、 2種のEdomainおよび3'非翻訳領域の部分が形成されるこ

とが明らかになっている。しかし、ラットではエクソン 5が常に使われ、こご

にエクソン4のはじめの52bpのみが掃入されたものとされないものがあること

が、cDNAの解析の結果やエクソ ン4のプロープによるNorthernblottingなどに

よって確認されている。また、Shimatsuらによるエクソン 1は、 1章で述べた

各クラスのcDNAのうち、 classCの5'上流領媛に対応する配予11を含んでいたが、

class AおよびclassBに関連のある配列は認められなかった。 classCと、 cla

ss A，Bとの分岐点は、exon白 intronの筑界になっていた。エクソン 2はシグナル

ペプチド部分のうち後半の9アミノ駿と、Bdoeainのはじめの26アミノ酸をコ

ードする。エクソン3はBdomainの残りとC，A， 0の領威の全体とEpeptide部

分のはじめの16残基までをコードしている。エクソン 2と3の間には50kbとい

う長大なイントロンが存在し、このためにラットIGF-1遺伝子はShilatsuらによ

って報告されている部分だけでも90kbと巨大なものになっている。実際には第

1章から明らかなように3'側にさらに何kbかの情造が続いているため、全体と

してはさらに長いものであることは間違いない。
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第 2節方法

ここに記述した以外の方法は、第 11量と同様に行った。

( 1 )ラット肝臓ゲノムライブラリー

ゲノムライブラリーはClontech社のものを贈入して(TOYOBO)使用した。最

終的に 2種類のライブラリーを使用した。各々の性質を以下に示す。

a) Source:Adult female Sprague-Dawley liver. partial ~旦RI cut 

Vector:Charon4A. Independent Clones:2.2xl日.

Average Inserl Size:9.7kb 

b) Source:Adult female Sprague-Dawley liver. partial HaelIl cut 

Vector:Charon4A. lndependent Clones:l.8xl0. 

Average Insert Size:8.2kb 

( 2 )制限醇紫マップの作成およびI菖基配 ~Ij の決定

各制限醇紫処理やdoubledigestionなどを行ったほか、 λマッピングシス

テム (Takara)を用いて添付のプロトコールに従って制限酵紫マップを得た。

塩基配列の決定は、第 1:!聖と問機に行ったが、補助的な手段として、キロ

シークエンス用デレーシヨンシステム(Takara)を利用した.Ia基配予Ijの解析お

よびホモロジー解析等はGENETYX(SDC)によって行った。

( 3 ) Dot blot分析およびSouthernblot分析

Dot blotはnitrocellurosefilterにDNAサンプル約100ngをspotしてこれを

第 1章のプラークハイフリダイゼーションと問機の方法で処埋した。 negative

controlにはpBR322DNAまたは λONAを用い、 positive controlにはpIGFI!1;を

用いた。 Southernblot分析は常法に従って行った(181).
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第3節結果及び考察

( 1 )コード領域を含むクロー ン

Nick translationによって棟識したpIGFI!1をプロープとして包旦RIpart 

ia 1 cu tのライブラリーを検索したところ、約20kbの2個のクローンが得られた

(λIGFG2、λIGFG20)。これらは、Southernblot分析、制限静索処埋マ ップ等

から、エクソン3、4を含むクローンであることがわかった(Fig.2-1)。践にエ

クソン3の180bpの部分とその前後の部分(全部でlkb)の温基配列は報告されて

おり 、今回得たクローン中それ以外の部分はすべてイ ントロ ンに属するのでl話

基配列の解説は試みないことにした。

( 2 ) 5'上流威のクロー ン

第1章で得られたpIGFI/1の5'上流繊の僧造の由来が未知Iであったため、次

にラットIGF-I遺伝子の5'上流域を中心に検索することにした。プロープにはF

ig.2-2に示したpIGFI/lの精進の内、下線部Bで示した部分のア ンチセ ンスの合

成DNAを用いた。この部分はFig.1-9からわかるようにclassAとclassBの共通

の部分に当たり、 classC cDNAには含まれない。

( 1 )で用いたライブラリーを1.2x 1 06 個検察したが、 positi veなクロー

ンは得られなかった。そこで別のライブラリー(HaeIIIpartial cut)を検緊す

ることにした。 4x 10'慣のクローンから、2倒のクローンを得た (λIGF52、λ

IGF56)。各々2日kb，15kbの長きであったが、λIGF52はλIGF56の全長を含むも

のであった。 λIGF52はShimatsuらにより得られたクローンの内最も5・上流まで

伸びているものに比べ、さらに15kb上流までを含んでいる。 Fig.2-3に λIGF5

2の制限静素マップを示す。エクソン 1およびエクソン 2の位憶はShi.a tsuらの

報告を基に決定した。次に、λIGFI/lのインサー卜をEcoRIおよび也ndIIIで切

断した断片のdotblot分桁により、プロープとハイブリダイズする都分は、ェ

クソン 1とエクソン 2の問の3.2kbの部分に存在することが明らかとなり、この

部分をpUC18にサプクローニングした (pIGF3.2).そこでプロープとハイプリ

ダイズする部分の周辺の部分の寝基配列を解説した。 p1GF3.2のインサートをH

~lllで切断したところ、 1 kbの断片がプロープとハイプリダイズしたので、
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HI3 mplBを用いて境基配列の解説を行った。結果をFig.2-3に示した。Fig.2-3

中でin tronとした部分はcDNAには含まれず、またその境界の部分でc1assCと分

岐している点に当たる。 Aで示した点はclassAとclassBの境界に当たるが、

ごの点から上流に向けてclassBの配列が直後続いており、 この点はスプラ イシ

ングのacceptorsite (AG sequence)とはなっていない。

なお、以下このclassB cDNAに関連のあるエクソンをエ クソン 1'と呼ぶ。

次に λIGF52の中にclassAに対応する配列が含まれていないかど うかをDolbl 

ot分析により調べた。プロープはFig.2-2の下線部Aの、classAに特典的な合成

プローフを使用した。その結果、λlGF52、λlGF56の何れもこのプロープ とハ

イフリダイズする配列は含んでいないことが明らかとなった。

( 3 ) class A cDNAの由来

以上の結果よりエクソン 2から上流2Dkbの範囲にはclassAに対応する配列

は存在しないことが明らかになった。そこで classAの型のmRNAが実際に肝細胞

中にあるかどうかを明らかにする目的でoligonucleotideprobeによるラ ット肝

臓mRNAのNorthernblottingを試みた。用いたプロープは既にスクリーニング

やdotblot分析に使用しているFig.2-2の下線官官AおよびBの部分のア ンチセ ン

スのものである。方法は第3愈に述べる。結果をFig.2-4に示したが、当実験で

は供したmRNA賓が少なかったこと等によりあまり鮮明な結果が得られていない

が、BのプローフすなわちclassA、classB共通部分のプローフでは惚数のバ

ンドが検出できたが、 classAに特異的なプロープでは全く シグナルを検出でき

なかった。このことから肝臓内には実際にはclassA IGF-l mRNAは存在してい

ないということになる。 RobertsらのグループでもclassA特異的なプロープで

はmRNAを検出できないということを問機に報告しているが(206)、彼らはclass

AのmRNAは分子内でinvertedrepeatの部分同士が会合するためにプロープがこ

の部分に近づげないために検出できなかったと解釈している。

これらの結果から総合的に判断して、classAのcDNAはcDNA合成の際に人工

的に導入されたものであって、ゲノム中あるいはmRNA中にはclassAに特異的な

配列は存在しないと考えられた。 一般に、存在することを証明するのは簡単だ

が、存在"しない"ということを完全に証明するのは図録である。 この場合に
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kb 

~7.4 

-6.。

~2.0 
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.......:0.8 

probe B 

Fig. 2-4 class A特異的プロープ (A)およびclassA. B共通プロープ (B)

によるラット肝蹟poly(A)・RNAのNorthernblot分析

それぞれ5μEのラット肝臓poly (A)・RNAを用いた. BはFig.1-78に同じ.
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結論を導いた椴拠を以下に列挙してみる。

(l)lnverted repeattMi宣がcDNAの5'および3'の両末端から胎まっていて lnver

ted repea tをf構成する各々の邸基の末端からの距般が揃っていること。

(2)5'側の48bpと3・側の49bpのうちinvertedrepea t構造が完全であってmi sma t 

chがほとんどなく不自然であること。ただ 1つの合わない泡纂は3'側の末端か

ら43番目にAが婦人されていることであるが (Fig.2-2貴印)、この部分に対応

する5・側の部分はclassAとclassBに共通の部分である。すなわちclassAに特

異的な部分(38bp)に限ってみると、 u信基の不一致もない完全な invertrepea 

t 情造になっている。

(3)ゲノムDNA中エクソン 2から七if.i20kbの問にclassAに対応する配列が存在し

ないこと。 classBの方がclassCよりもclassAに近い例造を持つので、class

Aに対応する配列が存在するとclassBの近くにある可能性が高い。しかし、そ

のような配列はエクソン 1' (c lass B)の近傍になかったのみならず、エクソ

ン1(class C)よりも15kb上流までの部位にも存在しない。

(4)class と̂classBの分岐点が、 intron-exonの境界になっていないこと。

(5)肝臓mRNAのclassAに特異的なoligonucleotideprobeによるNorthernblot 

t ingで、バンドが検出できなかったこと。

またRotweinらはSouthernblottingの結果より classAの配列はgenome中

には存在しないことを認めている(私信)。

これまでにcDNA合成の過程で人工的な配列が導入された例が数多く報告さ

れている。 Humaninterferon(208)， mouse immunoglobin heavy chain(209)， 

chickenβ-globin(210)およびfibronectin(211)，rat insulin(212)， chicke 

n ovaJbumin(213)， bovine parathyroid hormone(214)等で、それぞれ導入され

た機構等の仮説が提唱されている。しかしこのclassAの場合を説明できるよう

な例はなく、このように5'末端に3'末端のinvertedrepealが付加される機情を

予想してみた。仮説をFig.2-5に示した。最も可能性が高いものとして、ここで

はreversetranscriptaseによる機備を推定した。 Reversetranscriptase (RT 

ase)は代表的なRNA依存DNApolymerase活性のf也に、RNaseIf活性およびDNA依

存DNApoJymerase活性をも有することが知られている(215)。まずRTaseによっ
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↓ T!N̂ 川川ent lJN̂ 川…sc ĉtivily 
of T!everse lr呂nscriptase _ cDNA':...".........."..........__ '1  .._._" "'..__ •• ....，. ~.... . 'l'¥..lI，;)t: r:: 

GGGTGAGACT--ーイト一一-AGTCTCTACCC ;) 
m附 6cc…GAーベトー TCI¥GI¥GATGGG 3 

、b hellActivi1yof 
Reverse lranscriptase 

3'GGGTGAGACT _ァイ卜一一一AGrCTCT̂CCC 5' 

、↓ル 向川1川d [Iil 

7戸;ぐιτ子¥ミ--一一一一M……口m…Tf'町F門 τFバT 戸 F一一5'
~〆-----ー…lG可r
↓州 IJep川引，t日川川…刊 ĉlivilv
。fT!everse lrilnscriplilse 

chmp 
、ル llcal lJena!;uralion 

じこ-GGGTGAGACT--寸トーハGT…CCC一一-5'
、ル

Second Slrand Synlhesis 
(IJN̂  Polymerase 1) 

F ig， 2-5 cDNA合成の際にc1 ass Aの5・配列が人工的に導入された機捕の仮説

(1) first strand合成の後、 reversetranscriptase (RTase)の持つRNase" 

活性によってmRNA鎖の分解が起こる.(2)ち'捕の10塩基と 3・t舗の111盆基の

互いに相補的な部分が会合する.(3) RTaseの持つDNA依存DNApolymerase 

活性によって人工的な配列の伸長が起こる .(4)加熱変性後、second

strand合成に供せられる.
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てFirststrandが合成された後、RTaseのRNase11活性により mRNMrtの分解が起

こる。続いてclassAとclassBの共通部分の3'側(もとのmRNAでは5'側)の1日

bpが、この節分の invertedrepea tにな っている5・側の 11bpの耶分と会合し、さ

らにRTaseのDNA依存DN̂ polymerase活性によって人工的な invertcdrepeatの部

分が形成されたと考えた。これまでの部分は41
0

Cで行われ、その後熱変性を終

て、続く secondstrand合成が行われたというものである。 Oerynckらは、RTas

Eによって人工的な配列が導入されることを予想しているが(2目的、彼らのモデ

ルではfirststrandがmRNAから解脱する織備は不明確である。

Fig.2-5の仮説を範明するには実際に試験管内でRTaseと基質RN̂とによって

この過程を再現してみる必要があろう。しかし、 cONA合成法の変法として、RT

aseだけでsecondstrand合成までの過程を行う方法も用いられており(181)、D

N̂依存ONApolymerase活性は有効に作用することは間違いなかろう。通常のcO

NA合成の過程でも firststrand合成と岡崎に、 mRNA鎖の切断が起こり、ハイブ

リッドとして残っているmRNA部分の3・末端をプライマーとして短いsecondstr 

andの合成が進んでいると考えられる。ただしこれらの短いsecondstrand ONA 

はその後の熱変性で解厳してしまい、利用はされない。

さて、第 1章の最後に触れたように、 Loweらはsolutionhybridizalion/R 

Nase protection assayの方法によって、 classAのmRNAが肝臓では全IGF-ImRN

Aの27%存在することを報告している (206)。これについては、彼らがclassAと

見なしているものは実はclassBのものである可能性が高い。彼らの方法ではc

lass A， B， CのmRNAはそれぞれ322，297. 241l話基の長さにproteclされて検出

されるが、 AとBの差は小さく結果を見てもどちらのものか判別しがたい。当研

究室問中はこの方法を改良し、各223，198， 145t，量基の長さになるようにして行

ったところ、 classBとCのものカ{検出され、classAに当たるところにはバンド

はでなかった(未発表)。

class AのmRNAが存在する可能付4は会〈否定された釈ではない。可能性とし

て考えられるのはclass^を形成するエクゾンはラットlGトl.ill伝子のさらに上

流の部位に存在するということである。しかしこれは次の埋由から考えにくい。

まず、さきに述べたようにclassCのエクソ ンを越えて上流にあることは確率的

に少ないと言うことである。さらに、classAとBの境界に当たる部分はexon-]
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n tronの境界にはなっていないということで、もしclassAをつくるエクソ ンが

さらに上流にあった場合には次のような情遣を考えなければならない。すなわ

ち、 classAのエクソンは、 classAに特異的な配91Jに続きclassBと共通部分の

57bpの配列を持っていて、これがclassCとの分岐点になっている部分とスプラ

イシングによって結合されるというものである(Fig.I-9参照). (または、共

通部分が47bpで、 classsの榊造中class Cとの分岐点から 12bp上流のAGのとこ

ろにスプライシングされてもよい)何れにしても、 47bpあるいは57bpという長

い部分にわたって 21闘のエヲソ ン内に完全に一致する配列が存在するのは可能

性が低い。もう 一つの可能性としては、ゲノム中にはclassAの配91Jは無いが、

転写後に何か未知の機榊でこの配列をもっmRNAが合成されるというものである。

しかしこの可能性も低いであろう。

l4 )ラットIGF-I遺伝子の5・上流般の編纂配列に関する考寮

続いて、 Fig.2-3に示したよりも上流の部分の}畠基配列を解析した。先に1専

られた出ndlll-EcoRIの3.2kbの断片をFig.2-3中にある包呈lで切断し、 class

B特異的なプロープ(5・TATTATGAGGCCGAAGTGAAAACAAAGCCCAGGACTT̂A3')とハイブ

リダイズする約1.3kbの断片の解読を進めることにした。これを恒星日で切断して、

あるいはデレーションキットを用いて各断片の配列を解読した.

妓近Bucciらによってこの部分を合む且E昼11トEcoRVの泡基配列が報告され

た(216).Shimatsuらによるエクソン 1の配列(187)と、 Ducciらの報告と当研究

で得られた結果を合わせたエクゾ ン1・の配列をFig.2-6に示した。解説した方

向を図中に矢印で示した。エクソン 1'はBucciらの報告と良〈一致していたが、

460番前後の18bpは読み薄としていた。イントロン部分の後半はBucciらの報告

には無いので比較できない。

なお、 Bucciらもエクソン 1'はエクソン 1と2の聞に位概しているとして

いるが、 Lundらはエクソン lよりも上涜にあるという報告をしている(217)。こ

の差異は、多型によるのかもしれないが、詳細は不明である。なおRotweinらも

エクソン 1と2の間にあるとしている(私信)。

現在までラットlGトlの転写開始点に関する報告はない。エクソン 1も1・
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も典型的なTATAboxとCCAATboxをもっプロモーター領域は見られない。これ

には 2通りの解釈ができる。ひとつは現在までに翁基配列の解読ができていな

い部分に含まれている可能性である。 LundちはNorthernblottingによる結果か

らRobertsらによって報告されたclassBのcDNAの上流側に当たる部分は切断き

れなかったイントロンの部分を含んでいるという結果を得ており(私信)、こ

れはclassBの転写開始点(プロモーター)はさらに上流領主要に存夜しているこ

とになる。もう一つの可能性はTATAboxを持たないhousekeeping gene型の転

写開始が行われていると場合である(218)。これは、序論第3節 ( 6 )作用て

述べたIGF-lのhousekeeping roleと関連があるのかも知れない。しかしー熊に

house keeping geneの場合は、GC-rich領域があってその中にSp1結合部{立がい

くつか連続している場合が多いが、IGF-]の場合はGC合:患の駆附に高い領域は見

られない。何か特殊な機備が闘いているのかも鈍lれない。ラット IGf-n遺伝子・の

情造はlGF-[のそれに比べかなり詳細に明らかになっている(219，220，221，222，

223 )。これは[GF-[遺伝子に比べると [GF-Oのほうが小さいことや、ラット 1Gf-

Hを高発現している細胞系(BRL-3A)があったことなどによる。ラット IGF-Oは4

つのフロモーターが利用されるが、このうちPlと呼ばれるものはTATAboxを持

たないうえ、 GCboxも短いものが倣在しているのみで転写開始点は120bpに渡っ

て広がっている。 JGF-lの転写開始点はこのタイプに近いものなのかもしれない。

これは、 Northernblottingで般も短いmRNAもO.8-1.2kbの聞に幅広〈広がるパ

ンドになることとよ〈 一致する(次章Fig.3-4)。また、結果は示さなかったが、

肝臓冊RNAを用いてprimerextension法によって開始点を決定しようとしたが、

いずれも300-500bp程の純聞に広がるスメアなバンドになり、特定の点を決める

ことはできなかった。このように幅広い開始点場を有するという場合にも、多

くの点からランダムに転写が起きているのか、あるいはそこに何らかの制御が

働いているのかという問題も解決しなければならないだろう。特にホルモ ンに

よって転写開始点が変化する調節機憎の例が見いだされ(224)、興味深い問砲で

ある。今後、どの織な点が開始点になっているかを確認し、 5・上流領威のt荷造

を明確にするため、PCRを利用したFrohmanらによる5'RACE(225)によってクロー

ンを得て、 5'末端の纏基配列の解読をすることなどが有効であろう。なお、TA

TA boxを持たない転写開始にも関与する新たな配列としてSmaleらにより Jnrと
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呼ばれる 17bpの配列 (GCCCTCATTCTGGAGAC)が提唱されたが(226)、これとホモ ロ

ジーを有する部分も無かった。

IGF-[が肝臓で特異的に多 〈発現する軽量情についてであるが、これまで逓伝

子の肝特異的発現を規定するcis-e lemen tとしてはalbuminやαーfetoproteinの

AFP1(IINF-l)結合配 ~IJ や (227 ， 228) 、 tyrosine aminotransferaseの組織特異的'

extingu isher'結合主要(229)等がある。念のため、Fig.2-6の領践のなかにAFPl結

合配列と相向性の高い部分があるかを検察したが、特に見あたらなかった。

最後にglucocorticoidresponsive element(GRE)の存在について検討して

みた。次f置で詳しく述べるが、三浦はM代格養肝細胞においてDexamethason(D

ex)によってIGF-ImRNAが減少することを観察している(68)。またAdamoらは神

経細胞で問機の報告をしている(75)。そこで、GREのコ ンセンサス配列(GGTCAN

NNTGTTCT)(230)との比較を行ってみたが、やはり近い配列は検察されなかった。

強いて挙げるならば、 estrogenの場合にはコンセ ンサス配列の片配列が連続す

ることによってestrogen応答性を示すことが示されている (231)が、classCの

1785{i'Lから 1865位の問にGREの片配列(TCTTGT)とよく 一致した配列が 5例クラ ス

ターを成しているのが目を引く程度である。ただし、 [GF-lの場合は、 Dexによ

って転写が抑えられる燭合に属する。近年、 glucocorticoidによって転写が抑

制される例がいくつか報告され(232)、これはGREとは日IJの部分への因子の結合

によるという (233，234，235)0Negative GRE(nGRE)というものの存花が報告され

ているが(235)、ごの場合のコ ンセンサス配列の様なものが決定されれば、さら

に検討してみたい。逆にIGF-1遺伝子力'nGREfill究の材料となることも考えられる。
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第 3章 5'上流領域の機能の解析

貫q 節緒論

前章までの結果より 、ラッ トIGF-li宣伝子は少なくとも2つのフロモーター

領域が手'Jmされることにより 、異なる 5'非翻訳領減をもっ傾数mのmRNAに転
写されることが明らかとなった。しかしながち、ごのような呉縄の5・1:7荒F買

域が存在することの意義は不明である。惣1撃できる怠義としては、2つに大切l

することができる。すなわち転写段階での怠義と転写i垂の段断でのそれである。

転写の段階では、各qのプロモ--)1ーの活性が異なる調節を受けていて、*n織
特異的な遺伝子発現、発達段階や{也のホルモ ンなどによる影響を受ける官官など

に独自の役割を有していることが考えられる。例えば、 一方のmRNAは常にhOlls

e keeping gene的に発規しており、もう 一方は他の悶子によ って転写が誘輔さ

れて くるものである筋合が考えられる。また、転写i圭の段階では、mRNAの安定

性や翻訳の効薬が各mRNAで異な っており 、必要に応じて一方のmRNAを誘溝する

ことで生産されるタンパク質の慣を調節していること等が考えちれる。

いずれの場合でも、IGトIの生産を誘溝、あるいは抑制するような条件にす

ると、 ー方のタイプ聞のmRNAJ置がより顕著な変動を示すことが想像できる。すな

わち片方のmRNAがより inducibleであると仮定できる。そこで、本政では自il常て

明らかとなった 2つのブロモーヲー宵11或(エクソ ン]、 1 ' )から生i宅される

mRNA種 (classC、classB)のそれぞれの鼠が、栄養条件、あるいはホルモ ン

の影響でどの械に変化するかを検討した。

近年、プロモー ターの活性を測定する方法として多〈用いられているのが、

chloramphenico! acely! transferase(CAT)をはじめとするreportergeneを利

用する方法である。 この方法は簡便かっ鋭敏であり、多くのf易合非常に有効な

手段である。 例えば、ラット1GF-I [の均合も傾数のプロモーターが知られてい

る(219，220)が、各々の活性の測定に実際にCATassayを用いた報告がある(222

)。しかしこのIGト[1の均合でも、CATassayの結果がもともとの細胞でのプロ

モーター活性を反映していないことが報告されており、一般にCATassayは定聞を
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的な扱いには適さない場合が多い。また当該遺伝子のように転写開始点が一定

せず広い帽に渡って分布している場合には、この方法は利用しに くい。本研究

では、細胞内に存在する IGF-1の各mRNA積の賢をoligonuc[eotideprobeをJnい

て定呈するごとで各mRNA種{各プロモーター)の性質を探ろうとした。

同僚の試みとして、、 Loweら(206)はnucleaseprotection assayによ って、

各組織や熔養細胞での各classのIGF-jmRNA賢を区別して定慨することに成功し

ている。当研究室でも田中によりこのアッセイ法が用いられるようにな った。

この方法は簡便で感度も良〈非常に有用である。しかし、第 1章で!切らかにな

ったように IGF-1 mRNAの場合には、 5・上流減の多織伎の上に、 3'側の遭い

からくるmRNAのサイズの多線性も問時に考慮、しなければならない。 Protcction

assayは各classのmRNAの総電を知るには適しているが、もともとのmRNAの長さ

についての白情報は得られないのが欠点になって〈る。そこで本主主では各classの

mRNAの量の変化をそれぞれの長さのものについて知ることができる方法として、

01 igoDNA probeを用いたNorthernblottingを導入したものである。この方法の

散大の弱点は、感度が低いことである。特に、 IGF-IのようなmRNAのコピー数が

多くないものを検出しようとする湯冷には、多くの悶餓がf'1!う。本市でははじ

めにNorthernblottingの条件を倹討し、さらにこの方法の応用を試みた。

序論中で述べたように、当研究室では食餌ヲンパク質の患、および貨の迎

いによって血中IGF-[汲度、および肝臓内 [GF-[mRNAti置が大きく変化することを

明らかにした。それでは、実際に栄養条件の影響を強〈受けているのはどちら

のclassのmRNAであるかということが次なる問題となる。本章第 4百iiでは01igo 

probeによるNorthernblottingによりこの疑問を解決しようとした。

さらに当研究室三浦らによって、ラット初代t音養肝細胞が1GF-1を熔地中に

分泌することが確認され、分泌賢やmRNA1ftのホルモンやl血清、あるいはアミノ

般による調節機構が研究されてきた。インスリン、成長ホルモンなどを格地に

添加すると、 IGF-[分泌費、 mRNA監が附加することなどが観察されているが、A}

も劇的な効果を示したのがdexamethasoneであった。すなわち、24時間1のI音3豊中、

IGF-[の合成(分泌)量は数倍に憎加させたのに対して、mRNA!Itは逆に減少させ

ることが明らかとなった。このparadoxicalな現象をさらに詳細に検討し、その
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機構を解明するため、各classのmRNA!iI:に対するdexamethasoneの効果を検討し

た。

第 2節方法

( 1 ) R N Aの分厳

肝臓、または初代培養肝細胞からのtotalRNAの分厳はGlisinらの(239)

グアニジンチオシアネート法を用いた。肝臓組織、あるいは格発細胞を6Mgua 

nidine solution中でホモゲナイズし、全揮を7m1にしてO.2g/mlのCsClを加えた。

lIitachi 13PA tube'1'のcllshion(5.7MCsCJ， O.IM ETA， pIl7.5) 3mlの上にif!府

し、lIitachiRPS-40Tローターで30，OOOrpm，4.C、20hr遠心した。沈澱をSDS-T

ris(IOmM Tris-IICl， 5mM EDTA， 1% SDS)lmJに溶解し、 ヴロロホルムープヲノー

ルを加えて水屑を回収した。 SDS-Trisもう 1m1でさらに納出して水府を合わせ

てエタノール沈綴を行った。

( 2)  PoJy (A)'RNAの精製

本章での実験ではoligodTラテ ックスビーズ (Oligotex'M-dT30、TAKAR

A)を利用してmRNAの精製を行った。方法は添付のプロ トコールに従ったが、ォ

リゴテックスは 5 ~6 回再生して利用した (240) 。

(3) Northern blotting 

プローフには第 1j聖および第2mでも利用したclassB特異的01igo DNA 

プロープとclassC特異的プローフを用いた。 (Fig.3-1)

In vivon干織からの場合は10μg、初代情餐肝細胞の場合には15μgのpol

y (A)・RNAを17.5%formamideで、変成させ、 1.5%Agarose， 2.2M formamideを含む

ゲルで180Vで約2時間泳動した。トランスファーおよびハイプリゲイゼーショ

ンは文献(206)，(241)に従った。泳動終了後のゲルを1M目下駿ア ンモニウムに30分

間浸す。その後、1M酢酸アンモニウムをトランスファーバッファーとして、キ

ヤピラリー法で常法に従ってGeneScreen(NEN)に、 RNAのトランスファーを行



ー閃ー

った。 n空下80・Cで 2時間ベーキ ング した後、-20・Cで保存し た。プ レハイプ リ

ダイゼーシ ョンは5xSSPE/20Xformamide/l0xOenhardt's solution/l% SDS/sal 

mon sperm DNA(100μg/ml)で50・Cで 2時間行った。ハイ プ リダイゼーシ ョン問

液は5xSSPE/20%formamide/l% SOSにlxl0'cpmのプローフを加えたものに、未使

用のGeneScreenをO.IXSSPEで洗浄したものをいれて、 2時間50・Cでイ ンキユベ

ーシ ョンし、その後100・Cで10分間煮沸し、 さらにこれを孔径0.22μmのフィル

ターで鴻過したものを用いた。ハイ ブ リダイゼーシ ョンは50'Cで約22時"11行っ

た。続いてフィルターの洗浄を2xSSPE.0.2%SDS.40・Cで30分!日1を 2[司、次に0.5

xSSPE，40'Cで15分間、さらに5分間行 った。オート ラジ オグラフ ィーは 4日間符

光した。

( 4 )動物

W is lar系総ラ ッ ト(15旬、 日本SLC)を問形飼料で 6fi r'n予備飼育し、そ

の後、 5頭 3区に分け、 12%Cas巴in食、 12%Gl u ten食、無守 ンパ ク食を 8日間

( 10:00 ~ 18:日日)与えた。(飼の*11成をTable3-1に示した。)手翌日名食間を 1

時間続取させた後、ネ ンブタール麻酔下で、~動脈から保血すると共に 、 肝臓

を摘出した。肝闘は液体~索で凍結後、 ー 70 'C に保存した。

血液は予めEDTAを加えたi童心管に採取し、 3000xgで10分遠心した{去、RIAIlIバ ッ

ファーで 1001音に希釈し、 RIA(ソ マ トメジン C栄研、栄liITイムノケ ミカル)に

供した。

( 5 )初代t音餐肝細胞

初代I音養肝細胞の分織はコラゲナーゼ還流法を用いた。方法はr，tffに終し

いので省略する (242，243)。培養は従来から 当研究室で行われてきた方法(244，

68)を改良して行った。 F書餐には1OOmm oのcol1agencoated dish (Corning 2 

5020 coll)を用い、 1枚当り 5xlO.cellをWilliams'E medium (以 FWE，Flow1 

aboratory)に10%仔牛血清、 10-'Mインス リン、 10-'Mデキサメタヅン {以下f)e

x)を含む培地6mlで5%CO， F 2時間I告発した。その後、同じ熔I也に交f慢し、 12時
間培養後、O.I%BSAを含むlIanks'solulion (日水製薬)で3回洗浄し、uni青を

含まない実験t音f也(Dexを10-. M含むあるいは含まない、{也のホルモ ン等を含ま
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class B specific : 5・TGCGCTCATTTTGGTACGTCCCGGGTCGTTTACACA3'

class C specific : 5・CTTCAAGAAGTCACAGAGGCAGATCTTAAATAATTGAGTT3'

Fig. 3-1 第 3章で使用した2穣の合成DNAプロープ

10-BM Insu11n 
WE  + 10-6M Dex WE  

10% Calf Serum + 10-6附 Dexor None 

。12 ¥ 14 26 hr 

WE : Wi 111訓 s'M巴d1umE 

Dex : Dexam巴thasone 。
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ー日日ー

β-corns tarch gluten caseln glutamic acid methionine 

PF diet 850 。 。 。 。
Gluten 720 120 。 10 。
Casein 728 。 120 。 2 

General Composition of Various Diets 

(g/Kg diet) 

Table 3-1 餌の組成
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Fig. 3-3 ラット初代培養肝細胞における IGF-I分泌量に

対するDexamethasone(Dex)の影響(三浦豊、未発表)
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ないt音I也)に交換し、12時間後、ランダムに選んだ各自干3枚のdishから培地科

1 m 1を採取し、さらにすべての情羨を氷冷したPBSーでl回洗浄した後、各dish

あたり0.8mlの6Hguanidine solutionを1mえ20分間室調で細胞を溶解した。 oi 

sh 7枚から 10枚を l点のサ ンプルとしてグアニ ジンチオシアネー ト法でtota 1 

RNAを抽出した。 Fig.3-2に情養のtimescheduleを示す。

なお、Dexの効果を見るための照美時間を12時間としたのは、当研究室三浦

によるIGF-I生産量のヲイムコース(Fig.3-3)で、12時間の時点で無添加区との

問に顕著な生産量の差が認められたからである。

買~3 節結果

(l)classBおよびclassCのJGF-lmRNAの例造

Fig.3-1にカゼイ ン食を娯取したラットの肝臓のmRNA 15~gからの North ern

blottingの典型的な結果を示す。どちらのクラスのmRNAも、7.1，2.0， 0.8 

J .2の各分子魯が同程度の比率で分布していることがわかる。また7.4kbの下に

汚いバンドが見られる(6.0kb).7.1kbのハンドの強きを 1としたときの2.0、0

8-1 .2kbの各ハンド相対的な強さは、cJasssで3.7，35.3、cJassCで3.1、23

2とな った。これは三浦によるcDNAをプローフにした結果(Figト7A参照)に

比べ長いmRNAの相対量が非常に低くなっている。しかし当研究窒での多 くの実

験から、長いmRNAは実験の条件やRNAの調製法などによって変動が大きいことが

経験的に明らかとなっているため、totalRNAで行ったcDNAフ・ローフの結果とp

oly A RNAで行っている今回の結果とを単純に比較することはできない。 この結

果から明らかなのは、 各々の長さのmRNAB~は常に両方のクラスのmRNAを 一定の

比率で含んでいるということである。検言すれば、5'端の1構造は3'端の構造に

影響を及ぼさないと考えられる。

さらに、Fig.3-4より 0.8-1.2kbの長きのバンドの内部でも、classBは日.

8kbに近い短いものが多く 、c1 ass Cではそれよりも長い部分が中心にな ってい

ることがわかる。 5'上流減はclassCのほ うがやや長い情造を待っていることが

示峻される。 2kbのバンドに関しても問機の傾向がみられるが、このバン ドは



probe 
B 

probe 
c 

kb 
ー...:7.4

ー‘2.0

4 唖1.2

-0.8 

Fig. 3-4 class BおよびclassC特異的合成プロープによる

ラット肝臓皿RNAのNorthernblot分析
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class Bのほうでは明確に 2本のバンドに分かれていた。これがどの僚にして生

じるかは現在のところ不明である。

( 2 )各クラスのmRNAに対する栄養粂件の影響

Table 3-2にカゼイン食、グルテン食、無タンパク食で 8日間飼育したラッ

トの体重および血中JGF-I濃度を示す。宮111(日)および三浦(68)による結果と同

僚の結果が得られた。すなわち、 lGトJI血中潟度はグルテン食ではカゼイ ン食の

約1/2に減少し、無タンパク質食ではさらにその112になっていた。

Fig.3-5(class B)およびFig.3-6(class C)にNorthernblottingの結巣を

示す。各レーンはラ ット2NflのmRNAをあわせて泳動した結果を示す。本実験で

は0.8-1.2kbのバンド以外は検出できなかった。 Table3-2に各レーンのハンド

の強さをデンシ卜メーター(島津フライングスポットスキャナ一、 CS-g日O日)に

よって測定した結果も示した。 classBのlGF-JmRNAもcI ass Cの吻合でもグル

テン食によって大きく減少していた。しかし無ヲンパク質食では l血中沼度に反

してどちらのclassもmRNAの減少は少なく、グルテン食よりも多くのmRNAが存在

していた。

(3 )初代t宮養肝細胞における各classのlGF-1mRNA喧に対するDexamethasone 

の影響

Fig. 3-1にDexamethasone(Dex)添加1および無添加(Con)のNorthernb I otl 

Jngの結果(c1assB)を肝臓mRNA(L)のものと共に示した。肝臓の細胞は初代I書

養にすると lGF-lmRNAが減少して行 くことが観察されている(51)(三浦、未発

表) 0 Fig.3-1の結果でも肝臓に比べ、 mRNA!itは少なく、特に1.4kbのバンドは

観察できなかった。晴美条件等にもよるのであろうが、初代精裳肝細胞ではこ

のバンドが検出できない場合がいくつか見られる(68.54)。

I音i也中のlGF-Iを測定した結果およびclassB. class CのプロープでNorLh

ern blottingを行いデンシトメーターで測定した結果をTable3-3にまとめた。

mRNA収量の関係で、 classBのみ2回実験を繰り返した。 Dex添加1により熔池小

の1GF-1置は2.2fg.にI曽加lしたが、 mRNA慨はが)10%に減少した。これはcDNAを問

いた三浦の結果(68)および神続細胞をrnいたAdaaoらの結果(15)と一致する。こ
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classB 

ー

C C G G PF PF 

Fig. 3-5 食餌タンパク質のclassB lGF-l mRNAに対する膨響
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classC 

C C G G PF PF 

F ig. 3-6 食餌タンパク質のclassC IGF-I mRNAに対する彬響



L ConDex 

Fiι3-7 初代t音養肝細胞におけるclassB IGF-I闘RNA昼に対する

Dexame thasoneの効巣

し invivoHUiIi .RNA 10μg 
じon 初代t音糞肝細胞無添加 mRNA 15μg 

Dex: I己J 106M Dexamethasoneif.ihn 15μg 
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の結果より DexはclassBおよびclassCのmRNAの両方を減少させることが明らか

となった。

第4節考察

Oligonucleotide probeを用いたNorthernblot分析は、多くの興債な情報

がf専られるが、感)31'の点で劣るので多くのサンプルを必要とするので、 興やさ

れる労力も大きい。特に肝細胞を初代精養すると細胞内の IGF-1咽RNAは約1/20

に減少するごとが報告されており (57)、初代t吉餐肝細胞系ではさらに困鈍とな

る。これまでごの方法をラット lGF-IのmRNAの解析に利用しているのはIloytらの

報告(245)がある程度である。本章の結果(1 )より 5'上流領械の多隙な榊造と、

3・側のf荷造の利用のきれ方とは独立したものであることが明らかにな った。ま

た、 cJassBおよびclassCの冊RNAのサイ ズが多少異なることなどが飢療された。

今後、この方法はIGF-J遺伝子の情造の解明の手段としてさらに有効に活nJされ

ょう。

守ンパク質栄養と JGF-JmRNAの関係はやや複雑な様相を示した。すなわち、

l血中 IGF寸濃度はグルテン(G)食が無たんぱく質(PF)食よりも高かったが、mRNA

レベルは逆になっていた。これはclasss， class C岡mRNAに共通の明象てあ っ

た。この結果は次のように解釈できると思われる。 G食ではカゼイ ン(C)食に比

べIGF-1 mRNAの転写あるいは安定性が減少することによってmRNA1置が減り 、こ

れが血中IGF-1減少の直按の原因になっている。一方、 PF食ではIGF-ImRNAの翻

訳が甑端に低下するためにl血中濃度が減少するものと考えられる。 このI場合、

mRNAが日食より多くなっているのは、Ifn中濃度の大きな減少が転写段隣にfeedb

ackされてmRNA畳を高 <(果つ機構が働いているか、あるいは翻訳されない t使わ

れない)IGF-I mRNAの寿命が長〈保たれているかどちらかであろう。 三浦によ

ってcDNAを開いたNorthernblottingの結果ではGとPFでmRNAレベルがほぼ同程

度であり、今回の結果とやや異なるが、この差異はPFでのmRNA保待機備の(動い

た強さのばらつきと考えると矛盾は生じないであろう。実際、に三浦の結果でも

7.4 kbの長いバン ドはGより PFのほうが多かった。この7.4kbのバンドは際々な条

件による変動が大きく 、IGF-J mRNAを減少させるような条{'~にしたり 、 初代t音
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餐肝細胞で微妙な条件の変化で検出されなくなってしまう場合が多い。従って

逆に栄養条件を非常に鋭敏に反映するハン ドである可能性が大きい。 今li!Iの実

験ではこのバンドを検出することができなかったが、さらに条件を検討するな

どして、 oligonucleotideprobeでも安定してこのバンドを測定する ことが可

能になれば、さらに有用な情報が1専られるかも知れない。

以上(2 )の結果をまとめると、ヲ ンパク質奴取量の減少は翻訳段階に作用し、

アミノ般のアンバランスはそれ以前の段階に作用することでIGF-I合成眠を減少

させていると考えられる。

目見に述べたようにDexは初代略発肝細胞においてIGト1mRNA慣を減少させる

にも拘らず、合成賢をI曽IJlIさせる。本章のDexの実験はこの現象の矛盾を解決す

ることを目的として計図したものである。肝臓ではclassCのmRNMJ'70%を占め

るが(206)、もしDexがclassCのmRNAを減少させる一方でその他の(classBの)

mRNAの置を噌加させるならば、そしてc1 ass BのmRNAのほうが本質的にLransla

tabi li tyが高いな らば(肝臓以外の餓椅ではclassC mRNAが10U%近くを占める

ことはこの仮定を支持する )、上記の矛盾は解決される。しかし結果はこの作

業仮説に反し、 classB， class C何れのmRNAもDexにより減少した。 三浦は、D

exによるtotalIGF-I mRNAの減少は転写のぬ階で生じることを確認している。

従って、 DexはIGFーli宣伝子の転写を抑制する - }J で、 mRNAの翻訳を jl~1mさせる

という相矛盾する作用を発掬していることが明確になった。 GlucocorL i.coidに

よる転写抑制については第 2J;l'に述べたように、いくつかの例が報告されてお

り、その機摘も研究されているが(232)、翻訳元進の機摘にl刻してはf見花まで知l

見が得られていない。 この機備を解明するのは将来の課題であろう。
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第4章 大腸菌による
ラット IGF-Iの生産

員， 1節緒論

第 3章までの内容は、 IGF-Iの"生産"の調節機摘の解明を目的とするもの

であった。しかし、と主産されたIGF-Iがどの織にして血中を運織され、また各車H

織・細胞によってどの様に利用されるかという点を明らかにしなければ、この

ホルモンが生体において果たしている役割を解明することはできない。 当研究

室でも、 lGF結合タンパク質(以下IGFBP)の血中や培養細胞における動態(8，1

1)やその遺伝子のクローニ ングや発現賓の解析、またlGF-1の晴美細胞における

作用機作、 レセプター遺伝子のクローニ ングなど精力的な研究が続けられてい

る。このようなレセプター、あるいはBPに関する研究において必要不可欠であ

り、また簸も有効な道具となるのが、IGFーI分子自身であろ う。特にラッ トを問

いる実験系においては、ラット 1GF-1が利用できるのが望ましいといえる。し

かしながら現在までのところヒト以外のIGF-lは入手することができない。 1f主

に記した通り、ラット IGF-lとヒト lGF-1は構造的に非常に近いので、次替の策

としてはヒ卜 lGF-1で代用することも可能ではあるだろう。しかしこのヒト IGF

-1も非常に高価であり、このことは多くの研究の進腐を阻んでいる。そこで本

車では、ラット IGF-lcDNAを材料として、組み換えDNAi:去を利ffIし、大腸菌によ

るラット lGf-1の生産を試みた。

ラット IGF-Iが豊富に得られるようになると、以下のような目的への利用が

期待される。

・抗IGF-l抗体の取得:抗体を得ることによ って、 RIAへの利用、血中や培養細

胞t官地中のIGF-1作用のblockerとしての利用 (246)、アフ ィニテ ィーカラムを作

成して天然型のIGF-1の取得等の用途に用いる。

， BP研究への利用:既に行われているように(11，114)ウエスタ ンリガンドプロ

ッティング法やリガンドクロスリンク法によるBP定量のプロープとして用いる

1也、機々な条件での各BPのIGF-[への結合の強さ等も調べる ことがてきる。 lGF
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ーlアフィニティーカラムによるBPの精却に利用し、得られたBPの1111造の解析や、

J GF-1との結合状態の解析に用いる。さらに抗日P抗体も得ることができる。

. IGF-Iの作用機構解明への応用 t宮養細胞、あるいは細胞膜のレセプ守ーとの

結合実験、あるいは結合後の作用発現機榊の解桁にrnいる。
-実際に動物にIGF-[を注射する:現在までにラット(61，161.163)に剣lみ換えヒ

卜IGF-]を注射してその効果を調べた報告があるが、一般には卜分販のIGF-Iの

取得は不可能であり 、そのような実験の例は少ない。大崎情養によ って得たラ

ット IGF-Iをラットに注射してヒト型のものとの活性の違いや、ラットのBPとの

結合の差異を検討する。さらに豚、牛等の家事に注射してみる ことにより帝時

業への応用も期待できる。

本章では、まずtacpromoter、担_cpromoterを利川して大腕際|細胞質戸、lに

]GF-]を蓄積させることを試み、さらに也凶ベクターを問いてベリプラズム空1111

に分泌させる方法も導入した。

第2節 也_c， lac promoterを閃いた生産

( 1 ) cDNAへのf立民指定変異の導入

a)言li函および原理

prepro IGF-Iはシグナルペプチ ドおよびC末端の Eペプチドと いう、成熟分

子には含まれない部分を含む。これらの部分を除き、 s，C，̂，Dの領域のみを発現

ベクターにクローニングする目的で、始めにcDNAに位置指定変異 (sitedirec 

ted mutagenesis)を導入した。また、B傾域の先頭から正しく翻訳を起こさせる

ために開始コドンをB領械の直前に導入し、さらにリボゾーム結合領械としてフ

リンを多く含む配列(UMGĜGGU)の一部が必要とされるが、このいわゆるS-D配

列(247)を置くことを計画した。また、1)領滅の直後に終止コド ンを (TM)を入

れた。このような計画のもとで、必要な01igonuc leotide 2本を合成した(F ig 

4-1 )。また、これらのoligonucleotideは、変異の確認、およびベクターへの
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導入を容易にするため各々新たな制限酵素切断部位を設計してある。 oligonuc

leotideの合成、及び精製は第 l設の方法に述べたものに懲じた。

位置指定変異の方法は、変異事を上げるための改良法として、 Phosphorot

hioate-modified method(Eckstein method)(248，249)、amber変異H13ファージ

を用いるGappedduplex method(250)、Uracil-containingmethod(Kunkel met 

hod)(251)等が用いられている。今回は以上の3通りの方法をすべて試みたが、

品終的にKunkel法で変異の導入に成功したので、この原理と具体的なtii.去につ

いて以下に述べる。

fig.4-2にKunkel法の慨略を示す。これはdUTPaseおよびuracilglycosyla 

seの欠鍛 (dut-，ung-)大納菌綜をJnいる方法で、このような関係内でm附した

ファージはthymineの代わりにい くつかのIIracilを含む。まずこのような閣総(

ここではE. coli CJ236を悶いた)で、変異させたいONAをクローニ ングしたHI

3ファージを地殖させる。そこから一本鎖ONA(ssONA)を調製し、これに変異さ

せる配列を合むoligoONAをannea1 させる。これをONApolymerase kJenow fr 

agmentを用いて、 invitroて2本鎖ONA(dsONA)にする。これを川IdtypeのE

.coliにtransfectしてそのuracilN-gJycosylaseによって変異した閉IJの鎖由来

のONAを1尋ることができる。

b)方法

plGFl/1のcONAインサー ト(674bp)を、円13mp 1日に クローニ ング した。 30pg

ImlのChloramph巴nicol(Cm)を含むLs培地でー1ぬI曹養したE.co Ii CJ236 (du t-

ung-， thi-，relA-;pCJI05(Cm')) 10μlを20mlの岡崎l也に移し、6時間t宮獲し

た。ここに 1~3XIO ' の recombinant Hl3を加え、37・Cで一晩培養した。上1脅か

ら常法に従いssDNAを調製、これをTE50μlに溶解し、uracilcontaining ss H1 

3i'fH夜を得た。

29merおよひ'35merの合成ONAは以 Fのように5'端のリン般化を行った。 10l' 

gのONAに14polynucleotide kinase (TAKARA) 20units， lOXkinase buffer (5 

OOmM Tris-HCI， 100mM MgCI2， lOOml1 2-mercaptoethanol， p1l1.6) 4pl、 l日mgl

ml ATP 4μlに水を加えて4011]にし、J7"C1 hr incubationした後、70・C15minlJII 

勲、エタノール沈澱で濃縮した。
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Uracil-containing ssONA洛液 1川にkinationした合成ONA200pmolずっと l

OXannealing buffer (200mH Tris-IICl. IOOmH HgC1 2 • 5日OmHNaCl. pIl1.4) 1 

)tlを加え、水で液量を 10μlにした。これを 92 ~ 3 ・Cの熱湯につけ 、 1 'C/min粍度

の削合で徐々に温度を下げて行った。 30'C<らいまで Fがったと ころで氷冷し、

T4 ONA ligase(350units/pl)、 T4ONA polymerase(4units/pl). 5mM dNTP(dAT 

P. dCTP. dGTP. dTTP 5mH each). 10mg/ml ATP. 10Xsynlhesis bllffpr (IOOmH 

Tris-IIC1. 50mM MgC1 2 • 20mH DTT. pll1.n を各 1μlずつ加えて、0・C 5 mi 

n、25・C5min、37'C日日mi n i n Cll ba t i onを行った。この際、T4DNA polymerase 

を加える直前にT4gene 32 protein (日io-Rad)をM13ONAの10(自!fl.lmえて、$Ii

型DNAの2次情造の影響を受けにくくなるようにした(252)。このようにして UJ

来たheterodllplexDNAでE.coliJHI09をtransfectionした。形成したプラ ーク

から 2mJl官繋でファー ジを噌やし、boiling method(l81)での ONAを得て、制限

u紫処理により変異の確認を行った。

c )結果

無作為に選んだ J211耳のクロー ンのうち、 日間は包mlllとEcoRIの処理て約50

Obpの断片が得られ、 35merによる変異が成功したものと考えられた。その 6I聞

について恒星!と AflO で消化したところ 51聞は 400bp~度の断片を持ち 、 29merで

の変異をも同時に導入できたと予iflllされた。さらにdideoxYi去による脂基配列の

確認を行ったところ、ごのうち 311!Jに目的どおりの変異が起こっていることが

わかった。

(2) pIGFtacl. plGFlac2の作成

a)言li函

発現ベクターにクローニ ングされた遺伝子からその産物を効率よく生産さ

せるためには次のような因子を考慮する必要がある。すなわちpromolerの強さ 、

翻訳開始配列およびそのpromoterとの距殿、mRNAの二次附造、転写終結、コド

ンの使用頻度、さらにplasmidのコピー数や安定性、宿主細胞の生問状!想等であ

る。 多くのpro聞oterがこの目的で用いられ、強力な合成promolerなども作成さ
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れ利用されている。しかしmRNAの二次情造などは予測が悶鍛であり、どの

promoterを用いればよいかなと個々の例についての騒適の条件を予め決定する

のは不可能である。ここでは強力な雑種promoterである tacpromoter(2531と

担_coperonの担__cpromo ter(254)を問いてみた。

b)方法

. p[Gftacl 

L且cpromoterは plasmidpDR540 (Pharmacia)のものを利用した。 Fig.4-3

にplGftacl作成の概略を示す。変異させたplGf[/Jを持つHI3phageの 2本鎖(d

s)ONA， pDR54D、pBR322(Takara)の各約 1pg をそれぞれ~旦R1 +!)_旦皿111、 Baml1l + 

hμ、Pst1 +也旦RIで消化し、Agaroscゲル電気泳動(以下AGE)を行って必要とす

る断片(各0.4kb、1.J kb、3.6kb)を切り出し、Chenらの方法(255)によってゲ

ルから抽出した。各DNA断片を混合し、T4DNA ligase(350units/JI，Takara) 2 

μ1， JOx1igase buffer(66DmH Tris-I1CI， 5DmM MgCI2， pIl7.6) 4，，[， !DmH ATP 

4，d， 50 mH DTT 4μl を加え、水で4D，，]にして4"C一晩飾慣して ligationを行った。

これを用いて常法により調製したJH105compelent ceJIをlransformし、アンピ

シリンで選択した。形成されたコロニーからラ ンダムにクロー ンをillぴ液休格

養を行い、boilingmethodでplasmidDNAを得た。 EcoRl，EcoRl+包出1[，!)_呈J1!11I

， 11旦昼111の4通りの制限酵素処理を行って、plasmidの情造の確認をした。

. plGflac2 

ill promoter制御下にある弘cZ巾に恒旦111と匙旦RIのsileを持つplasmid

pUC 119に変異型JGF-lcDNAをクローニングし、これをまずplGFlaclとした (fi

g.4-4). plGFtaclの場合と岡織に行 ったが、今回はア ンピシ リンに加えてX-ga

](5-Bromo-4-Chloro-3-indolyI-β-O-galactoside)とlPTG(isopropyl-!-lhio

-β-D-galactopyranoside)を添加して、民_c_1の抑入失活によ って選択した。

このクローンを用いて誘導をかけた場合、翻訳は註u の翻訳rJ月給点を利

mすることになり、本来のJGF-]のN末側に β-gaJaclosidaseのN末のいくつかの
アミノ般が結合した形で合成される。このI場合、生成した融合タンパク伐を臭



l:1C P'(lmりlcr

'ー語"叩cëcc. ，c叩語~，;…問。m品m引m
W吋剛 一一

品， tn'OA(;COO.'AA~"......;' 町制
】 OO.'AA山 H旧制恒和国主CC'， 

8.""" 

I's 11 

1J0mlll 0，，<1 1'611 <lir，esli川 3

79-

Ecoll 1 lIomlll 

r (~C り m l> i"o"l MI3mplH 也旦R1 11 i ，，<1 111 

也旦111 河川1Ecり111<1 i r.esl i川 1
1'611 

-一一

-》i
 n--A'' 

e
b
 

ー

1'11113 ZZ 

I¥colll 0，，<1 1'611 <lig肝sl i 0" 

凶 11H品与;Lmilll
1・611

，，1(;ドlocl

Fig. 4-3 pIGFtaclの構築



-80-

lIamlll 

IGF-I 

f!'.!!_I11 

Ecoll 1 lIamlll 

"。l 
l
 

附
川3
 
l
 
um 
l
 
a
 

l
 

』m
 

}
 
《c
 
c
 
r
 

!!旦旦111anu EcoRI cligcslion 
11旦旦11I ancl色目IIIdigeslion 

，，1 {:F 1 ac 1 

Ecoll 1 Ilamlll 

plGFlac1の構築Fig. 4-4 



-81-

化シアンで切断することによりこの部分は除くことができる(実際にはIGF-l内

の59位のMetを他のアミノ般に変えておく必要がある) 0 plGFlac1についてコド

ンの読み仰を調べて行くと、民~ zのものと lGF-lの古11分ではFig.4-5bに示した

ように、ずれているごとが明らかとなった。そごで、Fig.4-5の方法で駐旦clI il~ 

化、包里HIリンカーの抑入、包旦111による消化と再結合という過程を経て読み枠

の一致を行った。再度JMI05をlransformし、組旦lやl主nc日で切断されなくなった

クロー ンを選択し、さらにdideoxYi:去でsequenceの確認を行った。こうして完成

したものをpIGFlac2とした。この均合、IGF-1のN末に161聞のアミノ般が結合し

た融合タンノTクとして生産されることになる。

¥ 3 ) pIGftacl、pIGFJac2によるラッ ト1Gf-)の生産

a)方法

plGFlaclとpIGFlac2によ り形践転換されたJM105を50Jlg/μlのアンピシリン

を含む2xYT格i也で一晩t音養し、100mIの同市地に1%HHIiし、37・C 4 hrt音餐した。

ここで 2mMのIPTGを加えて24hr培袋を続けた後、50日Orpm，5 minの逮心によっ

て集菌し、菌1本を 5mlの水で洗い再び集隠して、薗体に 3~ 4 mlのPsS(ー)を加

えて悦衿し、超音波処珂によ って断1本を破砕した。 l日OOOrp側、 4・C、 5m inの遠

心によって可溶性画分と不溶性両分に分け、不溶性両分は 8M尿紫5mlにif!1fIし、

PBS(ー)中で透析して尿素を除いた。各割分はア クアサイドを閃いて 1.5~ 2. 5m 1 

程度に漉絡した後、 ヒト IGf-1測定mradioimmunoassay kil (栄研イムノケミカ
ル)を用いてIGf-1の定曜を行った。

b)結果及び考察

Table 4-1に結果を示す。 plGFlaclでは 11 i t ter当り IOngと非常にわずかし

か検出できなかった。 plGFlac2ては百J格性の画分に200ng/1程度のIGf-Iが検11:

された。顕微鏡で観察した限りでも封入体(inclusi on body)を形成 している様

子は見られなかったので細胞質内に可熔性の状態で存在しているものと考えら

れた。何れの場合でも生産!ilは非常に少なく、この原因としては多くの可能性

が考えられる。
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c) 5'-…EfEm…̂ CIC 1…G ̂ IC Ĉ C AAT…3 
町 i1digestion

5LTGC A1mG  民一円CGĜ  TCC GĜ弔 CTAG Ĝ _~ Ĉ C M T GGG -̂3' 
， igat_ion 

d) 5・TGC ĜG lCC GĜ  lCC Ĉ̂  ̂ lG GĜ -3・ plGflac2 

F ig. 4ーラ pIGFlac2の構築

pIGFlaclを作成するところから、さらに読み枠を合わせて

plGFlac2を完成するところまでを示した.



Table 4-1 plGFtac1およびplGFlac2によるラ ットlGF-lの生産

可j容性画分、 不浴性副分のimmunoreactive

IGF-l量tをそれぞれ示した。

Soluble Insoluble 

pIGFtac1 11 10 

pIGFlac2 227 75 

JM105 6 8 

ーω-

(ng/I) 
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一般に大腸菌の箇体内で異種タンパク質を発現させるとF自体内ブロテアー

ゼによって速やかに分解を受けることが認められている (256)。この照を越えて

さらに多〈の外部タ ンパク質が台成されるような場合には inclllsionbodyと呼

ばれる不溶性の多分子凝集体力f細胞内に務積する。これは生成されたタンパク

質がラ ンダムなジスルフィド結合を絡んで形成するとされているが(257)、合成

したタ ンパク 震の精製を図録にし活性のあるタ ンパク貨を得るために微々な工

夫が必要となるが、異干型産物を分解から保護するという点では有用である。合

成される異種ヲンパク質の分子慣が小さい場合(10000以下)はこのよ うな封入体

は形成しにくく分解されてしまいやすいことが経験的に知lられている。 今|司の

(fIJでは予想される生産物の分子量はplGFtaclでは約7500、plGflac2でも約9000

と比較的小さい。どちらの場合でも以上述べたように細胞質いlで次々に分解さ

れてしまったということは予忽できる。やや分子量の大きいplGflac2の1，が続

分成*Jiが良かったこともこれを支持するといえよう。

plGFtaclの場合にはさらに翻訳開始点やSD!iG列等も人工的に溝入したもの

を利用している。これらの部分やその付近の榊造が適切でないため翻訳が卜分

に行われなかったという可能性も大きい。

この他にもいくつかの理由が考えられるが、本章の最後にまとめて議論し

てみた い。

(4) plGflac3の作成

以上の 2つの例では分子監が小さいために、合成されたタ ンパク質が分解

されてしまったという予想のもと、非常に大きな融合ヲンパク質として合成し

てみることを計画した。融合ヲンパク質として βgalactosidaseのほぼ全長を

利用してみることにした。

方法を fig.4-6に示した。 β-galactosidaseの遺伝子としてはplasmidpHC 

1871のものを利用し、Bam111 と~旦Rl処f曜により約10日O個のア ミノ般をコードす

る部分を切り出し、 pUC119の込♀4部分に姉入し、 lac-UV5プロモーターのもと

でほぼ β-galactosidase会長を発I見できるベクターを作成した。これをEcoRI 

で切断し、 bacterialalkaline phosphalase(BAP)処理をして自己閉i買を防いだ
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ものに変異させたIGF-IのcON̂を抑入した。 plGI'lac2より恒則IJ処慢して得られ

た断片に24merBam III/Eco RI adaptor (ベーリ ンガーーマ ンハイム山之内)を

結合した。すなわち、同adaplor 1 pgを2節(1 ) b)の方法で5'末端のリ ン

般化を行い、さらに70"Cに加熱した後に徐々に調度を下げることによって、 ki

naseの失活とadaptorのannealingを行った。 plGFlac2の包.mlll断片約 Iバと200

ngのadaptorを前述の方法でligationし、これを色旦RIで切断しアガロース電気

泳動によって精製した。これと先の B̂P処慢したベクター 1pgとをIigationした。

EcoRI処理および包川l処理を行 ってイ ンサートの確認および向きの時認を行 つ

た。

( 5 ) pIGF I acJによるラット 1GF-Iの生階

a)方法

関体の前培養及び誘滞の方法は(3 )のplGFtacl、plGFlac2のJiI合と問機

に行ったが一晩前培養した後に前[ii[の 41宮前の閣体を利用した。今[ii[は誘場開

始後時間を追って数点のサンプルを得た。その後の処理はより問時なBueJ1らに

よるSOSlysis bufferによる方法(258)を採用した。すなわちt音養液 1m I をマイ

クロ遠心チユー才に採取し、これを IOOOOrpm10minの遠心により築関、l有1本を

水で洗浄した後、 SOSlysis bu[fer(62.5mM Tris-HCl， 2% SOS， 101 glycerol 

， 5%β-mercaptoethanol， pH6.日)500ldをIJUえ、vortexl圭100・C10m i nの煮沸

処理を行い、 RIA用のサンプルとした。この方法の妥当性は、RIAkitの検問問線

IRのサ ンプルをこの処理を行っても計測備が変わらないことによって確認した。

b)結果と考療

Fig. 4-7に誘導fJll始後の時!日!と immunoreactiveIGf-l帽のグラ フを示す。

pIGFtac1やrIGFlac2についても問時に行ったが、今回はplGFlac2でも 1I i l ter 

あたり 2pgと前回の約101古屋の生産がみられた。この原悶については誘滑開始

時の閣の漉度を上げた事と関体の処f唱のJ5法の違いが挙げられる。しかし今岡

の結果は誘導関始後の時聞が短い 2時1mのあたりがピークになっていることが

わかる(9. 5).g) 。このことは生~された 1Gf-Jが細胞内て分解されているとい
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う先の仮定と合致する。 plGFtaclではほとんど検電線の範悶の端のほうにな っ

てしまい、信頼のおける値ではないが、やはり非常に少なかった。

plGFlac3では最大49月と生産量はかなり増加した。しかし、始めの 1-

2時間に急速に蓄積した後は頭打ちになり、 20hrでは4hrよりもやや減少してい

るほどであった。 これに関してもい〈つかの原因が挙げられよう。般も可能性

の高いのは、融合したタンパク質の分子賓がlGF-lのlU数倍と大きなものなので、

細胞内の異栂タ ンパク質を保持できる容賢あるいは生産の能力が速い段階にす

でにいっぱいになってしまったということが考えちれる。今回の場fiも実際に

は70Upg/l以上の異種タンパク貿が合成きれているわけである。顕微鏡で縦突し

た結果でも 4時間自の時点ですでに封入体の存"(Eが確認されている。結局は融

合したタンパクが大きすぎたという事なので、 β-gaJactosidaseをコードする

部分のうち何百リかを削除するか、i也のタ ンパク質を利用するなどの工夫が必要

であろう。これ以外の原因については後ほど議論したい。

(6 )その他の工夫

plGFJac3により 1Jitterあたり約5U)，gという生産取は得られたがそれでも

精製の段階に進むには不十分である。そこてこのベクターをもとにいくつかの

改良を加えてみた。しかしいずれの方法でも生産量の噌加には結び付かなかっ

たのでここではその概略のみ記述するにとどめたい。

a) terminatorの導入

pIGFlac3は転写のLerminatorを持たないので不必要に長い仰RNAができて、

エネルギーや転写のための装置を無駄に使用していることが考えられた。そご

で trpAのterminator (昧の索中央研究所 柴弁|帯四郎陶土より供与、Fig.4-8、

259 )をFig.4-8のような方法で IGF-]f祁分の下流に何I入した。 plGFJac5とplGFJ

ac6はterminator部分を切り出してきたときの制限醇索が異なるのみである。こ

れらのベ クターを用いても生産宣の ~jJII は達成できず逆にわずかに減少気味で

あった。参考までにこれらのベクターを伺いた誘導2時間後のF自体をSOS[ysi 

s bufferてー溶解したサンプル20μlを 7.5%SJJSポリアクリルアミド電気泳動(S

DS PAGE)に供した結果をFig.4-9に示した。

b) f也のhostの利用
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Y: ~旦11 site (pIGflac5) 
E呈呈1 site (p1Gflac6) 

Fig. 4-8 pIL3中の立.EAターミネーターの構造と

pIGFlac5とpIGFlac6の構築法
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以上の結巣はE.coli.JMI05 (plGFtacl， plGFlac2)あるいはJMI09(pIGFI 

ac3， plGFlac5， plGFlac6)をmいている。 plGFlac3，plGFlac5，plGFlac6のユ

槌について E.coliIIB101およびC600にlransforma l i 011 しなおして同織に誘導を

かけたが、 JM109以七のt占拠はi専られなかった。

M.W.94.∞0 __ 

F iι4-9 

o 2 o 2 0 2 hr. 
plGFlac3 plGFlac5 plGFlac6 

plGFlac3， plGFlac5， plGFlac6によって菌体内に蓄積

された融合タンパク質

誘噂 IJ~ ~Ii H与とlJ~l ~ül圭 2 時間の的体タンパク質を SDS PAGEに供した.

• 
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第 3節 旦主一旦i主ベクターによるラット IGF-Iの分泌生産

( 1 )計画

前節では発現した lGf-l;を蘭体内プロテアーゼによる分解から保殺する門的

で、大きなヲンパク質との融台タ ンパク貨として合成させ封入体の形成を1足す

という手段を取った。同じ目的を達成するさらに有効な手段としては、生建物

の細胞内の局在性を変えるか細胞の外側に:11してしまえば、細胞内の分解系に

さらされる危険性はなくなり、さらに細胞の代謝系を乱すこともな〈なる。

大腸菌はグラム険性閣であり、細胞はがl膜と外股の 2ifi:股I，'i宣を持ち、内
I買を通過した分泌タ ンパクは2つの目見附造にはさまれたベ リプラズム'宅川に荷

積される。 この空間にある物質は、浸透圧ショック法 (2 60) によって ~i 体か ら ttll

出できる。この場合細胞質内か ら生産物を精製するのに比べ、はるかに符易に

締盟できるという利点を持つ。

実際の方法として行われているのは外股タンパクである盟凶.C.LlallBや、

アルカリ性ホスファヲーゼの~o^、 β ーラクヲマーゼの凶呈などのベリプラズム

酵素のシグナルペプチ ドを タンパク質のN末に融合して発現させ、ベ リプラズ

ム空間に分泌させる方法である。このような方法の成功例として、凶Mを利用

した上皮成長因子の生産(261)や、成長ホルモ ン自身のシグナルペプチドによる

成長ホルモンの分泌生産(262)、ベニシ リナーゼのシグナルペプチ ドを川いてさ

らにlligeneを同時に発現させて外般の透過性を憎大させ、成長ホルモンをt青

地中に排出(excretion)しやすくした例もある(263)。しかし、分泌j:.践におい

ても、分泌させるタ ンパクの長さ.疎水性、シグナルペプチ ドとの関係努力t影

響し、ベ リプラス'ム空間への分泌が起こりにく かったり、プロセ シングがうま

く行われなかったり、膜を通過する際にヲンパクの柵造が変わるなどの課題が

多い(264.265)。

培地中に無機リ ン般が不足するとリ ン椴レギュロ ンと師ばれる 迎の週伝子力i

発現し、F音地中のリ ン般を効率よ〈 キ11mする。無機リ ン敵欠乏によって発I見が

誘導される (Psi;phoshateslarvation inducible)遺伝子は201間以上あるといわ

れる。 このなかで 、E也直 (アルカリ 性ホスファターゼ)、凶旦.E(ポリン巴 ヲン



-92-

Ps i Iso-Vectors 

Lys 1I1a lIr:gλSIl Ser: lIr:g Gl日 Ser:lIrg 
pYK268AAA GCC EGG 陛~CC CpG宅立旦CCGT 
TTT CGG GCC TI ̂  itG Gk:c C計百忌 GĈ
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Fig. 1-10 pYK269とその関連ベクターの構造

これらは文献 (271.272)の一連のベクターをさらに改変した

もの(私信).本図は依IU幸司|専士のご好意により使mさせて
いただいた.
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パク)、 h主E也日オベロン(無機リン隙能動輸送系}などのリン骨量レギュロ ン

の遺伝子(オベロン)は、染色体上隙れたf立慣にマ、ソプさ れており、いずれも

凶旦E遺伝子に依存して発現し、也旦_!{(あるいは~Q]1)および Pst-凶出オベロンに

よるカスケード制御系の下で、 リン西空海度が一定以下になると発現が誘縛され

る。このリン椴レギユロ ン遺伝子の巾で、今回は凶旦主を利用した分泌ベクター

を作成した。

アルカリ性ホスファターゼは分子情約47.日00のポリペプチドの2Fftl本て、

その単賢f本は4501闘のア ミノ 般からなり、 シグナルペプチ ドは21アミノ般か らな

る。 プロモーター領域にはリ ン椴ホ'ツクスと s'Fばれるリ ン酸レギュロ ンIHIで判1

同性の高い 18bpの配列がみられる。これらのシグナルペプチ ドと プロモ ー守ー

を利用し たラット IGF-JcONAの発現を試みた。

( 2 )方法

ここではアルカリ性ホスファヲーゼ遺伝子のプロモーヲ一部分と シグナル

ペプチド部分を切り出してpJGFlac3のβ-galactosidaseの部分と砲換する ごと

にした。依田らによって開発されたコドンの読み作の異なる一連の発現ベクタ

一(271.272)のうち、この場合にはpYK268が読み枠が ー致している(fig.4-10l。

pYK26日は入手できなかったので 、rYK269をSma1で切断後、再結合してpYK2692

を作成した。その後の過程はFig.4-ltに示すとおりであり、完成したものをpl

GfphoAと呼ぶ。傾製1I目始点、やア ンピシ リン肺1ft遺伝子等はpIGFlac3の持ってい

たpUC119由来のものを利用することになる。宿主はE.coliJMl09を利用した。

誘導は以下のように行った (266)。誘溝用の幌地の組成は次の通り。

1/1日vol 10x 121 buffer** 

0.4 % Glucose 

0.2 % Casamino acid 

60 mg/I Adenine 

60 mgll Uraci 1 

10 mgll Thiamineホ

1日omg/ I Ampici llin* *:̂dded after autoclave 
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** 10x121 buffer (per litter) 
46.8 g NaCI 

15.0 g KCI 

1日.8g NH.CI 

3.5 g Na，SO. 

2.0 g MgCl， 

0.29 g CaCl， 

5 mg FeCl， 

2.7 mg ZnCl， 

in 1M Tris-HCl p1l7.5 

上記の誘導用情i也に0.1%1M K，IIPO，を加えた栴j也100mlで -1喚liill曹養し、

これを集菌して洗浄した後、岡賢の誘準用I官i也を加え終日寺的に 10mlずつサンプ

リングした。 7000rpm7minの遠心で集菌し、f脅i也中のimmunoreactivelGF-l 堕

上消を適宜希釈したものを直媛Rl̂でiWJ定した。また、会繭体内のIGF-]慣とし

て府養液の 1m Iを別に係取したものを前述のSOSlysis 法で処I唱してRl̂にI共し

た。

集菌した蘭1本を速やかにcoldosmotic shock法(260)でベ リプラズム両分と

細胞質函分に分隊した。各岡分のimmunoreac tl v巴 lGF-l慣を測定すると共にア

ルカリ性ホス ファタ_.If活性を測定し、浸透l王ショック法が正しく 11われたか

どうかを確認した。

浸透圧ショック法は以下のように行った。

培養液10mI分の菌体を印刷 Tris-IICI(pI17.5)で洗浄した後もう ー度関休を

集め、 2m 1の(20%sucrose， O.lmH EDTA， 30mM Tris-IiCI， pIl7.5)に懸渇する。

300Cで 8min綿置し 10000rpmで 8m in遠心、沈澱に氷冷した0.5mHMgCJ， 1 mlを

加えてvortexし、0・CIOminftll置した後に8000rpm10min遠心して上清をベ リプ

ラズム標品とした。

アルカリ性ホスファヲーゼ活性の測定は以下の手順に依った(267，268)。サ
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ンプル100plにO.05MTris-IIC1(pIl8.3)と4xlO-'Mp-nitrophenyl phosphateを

加えて全:買を 2m Iにし、 37・Cで20mininclIbateした後、4l0nmのI吸光度を測定し
た。

生産物のゲル鴻過による分厳:サンプルを濠紡乾煉したものをゲル鴻過m
buffer(O.lM Tris-IICI. 5mM EDTA. lX bovine serllm albllmin. pIl7.4)2mlに終

解し、 SephacryトS200(Pharmacia)を用いてゲル旗過を行った。アクリル製のカ

ラムを附いて(l .5x8~c胴)、 O.3ml /minの流速で1.4m 1ずつ分耳目した。

(3 )結果と考察

Fig. ~-12 に I音 l也およびベリプラズムの l GF 閉を示す。 ベ リ プラズムでは 5

"jllO目まではI曽加lしていたが、8時間になると減少し2111寺1111になるとさらに少

なくなっていた。 5時間目では200/lg/lとplGFlac3の4f舟粍11の怖が得られた。

一方、培地中に 8 時間自において 520/lg/l という大賓の IGF-I が検 U~ できた。こ

れは合成されたタ ンパク質はベリプラズムに務積するという当初!の予知.と食い

違っていたためこれがどのような機摘で生じるかを探ることにした。~j;のよう

な可能性が考えられる。すなわち、命成されたIGF-Iが外股を通過しやすい1111造

を有していて、特異的に外般の外へ分泌されるという場合(269)、あるいはこの

ような リン椴欠乏の条件でf布袋したことによって外燃の附造が変化するかまた

は狼れるごとによってベリプラズムの内特物が非特異的に外に綱11:してしまう

場合である。そこてベリプラ ズムのマーカー静索として、無織リンIit欠乏によ

って誘導されてくる大腸閣の間有のアルカリ性ホスファタ ーゼの活性を~Jq定し

た(Fig.4-13)。

アルカリ性ホスファターゼも培地中に紋出されていること力行IJ]らかとなっ

た。これによってベリプラズムの内得物が非特異的に外股をi遭遇していると考

えられる。原因としてはリン椴欠乏によって外膜の組成がかわり内部のヲ ンパ

ク質が通過しやすくなってしまったか、あるいは閣が死んてl勾脅物が版社1され

てしまったかもしれない。しかし、 IGF-I の埼地中へのHJ1.見に比べてアルカリ性

ホスファ宇ーゼのほうはil'lれて tfjてくる(8時間てはまだ少ない}のて、IGF-

I の紋出が優先的(選択がJ)に起こり、アルカ リ性ホス ファターゼの政 :l~ はその

2次的な効果で生じる可能性もある。 pJJ_o)ベクターを閃いた分泌生産系ては誘
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噂時間を長くすると培地にUJてくる例が他にも報告されており (261，273，274)、

詳細!な機摘についてはさらに検討が必要である。いずれにしても地j也かち円的

のタンパク賀を精製するのは比較的存易であるので有効な系であるのではない

だろう力、

次に、ここで得られた [GF-[のおよその分子隔を推定してみた。 lGF-1の定

喧にはRIAを用いているが、この方法だと 例えば合成されたlGF-1がプロテアー

ゼによって分解された断片にな っていても検出してしまう可能性がある。また、

シグナルペプチドが切断されているかどうかについても見当をつけてお くこと

を考えた。はじめにSDSPAGE ( 20% gel)を行い、銀染色 UR染色第 一、 買~ -化

学:薬品)を行った。 Bovi ne lryps i n i nh i bilor(M. W. 650日)とほぼ阿佐:r!にバ ン

ドがみられたが、この方法ではこのような比較的分子慌の小さいタ ンパク慣の

分灘、検出は図録である。次にSephacryl-S200によるゲル海過を行い、各阿分

の1GF-1をRIAで測定した。結果をlig.4-J4に示す。実線は クロラミン Ti}，て師、

識した '2勺ーhumanlGF-l(270)にカラムに供し、カウン トを測定した結果であ

る。主ピークは'HI-IGF-I よりわずかに高分子買のところに検出された。これ

は予怨される生産物が、IGHのN末0¥11に 51111のアミノ限 (Arg-Gly-Ser-Thr-M

c l-)が付加されたJf.iであることと 一致する。さらに高分子電側にピークが現れ

たが、 ごの由来は不明である。シゲナルペプチドが切断されていない形のもの

がfj!.(Wされたものかも知れない。さらに高分子喧側の小さなピークは 12S卜IGF

-1でも現れているので、おそらく bllf fer中のbovineserum albumin に ~I， 特異的

に吸着したものではないかと考え内れる。 i氏分子の側には lG~'- 1 immunoreacl i 

v i tyは見られないので、t古I也'1'には断片化された1GF-Iはあ ったとしてもごく わ

ずかであると考えられた。

貫~ 4 iiII 4章のまとめと議論

lGf-1はヒト l血1市100litlerからO.7mgしかi尋られない(275)ので、|古Hll法て

の合成も試みられている (276)。これまて紅lみ換え日NA法によってヒ卜 1Gf-Iの午

産に成功した例がいくつか報告されている。細胞内に1jl.休でi官J量発現させる方
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訟は、成功していないかあるいは収慣がごく少ない(258，277，278)。これは IGF

-1の分子量が小きいために速やかに分解されるためと考えられる。これを読明

した例として、 SchulzらはIGF-Iをタンデムに 2つ連結して発現させると生産府

は200(宮になり、生産物の紺1~包 l士!の半減}切が 30(告になること を報告している (25

8)。本節の研究でも、予備的な実験においてplGFlac2でもplGFlac3に匹敵する

f'HlのlGFmRNAが細胞内にあることを確認している。 BueI1らはl旦L、出Eニのフ

ロテアーゼ欠損抹では直後発現に成功している(277)。融合タンパクとして売現

させた例では、臭化シアンによる切断に備え、 59祷自のMctをThrやValに変えて

いるが、そのために多少活性が低 Fしているようである(278，279，280)。変法と

して、 tryptophanoperonの下流に情造ヲンパク貿LIIの遺伝子を:rtき、この終 tI

コドンに重ねて lGF-[の開始コドンか来るようにして、 IGf-lとしHのヘテロ 2暗

体タンパク質を細胞内に務領させた例がある (281)。

Sgffiy_l旦旦旦旦1protein ^との倣(';タンパクとして情i也rl'に排出させたほ、

IgGアフィニティーカラムて附製し た例もある (282，283，284)。またLamsのシク

ナルペプチドの利用も試みられている (285)。

n妓納胞を用いた例では、静的0)a -1">1子のリーグーペプチドを利用して併
母に沼地に分泌させ(286)、さらにill!統府養を行ったものがある(287)。午成長

ホルモンのシグナルペプチド部分を結冷したものをマウス織維芽細胞に transr 

ectしたところ培f也中に分泌されたという報告もある (288)。

本研究も、これらの例を参考にさらに合成鼠の噌加lを目指すことになるが、

plGFphoAをHIいて精j也'1
'
に500pg/1という生産情(間体内と《わせると8110)lg/1) 

という毘が得られたので、現在糊製を進めている段階である。 EGFの例(2mg/ l) 

(261 )に比較するとまた生庭用は少ないが.宿主、 I音餐条「十等を検討することに

よっていま以上の改持は可能であろう。

さて上述の成功例のうち、大間際iをmいたものはほとんとが合成DNAを材料
としている。すなわち、大腸稼1で高頻度で利用されているあるいは病発現の遺

伝子巾に多く現れるコドンを使用できるように合成したDNAを草lfniしているわけ

である。本研究では敢えてcDNAをW.i1'1t:'i定変異で改変したものを用いた。この

方法はより大きなタ ンパク質を台成したい場合など、fT成遺伝子をfIIいるには

労カ及びコス 卜の点て悶鰻である均合などにより有用であろう。しかし、n核
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生物の遺伝子を原級生物で発現させることになるので、コド ンの使用頻度がJm

ll1lになって来る。すなわち、大勝間て使用頻度の低いコド ンが含まれている湯

合には翻訳が効率よく行われない可能性がある。本研究で使用したラット 1GF-

I cDNAについて調べてみると、 AGG(Arg)という大腸菌ではほとんど使われてい

ないコドンが4回使われていること、その他 CGG(Arg)，CTT(Leu)，TCA(Ser)，GG

A and GGG(Gly)，CCC and CCT(Pro)，ACA(Pro)，TGT and TGC(Cys)とい った使用頻

度の低いコドン(289)が現れている。さらに生産量を上げるためにはこれらのう

ちのいくつかを他のコド ンに変異させることも考慮する必要があろう。
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第 5章総合討論

( 1 )ラットIGトli宣伝子禍造のまとめ

本論文第 1章から第 3，主までの結果より、ラットIGF-lの遺伝子は一つの遺

伝子から転写関始位置の選択、可変スプライ シング (alternativesp! icing)、

poly adenylation siteの選択などが微々に組み合わされて多織な・RNAを生みUJ

していることが明らかになった。これらのmRNAが生じる機摘をFig.5-1に機式的

に表してみた。多くの償類のmRN̂が存在するにも関わらず、翻訳されさらに細

胞内プロセ シングをう けて完成されるIGHはたった 1種類に過ぎない。(ただ

し複数種の!GF-1の存在も報告されている(後述) ) 0 1種類の分子に対して多

くの穐類のmRN̂が作られ、 しかも必要以上に長いmRNAが作られることの怠筏は

いったい何なのであろうか。

IGF -1以外にも桜数種のmRN̂が一つのj宣伝子から生じる例が多〈報告されて

いる。数十樋の例が総統(290，291)にまとめられている。その機備はfig.5-2に

示したものに分類される (290より引用)。 ラッ トIGトIの場合はFig.5-2中でA，

E， F， Gの機備が利用されている(ヒトIGF-1ではAのかわりにB)。このよ

うな多〈の選択機備がmRNA前駆体の段階で軽量能している例は他にみられない。

IGFに対して、イ ンス リンの遺伝子はより単純である。ラットのI窃合にはイ

ンス リン lと2という 2つの遺伝子があるが、何れにしてもmRNAは矧いものが

1糧類で、可変スプラ イシングの機構は有していない(212)。一方JGF-Uではヒ

トの場合(292，293，294，295)も，ラットの場合(219，220，221，222)でも 1つのi宣

伝子から傾数のmRNAが生成する。 IGF-Iでは遺伝子の構造がさらに俊雑で、これ

まで述べてきたようにヒトの吻合もラッ トの場合も遺伝子の全体像はまだ明 ら

かになっていない。他の動物の場合にもmRNAが綾数種存在することが報告され

ている(193，218，220)。このようなインスリ ンにはみられずlGFsにおいて普遍的

である性質は、インス リンとIGFsの生体での役制、生産調節、作用機榊などの

途いを解明する鍵となり 1寄ると思われる。

ラットIGトlmRNAの情造についてまとめてみると(Fig.5-[)、(a)3'側の非翻

訳領械の利用のされ/jの遭いによるmRN̂の長さの多様性、(b)プロモーターの選

択による5・非翻訳領域の多様性、(c)ミニエクソンの桶入によるEpeptide部分
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の多様性の 3つの機備によって実に様々なmRNAが生産される。さ らに(b)のV上

流威に関しては、エクソ ンの内部イ ン トロ ンが除去される ことによ る多織性も

関与している。

( 2 ) 3・非翻訳領戚について

長さの異なるmRNAの意義に関して予想されることは、3・非翻訳領綬部分が

mRNAの安定性かあるいは翻訳の効率を制御しているという可能性である。 31置

で議論したように三浦は7.4kbの長いmRNAの方がタンパク質の栄養条件に鋭敏に

応答して培滅することを観察している。 一方、絶食では各バンドが同等に減少

するという報告がある (29日)が、IGf-nの場合でも、t音義細胞のIGF日mRNAJ!:が

培地中のアミノ酸によって制御されるのは、長いmRNA(J.6kb)に関して効果が顕

著に現れるという (297)。今後は各mRNAの寿命を測定したり 、あるいは各mRNAの

翻訳速度の測定などによ って、その意義の解明を急 ぐべきであろ う。また、解

決すべき問題として、この長いmRNAfJiそのままで翻訳されるものなのか、ある

いは短いmRNAの前駆体であって、まず短いものへとプロセ シングを受けてから

初めて翻訳されるのかについても不明である。

かつては長いmRNAはIGf結合タ ンパク質(lGFsP)をコードしている部分を含

んでいるのではないかと考えられたとともあったが、現在ではほぼ否定されて

いる。しかし、未知のBPゃあるいは全〈別なタ ンパク質がmRNAの3'非翻訳領威

内にコードされている可能性は残されている。 lGF-ijの場合には3'非翻訳領威

内にプロモーターがあって、その部分から3'非翻訳領峻だけからなるmRNAが産

生されることが報告されている (222)0IGF-Iの場合も3'非翻訳領減の全信基配

列の解明が急がれるとごろであり、現在さらに下流量産のcDNAの11得の努力を続

けている。

( 3 ) 5'非翻訳領戚

ラッ トIGF-Iの場合は2つのプロモータ一部位の存在が示唆されたが、本研

究ではこれらの情造を明確に決定することはできなかった。しかしclassBおよ

びclassCの2種 (classC'も考慮すると 3種)の5・非翻訳領媛がmRNA中に含ま

れていることは、この部分の多様性にも何らかの意義を予想させる。 Loweらは
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solution hybridization/RNase protection assayによ って、nf隙classB (彼

らはclass Aとしているが、 買~2 章で述べたようにこれは class Bのものを取り

違えているという判断の基、以下classBと称する)のmRNAは、下垂対除去ラッ

トにGIIを注射することによって 61音に別加するが、 classCのものは 2備にしか

ならないことを報告している(206)。さらにclassBのmRNAのclassCのものに対

する比率は、{也の臓穏と比較すると肝臓でのみ多くなっている。これは各qの

cJassのmRNA量は異なる制御を受けτいることを示す。しかし、本研究第3章で

はタンパク質栄養は両方のmRNAに等しく作用するという結果を得た。 LO¥leらも

絶食によってはどちらのclassのmRNAも同程度に減少することを報告している(

91)。これらの結果は、 lGF-JmRNA発現の調節機榊において、 GIIおよびIIf特異的

発現調節因子(実体は不明)は、classBおよびclassCの遺伝子の転写(ある

いはmRNAの安定性)に対して異なる強さで作用するが、絶食やタ ンパク fl栄授

は両者に間程度の作用を及ぼすことを示す。もしこれらの制御が、何らかの正

に作用する因子がエンハンサ一部i立に結合してなされるならば、GHの作用や肝

特異的発現に関与する因子はcJassBのほうのエンハンサーに選択がJに結合する

が、栄養的因子は両者に等しく結合するものなのであろう。

Dexamethasoneの効果も阿classのmRNAに同様に作用した。これはgluco-

corticoidレセプターが各エンハンサー領械に結合し、間程度の作111を及ぼした

と考えるか、あるいはDexによって何か別の因子の合成が憎し、この閃子がlGF

-1咽RNA合成の共通の機憎を抑えたことによるのであろう(232)。三浦はDexの作

用には別なタンパク質の合成が関与していることを示唆する結果を得ており(

未発表)、現在までIGF-Ij宣伝子5'上流峨にglucocorticoidresponsive eleme 

ntが見いだされていないこと(第 2章)と考え合わせると興味深い。

以上cJassBとclassCのmRNAがプロモーター領場の使われ方の速いによ っ

て生じることを前提として議論してきた。しかしlGF-]の転写開始点はまだ決定

されていないので、両者がさらに上流の共通のプロモーターから転写されてス

プライシングの違いによって生じたという可能性も残っている。もしそうであ

れば、以上の議論は「各々の悶干のスプライ シングの装置費に対する作用」と置

き換えて解釈すればよい。ただしスプライ シングの槻備やその調節に関しては

あまり明らかになっていない。しかし、IGF-lmRNAの5'非翻訳領減はそれほど
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長〈ないごとや、 JGF-Uでは実際、に多くのプロモーターが働いていることからc

lass B， Cそれぞれが司11のプロモーターから生産されるものであるとの仮説の方

を支持したい。

第 3~量の結果で 、 無タ ンパク 質食では各 cla s s とも mRNA慣が比較的多か った

のに対して血中濃度が激減していたこと、 Dexによって両classのmRNAともに減

少していたにも拘らず合成買は地加lすることなどから、 [GF-[合成の過程には翻

訳レベルの強力な制御機憎が働いているごとが示峻される。 mRNAの精進中の何

がこの制御を規定しているかを将来解明して行〈必要があるだろ う。

( 4 ) JGF-1分子の多織性

以上議論したmRNAの多織性はJGF-Jの分子の柵造には影滋を及ぼさ ない。ラ

ット JGF-JmRNAの多様性を婚すもう 一つの機情として、 Epeptide部分の52bpの

ミニイントロンの抑入というのがあった(49，200)0E peptide部分は成勲JGF-J 

分子には含まれないので、血中 lGF-[分子は1種頬であると考えられる。しかし、

血中にEpeptideの抗体に結合する活性が認められ(198)、Epep tideと結合した

高分子量lGF-1の存在が示唆されている。実際、に 2種のEpeptideを持つJGF-1が

分泌されているならば、可変スプラ イシングによって異なるlGトI分子が生産さ

れていることになる。これらのEpeptideを有するIGF-Iがどの僚な軽量能をもっ

ているか等の問題は、第41置の方法を発展させEpeptideを含むIGF-J;を合成し

て利用することが盟まれる。但し、Epeptideに絡鎖がついているならばfl核細

胞の系を利用しなければならない。なお牛の初乳などから IGF-1のN末鍋から3

アミノ酸が除かれた分子が得られており (des-l，3-IGF-J)(298)、BPとの総合が

lGF-[とは異なっていることなどが明らかになっていることも付け加えて開きた

い。

( 5 ) endocr ine， au to/paracr ineの作用と遺伝子の傾雑さ

序論13頁で述べたように、lGF-lの作用は肝臓から血中に分泌されてendoc

rtne的に働くものと、その他の組織で合成されてauto/paracrine的に働くもの

の両者が重要である。上自己(2 )、 ( 3 )、 ( 4 )で述べてきたmRNAの多様性

はこれらIGトIの2つの軽量能と何 らかの関係はあるのだろうか。以下は単なる推
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定に過ぎないが、例えばEpeptide部分がendocrineか、 auto/paracrineかを決

定するということはないだろうか。 一方のEpeptideに結合する(と予想される)

糖鎖がこれに関与している可能性はないだろうか。あるいはclassB、classC 

のどちらかはendocrine用のmRNAであるということはないだろうか。とくにcla

ss BのmRNAは肝臓だけに多く 、さらにGIIでの誘導も大きいのでendocrine悶であ

る可能性が考えられる。そうだとすれば、栄養条件、Dex等はendocrine，auto 

/paracr ine同経路のlGF-J生産を制御していることになる。

この問題は両経路の[GF-lの作問機作の解析と絡めて今後解明して行かねば

ならないだろう。

( 6 )他のlGF関連分子との関係

第3章で、 lGF-lの血中濃度と mRNA置が一致しないのは、翻訳の効率の差に

よると結論した。しかし、IGF-lの血中での寿命が変化するという織備も併せて

考慮すべきであろう。血中でのlGF-jの安定性はBPとの結合の状態によって彫響

を受げるであろう。また、レセプターによる internali za t ionの速度の変化も関

与しているかも知れない。このように、生体内での[GF-jの動態や作用を論じる

場合には他のjGF関連分子に関する検討も不可欠である。

近年ラ、y卜に関しても各BP(299，300，30l)やレセプター(302，303)のcDNAや

遺伝子のクローニングがおこなわれ、各組織や様々な条件 FでのmRNAの測定や、

プロモーター領域の解析等が開始されている。たとえば序論中 [0頁で述べた各

BPの変動や調節は、ほぼmRNA!置の変化によって起とることが示されている。ま

た構造商でも、 BP-jの血中濃度の日内変動力f大きいことが3'非翻訳領域のmRNA

の分解を促進する配 ~IJ の存在で説明できることや (304) 、 [Gf - j レセプター遺伝

子はTATAやCCAATの術造を持たず、GC-rich領媛にSp[結合配列を持つ柵造になっ

ている(303)など興味深い性質が明らかになってきた。 lGF-jの生産調節織摘と

これらの分子の生産調節とは、どのような連関があるのだろうか。栄裳条件や

他のホルモ ンによってこれらの遺伝子発現が制御される場合に、なにか共通の

因子が仲介するなどして、全体が:1!J:fuの取れた調節下にあったりするのだろう

か。総合的な視野に立脚した研究が鎮まれる。
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( 7 )総指

IGF-1の生産調節機摘、その血中での存在状態、レセプターとの結合、作用

発現綴情、 autocrine/paracrineでの作用の機備などIGF-1に関する多 くの問題

を解明して行くことにより、動物の成長制御軽量構、栄餐という情報が細胞内に

伝えられて分子レベルで引き起こす変化、動物の生命を維持する巧妙な調節1(，

といったテーマについての理解を深めて行けるだろう。

上記の問題の中で、本研究はlGF-1の生産調節機捕の解liJlを第 lの向的とし

て行ったものである。

第1章ではラット肝臓cONAライブラリーより線数績のラ ットIGF-IcONAを

得、ラット IGf-1分子及びその前駆体の例造について議論を加えた。ここで5・非

翻訳領域の構造が多僚であることが町lらかとなったが、第21置でのゲノムクロ

ーンのf構造解析やNorthernblottingの結果より 5'上流践のf荷造のあるものはC

DNA合成の過程で人工的に導入されたものであるごとを証明し、その純情をtU目

した(305)。さらに第 11置で、 cONAのの成法を変えることで、lGF-1のmRNA中異

常に長い情造のものに関連するcONAを1号、3'非翻訳領繊の長さによる調節を託

l明した(3日6)。

第3章では5'末端の多織な構造が、タ ンパク質栄養やホルモンによる遺伝

子発現調節機情とどの様な関連があるかを、合成プロープによるNorthernblo 

ttingによって解析した。これらの調節関子は、 2つのプロモーター領域に等し

く作用することや、翻訳段階での調節が重要な役割を姐っていることなどが明

らかになった。

冒頭の多くの問題点を解決するには、 IGF-1分子を大;肢に利用できるように

することが必要である。 ~HJ主では買n 章で得た cONAをもとにして 、 大腸菌に

よってラットIGF-[の生産を試みた。分泌ベクターによって生産量は確保できた

ので、今後は精製を進め活性のある分子を豊富に得るために、簡便でかつ鋭敏

な[GF-Iの生物活性測定系を開発し、利用して行きたい。よい系が得られれば、

IGF-Iの作用機作やBPの作用等の研究にも利用できる。 lGF-[という一つの分子

を中心に据えて総合的な研究を行うメリットはこのようなところに現れる。

たった一つの分子だが、解明すべき問題は多くかっ大きい.今後、より多

くの努力と協力を集中し、研究の飛跡的な発展に寄与したいと考える。
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ほ
ぼ
全
長
を
N
来
場
に
議
合
さ
せ
た
形
で
発
現
さ
せ
た
と
こ
ろ
‘
封
入
体
の
形
成
が
観
察
吉

れ、
50
.，g
/1
(
融
合
タ
ン
パ
ク
貨
と
し
て
は
70
0.
g/
l)
と
生
産
量
が
上
昇
し
た
.

続
い
て
ア
ル
カ
リ
性
フ
ォ
ス
フ
ァ
?
I
ー
ゼ
遺
伝
子
(
也
旦
)
の
プ
ロ
モ
ー
タ
ー
と
シ
グ
ナ

ル
配
列
の
直
後
に
変
異
さ
せ
た
lG
F-
1
遺
伝
子
を
接
続
し
、
ベ
リ
プ
ラ
ズ
ム
空
間
に
分
泌
さ
せ

る
こ
と
を
試
み
た
.
無
機
リ
ン
酸
欠
乏
培
地
で
誘
事
を
開
錯
し
た
後
、
初
期
に
;
ま
ベ
リ
プ
ラ

ズ
ム
分
画
に
IG
F-
I
が
蓄
積
し
た
.
8
時
間
後
に
ほ
ベ
リ
プ
ラ
ズ
ム
内
の
量
が
減
少
し
、
一
方

培
地
中
に
52
0
.，g
/l
の
1
四
un
or
ea
ct
iv
e
rG
F
-
Iが
分
泌
さ
れ
て
い
た
.
宿
主
大
揚
菌
由
来

の
ア
ル
カ
リ
性
フ
ォ
ス
フ
ァ
ヲ
ー
ゼ
活
性
を
調
定
し
た
と
こ
ろ
、
8
時
間
目
で
な
ま
だ
ベ
リ

プ
ラ
ズ
ム
に
あ
っ
た
が
、
24
時
間
後
で
は
や
は
り
培
地
中
に
活
性
が
移
っ
て
い
た
.
こ
れ
は

姐
み
換
え
型
IG
F-
Iの
培
地
へ
の
銀
出
の
2
次
的
な
効
果
で
細
胞
壁
を
通
過
し
た
の
で
は
な
い

か
と
考
え
ら
れ
た
が
、
IG
F-
I
お
よ
び
ア
ル
カ
リ
性
7
:
<
ス
フ
ァ
ヲ
ー
ゼ
が
細
胞
壁
の
外
へ
肱

出
さ
れ
る
機
構
は
不
明
で
あ
る
.
銀
出
さ
れ
た
IG
F-
I
の
分
子
量
は
ほ
ぼ
予
想
さ
れ
た
も
の
に

ー
ま
し
て
い
た
.

' 一 ご 1 ・

(
5
 )
ま
と
め

ラ
ッ
ト
IG
F-
I
は
ア
ミ
ノ
酸
70
個
に
過
ぎ
な
い
小
さ
な
ベ
プ
チ
ド
ポ
ル
モ
ン
で
あ
る
が
、
そ

の
遺
伝
子
は
10
0k
b
に
も
及
ぶ
巨
大
な
も
の
で
、
そ
の
全
体
像
は
い
ま
だ
に
明
ら
か
に
な
っ
て

い
苦
い
.
本
研
究
に
よ
り
、
そ
の
巨
大
な
遺
伝
子
か
ら
、
複
雑
な
機
構
に
よ
り
多
種
多
様
な

.R
NA
が
生
成
す
る
こ
と
が
明
ら
か
と
な
っ
た
.
こ
の
小
さ
な
分
子
に
用
意
さ
れ
た
、
遺
伝
子

レ
ベ
ル
で
の
精
巧
な
調
節
機
構
は
、
IG
F特
異
的
な
結
合
ヲ
ン
パ
ク
貨
に
よ
る
制
御
機
糟
と
相

ま
っ
て
、
こ
の
分
子
の
生
理
的
な
重
要
性
の
裏
付
け
と
考
え
ら
れ
、
そ
の
構
造
と
発
現
機
摘

の
更
な
る
解
明
が
必
要
と
さ
れ
る
.

l
と

1
・
の
ど
ち
ら
の
エ
ウ
ソ
ン
が
利
用
さ
れ
る
か
は
、

3
・J
~
詞
訳
領
草
場
の
梅
造
の
選
択
に

影
響
を
及
ぼ
さ
な
い
こ
と
が
明
ら
か
と
な
っ
た
.
さ
ら
に
、
各
パ
ン
ド
の
長
さ
を
比
搬
す
る

と、
cl
as
s
Bで
検
出
さ
れ
た
バ
ン
ド
の
方
が
c
!
'5
5
Cの
も
の
よ
り
や
や
短
い
位
置
に
検
出

さ
れ
、
cl
.5
5
Bの
叫
NA
の
ほ
う
が
多
少
短
い
5
・
非
翻
訳
領
減
を
持
っ
と
考
え
ら
れ
る
.

肝
臓
の
IG
F-
I
叫
NA
は
、
食
餌
ヲ
ン
パ
ク
貨
の
量
的
あ
る
い
は
質
的
な
悪
化
に
よ
り
減
少

す
る
.
ま
た
初
代
培
聾
肝
細
胞
で
l孟
De
xa
ll
le
th
as
on
e
(
De
x)
の
添
加
に
よ
り
、
培
地
へ
の

IG
F
-I
分
泌
量
は
増
加
す
る
が
、
.R
NA
量
は
減
少
す
る
こ
と
が
知
ら
れ
て
い
る
.
モ
こ
で
、
食

餌
ヲ
ン
パ
ヲ
賞
、
あ
る
い
は
Oe
x
へ
の
応
答
が
.R
NA
の
cl
as
s
に
よ
っ
て
異
な
る
か
否
か
を
、

各
条
件
下
で
特
異
的
プ
ロ
ー
プ
を
用
い
て
検
討
し
た
.

12
%
カ
ゼ
イ
ン
食
(
C
)
、
12
%
グ
ル
テ
ン
食
(
G
l
、
無
ヲ
ン
パ
ヲ
食
(
PF
)
で
日
日
間

飼
育
し
た
ラ
ッ
ト
の
肝
滋
よ
り
po
ly
A'
 
RN
A
を
抽
出
し
、
各
cl
as
s
の
IG
F-
I
.R
NA
を
溺
定

し
た
.
血
中
IG
F-
I
温
度
は
C
>
 G
 >
P
F
の
煩
に
な
っ
て
い
た
が
、
国
側
A
レ
ベ
ル
は
C
>
P
F
>
 

G
の
隔
に
な
っ
て
お
り
、
こ
れ
は
ど
ち
ら
の
cl
as
s
で
も
全
〈
同
じ
パ
ヲ
ー
ン
を
示
し
た
.

PF
で
は
翻
訳
の
段
階
、
G
で
は
そ
れ
以
前
の
段
階
で
強
い
抑
制
が
働
い
て
い
る
と
結
論
さ
れ

た
. 初
代
培
養
肝
細
胞
を
l
O
"
~
の

Oe
x存
在
下
で

12
時
間
培
聾
し
た
と
こ
ろ
、
培
地
中
へ
分
泌

さ
れ
た
IG
F-
I:
ま
無
添
加
の
渇
合
の
2.
2
倍
に
増
加
し
た
が
、
.R
NA
は
Cl
'5
5
B、
c
!
'5
5
Cの

も
の
共
に
約
70
%
に
減
少
し
て
い
た
.
こ
れ
に
よ
っ
て
Oe
xが
翻
訳
を
促
進
さ
せ
る
と
い
う
機

摘
が
確
認
さ
れ
た
.

以
よ
の
結
果
を
ま
と
め
る
と
、
ヲ
ン
パ
ク
貿
栄
養
(
特
に
食
飼
う
P
ン
パ
ヲ
貨
の
ア
ミ
ノ
酸

バ
ラ
ン
ス
)
や
Oe
x'
主
、
c
!
'5
5
Bの
IG
F-
I
.R
NA
量
と
cl
as
s
Cの
そ
れ
と
の
共
通
の
制
御
機

情
に
作
用
し
、
両
方
を
同
等
に
変
化
さ
せ
る
.
換
言
す
れ
ば
、
こ
れ
ら
5'
上
流
減
が
2
種
あ

る
こ
と
の
意
義
は
、
両
者
の
栄
警
に
よ
る
in
du
ci
bi
li
 t
yが
遣
う
こ
と
で
は
な
い
と
言
え
る
.

(
4
 )
・
大
腸
菌
に
よ
る
ラ
ッ
ト
IG
F-
Iの
生
産

IG
F
-I
お
よ
び
そ
の
関
連
分
子
の
研
究
に
不
可
欠
な
IG
ト
I分
子
を
大
量
に
得
る
目
的
で
、

cO
NA
を
材
料
と
し
て
大
踊
萄
に
よ
っ
て
ラ
ッ
ト
IG
ト
Iを
生
産
す
る
こ
と
を
試
み
た
.

初
め
に
位
置
指
定
変
異
に
よ
っ
て
、
cO
NA
に
終
始
コ
ド
ン
を
導
入
し
て
E
ベ
プ
チ
ド
部
分

を
除
き
、
ま
土
シ
グ
ナ
ル
ベ
プ
チ
ド
の
後
に
開
始
Me
t
を
、
さ
ら
に
5
0
配
列
や
適
当
な
制
限

停
索
部
位
を
導
入
し
て
後
の
復
作
に
供
し
た
.
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