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序論

動物の寿命 は限 られて いるが,生 殖 によ りそ の子孫 を後 世 に残す ことがで きる.有 性 生殖 で

誕生す る子孫 は,減 数分裂 によ り形成 される配偶子の合体 によ り全 く新 しい遺伝子 の組 み合わ

せ を持 つ.ま た世代 を重ね る ことによ り遺伝 子 に起 きる突然変異 も加わ り,子 孫 のゲ ノム は親

の世代 とは変化 してい く.多 くの動物 にお いてその変化 は,長 い 目で見 た場 合,食 物か ら天敵

に及ぶ周 りの環 境に適応す る方 向に進 んでい く.実 際 は変化 して い くというよ りは,偶 然誕生

した変異が環境 に有利 に適応す る場合,子 孫 にその変 異が伝え られ ると考 える方が妥 当であ り,

この流れ は進化 と呼ばれ る.現 在地球上 に存在する動物 は,果 て しない進化 の過程 を経た結果

として,様 々な環境因子 に適応 していると考え られ る.本 研究の対象である薔歯類黄体での20α-

水酸化 ステ ロイ ド脱水 素酵素(20α-hydroxysteroid dehydrogenase;20α-HSD)の 発現 もまた,生

殖 という生物に必須の機構にお いて,ま さにそのような見方 を可能 にす る特性の一つであった.

哺乳類の生殖機構 の特徴は,雌 の子宮で受精卵か ら一定期間を過 ごす妊娠 と,そ の名の通 り,

産 まれ た子 を 自立できる まで栄養 補給す るため の哺乳 である.さ らに,子 が 自立 した後 は,再

び次の妊娠 に備え ることが可能 で,一 生の うちに妊娠 を何 度 も繰 り返す ことがで きる.従 って

この生殖活動 は,卵 胞発 育,発 情 ・交尾,排 卵,妊 娠,分 娩,哺 乳の各相 を繰 り返す 周期的活

動(完 全 生殖 周期)と いえ る.し か し実 際は,妊 娠 に至 る前 の段階ですで に卵胞 発育,発 情,

排卵 を繰 り返 す周期(性 周期)が 存在 し,妊 娠は この性周期 回帰 とい う基盤 の上 に成 り立つ も

ので ある.卵 巣内で発育 した卵胞 は,や がて成熟 して排卵す る.排 卵 した卵 子は受精の場で あ

る卵管 へ放 出され るが,残 った卵巣では卵子 を送 り出 した後 も,将 来 受精 した卵子の子宮へ の

着床,発 育 を支 えるホルモ ン(progesterone)を 分泌す るよ うになる.卵 胞は,卵 子 と,そ れ を

囲む顆 粒層細胞,そ の外側 に基 底膜 を挟んで 内卵胞膜細胞 とによ り構成 され る.排 卵 によ りそ

の構造 は破壊 され,卵 子が去 った組織 には血管が新生 し,顆 粒 層細胞,内 卵胞膜細胞 は黄体細

胞 へと分化 し,progesteroneを 合成 ・分泌す るようにな る.ヒ トを含 めた多 くの動物では,妊 娠
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が成立 しな くても約2週 間progesteroneが 分泌 される.こ のprogesterone分 泌相,即 ち黄体相で

はprogesteroneの 作用 によ り卵胞 は発育 しても排卵 には至 らない[Graham & Clarke 1997,Richter

et al. 2001].従 って黄体相 を性周期 中に経過 する動物(完 全性周期 動物)は,排 卵前の卵胞発

育相即 ち卵胞 期の長さを含めて排卵間隔を約20日 前後 とするさまざまな長 さの性周期を回帰す

る.一 方 ラッ ト,マ ウス,ハ ムスターな どの謁歯類では,排 卵後黄体か らは実質的にprogesterone

が分泌 されず,最 短4日 後に次の卵胞が排卵 に至る(不 完全性周期)[McCracken et al.1999].

ラ ッ トや マ ウス で この頻 回の排 卵 を可能 にす るの が黄体細胞 で発現 す るステ ロイ ド代謝 酵素

20α-HSDで あると考 え られて いる.20α-HSDは,progesteroneを 炭素骨格の20位 で還元 し,

progesterone作 用のない20α-OHPに 代謝す る酵素である(図0-1).20α-HSDの 性周期黄体での

発現,頻 回の排 卵 をもた らす 性周 期 中progesterone濃 度の低 下 を考 え合わ せ る と,お そ らく

20α-HSDの 働きによ り,ラ ッ トやマ ウスでは,4日 毎 に交尾の機会を得,生 殖 にお いて多産 と

いう戦略 をとっていると考え られ る.

卵 巣 は 精 巣,副 腎 と 並 ん で 主 要 な ス テ ロ イ ド産 生 器 官 で あ る.ス テ ロ イ ドホ ル モ ン は,ス テ

ロ イ ド産 生 細 胞 に 取 り込 ま れ たcholesterolか ら,各 種 ス テ ロ イ ド代 謝 酵 素 に よ り合 成 さ れ る.

cholesterolは ス テ ロ ー ル 担 体 蛋 白 質(sterol carrier protein;SCP2)に 結 合 して ミ トコ ン ド リ ア へ

運 ば れ,さ ら にsteroidogenic acute regulatory(StAR)蛋 白 質 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア 外 膜 か ら 内

膜 へ 運 ば れ る.内 膜 で はcholesterol側 鎖 切 断 酵 素(P450scc)に よ り,側 鎖 が 切 り 離 さ れ て

pregnenoloneと な る.Pregnenoloneは,滑 面 小 胞 体 へ 運 ば れ 各 種 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 前 駆 物 質

と し て 利 用 さ れ る.Pregnenolone以 降 は,炭 素 数 の 多 い も の を 前 駆 体 と し てC21(gestagens)-

C19(androgens)-C18(estrogens)の 流 れ で 合 成 カ ス ケ ー ドが 形 成 さ れ て い る.C21-C19の カ ス

ケ ー ドに は,progesteroneを 経 由 す る 系(△4経 路)と,17α-hydroxypregnenoloneを 経 由 す る 系(△5

経 路)が あ る が,黄 体 細 胞 で は △4経 路 の み が 存 在 し,か つ 排 卵 に 伴 い,progesteroneをC19に

向 け て 代 謝 す る17α-hydroxylaseとC17,C20-lyase活 性 が 低 下 す る の で,基 本 的 に 黄 体 か ら は

progesteroneが 分 泌 さ れ る よ う に な る.従 っ て 黄 体 細 胞 に お け るprogesteroneの 分 泌 制 御 は,

pregnenoloneか らprogesteroneを 合 成 す る3β-HSDを 含 む そ の 合 成 系 の 制 御 に 委 ね られ る(図0-

1).合 成 系 の 制 御 に 働 い てprogesterone分 泌 を 抑 制 す る 因 子 と し て は,多 く の 動 物 で 主 要 な 黄

体 退 行 因 子 と し て 知 ら れ る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンF2α(prostaglandin F2α;PGF2α)が あ る[Niswender

et al.2000]が,ラ ッ トや マ ウ ス の 黄 体 に お い て は20α-HSDの 発 現 に よ り,合 成 さ れ たprogesterone

を20α-OHPに 代 謝 し て ス テ ロ イ ド合 成 カ ス ケ ー ド外 へ は ず す こ と に よ っ て も,そ の 分 泌 を 抑 制

し て い る.ま た 黄 体 形 成 ホ ル モ ン(luteinizing hormone;LH)[Hashimoto & Wiest 1969b,Morishige

& Rothchild 1974,Stocco & Deis 1996]と プ ロ ラ ク チ ン(prolactin;PRL)[Freeman et al.2000]

は,条 件 に よ りprogesterone分 泌 の 刺 激,抑 制 ど ち ら の 作 用 も 有 す る.

ラッ トで は,成 熟卵胞が排 卵 によ り失われ る ことで一時的 にイ ン ヒビンが低 下 し,卵 胞刺激
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ホルモ ン(follicle stimulating hormone;FSH)の 大量放出によって次の卵胞群の発育が開始す る.

しか しこの卵胞群 は次 に発情 前期 に至 る前 日まで に閉鎖 退行するため,そ の後発情後期 か ら発

育 を開始 す る第 二卵 胞 群が 次 に排 卵 す る.こ の排 卵 は,前 回排 卵 の約48時 間後,黄 体 が

progesteroneを 分泌 し始める頃に,同 じ黄体細胞 にお いて,20α-HSDが 発現 し,progesteroneを

不活性化す る ことによ り可能 になる と考え られ る.そ の後黄体 は,交 尾刺激が無 い場合 には,

発情 前期午後(15:00-18:00)のPRLサ ージを受けて,ア ポ トーシスによ り約3周 期か けて退行

す る[Matsuyama et al.1996].一 方,排 卵後交尾刺激が加わ ると,神 経 内分泌反射的 に下垂体

前葉か ら1日2回 サージ状に分泌され るPRLに よ り20α-HSDの 発現は抑制 される[Lamprecht et

al.1969].そ の結果 妊娠が成立 しな い場合でも約2週 間の黄体相が導入 され る(偽 妊娠)[Matsuda

et al.1990]た め,20α-HSD発 現の有 無は不完全性周期 と完全性周期 を分ける決定 的因子である

と考 え られ る.一 方妊娠が成立 した場合 は,前 期 においては偽妊娠同様 下垂体か らのPRLサ ー

ジによって20α-HSD発 現 は抑制 され るが,後 期で は胎盤か らの胎盤性 ラク トジェン(placental

lactogen;PL)に よ り抑制 され る.ラ ッ ト胎盤 か らは様 々なPRL様 ホルモ ンが分泌 されて いる

(rPL-1,rPL-1 vahant,rPL-2,PRL-likeprotein(PLP)A,PLPB,PLPC)[Soares et al. 1991,Shiota

et al.1993a]が,rPL-1とrPL-2の み がPRLレ セ プ タ ー を 介 して 作 用 す る こ と が 判 っ て お り,他

の 作 用 機 序 は 明 ら か で は な い.rRL-1は 妊 娠13日 ま で,rPL-2は13日 か ら妊 娠 末 期 ま で 分 泌 さ

れ,卵 巣 の20α-HSDはPRLレ セ プ タ ー を 介 して 発 現 抑 制 さ れ て い る[Zhong et al.1997].偽 妊

娠 妊 娠 の 末 期 に はprogesterone濃 度 の 低 下 と共 に20α-HSDの 発 現 が 見 られ る(図0-2).

Progesteroneは 免 疫 系 細 胞 や 癌 細 胞 の 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る が[Savouret et al.1990,Graham &

Clarke 1997],こ れ ら の 増 殖 過 程 の 細 胞 に20α-HSDが 発 現 す る こ と が 報 告 さ れ て い る[Hapel et al.

1985,Weinstein 1977,1981,Weinstein et al.1977,Shiota et al.1991].従 っ て,20α-HSDは,卵

巣 に お け る 機 能 だ け で な く,広 く細 胞 増 殖 の 過 程 に も 関 わ っ て い る 可 能 性 が 高 い.20α-HSDの

組 織 特 異 的 発 現 に つ い て も 既 に 多 く 報 告 さ れ て お り,複 数 の ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 す る こ と が わ

か っ て き て い る.ラ ッ ト卵 巣,ブ タ 副 腎 で は 同 じ物 質 を 基 質 と す る2種 類 の20α-HSD分 子 が 知

ら れ て い る[Noda et al.1992,Nakajin et al.1989]が,ラ ッ ト卵 巣 の20α 一HSDと ラ ッ ト精 巣 の

20α-HSD[Shikita et al.1967]は,基 質 が 異 な る た め,異 な る 分 子 で あ る 可 能 性 が あ る.従 っ て,

先 に 述 べ た 細 胞 増 殖 に 関 わ る と考 え られ る20α-HSDも ま た,卵 巣 で 発 現 し て い る20α-HSDと

は 異 な る 分 子 で あ る 可 能 性 も あ る.20α-HSDは,aldo-keto reductase(AKR)superfamilyに 分 類

される[Miura et al.1994]が,AKR superfamilyは 種 を越 えて保存性 の高 い酵素群か ら構成され

てお り,一 つの分子が複数の代謝活性 を持つ例 もある.20α-HSDがAKRsuperfamilyに 属 し,

かつ卵巣以外 にも免疫 系細胞 をは じめ と して様 々な組 織で発現,機 能 して いる可能性 を考え る

と,こ の酵素 につ いて調べる ことは,大 きな生物学的意味を持つ と思われ る.
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本研究 は,こ れ まで ラッ トを用 いて研 究がすす め られてきた20α-HSDに ついて,さ らに個体

レベルでその機能を探る ことを目的 に,20α-HSD遺 伝子欠損 マウスの作 製を試み た.ラ ッ トか

らマ ウスへ の対象 の変換はあ るが,マ ウスは実験動物 と して広 く用 い られ,ま た最近の発生工

学の進歩 に伴 い,受 精 卵へのマイ クロイ ンジェクシ ョンよるDNAの 注入 といった技術や,胚

か らの多能 性幹細 胞 の樹 立な ども,す で にマ ウス を用 いた系で確立 されて い る.さ らにPRL

[Horseman et al 1997],PRLレ セ プター[Ormandy et al.1997],オ キ シ トシン(oxytocin)

[Nishimori et al.1996],PGF2α 、レセ プター[Sugimoto et al.1997]な ど生殖機構 に関す るノック

アウ トマ ウス も既 に存在 してお り,20α-HSDに 関 して,マ ウスを用 いて さ らに遺伝子 レベルで

解析 を進 め ることは,哺 乳類 が母体 内で発生 を進行 させる とい うシナ リオの成 り立 ち,ま たそ

の意義 につ いて,内 分泌学的立場 か ら知見 を得 ることにつながる と考え られ る.本 論文 におい

ては,第 一章ではマウス卵巣の20α-HSD cDNAの クローニングを行 い,そ の三次元構造 を推定

して活性 部位につ いて考察 した.さ らに'in situ hybddization法 を用 いて,卵 巣以外 に も妊娠期

子宮内組織における20α-HSD mRNAの 発現 を調べ,そ の働 きについて考察 した.第 二章では,

第一章で得 られたマウス20α-HSD cDNAを 元に20α-HSDゲ ノムDNAを クローニ ングし,そ の

ゲノム構造 をヒ ト20α-HSDゲ ノム構造 と比較 して,そ の進化について考察 した.次 にターゲ テ

ィングベクター を作製 し,さ らに相同組み換えを起 こした20α-HSD遺 伝子変異ES細 胞を単離

し,キ メラマ ウスを作製 した.第 三章では,20α-HSDノ ックアウ トマウスを作製 して,そ の表

現型を詳細 に解析 し,20α-HSDが 担っている生理的役割 について考察 した.
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SCP2; sterol carrier protein 2

StAR; steroidogenic acute regulatory protein

P450Scc; cholesterol side-chain cleavage enzyme

3β-HSD; 3β-hydroxysteroid dehydrogenase

20α-HSD ;20α-hydroxysteroid dehydrogenase

図0-1. 黄体細胞 にお けるステ ロイ ド合成経路
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第一章

マウス20α-HSDcDNAの クローニ ングとその妊娠期子宮 内組織にお ける発現

緒言

Progesteroneは 卵 巣の黄体 で合成,分 泌され,妊 娠維持 に必須のホルモ ンで あるが,多 くの動

物 で は排 卵後 形 成 され た黄 体 か ら,性 周 期 中 にお いて も約2週 間 分泌 され る.持 続 的 な

progesteroneの 分泌 には,1. LHサ ージの抑制,2. prolactin(PRL)分 泌 の促進,3.運 動活性

の抑制,4.交 尾許容性 の抑制,5.食 欲 の促進,6.熱 損失 の抑制 といった視 床下部 を介 した作

用,ま た末梢にお いては,7.子 宮 内膜の着床性増殖,8.子 宮運動の抑 制,9.乳 腺胞の形成,

10.そ の他estrogenに 対 する協同あ るいは拮抗作用,と いった作用があ る.従 って,排 卵後 に

持続的なprogesterone分 泌期間(黄 体相)を 有す る動物では,約2週 間は雄 との交配は起 こら

な い.黄 体相 の終 了時には,多 くの動物で は子宮 由来 のprostaglandinF2、(PGF2α)に よ り黄体

が退行 し,次 の卵胞 発育 ・排卵が お こ り,再 び黄体 が形成 される という 「完全性周期」 を回帰

す る.

20α-Hydroxysteroid dehydrogenase (20α-HSD)は,ス テ ロ イ ド骨 格 の20位 で プ ロ ト ン を 付 加

あ る い は 除 去 す る こ と に よ り,progesteroneと20-dihydroprogesterone(20-hydroxypregn-4-en-

3-one,20α-OHP)の 間 の 可 逆 的 変 換 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る.卵 巣 摘 出 し た 妊 娠 マ ウ ス に20α-OHP

を 大 量 投 与 して も 妊 娠 が 維 持 さ れ な い こ と か ら,20α-OHPに は progesterone活 性 が 無 い こ と が

示 さ れ て お り[Wiest & Forbes1964],20α-HSDはprogesteroneの 不 活 化 酵 素 と して と ら え ら れ

る.

20α-HSDは,ラ ッ ト黄体で発現 し[Balogh 1964],こ の動物で はprogesteroneを その産生母

地 にお いて直接不活化 できる.従 って ラ ッ トでは,排 卵後黄体が完成 してprogesteroneを 分泌

し始 める48時 間後、ほぼ同時 に黄体細胞で発現する20α-HSDの,progesterone不 活化作用(黄

体の機能的退行)に よ り交配活動停止期間 を短縮できる と考 えられる.72時 間後 にはprogesterone

濃度 は低 く抑 え られ,次 の卵胞 発育 ・排卵が可能 にな るため,排 卵ひ いて は交尾 の機会 を最 短
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4 日毎 に迎 えている.こ のよ うな仕組み で実質的 に黄体相 を持たない ラッ トは,「 完全性周期動

物 」に対 し 「不完全性周期動物 」に分類 される.た だ し妊娠成立 の場合 には,20α-HSDの 発現

は抑制 され(黄 体 の機能化),約21-22日 間progesteroneの 妊娠維持作用が発揮 され る.交 尾刺

激 を受 けて受精 ・着床 に至 らなかった場合(偽 妊娠時)に は,妊 娠期よ り早 く黄体相が終 了 し

(約15日 間),次 の卵胞発育 ・排卵 を迎える.妊 娠期では21日 目に[Albarracin et al.1994],

偽妊娠期でも12日 目を過ぎてか ら[Matsuda et al.1990]20α-HSD発 現は高ま り,分 娩や次 の

卵胞発育 ・排 卵に必要なprogesterone濃 度の低下 に寄与 して いる と考 えられる .

1950年 代,ラ ッ ト卵 巣 か らprogesteroneと20α-OHPが 検 出 さ れ た[Wiestl959]こ と で20α-

HSDが 発 見 さ れ て 以 来,生 物 学 研 究 の 進 歩 に 従 っ て 様 々 な 解 析 が な さ れ て き た .20α-OHPに 生

物 学 的 活 性 が 無 い こ と[Wiest & Forbes 1964],20α-HSDは 卵 巣 の 黄 体 で 発 現 し て い る こ と

[Balogh 1964],PRL分 泌 を 阻 害 す る と 妊 娠 中 黄 体 で20α-HSDが 発 現 上 昇 す る こ と[Lamprecht

et al. 1969],妊 娠20日 目か ら1日2回PGF2。 合 成 阻 害 剤 で あ る イ ン ドメ タ シ ン を ラ ッ トに 投 与

す る と21日 目 に 発 現 す る は ず の20α-HSD活 性 が 見 ら れ ず 黄 体 退 行 が 遅 延 す る こ と[Fuchs et al.

1976],PGF2α 投 与 に よ り ラ ッ トで20α-HSD活 性 が 誘 導 さ れ る こ と[Bussmann et al.1979]な ど,

す で に1960-70年 代 に20α-HSDの 発 現 制 御 因 子 と し て のPRLとPGF2
αが 着 目 さ れ て い る.そ の

後 分 子 ・遺 伝 子 レ ベ ル で の 解 析 が 進 み,1991年 に は 遂 に ラ ッ ト20α-HSD蛋 白 が 完 全 精 製 さ れ

[Noda et al.1991],そ の 結 果20α-HSDは,細 胞 質 に 存 在 し,分 子 量 約37kDaの 単 量 体 で あ り,

2つ の ア イ ソ ザ イ ム20α-HSDIと20α-HSD2が 存 在 す る こ と が わ か っ た .ま た 蛋 白精 製 の 過 程

で 活 性 上 昇 が 見 ら れ た こ と か ら,内 因 性 の 活 性 抑 制 因 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ た .20α-HSD1 と

20α-HSD2は 互 い に 基 質 親 和 性,ア ミ ノ 酸 組 成 が わ ず か に 異 な り ,偽 妊 娠 末 期 に 発 現 が 上 昇 す

る の は20α-HSD1の み で[Noda et al.1992,Seong et al.1992],各 々 が 異 な る 制 御 に よ り異 な る

mRNAか ら 翻 訳 さ れ る 可 能 性 が 示 さ れ て い る[Yoshida et al.1992].さ ら に1994年 に は20α-HSD1

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 元 に ラ ッ トで そ のcDNAが ク ロ ー ニ ン グ さ れ た[Miura et al.1994,Mao et al.

1994].ラ ッ ト20α-HSDcDNAは,全 長 約1 .2kbで323個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て お り,aldo-keto

reductase(AKR)superfamilyに 属 す る こ と が 明 ら か に な っ た .ま た そ の 発 現 制 御 に,progesterone

が グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プ タ ー を 介 し て 抑 制 的 に 働 く こ と が わ か り[Suginoetal .1997],1998

年 に は ラ ッ ト20α-HSDゲ ノ ムDNAが ク ロー ニ ン グ さ れ た[Zhong et al.1998].生 物 学 の 進 歩

は 速 く,そ の 研 究 手 法 に お い て も,あ る 遺 伝 子 の 働 き を 調 べ る の に そ の 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た マ

ウ ス を 作 製 し て 解 析 す る と い う ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ 法 が 応 用 さ れ て は や 久 し い .20α-HSDに

つ い て も,そ の 生 物 学 的 意 義 に つ い て 語 る に は ,や は り遺 伝 子 欠 損 動 物 の 解 析 が 望 ま れ る.

ステ ロイ ド代謝酵 素の発現部位 には,ス テ ロイ ド産生細胞や ステ ロイ ドの標的組織 あるい

はステ ロイ ドを排泄す る器官な どが考え られる .20α-HSDの 発現 及び活性 は,各 種動物組織で

報告され,ラ ッ ト,ウ サ ギ,ヒ ト,ヒ ト胎児の卵巣[Wiest1959 ,Lacyeta1.1993,Wintergalenet
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al. 1995, Nishizawa et al. 2000, Sano et al.1982],ラ ッ ト,ヒ ト,ウ シ,ブ タ の 精 巣[Shikita et al.

1967, Fan et al. 1974, Pineda et al. 1985, Sato et al.1972],マ ウ ス,ブ タ の 副 腎[Ertel et & Unger

1968, Nakajin et al. 1989],ヒ ト,ラ ッ トの 胎 盤[Pudyetal. 1964, Strickler et al. 1981, Shiota et al.

1993ab],ス テ ロ イ ド 非 産 生 器 官 で あ る イ ヌ と ネ コ の 腫 瘍[Shiota et al. 1991],ヒ ト子 宮 内 膜[Tseng

et al. 1979],ヒ ト,サ ル,ウ サ ギ の 肝 臓[Nishizawa et al. 2000, Hara et al. 1989, Smirnov 1990],

ウ シ と ヒ ツ ジ の 胎 子 赤 血 球[Nancarrow et al. 1981, Chen et al. 1989],マ ウ ス 胸 腺T細 胞,骨 髄

細 胞,マ ク ロ フ ァ ー ジ[Weinstein 1977, 1981, Weinstein et al. 1977, Hapel et al. 1985],各 種 細

菌[Inazu et al. 1994, Krafft et al. 1987, Rimsay et al. 1988]で も 報 告 が あ る.

20α-HSD活 性 は ス テ ロ イ ドの20位 に お け る 酸 化 還 元 反 応 で あ り,こ れ ら の 活 性 は 全 て 同 一

の 分 子 に よ る も の と は 限 らず,基 質 もprogesteroneに 限 ら な い.例 え ば,ラ ッ ト精 巣,ブ タ と

ウ シ の 副 腎 で は17α-hydroxyprogesteroneと17α,20α-dihydroxypregn-4-en-3-oneの 変 換 を行 い,

ラ ッ トで は 卵 巣 と 精 巣 で 基 質 が 異 な る た め,異 な る 分 子 の 働 き で あ る 可 能 性 が あ る.ま た ヒ ト

精 巣 の20α-HSDはprogesterone, pregnenolone, 17α-hydroxyprogesteroneを 基 質 と し,そ の 代 謝

産 物20α-OHP, 20α-dihydropregnenoloneは, progesteroneとpregnenoloneに 対 す る 酵 素17α-

hydroxylaseの イ ン ヒ ビ タ ー と し て 作 用 す る た め,androgen合 成 調 節 を 担 っ て い る と 考 え ら れ て

い る[Fan et al. 1974].ま た マ ウ ス 胸 腺T細 胞 で は,イ ン タ ー ロ イ キ ン3(IL-3)に よ り誘 導 さ

れ る20α-HSDの 発 現 が 分 化 マ ー カ ー と して 認 識 さ れ て い る.Progesteroneは 高 濃 度 で はT細 胞

の 増 殖 を 抑 制 し,20α-OHPに は 増 殖 抑 制 作 用 が な い こ と か ら,胎 子 期 胸 腺 に お い て20α-HSD

はprogesteroneの 増 殖 抑 制 作 用 か ら 胸 腺 を 保 護 し て い る と 考 え られ て い る[Weinstein 1977].従

っ て20α-HSDの 機 能 は,単 な る 黄 体 に お け るprogesterone分 泌 の 調 節 に 留 ま らず,progesterone

が ス テ ロ イ ド合 成 経 路 の 上 流 に 位 置 す る こ と か ら そ の 下 流 の ス テ ロ イ ド,す な わ ちestrogenや

androgen合 成 を 調 節 す る と い う 機 能,ま たprogesteroneの 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 の 阻 害 因 子 と し て

の 機 能 な ど を 有 す る 可 能 性 が あ る.

第 一章では,第 二章以下,ジ ー ンターゲテ ィング法 を用いる前段階 として,マ ウス卵巣20α-

HSDcDNAの クローニングを行 った.ま た ラッ トで胎盤 にお いて20α-HSDが 発現 し[Shiota et al.

1993ab],胎 子発育環境 にお いて高濃度 のprogesteroneの 作用 を緩和 して いる可能性 をふまえ,

ク ローニ ング したマウス卵巣20α-HSD cDNAを 元 にcRNA probeを 合成 し,卵 巣以外にも,妊

娠期 高濃度のprogesterone環 境下 にある子宮,胎 盤,胎 子におけるそのmRNA発 現 を調べた.
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第一章 材料と方法

第 一 章 の 概 略 は,図1-1に 示 し た.

動物

8週 齢 のICRマ ウ ス(日 本 チ ャ ー ル ズ リバ ー 株 式 会 社,横 浜)は,室 温22±1℃, 7:00-19:00

明期 の光 条件で飼 育 し,餌(ラ ボMRス トック,日 本農産工業,神 奈川)お よび水は 自由に摂

取 させた.

試薬

Prostaglandin F2α (PGF2。)はFuji Chemical Industries(富 山)よ り,hCG (GONArROPIN)と

eCG (SEROTROPIN)は 帝 国 臓 器 製 薬 株 式 会 社(東 京)よ り.オ ル ガ ノ シ ラ ン は 信 越 化 学(東

京)よ り 購 入 し た.ま た,gelか ら のDNAの 切 り 出 し は,QIAquick Gel Extraction Kit(キ ア ゲ

ン,東 京)を 用 い て 行 っ た.Diethyl pyrocarbonateはSIGMA (MO, USA), sodium lauryl sarcosinate,

sodium dextran sulfate, clear sol II はnacalai tesque(京 都), O. C. T (ornithine carbamyl transferase)

compoundはSAKURA(東 京)よ り,blocking regentはRoche (Mannheim , Germany)よ り,分

子 量 マ ー カ ー λEcoT141 digest,各 種 制 限 酵 素,T4 DNA ligase, alkaline phosphataseは 宝 酒 造(京

都)よ り,そ の 他 特 記 し な い 限 り 和 光 純 薬 工 業(大 阪)よ り 購 入 し た 試 薬 を 用 い た.

偽妊娠マウスの作出と組織の採材

未成熟マウス(21-day-old)に5 IUのPMSGと,そ の48時 間後 に5 IUのhCGを 投与 し,交

尾刺激 を与えて偽 妊娠 を誘起す ると,偽 妊娠10日 目か ら血清中のprogesteroneが 減少す ること

がわかって いる[Hasumoto et al. 1997].本 実験では,17週 齢のICRマ ウス を用 い,排 卵を同期

化するためPGF2。 を5 IU投 与 して,も し,黄 体が存在 した場合 にはそ の黄体 をす べて退行させ

うる処置 を行った48時 間後 に,eCGを10 IU,そ の48時 間後 にhCGを5 IU腹 腔 内投与 し,

20α-HSDの 活性が上昇 して いる と予想 され る12日 後 にマウスを断頭放血 し,卵 巣 を摘 出 し,

氷冷1×phosphate buffer saline (PBS)に 回収 して直ちにRNA抽 出に使用 した.

15週 か ら19週 齢 のICRマ ウ ス の 雌 を 精 管 結 紮 した 雄 と交 配 さ せ 膣 栓 を 確 認 し た 日 を0日 目

と して,2,6,8,9,10日 目 の 子 宮 を 摘 出 し,RNAの 抽 出 ま で 一80℃ で 保 存 し,Northern hybridization

に 用 い た.
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妊娠マウスの作出と組織の採材

15週 か ら19週 齢 のICRマ ウ ス の 雄 と 雌 を 交 配 さ せ,午 後1時 か ら6時 の 間 に 血 液 と卵 巣 を

採 取 し,卵 巣 は 直 ち に 液 体 窒 素 中 で 凍 らせ,-80℃ で 保 存 した.ま た 膣 栓 を 確 認 し た 日 を0日

目 と 数 え,14,15,16,17,18日 目 の 胎 子 血 液,10,12,14,16,17日 目の 胎 水 を 採 取 し た .

胎 子 血 液 と 胎 水 は,一 腹 分 を 合 わ せ て 回 収 し た.ま た,10,15,18日 目 の 子 宮,胎 子,胎 盤 を

採 材 し,in situ hybridizationに 用 い た.Northern hybridizationに 用 い た6,8,10,12,14,16,18,

分 娩 後1日 目(PP1)の 子 宮,11,12,14,16,18日 目 の 胎 盤,14,15,16,17,18日 目 の 胎

子 背 中 の 表 皮 は 摘 出 後,RNAの 抽 出 ま で-80℃ で 保 存 した.

グアニジンー塩化セシウム超遠心法による偽妊娠 マウス卵巣total RNAの 抽出

卵 巣 組 織 に5mlのhomogenization buffer (4 M guanidium thiocyanate, 0 .1 M Tris-Cl pH7.5,2%

2-mercaptoethanol)を 加 え て,ウ ル トラ タ ラ ッ ク スT25ホ モ ジ ナ イ ザ ー(IKA ,東 京)を 用 い

て 室 温 で 組 織 が 細 か く 均 一 に な る ま で 破 砕 した.次 に,sodium lauryl sarcosinateを0 .5%に な る

よ う に 加 え,よ く 撹 拌 し,20℃, 5,000rpmで10分 間 遠 心 した.得 られ た 上 清2 .5ml当 た り1g

のCsClを 加 え て よ く撹 拌 し,ベ ッ ク マ ンSW 41ロ ー タ ー 用 超 遠 心 チ ュ ー ブ(9-Max Quick-Seal

tube, Beckman, CA, USA)中 のCsCl/EDTA cushion (5.7 M CsCl, 10mM EDTApH8,0.1% diethyl

pyrocarbonate(DEPC)) 1.4mlの 上 に 重 層 し た.こ れ を,ベ ッ ク マ ンL-60超 遠 心 機(Beckman, CA,

USA)を 用 い て20℃,30,000rpmで19時 間 超 遠 心 し た.遠 心 後 ,上 清 を 吸 引 除 去 し,得 ら れ

たRNAペ レ ッ トを70% ethanolで 洗 浄 後,風 乾 して0 .01% DEPC水 に 溶 解 さ せ た.Ethanol沈

殿 に よ り得 られ たRNAペ レ ッ トを70% ethano1で 洗 浄 後,風 乾 して0.01% DEPC水 に 溶 か し,

分 光 光 度 計Gene Quant II (Pharmacia Biotech, Cambridge, England)を 用 い て260nmの 吸 光 度 を

測 定 し た.1 OD当 た り を40μg/mlと してRNAの 濃 度 を 算 出 し,使 用 す る ま で ー80℃ で 保 存 し

た.

偽妊娠 マウス卵巣mRNAの 抽出

乾 燥 し た 偽 妊 娠 マ ウ ス 卵 巣total RNAの ペ レ ッ トを,1mg/mlと な る よ う にelution buffer (10mM

Tris-Cl pH7.5, 1mMEDTA, 0.1% SDS)に 溶 解 さ せ,等 量 のoligotex-dT30<Super>(Roche ,

Mannheim, Gemlany)を 加 え て 撹 拌 し た.そ の 混 合 液 を65℃ で5分 間 加 熱 後,す ぐ に 氷 冷 し ,

1/10量 の5 M NaClを 加 え て 撹 拌 し た.こ れ を37℃ で10分 間 加 温 後,20℃, 15 ,000rpmで3

分 間 遠 心 し,ペ レ ッ トにwash buffer (10mM Tris-CIpH7.5, 1mM EDTA , 0.1% SDS, 0.5M NaCI)

を1ml加 え て 懸 濁 し,65℃ で5分 間 加 熱 後,す ぐ に20℃, 15,000rpmで3分 間 遠 心 した .上

清 を 回 収 してethanol沈 殿 に よ り得 られ たmRNAペ レ ッ トを70%ethanolで 洗 浄 し,さ ら に4℃ ,

15,000rpmで20分 間 遠 心 し,上 清 を 除 去 し て0 .01% DEPC水 に 溶 解 さ せ た.よ り純 度 の 高 い
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mRNAを 得 る た め,さ ら に も う 一 度elution bufferを 加 え る と こ ろ か ら 繰 り返 し,oligotex-dT30

<Super>に よる精製を合計2回 行った.

Probe作 製用 ラッ トcDNAの 調整

既 に 当 教 室 で 調 整 さ れ て い る,pBluescriptSK(+) (STRATAGENE, CA, USA)に 組 み 込 ま れ

て い る ラ ッ ト20α-HSD cDNA [Miura et al. 1994]を 用 い た.こ のplasmidをEcoR IとXho Iを

用 い て 切 断 し,QLAquick Gel Extraction Kitを 用 い て1.2kbの 長 さ の フ ラ グ メ ン トを1% agarose gel

か ら 回 収 し た.得 ら れ たDNAフ ラ グ メ ン トは 精 製 水(MilliQ水)に 溶 解 し,分 光 光 度 計 を 用

い て260nmの 吸 光 度 を 測 定 した.1 OD当 た り を50μglm1と してDNAの 濃 度 を 算 出 し,使 用

す る ま で-20℃ で 保 存 した.

偽妊娠 マウス卵巣mRNAを 用 いたRT-PCRに よ るprobeの 作製(図1-2)

RT-PCRは,マ ウ ス 卵 巣 か ら 抽 出 し たmRNAを 鋳 型 に し て,ラ ッ トの20α-HSD cDNA [Miura et

al. 1994]の 配 列 を も と に 合 成 し たprimers,

Rat cDNA F1 primer; 5'-ACTCTTCTAGGGAAGAGCAG-3' (-29bpか ら-10bp)

Rat cDNA R1 primer; 5'-TGTArCTCTGAGTTCCCAGG-3' (654bpか ら673bp)

(開始コ ドンのアデニンを1と 数える)

に よ り,GeneAmpTM RNAPCR Kit(宝 酒 造,京 都)を 用 い て 行 っ た.mRNA100ngにmaster mix

(5mM MgCl2, 1×PCR buffer II, 1 mM each dNTPs, RNase inhibitor 1 U), 2.5μMのrandom

hexamers primer,2.5Uのreverse transchptaseを 加 え て 全 量 を20μlに し,ま ず42℃ で1時 間 加

温 してcDNAを 合 成 し,99℃ で5分 間,5℃ で10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト後,chloroform抽 出 を

行 っ てreverse transchptaseを 除 去 した 後 にPCR反 応 に 移 っ た.PCR反 応 で は,さ ら にbufferの

組 成 を2mMのMgCl2, 1×PCR buffer II, 0.25mM dNTPと な る よ う に 調 整 し た.F1 pdmer, R1

pnmer各 々50pmolず つ 加 え た 後 に100℃ で5分 間 加 熱,急 冷 し て 熱 変 性 させ,Ampli Taq DNA

polymerase (Roche, Mannheim, Germany)を5U加 え て 全 量 を100μlと した.PCRの 条 件 は,94℃

で1分,63℃ で1分,72℃ で1.5分 を1cycleと し,40cycle行 っ た 後,72℃ で10分 加 温 し

た.PCR産 物 は,2% agarose gelで 電 気 泳 動 し,約0 。7kbの フ ラ グ メ ン トをge1か ら切 り出 し 回

収 し た.

偽妊娠 マウス卵 巣mRNAを 用 いたRT-PCR産 物のseguemcing

1)サ ンプル調整

偽 妊 娠 マ ウ ス 卵 巣mRNAを 用 い て 得 られ たRT-PCR産 物 を,pGEM-Tベ ク タ ー(Promega,

東 京)にT4 DNA ligaseを 用 い て 組 み 込 み,QIAGEN Plasmid Midi Kit(キ ア ゲ ン,東 京)を 用
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い てplasmidを 精 製 し,sequencing反 応 に 用 い た .

2)Sequencing

Sequencing反 応 は,ABI PRISM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Roche ,

Mannheim, Gemlany)に よ り 行 っ た.500ngの 鋳 型DNAに ,Terminator Ready Reaction Mixを8μl,

3.2pmol の primers

M-13 universal forward primer ;5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

M-13 reverse primer ;5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'

を 加 え て 全 量20μ1に し,PCR反 応 を 行 っ た.PCRの 条 件 は,96℃ で30秒,50℃ で15秒 ,60℃

で4分 を1 cycle と し,25cycle行 っ た.得 られ たPCR産 物 を,あ らか じめ2時 間 以 上MilliQ

水 に な じ ま せ たSpin Column(PRINCETON SEPARATIONS, Adelphia , USA)で 精 製 し た.Spin

columnは,2,500rpmで1分 間 の 遠 心 を2回 行 っ て 予 めMilliQ水 を 排 出 し,PcR産 物 を 添 加 し

て2,500rpmで1分 間 遠 心 して 精 製 し た.Spin Columnで 精 製 さ れ たPCR産 物 は ,真 空 条 件 下

水 分 を 蒸 発 乾 固 さ せ,8μl の loading bufferに 懸 濁 し,100℃ で5分 間 加 熱 後 ,氷 上 で 急 冷 して

か ら,4分 の1量(2μl)を 泳 動 に 用 い た.Sequencingに 用 い たge1は,Gdux (Roche , Mannheim,

Gemlany)を 用 い て,0.2mmの 厚 さ のge1を 作 製 し,1×TBE buffer(89mM Tris, 89mM boreic acid,

2.2mM EDTA,pH 8.3)に よ り1 ,680Vで7時 間,ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Roche,

Mannheim, Germany)を 用 い て 電 気 泳 動 し た.検 出 さ れ た 蛍 光 は,ソ フ トウ エ ア377-18Sequencer

Data Collectionに よ り解 析 し,得 られ た 塩 基 配 列 は,ソ フ トウ エ アDNASIS Macを 用 い て 解 析

した.

偽妊娠 マ ウス卵巣cDNA libra型 の作製

1)偽 妊娠 マウス卵巣cDNAの 合成

cDNA synthesis module RPN 1256(Amersham LIFE SCIENCE
, Buckinghamshire, England)を 用

い て,偽 妊 娠 マ ウ ス 卵 巣mRNAを 鋳 型 に し てcDNAを 合 成 し た .偽 妊 娠 マ ウ ス 卵 巣 か ら 抽 出 精

製 し たmRNA5μgを,65℃ で5分 間 加 熱 し,急 冷 し て 熱 変 性 さ せ て か ら,1×first strand synthesis

buffer(50 mM Tris-Cl pH8.3, 50mM KCl, 10mM MgCl2),4mMsodium pyrophosphate solution ,

human placental ribonuclease inhibitor (HPRI) 5U,l mM each dATR, dGTP, dTTP, 0 .5mM dCTP,1

pmol の anchored dT phmer,avian myeloblastosis virus (AMV) reverse transcriptase 100Uを 加 え,

全 量 を50μ1に し て42℃ で1時 間 反 応 さ せ てfirst strand cDNAを 合 成 し た.次 に1×second strand

synthesis buffer(32mM Tris-CI pH7 .5,80mM KC1,4mM MgCl2,0.52mg/ml BSA),E.coli

ribonuclease Hを4U, E. coli DNA polymerase Iを 115 U加 え ,12℃ で1時 間10分,22℃ で1

時 間20分 反 応 さ せ て 鋳 型mRNAを 破 壊 し か つsecond strand cDNAを 合 成 し,70℃ で10分 間

加 熱 し て 酵 素 を 失 活 さ せ た.さ ら にT4 DNA polymeraseを10U加 え て37℃ で15分 間 加 温 し
,
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3'-5' exonuclease活 性 に よ り3'突 出 部 分 を 除 去 した.0 .5 M EDTA (pH8)を 加 え た 後,phenol抽

出,chloroform抽 出,ethanol沈 殿 を行 っ てcDNAを 精 製 し た 後 に,T4 DNA ligaseに よ り,EcoR

I/Not I/BamH I adaptor(宝 酒 造,京 都)を 連 結 さ せ た.得 ら れ たcDNAを1% agarose gelで 電 気

泳 動 し て 分 離 し,0.5kbか ら2.7kbま で の 長 さ のcDNAをgelか ら切 り出 し回 収 し た.

2)込ZapIIベクターヘノのcDNAの組み込み

回 収 し た 偽 妊 娠 マ ウ ス 卵 巣cDNA 50 ngに λZapIIベ ク タ ー(PREDIGESTED LAMBDA

ZAPII/EcoR I/CIAP CLONING KIT, STRATAGENE, CA, USA)1μg,T4 DNA ligaseを 加 え て 全 量

を10四 と し,13℃ で48時 間 反 応 さ せ てcDNAを λZapIIベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ.こ れ をGigapack

II Packaging Extracts(STRATAGENE, CA, USA)を 用 い て パ ッ ケ ー ジ ン グ し,得 られ たcDNA library

は,chloroformを2滴 加 え て 軽 く 混 ぜ,使 用 す る ま で4℃ で 保 存 し た .

偽 妊 娠 マ ウス 卵 巣cDNA libzaryの screening

1)Host cellの 調 整

XLI-Blue MRFlコ ロ ニ ー を,20m1のLB培 地(0 .2% maltose,10mM MgSO4を 添 加)で37℃

で8時 間 培 養 した.次 に3,000rpmで10分 間 遠 心 して 大 腸 菌 を 沈 殿 させ て 集 め ,上 清 を 除 去 し

た 後10mM MgSO4でOD600=1に な る よ う に 希 釈 して 用 い た.

2)λZapII phage のhost cell ヘの感染

cDNA libraryは 軽 く遠 心 し てchloroformを 沈 め た 後,上 清2μ1(約6,000プ ラ ー ク 分)を1)

で 調 整 し た 大 腸 菌 液600μ1に 加 え,37℃ で20分 間 加 温 した.50℃ のNZY top agaroseに 加 え,

37℃ に 温 め て お い たNZYプ レー トの 上 に 流 し 混 ぜ,37℃ で9時 間 培 養 し,直 径 約lmmの プ

ラ ー ク を 得 た.

3)phage DNA のナイロンメンブレンヘのtransfer

プ ラー ク の で き た プ レ ー トの 上 に,直 径15cmの ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン(HybondTM-N+;Positively

Charged Nylon Membrane, Amersham, Backinghamshire , England)を 載 せ,1分 間 静 置 し てphage DNA

を メ ン ブ レ ン に 移 し 取 っ た.同 時 に メ ン ブ レ ン の 上 か ら プ レー トに 針 で 非 対 称 に3ヶ 所 穴 を 開

け て 位 置 確 認 の 目 印 と し た.次 にphage DNAの 付 着 し た 面 を 上 に し て,ア ル カ リ 変 性 液(0.5M

NaOH,1.5M NaC1)を しみ こ ま せ た 濾 紙 の 上 に 載 せ,15分 間 静 置 し てphage DNAを1本 鎖 に 変

性 さ せ た.そ の 後 同 様 に し て 中 和 液(0.5M Tris, 3MNaCl,pH7.0)を しみ こ ま せ た 濾 紙 の 上 に

メ ン ブ レ ン を 載 せ て15分 間 静 置 した.得 られ た メ ン ブ レ ン を 風 乾 し ,GS GENE LINKERTM UV

CHAMBER(Bio-Rad, CA,USA)内 で150mJouleのUVを2回 照 射 し ,さ ら に80℃ で30分 間

乾 熱 してphage DNAを メ ン ブ レ ン に 固 定 し た.ま た,非 特 異 的 な シ グ ナ ル を 見 分 け る た め ,同

じ プ レー トで も う 一 度3)の 操 作 を 繰 り返 し,1枚 の プ レ ー トに つ き2枚 の メ ン ブ レ ン で シ グ ナ

ル を 検 討 で き る よ う に した.た だ し,2枚 目の メ ン ブ レ ン に は1分30秒 を か け てphage DNA
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を移 し取 った.

4)Prehybridization

メ ン ブ レ ン をwashing buffer(55℃,2×SSC,0.1%SDS)中 で1時 間 振 と う さ せ,メ ン ブ レ ン

に 付 着 し て い る 余 分 なagaroseや 大 腸 菌 蛋 白 を 洗 い 落 と し た.メ ン ブ レ ン は,prehybridization

bufferが 十 分 に 行 き 渡 る よ う に,phage DNA付 着 面 に ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ を 挟 み ,メ ン ブ レ ン5

枚 に つ き,prehybridization buffer(2.5×denhardt's reagent, 5×SSC, 5mMEDTA, 0.1%SDS,100

μg/ml salmon sperm DNA)15m1を 加 え て42℃ で 一 晩 加 温 し た.

5)ラットcDNA probe とマウスF1/R1 pribeの32Plabeling

ラ ッ トcDNAprobeと マ ウ スF1/RI probeの32Plabelingに は,Randam Primed DNA Labeling Kit

(Roche, Mannheim, Gemlany)を 用 い た.25ng の probe用DNAに,α-32P-dCTP(Amersham ,

Backinghamshire, England)を50μCi,dCTP以 外 の0.5mM dNTP, hexanucleotide mixture入 り1

×reaction buffer, klenow enzymeを2U加 え,37℃ で30分 間 加 温 した .得 られ た 反 応 液 を,3,000

rpmで2分 間 遠 心 してbufferを 排 出 済 み の カ ラ ム(TE SELECT-D-50 ,5pdme→3phme,USA)に

通 し,3,000rpmで4分 間 遠 心 し て 放 射 性 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを 精 製 し た.100℃ で

5分 間 加 熱,急 冷 し て 熱 変 性 さ せ た 後,10万cpm/m1以 上 の 活 性 を 有 す る よ う にhybridization

bufferに 加 え た.

6)Hybridization

Prehybridization bufferを 除 去 し,hybridization buffer(2 .5×denhardt's reagent,5×SSC,5mM EDTA,

0.1%SDS, 10% sodium dextran sulfate,100μg/mlsalmon sperm DNA)15m1で 置 換 し,32Pで 標 識

し た ラ ッ トcDNA probeを 混 ぜ 加 え て,42℃ で12時 間 加 温 し た .マ ウ スFl/Rl probeを 用 い る

場 合 も 同 様 に し てhybridizationを 行 っ た.

7)Washing

Hybhdization bufferを 除 去 し,washing buffer(55℃,0 .5×SSC/0.1% SDSで10分 間,55℃,

0.1×SSC/0.1% SDSで10分 間,65℃,0.1×SSC/0.1% SDSで30分 間)でwashし た .次 に,

メ ン ブ レ ン をX線 フ ィ ル ム(Kodak, NY,USA)に-80℃ で24時 間 感 光 させ た.得 ら れ たX線

フ ィ ル ム を 現 像 し,ラ ッ トcDNA probeを 用 い た も の で は60 ,000プ ラー ク 中402個 の,マ ウ ス

F1/R1probeを 用 い た も の で は48,000プ ラ ー ク 中444個 の 陽 性 シ グ ナ ル を 示 す プ ラ ー ク を 得 た .

8)PCRによる陽性プラークの選択

陽 性 を 示 した プ ラ ー ク を 培 地 ご と 取 り出 し,500μ1のSMbuffer(0.1MNaC1, 8mM MgSO4,50

mM Tris-Cl pH7.5,0.01% gelatin)に 回 収 し,chloroform50μ1を 加 え て 軽 く 混 ぜ て か ら4℃ で 一

晩 放 置 し,SM buffer中 にphageを 溶 出 さ せ た.軽 く遠 心 してchloroformを 沈 め た 後,上 清10μ1

を 用 い て,100℃ で10分 間 加 熱 後,急 冷 して か らRat cDNA F1 pdmerとRat cDNA R1 phmerに
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よるPCRを 行 った.

9)Second screening

PCRの 結果,強 い単一 の陽性のバ ン ドを示 したものの中か らいくつかのphageク ロー ンを選

び,再 度XL1-Blue MRF'に 感染 させ ると ころか ら繰 り返 し,陽 性 シグナルを示す プ ラークを得

た.予 め,プ レー ト上のプラーク どうしの間隔 を広 めに取る ことによ りコンタミネー シ ョンを

避 けなが ら,各 々のプラー クか らphageを 回収 した.

10)In vivo excision

そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン に つ い て,PREDIGESTED LAMBDA ZAPII/EcoR I/CIAP CLONING KTT

(STRATAGENE, CA, USA)を 用 い てin vivo excision法 に よ りphagemid DNAをplasmid DNA

に 変 換 し た.Phageの 溶 出 し て い るSM bufferを200Fl取 り,37℃ で10分 間 加 熱 し てchloroform

を 揮 発 さ せ た.次 に200四 のXLI-Blue MRF solution(OD600=1)と1μ1の exassist helper phage

を加 え,37℃ で15分 間 保 温 して λZapII phageを 共 感 染 さ せ た .得 られ た 大 腸 菌 液 を37℃ に

温 め て お い た3m1の2×YT培 地 に 加 え,37℃ で3時 間 振 と う培 養 し た .そ の 後70℃ で20分

間 加 熱 し て 大 腸 菌 蛋 白 を 変 性 さ せ,4℃,3,000rpmで20分 間 遠 心 し て 上 清 中 のphagemidを 回

収 し,4℃ で 保 存 し た.150m1のphagemidで1.5m1の 大 腸 菌SOLRsolution(OD600=1)を37℃

で15分 間 保 温 し て 形 質 転 換 し,X-gal(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside)とIPrG

(isopropylthio-β-D-galactoside)を 加 え たLBプ レー ト(50μg/ml ampicillinを 添 加 ,以 下LB/Amp

プ レー ト)上 で37℃ で 一 晩 培 養 し,blue-white color selectionに よ り,陽 性 ク ロ ー ン の 入 っ た 大

腸 菌 の 白 い コ ロ ニ ー を 得 た.

Phagemidか らpUC118ベ クターへのサ ブク ローニ ング

陽 性 ク ロ ー ン の 入 っ た 大 腸 菌 か らphagemidをsmall scale法 のalkali lysis法(Sambrook et a1.

1989)で 抽 出 し,BamH Iに よ り,EcoR I/Not I/8amH I adaptorのBamH Iサ イ トか らマ ウ ス 卵 巣

cDNAの イ ン サ ー トを 切 り 出 した.次 に イ ンサ ー ト と ベ ク タ ー の モ ル 比 が3:1と な る よ う に 調

整 して 加 え あ わ せ,T4 DNA ligaseに よ り,pUCII8/BamH I/BAP(大 腸 菌 由 来alkaline phosphatase)

ベ ク タ ー(宝 酒 造,京 都)に 組 み 込 ん だ .JM109competent cells(宝 酒 造,京 都)を 得 られ たplasmid

で 形 質 転 換 してX-ga1とPrGを 加 え たLB/Ampプ レ ー ト上 で37℃ で 一 晩 培 養 し,blue-white color

selectionに よ り 白 い コ ロ ニ ー を 得 た.こ れ ら を い く つ か 回 収 し,少 量 培 養 を行 っ た 後plasmidを

抽 出 し,BamH Iに よ りイ ン サ ー トを 切 り 出 して,そ の 長 さ に よ り正 し い ク ロ ー ン を 推 定 し た .

Sequencing

1)Plasmidの調整

BamH Iに よ り切 り 出 され たcDNAは,約1 .2kbの 長 さ を 持 っ て い た.そ こで,pUC118の マ
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ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト と イ ン サ ー ト内 のHinc IIサ イ トに よ り 約300bpと 約900bpに 分 割 し

た.ま た,pUC118の マ ル チ ク ロー ニ ン グ サ イ トのSma Iサ イ ト と イ ン サ ー ト内 のBal Iサ イ ト

に よ り約500bpと 約700bpに 分 割 し たDNAをpUCI18/Hinc II/BAPベ ク タ ー に 組 み 込 み
,

sequencingに 使 用 した.Sequencing用 のPlasmidは,QIAGEN Plasmid Midi Kit(キ ア ゲ ン
,東 京)

を用 い て 精 製 し,sequencing反 応 に 用 い た.

2) Seouencing

Sequencingは,前 記 「偽 妊 娠 マ ウス 、卵巣mRNAを 用 いたRT-PCR産 物 のsequencing」 の 方 法

こ従 っ た.

マウス卵巣20α-HSD三 次元構造の解析

既にX線 結晶解析法によ り三次元構造が決定 されているラッ ト肝臓3α-HSDの 構造を元 に,

SWISS MODELデ ー タ ベ ー ス(http://expasy .hcuge.ch/swissmod/SWISS.MODEL .html)に よ り マ ウ

ス20α-HSDの 三 次 元 構 造 を 推 定 し た.

Radioimmunoassay(RIA)法 に よ る 血 中progesterone , 20α-OHP濃 度 の 測 定

1)血 清か らのステロイ ドホルモ ンの抽出

マウス血液 は,採 血後3時 間以上静置 し凝血 させた後 ,4℃, 3,000rpmで10分 間遠心分離

して 上清 を回収 し,測 定 まで-20℃ で保存 した .

マ ウ ス 血 清50μlに,MilliQ水 を 加 え て1m1と し,さ ら に 特 級diethyl etherを2ml加 え て200

回 激 し く振 と う し た.軽 く遠 心 後,-80℃ で5分 間 下 層 の 水 層 を 凍 結 さ せ
,ス テ ロイ ドの 抽 出

さ れ た 上 層 のdiethyl ether層 を ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 回 収 し た .残 っ た 水 層 に 再 度 特 級diethyl ether

を2m1加 え る と こ ろ か ら繰 り返 し,diethyl ether層 を 回 収 し た .ガ ラ ス チ ュ ー ブ は,恒 温 漕 で55℃

に 加 温 し な が ら 窒 素 ガ ス を 吹 き か け てdiethyl etherを 蒸 発 乾 固 さ せ た .こ れ に 氷 冷 し た 特 級

acetoneを1ml加 え,5秒 間vortexし た 後 ,100μ1(血 清5μ1分 に 相 当)ず つprogesterone測 定

用 と20α-OHP測 定 用 の ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 分 注 し た .

2)ス テロイ ドホルモ ンのRIA

各 ガ ラ ス チ ュ ー ブ のacetoneを 恒 温 漕 で55℃ に 加 温 しな が ら窒 素 ガ ス を 吹 き か け て 蒸 発 さ せ
,

assay buffer(0.1M sodium phosphate buffer pH7 , 0.9% NaCl, 0.1% NaN3, 0.1% gelatin)を500μl,

3H標 識 さ れ た 各 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン(PROGESTERONE[1
, 2-3H(N)]-,HYDROXYPREGN-4-

ENE-3-ONE20α[1, 2-3H(N)]-, NEN, MA , USA)を100μl,assay bufferで 希 釈 した 各 ス テ ロ イ ド

に 対 す る 抗 ス テ ロ イ ド抗 体 を100μl加 え て 混 和 し
,4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト した.次 に デ キ

ス ト ラ ン チ ャ コ ー ル 液(0 .625% norit A, 0.0625% dextran T-70)を200μl加 え て 混 和 し,4℃

で20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト した 後,4℃,3,000rpm,20分 間 遠 心 分 離 して
,遊 離 ス テ ロ イ ドが
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結合 したデキス トランチャコール を沈殿 させた.上 清 をバイアルに回収 し,3mlのclear-sol II

と混和 して室温 で一晩静置 し,放 射活性 を液体 シンチ レー シ ョンカウ ンターで測定 した .ス テ

ロイ ドホルモ ン量 は,各 ステロイ ド純品50-1 , 600pgを 用 いて作製 した標準曲線 と,各 サ ンプル

の放射線量か ら算出 した.

な お,抗 ス テ ロ イ ド抗 体 は そ れ ぞ れprogesterone 11α-hemisuccinate-BSA(抗progesterone抗 体

用),20α-dihydroprogesterone-3-CMO-BSA(抗20α-OHP抗 体 用)(共 にSteraloid, NH, USA)を

Freund's complete adjuvant (Difco laboratories, MI, USA)と 混 合 した も の で 家 兎 を 免 疫 して 当 教

室 で 作 製 し た.こ の 抗progesterone抗 体,抗20α-OHP抗 体 共 に,他 の 主 な ス テ ロ イ ドと ほ と ん

ど 交 叉 反 応 を 示 さ な い こ と が 確 認 さ れ て い る[Takahashi et a1.1980].

TRIzol reagentを 用 いた 妊娠 マ ウス卵巣,妊 娠 子 宮,偽 妊娠 子宮,性 周 期 子宮,胎 盤,胎 子

表皮 か らのtotal RNAの 抽出

妊 娠 マ ウ ス の 卵 巣 か ら のtotal RNAの 抽 出 は,TRIzol reagent (Invitrogen, CA, USA)を 用 い た.

凍 結 組 織 の 重 量 を は か り,組 織 重 量100mg当 た り1mlのTRIzol reagentを 加 え,100mgに 満

た な い 組 織 に は1mlのTRIzol reagentを 加 え た.卵 巣 は テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー(Digital

Homogenizer, IUCHI,大 阪)を 用 い て,そ れ 以 外 の 組 織 は ウ ル ト ラ タ ラ ッ ク スT25ホ モ ジ ナ イ

ザ ー(IKA,東 京)を 用 い て 破 砕 し た.次 に,TRIzol reagentの1/5量 のchloroformを 加 え てvortex

し,室 温 で2-3分 静 置 し た.12,000rpmで5分 間 遠 心 し,上 層 を 回 収 し た .こ れ にTRIzol reagent

の1/2量 の2-propanolを 加 え,室 温 で10分 間 静 置 後,12,000rpmで10分 間 遠 心 し た .ペ レ ッ

トを75%ethano1で 洗 浄 し,5分 間 風 乾 後,0.01% DEPC水 に 懸 濁 し,分 光 光 度 計 で 濃 度 を 測 定

した.

妊 娠 マ ウ ス 卵 巣total RNA,妊 娠 期 ・偽 妊 娠 期 ・性 周 期 子 宮totaal RNAのNorthern hybridization

1)サ ンプル調整

Northern hybridizationに は,卵 巣 で は5μg,卵 巣 以 外 の 組 織 で は10μgのtotal RNAを 用 い た.

6μ1の0.01%DEPC水 に 溶 か し たtota1 RNAに,20×MOPS(0.4M3-(N-morpholino)propanesulfonic

acid, 100mM sodium acetate, 20mM EDTA, pH7)を0.5μl, formaldehyde solutionを3 .5μl,formamid

を10μ1加 え て 全 量20μ1に し,65℃ で10分 間 熱 変 性 し,氷 上 で 急 冷 し た.

2) 1%変 性agarose gelの 作 製 と電気泳動

100m1あ た り1gのagarose, 5mlの20×MOPS, 77mlの0.01%DEPC水 を 加 え,電 子 レ ン

ジ でagaroseを 融 解 さ せ た 後,60℃ ま で 冷 却 し た.こ れ にformaldehyde solutionを18ml加 え,

ゲ ル 型(6×11cm)に 流 し固 め た.こ れ に 上 記 サ ン プ ル に2μlの10×loading bufferを 加 え て ア

プ ラ イ し,50Vで1時 間 泳 動 した.
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3)メ ン ブ レ ン へ のtransfer

泳 動 の 終 わ っ たgelを2μg/mlのethidium bromide(EtBr)溶 液 に 豆5分 間 浸 し てRNAを 染 色

し,蒸 留 水 で 洗 浄 後,UV下 でRNAが 壊 れ て い な い か ど う か を 確 認 し た .さ ら に 蒸 留 水 で1時

間 以 上gelを 洗 浄 後,予 めMilliQ水 に な じ ま せ た メ ン ブ レ ン(Gene Screen Plus , NEN, MA, USA)

をgelの 背 面 に の せ,20×SSCを 用 い て キ ャ ピ ラ リー 法 に よ りgelの 中 のRNAを メ ン ブ レ ン に

transferし た.メ ン ブ レ ン はGS GENE LINKERTM UV CHAMBER (Bio-Rad
, CA, USA)内 で150

mJouleのUVを 照 射 し,RNAを メ ン ブ レ ン に 固 定 後,風 乾 し て4℃ で 保 存 した .

4) Probeの 作 製

Northern hybridizationのprobeに は,BamH I切 断 に よ り ,pUC118に 組 み 込 ま れ て い る マ ウ ス

卵 巣20α-HSD cDNAイ ン サ ー トの 全 長 約1.2kbを 切 り出 し,QIAquick Gel Extraction Kitで1%

agarose gelか ら回 収 し て 用 い た.

5) Pmbeの32Plabeling及 び 精 製

Probeの32P labelingに は,RANDOM PRIMER EXTENSION LABELING SYSTEM (NEN
, MA,

USA)を 用 い た.Probe用DNA30ngに,1×random primer extension buffer ,1×deoxynucleotide

triphosphate mixture,50μCiの α-32P-dCTP,1Uのklenow enzymeを 加 え て 全 量30μ1と し
,37℃

で1-3時 間 加 温 し た.反 応 後70μlのTE buffer(10mM Tris-C1 , 1mM EDTA, pH8)を 加 え て 全

量100μ1と し た も の を,予 めTE bufferを 通 し たNICKTMColumn (NEN, MA , USA)で 精 製 し た.

Columnに は,probe反 応 液100μ1を 含 むTE溶 液400μ1を 一 度 通 した 後 ,400μ1のTEbufferを

通 し て 回 収 し た も の を 用 い た.2μ1のprobe精 製 溶 液 の 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ

ン タ ー で 測 定 し,10万cpm/ml以 上 と な る よ う にhybridization bufferに 加 え た .Probeは 使 用 直

前 に100℃ で10分 間 加 熱 後,急 冷 して 用 い た.

6) Hybridization

メ ン ブ レ ン を2×SSCに な じ ま せ て か ら,10mlのprehybridization buffer(50% formamide
, 5

×denhardt's reagent , 5×SSCP (750mM NaCI, 85mM C6H5N307, 52mM NaH2PO4. 2H20, 5mM

EDTA),1%SDS, 200μg/ml salmon sperm DNA)を 入 れ たDNAボ トルL(KURABO ,大 阪)に

入 れ,42℃ で 一 晩 イ ンキ ュ ベ ー ト し た 後,32P標 識 さ れ たprobeを 加 え て さ ら に42℃ で 一 晩 イ

ン キ ュ ベ ー トし た.

7)シ グナルの検 出

Hybridization bufferを 除 去 後DNAボ トル に2×SSC/0 .1%SDSを 入 れ,42℃ で15分 間 の 洗

浄 を2回 行 っ た.次 に タ ッ パ ー 内 で0.5×SSC/0 .1%SDSに 浸 し て 振 と う し な が ら55℃ で30分

間 の 洗 浄 を 行 っ た.メ ン ブ レ ン は ハ イ ブ リバ ッ ク 内 に 密 封 し,X線 フ ィ ル ム に-80℃ で 一 晩 感

光 さ せ た.
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In situ hybridizationに よ る卵巣,妊 娠期 子寓 胎 子胎盤 にお ける20α-HSD mRNAの 検 出

1)凍 結切片の作製

採 材 組 織 を4% paraformaldehyde(PFA)-PBSで 固 定 し て10%, 20%, 30%のsucrose-PBS

に 順 次 置 換 後,0. C. T. compoundに 包 埋 し,凍 結 切 片 作 製 に 用 い る ま で-80℃ で 保 存 した .凍 結

切 片 は,cryotome(SHANDON,東 京)に 取 り付 け て,-25℃ か ら-27℃ で5-10μmの 厚 さ に

切 り 出 し,2%オ ル ガ ノ シ ラ ン で 処 理 し た ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に 伸 展 した.

2)パ ラフノ ン切 片の作製

採 材 組 織 を4%PEへ で 固 定 後,1×PBSで 一 晩 洗 浄 し,70%, 80%, 90%, 100%ethanolに

順 次 置 換 して 脱 水 した.Xyleneに 置 換 後,パ ラ フ ィ ン(Fisher Scientific , NJ, USA)に 包 埋 し,5μm

の 厚 さ の 切 片 を 切 り出 した.パ ラ フ ィ ン 切 片 は ,4) in situ hybridizationの 前 に,xyleneに10分

間 ×3回 浸 し て 置 換 し,さ ら に100%, 90%, 80%, 70%, 50% ethano1に 順 次3分 間 ず つ 浸 し

て 置 換 後,hybridizationに 用 い た.

3)cRNA probeの 作 製(図1-3)

pUC118に 組 み 込 ま れ た 全 長cDNAイ ン サ ー トを,マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ トのSma Iサ イ

トと,cDNA内 のBal Iサ イ トで 切 断 す る こ と に よ り前 半 約500bpを 切 り 出 し た.得 ら れ た 断

片 をpBluescript SK(+)/EcoR V/BAPベ ク タ ー に 組 み 込 み,鋳 型DNAと して,sense cRNA用 に

T3 RNA polymeraseで 増 幅 す る 断 片 をSal Iで,antisense cRNA用 にT7 RNA polymeraseで 増 幅 す

る 断 片 をBamH Iで 切 断 した.Ethano1沈 殿 後,鋳 型DNAをTE bufferに 溶 か し,proteinase Kを

100μg/mlと な る よ う に 添 加 した0.1% SDSの 溶 液 中 で37℃ で30分 間 反 応 させ てRNaseを 失

活 さ せ た 後,phenol抽 出 とchloroform抽 出 で 蛋 白 を 除 去 し,ethanol沈 殿 後,0.01% DEPC水 に

1μg/μlと な る よ う に 溶 か し た.得 られ た 鋳 型DNA lμgを 用 い て,DIG RNA Labeling Kit (Roche
,

Mannheim, Gemlany)に よ り,10×dNTP labeling mixture(10mM dNTP,た だ しdUTPは6 .5mM

のdUTPと3.5mMのDIG(digoxygenin)-dUTP) ,10×transcription buffer,RNase inhibitor 20U,

T3 orT7 RNA polymerase40Uを 加 え,0.01% DEPC水 で 全 量20μ1に 調 整 して37℃ で3時 間 反

応 さ せ た.続 い てDNaseIを20U加 え て37℃ で15分 間 加 温 して 鋳 型DNAを 消 化 した 後,400

μlの0.01% DEPC水 を 加 え,40μgのE. coliのtRNA,0.1倍 量 の3MLiCL2.5倍 量 の100% ethanol

を 加 え て-80℃ で15分 間 放 置 し,4℃,15,000rpmで15分 間 遠 心 し た.cRNAペ レ ッ トは ,70%

ethano1で 洗 浄 後,風 乾 し て0.01% DEPC水 に 溶 か し,も う一 度0.1倍 量 の3MLiCI, 2.5倍 量

の100% ethanolを 加 え て-80℃ で15分 間 放 置 し ,4℃, 15,000rpmで15分 間 遠 心 し て 未 反 応

のdNTP labeling mixtureを 除 去 し,cRNAの ペ レ ッ トを 得 た .こ れ を,0.01% DEPC水 に 溶 か し,

使 用 す る ま で-80℃ で 保 存 した.

4) in situ hybridization

Digoxygenin(DIG)で 標 識 し たcRNA probeを 使 用 し てin situ hybridizationを 行 っ た .
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Hybhdizationの 手 順 は,図1-4に 示 し た.Hybddizationの 終 了 し た 切 片 は,alkaline phosphatase

(ALP)で 標 識 し た 抗DIG抗 体(anti-digoxygenin-POD, Fabfragments, Roche, Mannheim, Germany)

を 反 応 さ せ,NBT/BCIP stock solution (Roche, Mannheim, Germany)を 用 い て 発 色 さ せ た .

5) 切片の封入

室温に戻 した切片にCRYSTAL/MOUNTTM (Biomeda , CA, USA)を のせて封入 し,70℃ で30

分間加熱 し乾燥 させた後,ゆ つ くり室温 まで戻 して封入 した.得 られた切片 は,遮 光 して室温

で保存 した.

ヘ マ トキ シ リン ・エオ ジン(HE)染 色

切 片 を 蒸 留 水 に5分 間 浸 し てO. C. T. compoundを 落 と し た 後,ヘ マ トキ シ リ ン(MAYER'S

hemalum solution, MERCK, Darmstadt, Germany)で2分 間 染 色 し,流 水 に15分 間 さ ら した .次

に80% ethanolに 浸 し て 溶 媒 を 置 換 した 後,エ オ ジ ン(EOSINY, SIGMA, MO , USA)で20分 間

染 色 した.得 ら れ た 切 片 を80%,90%,100%の 順 にethanol溶 液 に 浸 し て 脱 水 し た 後,xylene:

ethanol(1:1)とxyleneに 浸 し て 溶 媒 をxyleneに 置 換 し,合 成 封 入 剤(DLATEX ,松 浪 硝 子 工 業,

大 阪)で 封 入 し た.

メチルグリーン染色

In situ hybridizationに 用 い た も の と 同 じ 切 片 を メ チ ル グ リ ー ン で 染 色 し,POD (peroxidase)

の シ グ ナ ル と 共 に核 染 色 も 行 つ た.切 片 を 蒸 留 水 に5分 間 浸 し てO . C. T. compoundを 落 と した

後,メ チ ル グ リ ー ン で10分 間 染 色 し,軽 く 蒸 留 水 で す す い だ 後 に 顕 微 鏡 で 観 察 した .

5'-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

5'-RACEは,5'-RACE System (Gibco BRL, CA , USA)を 用 い て 行 つ た.性 周 期 中 ラ ン ダ ム に

採 材 したICRマ ウ ス 卵 巣 か らTRIzol reagent (Gibco BRL, CA, USA)を 用 い てtotalRNAを 抽 出

した.Total RNA 5 μgに,2.5pmolのgene-specific antisense oligonucleotide (GSPl) primer

GSPl primer; 5'-GGCAACCAGAACAATGTCAr-3'

を2.5pmol加 え て 全 量 を15.5μlと し,70℃ で10分 間 加 熱 後 急 冷 した .次 に20mM Tris-ClpH8.4,

50mM KCl, 2.5mM MgCl2, 0.4mM dNTPs, 10mM DDTを 加 え て 全 量24μlと し ,42℃ で1

分 間 加 温 した.こ れ にSUPERSCRIPTTM II reverse transcriptase 200Uを 加 え,42℃ で50分 間 加

温 し た.70℃ で15分 間 加 熱 して 反 応 を 停 止 さ せ,37℃ に 置 き 換 え た.こ れ にRNasemixを1μ1

加 え,37℃ で30分 間 加 温 した 後,氷 上 に 回 収 した.室 温 のbinding solution (6M NaI)を120μ1

反 応 液 に 加 え,GLASSMAX spin cartridgeに 入 れ て13,000rpmで20秒 間 遠 心 し た.次 に400μ1

の 氷 冷1×wash bufferをcartridgeに 添 加 し13,000rpmで20秒 間 の 遠 心 を3回 繰 り返 し た .さ ら
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に400μlの 氷 冷70%ethanolで2回 洗 浄 し,13,000rpmで1分 間 遠 心 し た.最 後 にcartridgeか

ら65℃ のMil1Q水50μlに よ り13,000rpmで20秒 間 遠 心 し てcDNAを 溶 出 した.溶 出 したcDNA

10μlに,10mMTris-ClpH8.4, 25mM KCI, 1.5mM Mg Cl2, 200μM dCTPを 加 え,94℃ で

2-3分 間 加 熱 後,急 冷 し た.こ れ にterminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)を1μl加 え,37℃

で10分 間 加 温 し た.65℃ で10分 間 加 熱 してTdTを 失 活 さ せ た 後,氷 冷 し た.5'端 にdCを 付

加 したcDNA5μlに,20mM Tris-Cl pH8.4, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 400nM nested GSP2 primer,

400nM abridged anchor phmer,200μM each dNTPs,2.5UのTaq DNA polymeraseを 加 え て,94℃

で2分 間 加 熱 後,94℃ で1分,55℃ で1分,72℃ で1分 を1cycleと し て,35cycle行 つ た 後,

72℃ で5分 間 加 温 した.primersは,

GSP2 primer; 5'-GArGGCATTCTACCTGGTTG-3'

Abridged anchor primer; 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG-3'

を 用 い た.PCR産 物 は,pGEM-Tベ ク タ ー(Promega,東 京)に 組 み 込 ん で,上 記 「偽 妊 娠 マ

ウス 卵 巣mRNAを 用 い たRT-PCR産 物 のsequencing」 の 方 法 に 従 つ てsequencingし た.
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第一章 結果

マ ウ ス 卵 巣cDNA libraryのscreeningに 用 い るprobeと し て,ラ ッ トcDNA以 外 に ,マ ウ ス の

mRNA自 身 か らPCRに よ りprobeを 合 成 す る こ と を試 み た.ラ ッ トと マ ウ ス の20α-HSD mRNA

の 配 列 の 間 に 高 い 相 同 性 が 期 待 で き る と 考 え,ラ ッ トのcDNAの 配 列 を も と にforward primer

と し て 開 始 コ ド ン の 前-29か ら-10bpの20base(Rat cDNA F1 primer), reverse primerと して654

か ら673bpの20base(Rat cDNA R1 pnmer)を 選 択 した.マ ウ ス の 卵 巣 か ら 抽 出 したmRNAを

鋳 型 に してRTPCRを 行 つ た と こ ろ,ラ ッ トのcDNAで 予 想 さ れ る 長 さ(702bp)と ほ ぼ 同 じ

長 さ を も つ フ ラ グ メ ン トが 増 幅 さ れ た(F1/Rl probe)(図1-2).得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト の

sequencingに よ り,ラ ッ ト20α-HSDのcDNAと93%の 相 同 性 を 持 つ こ と が わ か つ た.

マ ウ ス の 卵 巣 か ら 作 製 し たcDNA libraryの う ち,ラ ッ トcDNAをprobeに 用 い た 場 合 に は60 ,000

プ ラ ー ク 中444個,上 述 のF1/R1probeを 用 い た 場 合 に は48,000プ ラ ー ク 中403個 の 陽 性 プ ラ

ー ク が 検 出 さ れ た .そ の 内 任 意 に 各 々10プ ラ ー ク を選 び,F1/R1primerを 用 い てphageに 組 み

込 ま れ た マ ウ ス 由 来 のcDNAイ ン サ ー トを 鋳 型 に し てPCRを 行 っ た と こ ろ,最 長 の 約700bp

の フ ラ グ メ ン トが 増 幅 さ れ る も の と,そ れ よ り 少 し 短 い フ ラ グ メ ン トが 増 幅 さ れ る も の が み ら

れ た.最 長 の も の と,短 い も の を い く つ か 選 び,さ ら にsecond screeningを 行 つ て,最 長 の も の

4個 と,短 い も の3個 の 合 計7個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 回 収 し た.陽 性 ク ロ ー ン 中 のcDNAイ ン サ

ー トを
,phagemidベ ク タ ー か らpUC118ベ ク タ ー に 組 み 換 え てsequencingを 行 つ た と こ ろ,最

長(1,193bp)の4個 のcDNAク ロ ー ン の 塩 基 配 列 は 一 致 し,短 い も の で は そ の5'末 端 の 配 列

が 欠 け て い る こ と が わ か つ た.こ れ は,cDNA libraryの 作 製 時,oligo dT primerを 用 い てpoly(A)

tail側 か ら逆 転 写 した た め,最 長 配 列 の5端 ま で 十 分 に 逆 転 写 し き れ な か つ た も の が 混 在 し た 結

果 と 考 え られ た.

マ ウ ス 卵 巣cDNA libraryのscreeningに よ り得 られ た 最 長(1,193bp)のcDNAク ロ ー ン をMOl

と 名 付 け,そ の 塩 基 配 列 か ら ア ミ ノ酸 配 列 を 推 定 した と こ ろ,MOlは323個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー

ドす る969塩 基 の 蛋 白 翻 訳 領 域(ORF)と,5'側 の 非 翻 訳 領 域 と して33bpの 塩 基 配 列,3'側 の

非 翻 訳 領 域 と してpoly adenylation signal(AATAAA)とpoly (A) tailを 含 む187bpの 塩 基 配 列

か ら な つ て い た.転 写 開 始 点 は,マ ウ ス 卵 巣 のtotal RNAを 用 い て5'-RACEに よ り,開 始 コ ド

ン の50bp上 流 に 一 カ 所 の み 認 め た.MOlの 予 想 さ れ る 分 子 量 は37kDaで あ り,そ の ア ミ ノ

酸 配 列 は,ラ ッ ト卵 巣20α-HSDア ミ ノ 酸 配 列 と93%の 相 同 性 を 示 した(図1-5,6).

GENBANKデ ー タ ベ ー ス を 用 い て,MOlの 塩 基 配 列(ORF)お よ び ア ミ ノ酸 配 列(開 始 コ ド

ン か ら 停 止 コ ド ン)と 類 似 し た 配 列 を も つ 分 子 を 検 索 し た.検 索 の 結 果 探 し 出 さ れ た 分 子 は,

ラ ッ ト卵 巣20α-HSD(93%),ウ サ ギ 卵 巣20α-HSD(72%),ヒ ト肝 臓20α-HSD(72%),ラ ッ
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ト肝 臓3α-HSD(69%),そ の 他 ヒ ト ・ウ シ ・ヒ ツ ジ のprostaglandin F synthaseや,ヒ トdihydrodiol

dehydrogenase, bile acid binding protein, chlordecone reductaseな ど と 高 い 相 同 性 を有 して い た .

こ れ ら の 分 子 は,哺 乳 類 のaldo-keto reductase (AKR) superfamilyの メ ン バ ー で あ り ,MOlも

ラ ッ ト卵 巣20α-HSDと 同 様AKR superfamilyに 属 す る こ と が 示 唆 さ れ た.

さ ら に,既 にX線 解 析 が な され て い る ラ ッ ト肝 臓3α-HSDの 3次 元 構 造 を 参 考 に ,MOlの

三 次 元 構 造 を 推 定 し た.補 酵 素 と の 反 応 部 位 と 思 わ れ る ア ミ ノ 酸(3α-HSD , MOlと も に,Asp50,

Tyr55, Lys84, His117)を 赤 色 で,基 質 と の 反 応 部 位 と 思 わ れ る ア ミ ノ 酸(3α-HSDに お け る

Leu54, Trp86, Phe128, Phe129, Trp227,MOlに お け るLeu54 , Trp86, Leul28, Leu129,

Cys227)を 青 色 で 表 現 し た 結 果,と も に3α-HSD,Molの2分 子 に 共 通 の ポ ケ ッ ト状 構 造 に位

置 す る こ と が わ か り,こ の 構 造 が 触 媒 反 応 に お い て 重 要 な も の で あ る と 思 わ れ た(図1-7).

次 にMOlが 目 的 とす る ラ ッ ト20α-HSD1に 対 応 す る 遺 伝 子 で あ る か ど う か を 確 か め る た め ,

MOl cDNAをprobeに 用 い て,Northern hybddization法 に よ り妊 娠 期 卵 巣 で のmRNA発 現 を 調

べ る と 共 に,血 中progesteroneと20α-OHP濃 度 を 測 定 し た .ICRマ ウ ス(15-19週 齢)を 交 配

させ,膣 栓 を 確 認 した 日 を 妊 娠0日 目 と 数 え,14,15,16,17,18,分 娩 後1日 目 の 卵 巣total RNA

5μgを 用 い てNorthern hybhdizationを 行 つ た.ICRマ ウ ス で は,一 般 に 妊 娠18日 目 の 暗 期 に 分

娩 す る が,分 娩 直 前 の18日 目 か ら強 い20α-HSD mRNA発 現 を 検 出 し た(図1-8).妊 娠 期 血 清

中 の ス テ ロイ ドホ ル モ ン の 量 をRIA法 に よ り測 定 し た と こ ろ,分 娩 日 に お い てprogesteroneと

20α-OHP濃 度 に 逆 転 が 見 ら れ,progesteroneが20α-OHPに 代 謝 さ れ て い る こ と が わ か つ た(図

1-8).

以 上 の 結 果 よ り,MOlを,マ ウ ス 卵 巣20α-HSD cDNAと 決 定 した.マ ウ ス 卵 巣20α-HSD cDNA

の 塩 基 配 列 はGenBank/EMBL/DDBJに,Entry ID:20010329104401 .41483と し て 登 録 し た

(ACCESSION#AB059565).

妊 娠 期 卵 巣,子 宮,胎 子,胎 盤 の 凍 結 切 片 あ る い は パ ラ フ ィ ン 切 片 を 作 製 し,in situ hybridization

に よ りマ ウ ス 卵 巣20α-HSD mRNAの 発 現 部 位 を 調 べ た.そ の 結 果,妊 娠18日 目の 黄 体(図1-

9)と,10日 目 の 胚 の 基 底 脱 落 膜 の 母 体 側 の 血 管 内 皮 細 胞(図1-10,pedpheral matemal venous plexus

内),10,15,18日 目 の 子 宮 内 膜 上 皮 細 胞(図1-10,11,12.18日 目 の 結 果 は 示 し て い な い.),

15日 目 の 胎 子 表 皮(図1-13)でmRNAの 発 現 が 見 られ た.黄 体 を拡 大 し て 見 る と ,黄 体 細 胞

に は 染 色 性 の 強 い 細 胞 と 弱 い細 胞 が 混 在 し て い る こ と が わ か っ た(図1-9) .15日 目 と18日 目

の 胎 盤 に お い て は20α-HSD mRNAの 発 現 は 見 られ な か つ た(結 果 は 示 し て い な い) .

さ ら に,子 宮,胎 盤,胎 子 で の 発 現 の 意 味 を 探 る た め,全 長20α-HSD cDNA配 列 をprobeに

用 い たNorthern hybhdizationに よ り,妊 娠 中 そ の 経 過 を 追 つ て 発 現 を 調 べ る と共 に,偽 妊 娠 中,

性 周 期 中 で の 発 現 の 有 無 も確 か め た(図1-14,15).そ の 結 果,妊 娠 期 子 宮 で は10日 目 か ら発

現 が 見 られ,12日 目,14日 目 と発 現 は 増 加 し,16日 目で 最 大 に な り,18日 目 に は わ ず か に減

-24-



少 した.分 娩後1日 目の子宮ではその発現は検 出 されなかった.こ のよ うな発現 の傾向 を示す

結果 を2例 のNorthern hybhdizationで 得た.一 方偽 妊娠 中の子 宮では発現 は見 られず,性 周期

中で も発現は確 認されなか った.胎 盤 においては,11日 目のみ にわずかな発現が検 出されたが,

12日 目以降で は発現は見 られなかった.ま た胎子 の背中の表皮で も14日 目か ら18日 目まで発

現 は見 られなかった.14日 か ら18日 の胎子 血中,10日 か ら17日 の胎水 中progesteroneと20a-

〇HP濃 度 は,い ずれ も20ng/ml以 下 と母体血 中に比べて低 く維持 され,progesteroneと20a-〇HP

濃度は同調 して推移 した(図1-16).
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第一章 考察

マウス卵巣20a-HSD cDNAの ク ローニ ングを行 った結果,ク ロー ンMOIが 得 られた.こ の

クロー ンに挿入 されて いる蛋白翻訳領域(ORF)の 塩基配列 とそのコー ドするアミノ酸配列は,

ラッ ト卵巣20a-HSD(EC. 1. 1. 1. 149)の それ ら[Miura et al. 1994]と,共 に93%の 相同性を示

した.ラ ッ トの卵巣 には,等 電点 とアミノ酸組成の異なる2つ の20a一HSDア イ ソザ イム(20a-

HSDIと20α-HSD2)が 存在する[Noda et al. 1991].20α-HSD2は 偽妊娠 中ほ とんどその活性が

低 く保たれる一方で,20α-HSD1の 活性は偽妊娠後期に大 きく上昇 し,偽 妊娠末期のprogesterone

濃度 の低下時に主に貢献 していると考え られて いる[Noda et al. 1992, Seong et al. 1992].マ ウ

スの卵巣 における20α-HSDの アイ ソザ イムの存在 はまだ確 認され ていな いが,ク ロー ンMOl

については,cDNA libraryの 由来が偽妊娠12日 目の卵巣で あ り,任 意 に選択 した7つ のクロー

ン全てが 同じ配列で あった こと,ラ ッ ト卵巣20α-HSDIと93%の 高 い相同性 を有す る こと,分

娩 直前の妊娠18日 目か らそのmRNA発 現が著 しく上昇す る こと,妊 娠18日 目の黄体組織で遺

伝子発現が認め られた こと,ま た この時期血 中progesterone濃 度の低 下に伴 う20α-OHP濃 度の

上昇が認め られる ことか ら,cDNAク ロー ンMO1は ラッ ト卵巣 の20α-HSD1に 相 当すると考え

られる.

本実験 では,screeningの 時,非 常 に多 くのポジティブシグナルが得 られた.こ れは,マ ウス

に偽妊娠 を誘起 し,20α-HSDが 比較的高 く発現 している と思われる12日 目に時期 を特定 して

卵巣か らRNAを 抽 出 した ことに加 え,cDNA library作 成時,ラ ッ トのmRNAの 長さが約1.2kb

である ことをふ まえて,λZapII phageに パ ッケージングするcDNAの 長 さを約1.2kb付 近に特

定 したた め,screeningの 効率が高まったため と考 えられる.

マ ウ ス 卵 巣20α-HSD cDNAは,AKR superfamilyに 保 存 さ れ て い るNADPH結 合 部 位[Penning

1997]を コ ー ド し て お り,ラ ッ ト卵 巣20α-HSD,ウ サ ギ 卵 巣20α-HSD,ヒ ト肝 臓chlordecone

reductase(CDR),ウ シ 肺PGFsynthase,ラ ッ ト肝 臓3α-HSD,カ エ ル レ ン ズrho-crystallinな ど

と 相 同 性 が 高 か っ た こ と か ら も,AKRsuperfamilyに 属 す る こ と が 示 さ れ た.AKRsuperfamily

に は,aldehyde reductases, aldose reductases,そ し てhydroxysteroid dehydrogeasesな ど が 含 ま れ

る ． ヒ トで は 主 に 肝 臓 に 発 現 が 見 られ,一 般 に体 内 ス テ ロ イ ドホ ル モ ンやprostaglandinの 代 謝,

生 体 異 物 で あ る 薬 物 や 変 異 原 性 物 質 の 代 謝 に 関 わ る.生 体 の 防 御 と い う 面 で 重 要 な 役 割 を 担 う

た め,古 くか ら遺 伝 子 重 複 を 繰 り返 して 多 く の メ ンバ ー を 有 す るsuperfamilyと し て 進 化 し た と

考 え られ る.そ の 内 ラ ッ ト肝 臓3α-HSDは,ス テ ロ イ ドホ ル モ ン や 多 環 式 芳 香 族 炭 化 水 素 化 合

物 を 代 謝 す る 多 機 能 性 の 還 元 酵 素 で あ り,glutathione S-transferase, fatty acid-binding proteinと

共 に,胆 汁 酸 の 輸 送 に も 関 わ っ て い る.胆 汁 酸 は,肝 臓 か ら 分 泌 さ れ,グ リ シ ン や タ ウ リ ン と

結 合 し た 胆 汁 酸 塩 と し て 胆 汁 中 に 存 在 し,脂 肪 を 乳 化 す る 他,肝 臓 か ら排 泄 さ れ る 老 廃 代 謝 物

や 重 金 属 な ど 有 害 物 質 の 排 泄 に 関 わ る.ま た3α-HSDは,dihydrodiol dehydrogenase活 性 に よ り,
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発癌性物 質の変異原性 を低 下 させ る働 きを持 ち,外 来異物か らの防御機構 において重要な働き

をもつ と考 え られる.ラ ッ ト肝臓の3α-HSDはX線 解析によ り,そ のアポ酵素 と酵素/NADP複

合体の三次元構造 も明 らかにされている(図1-17)[Stolz et al. 1991, Penning 1997].即 ち,ラ

ッ ト肝臓3α-HSDは,そ の中心 に8つ のα/βバ レル構造 を持ち,周 りに2つ のヘ リックス構造 と

3つ のル ープ を形成 し,内 部がポ ケッ ト状の構造 を して いる.触 媒時 ニコチ ンア ミ ドリングは

バ レルの芯 に位置 し,ス テ ロイ ドの酸化還元 に使われる水素原子は,4つ のア ミノ酸Asp 50, Tyr

55, Lys 84, His 117か ら成 るテ トラ構造近 くに位置す る.こ のテ トラ構造 は,ス テ ロイ ドホル

モ ン(基 質)結 合部 位 と思 われ る無極 性 のポ ケ ッ ト状 構 造 の深部 に見 られ る もので,AKR

superfamilyの メンバ ーに保存 されて いる.そ して,無 極性 のポケ ッ ト状構造 は無極性 のアミノ

酸Leu54,Trp86,Phe128,Phe129か ら成 り,そ れ に対峙 してTrp227を 含む可動性のループ

が存在す る.基 質はα面 をTrp86側 に向 けて酸化還 元反応がお こる[Penning1997].マ ウス卵

巣20α-HSDの ア ミノ酸配列は,AKR superfamilyに 共通のテ トラ構造(Asp 50, Tyr 55, Lys 84,

His 117)を 有 していた.ラ ッ ト肝臓3α-HSDのX線 解析像 をもとに,マ ウス卵巣20α-HSDの

三次元構造 を推定 して画像化 した ところ,マ ウス卵巣20α-HSDも ラッ ト肝臓3α-HSDと 同様 の

ポケ ッ ト状構造 をもつ ことがわか った.さ らにNADP(H)結 合部位の アミノ酸(Asp 50, Tyr 55,

Lys 84, His 117)を 赤色で,ス テ ロイ ド結合部位 と思われるアミノ酸(Leu 54, Trp 86, Leu 128,

Leu 129, Cys 227)を 青色で表示 した ところ,共 にポケ ッ ト状構造に存在する ことがわかった.

特 にCys227は,可 動ループ上に存在 し,ポ ケ ッ ト状構造 とで基質 をはさむよ うにして触 媒反

応 を行 ってい ると考 え られた.マ ウス卵巣の20α-HSDで は,ス テロイ ドホルモ ンとの反応部位

と思われるアミノ酸 は,3α-HSDに 比べる と,128番 目と129番 目のPheがLeuに,227番 目の

TrpがCysに な り異なって いるが,こ れ は3α-HSDと20α-HSDそ れぞれが親和性 を示す基質の

違 いを反映 して いると思われる.

Northern hybddizationの 結果,妊 娠期間中,卵 巣では分娩直前の妊娠18日 目に強 く20α-HSD

が発現 していた.In situ hybridizationの 結果か らも,18日 目の卵巣 において強い20α-HSDmRNA

を発現 しているのは,組 織学的に黄体細胞 であることが確認 された.こ の18日 目の卵巣20α-HSD

mRNAの 上昇は,18日 目における血 中20α-OHPの 濃度 の上昇をもた らして いる ものであると

考 え られる.こ の分娩直前の著 しい発現上昇は,ラ ッ トと共通する現 象である.18日 目以外 に

も,デ ー タには示 して いないが,妊 娠1日 目と4日 目にも強 いシグナルが観察 され,発 現 は9

日目の卵巣 まで確認 された.性 周期 を回帰 して いるラッ トでは,性 周期黄体は約3周 期 かけて

形態 的に退行 して行 くことが知 られてお り[Matsuyama et al. 1996],そ の間は,残 存 している黄

体 が20α-〇HPを 分泌 して いる ことが知 られて いるが,こ の場合 マウスで も同様な ことが起 こっ

て いると考 え られ る.つ ま り,妊 娠成立 直後 には,そ の前 に形成 された性周期黄体が残存 して

いる と考 え られ,妊 娠1日 目と4日 目に見 られる20α-HSD mRNAの 強い発現は,こ の残存性

周期黄体 に由来す るもの と推測 され る.交 尾刺 激によ る発情期以 降の,神 経 内分泌反射 による

下垂体か らの1日2回 のprolactin (PRL)サ ージによ り,妊 娠黄体で は20α-HSDの 発現が抑制
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され,機 能化 されるが,残 存性周期黄体 ではすで に発情前期のLHサ ー ジに付随す るPRLサ ー

ジによ り不可逆的な退行 を開始 してお り,そ の後 交尾刺激 によるPRLサ ー ジを受けても機能化

しな い.こ の機能化 と退行 の運 命は,新 生黄体がPRLサ ー ジを受けるタイ ミングによ り決定づ

け られる と考え られている[Freeman et al. 2000].

妊娠期卵巣以外での20α-HSD発 現 については,ラ ッ トでは妊娠8-10日 目の子 宮間膜側 の子

宮 内膜で,14-21日 目の内臓卵黄嚢で,21日 目の絨毛尿膜胎盤で[Shiota et al. 1993b]活 性 が,

ヒツジやウシで は胎子赤血球での発現 が報告 されている[Chen et al. 1989, Nancarrow et al 1981].

一般 に妊娠 中は母体 血中のprogesterone濃 度 は高 く保たれ ,排 卵 の抑制,子 宮筋運動の抑制な

どによ り,安 全な着 床 ・胎子発育 の環境 が維 持 され る.一 方,こ ういった胎子 を取 り巻 く組織

で の20α-HSD発 現か らは,妊 娠 中母体血中で高 く保たれ ているprogesteroneが20α-OHPに 代

謝 され る ことで,胎 子 が低progesterone環 境 下で発育 して くる とい う仮説が導かれ る.実 際,

ラッ トにおいて は,羊 水中のprogesterone濃 度は,母 体血 中の3-4%し かな く[Shiota et al 1993b],

progesteroneの ある種の細胞 に対す る増殖抑制作用 を考 えると[SavouretetaL1990,Graham&

Clarkel997],活 発 に増殖 中で あると思われ る胎子組織に対 して何 らか の抑制的影 響を持つ可能

性 もある.こ の観点 に立つ と,ス テ ロイ ドホルモ ンで あるprogesteroneは,理 論上細胞膜 を 自

由に通 過で きるた め,高 濃度progesteroneに さらされ るだけの何 らかの適応 システムが発 育胎

子 にはまだ完成 してな いために,20α-HSDの 発現 を利用 しているのかもしれない.

本実験の結果では,妊 娠10,15,18日 目のマウスの子宮 内膜上皮細 胞と10日 目の胚の基底

脱落膜の母体側血管 内皮細胞,15日 目の胎子表皮 において20α-HSDmRNAの 発現が検出 され

た.ま た子宮 内膜上皮では,妊 娠16日 目に ピー クを迎 える発現動態 を示 し,母 体血中progesterone

濃度 の変化 に追随する傾 向を見せた.15日 目,18日 目では,ラ ッ トで21日 目に確認 されて い

る胎盤 の細胞 での発現 を認め ることはで きなか った.し か し,14日 か ら18日 の胎子血中,10

日か ら17日 の胎水 中progesterone濃 度 は母体血中濃度 よ りも常に低 く維持されて いた.従 って

上記 の仮 説に基づ くと,10日 目の胚 では基底脱落膜の母体血管内皮細胞 に20α-HSD mRNAが

発現 していた ことか ら,こ れが蛋 白質に翻訳 されて いれ ば,こ の時期母体血由来のprogesterone

は 代 謝 され,胎 子 へ のprogesterone移 行 が 低 く保 た れ る可 能 性 が あ る.さ らにNorthern

hybridizationに よ り,11日 目において,in situ hybridizationの 結果を裏付 けるわずかなmRNA発

現 も検 出された.マ ウスの胚 で は,妊 娠8.5-9日 目に器官形成 の速 さが著 しく速 まると同時 に

胚の外形 も変化 し,お そ らく最 も重要で複雑な変化がお こる[Rughl994].本 実験 では10日 以

前の組織 は調べて いないが,も し8.5-10日 目にか けて20α-HSDの 発現が見 られたな ら,20α-HSD

が この 時 期 胎 子 の 器 官 形 成 に大 き な 意 味 を持 つ可 能 性 が 生 じる.15日 目,18日 目に は

progesteroneは 母体血 中か ら胎盤 を通 り胎子 側へ移行 可能 と考 え られるが,胎 盤は,母 体 に とっ

て異物 ともいえる胎子 と母 体 を繋 ぐ特別 な組織 であ り,15日 目や18日 目といった完成 した胎

盤では,20α-HSD以 外 に何 らかのprogesterone代 謝酵素が発現す るな ど元 々progesteroneを 排除

す るバ リアがある可能性 も考 え られ る.そ う考 える と10日 頃の胎盤 については,ま だ脱落膜の
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性質 を維 持 してお り胎盤 に発 達きれて いないために,ま た胚の器官形成 に重 要な時期 であるた

め特にprogesteroneを 代謝する必要があ って20α-HSD発 現が動員 されているとも考え られ る.

また15日 目と18日 目にお いて発現の見 られた子宮内膜 上皮 は,胎 子組織 を取 り囲んでお り,

脈管系を介 さな い子宮側か ら胎子へのprogesteroneの 移行 は制限 され,子 宮でのprogesterone作

用 は維持 され る という局所 的な機能 を持つ可能性 がある.ま た,子 宮組織 は胎盤 のよ うな複 雑

で多機能化 した組織で はな いため,progesteroneの バ リア として20α-HSD発 現が利用 されてい

るのか もしれ ない.一 方,胎 子表皮で は,尻 尾 の先 と,背 中の表皮 で発現 が観察 され た.尻 尾

の先は まだ まだ盛ん に伸長 して いる途 中と考 え られ,20α-HSDがprogesteroneの 細胞増殖抑制

作用 に対 して,分 裂途 中の表 皮細胞で発現 して増殖 を助 けて いる可能性 も考 え られた.ラ ッ ト

では,胎 子の全組織 を用 いたRT-PCRISouthern blotの 解析か ら,妊 娠12-20日 目にかけて微量な

が ら20a-HSD遺 伝子の発現が確 認されて いる[三 浦 ら1994].こ れ らの起源は胎子 の表皮であ

ったのか も知 れな い.発 生学 的に表皮 は,外 胚葉 に由来す る.体 表 の外胚葉 か らは,単 層立方

上皮,そ の表 層に さらに一層 の扁平な細胞(周 皮)が 形成 され る.そ の後,基 底層の立方上皮

細胞 が分裂増殖 し,有 棘層や果粒層 を形成す る.最 表層の周皮 は脱落 し,果 粒層細胞が死んで,

密 に圧縮 され た角質層が形成 され る.角 質層 は,胎 生期 中も絶 えず 剥離 して,羊 水 中に遊離す

る(江 口 保暢 著 新版 家畜発生学).本 実験で観察 された表皮細胞 は,妊 娠14日 目頃か ら生

じる周皮[Rugh 1994]に 相 当する と考 え られる.周 皮は いずれ はがれて しまうため,こ の20α-HSD

遺伝子 の発現 の役割 は一過 的な もの と思われ る.ま た,周 皮の下層 では,こ れか ら皮膚 を形成

す る基底 層の細胞 が分裂増殖 を始め るた め,こ こで も胎子の細胞増殖 とprogesteroneの 作用 に

20α-HSDが 一役か ってい る可能性が考 え られた.Northern hybridizationに よ り,胎 子背 中の表

皮では シグナルを検 出で きなかったが,周 皮 で発 現 して いるとす る と,こ の時期おそ らく剥が

れやす くなってい るとい うことが検 出で きなかった原 因で あるか もしれな い.あ るいは背 中の

表皮ではNorthern hybridizationで は検 出できないような微量なものである可能性 もある.但 し,

マ ウス において も羊水 中のprogesterone濃 度 は低 く保たれて いる こと,ま た胎子の体表 の全て

にお いて発現 がみ られ たわ けではなか った ことか ら,そ の意 味す る ところは今後の さらに詳 し

い解 析に待 たな ければな らない.

ラッ ト胎盤で は,20α-HSDIの 活性が主である卵巣 とは異な り,20α-HSD1と20α-HSD2が 同

じく らいの高 い活性 を示す ことが報告 されてい る.そ のため,胎 盤や子宮で は,卵 巣 とは異な

る発現機構 が存在す る可能性が ある[Shiota et a1.1993b].20α-HSD1と20α-HSD2は,分 離 カ

ラム上での溶出等電 点が異な る ことか ら,ア ミノ酸組成 が若干 異な ると推定 されてお り,当 然

それ らのcDNA配 列 も異なると考え られる.も し,20α-HSD1のcRNAprobeで20α-HSD2のmRNA

が検 出できな いとした ら,胎 盤や子宮や胎子に も本実験で クローニ ングした20α-HSDに 対する

probeを 用 いては検 出で きな い,他 の アイ ソザ イムの分子種 が発現 してい る可能性 も否定 でき

ない.ま た,こ れ ら子宮,胎 盤,胎 子組織で発現 して いる20α-HSDが どのような機能 を有する

のか,20α-HSDの 遺伝子 を欠損 したマウスが どのように妊娠 を経過するか に興味が もたれる.
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