
3マ ウ ス2',5'-オ リゴ ア デ ニ ル 酸 合成酵素遺伝子の解析とKOマ ウスの作製

3.1要 旨

IFNは 腫瘍細胞 に対 して増殖 抑制やアポ トーシスの誘導などの直接作用を有

することか ら、その作用を担 う細胞内シグナル伝達経路に着 目した
。IFN-γ 処

理 によ ってB16悪 性黒色腫細胞 に強 く誘導 される遺伝子の中で
、2',5'-オリゴア

デニル酸 合成酵 素(2-5OAS)遺 伝子がその候補遺伝子 の一つ と考えられたこと

か ら、2-5OASの 抗腫瘍機能 を検討す るため に、KOマ ウスの作製 を試みた。 ま

ず、KOマ ウス作製 に先立 ってマ ウス2-5OAS遺 伝子 の構造 の解 析 を行 った
。

マウス ゲノムDNAの 解析、およびESTデ ー タベースの検索か ら新規 のマウス

2-5OAS遺 伝子 を6つ クローニ ングす る ことに成功 した
。その結果、ヒ トでは

独立 した4つ の クラス の遺伝子か らな る ファミリーを形成 しているが、マウス

ではその中の2つ のク ラス(OAS1、OASL)で 遺伝子増幅 を起 こしてサ ブフ ァ

ミ リー を形成 してお り、少なくとも計11の 遺伝子か らなる ことを明 らか に し

た。同時にゲ ノム構造 も解析 し、OAS1サ ブフ ァミ リー遺伝子(少 な くとも7

つ)、Oas3、Oas2が 約220kbの 領域にク ラス ター を形成 していることがわか
っ

た。2-5OASフ ァミ リー遺伝子mRNAの 発現 は、IFN誘 導剤であるpoly I: C刺

激 によ り全 て誘導 され るが 、未刺激状態での各臓器 ごとの発現分布はそれぞれ

異なっていた。 これらの結果 は、遺伝子間で機能の相違があることを示唆 して

いる。また、アミノ酸シークエンス上の特徴 と大腸菌内で発現 させた組み換え

タンパクの実験から、全ての2-5OASフ ァミリー 分子 は二本鎖RNAと の結合

能 を有 して いるが、 マウス特有の遺伝子群は酵素活性 を欠くことがわか り
、古

典的2-5Aシ ステムの制御 には関与 していないことが予想された。次に、2-5OAS

遺伝子 ファミ リー の中で、そ の原型であり最も基本的な遺伝子OaslaのKOマ

ウスの作製 を行 い、生殖系列 への伝達 に成功 した。今後、2-5OAS遺 伝子 の個

体 にお ける生理機能 の解 析、抗腫瘍作用の解析に非常に有用であると考えられ

る。
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3.2序 論

2', 5'-オ リゴ アデ ニ ル 酸 合 成 酵 素(2-5OAS)は 、 イ ンタ ー フェ ロ ン(IFN)に

よ っ て 誘 導 され る タ ンパ ク 質 の一 つ で 、IFN作 用機 構 の 重 要 な柱 と して知 られ

て い る(96, 107)。2', 5'-オ リゴ ア デニ ル 酸(2-5A)は アデ ニ ル酸(ATP)が2'
, 5'-

ホ ス ポ ジ エ ス テ ル 結 合 で 繋 が っ た オ リゴ ヌ ク レオ チ ド{pppA(2'p5'A)
n(1≦n<

30)}で あ り、 当初 、IFNに よ って 誘 導 され る タ ンパ ク質 合成 阻害 物 質 と して 同

定 され た 。 この2-5Aを 合 成 す る酵 素 が2-5OASで ある。

2-5OASはIFNに よ っ て強 力 に誘 導 され 、 ま た二 本鎖RNA(dsRNA)と 結 合

する こ とに よ っ て活 性 化 して 、ATPを 基 質 と して2.5Aを 合 成 す る
。 この2.5A

分子 は不 活 性 型 のRNase Lを 活 性 型 に転 換 す る(32 , 60, 136)。 そ の結 果 、RNA

の分 解 が生 じて 、 ウイ ル ス お よ び細 胞 の増 殖 が 阻 害 され る
。 この 系 は 「2-5A」

シス テ ム と呼 ばれ 、IFNに よ る抗 ウイ ル ス 作 用 の 一 つ を担 って い る(14
, 68, 98)

(図3.1.1)。 この他 には二本鎖RNA依 存性 タンパ ク質 リン酸化酵素(PKR)に

よるタ ンパ ク質合成 開始因子eIF2の リン酸化 による不活性化 を介 したタンパク

合成阻害や(94)、GTP結 合 ・GTPase活 性 を示すGタ ンパ ク質 の一つで あるMx

を介 した転写抑制な ども(114)、IFNに よる抗ウイ ルス作用 の細胞 内機構 として

知 られている。

近 年 、 これ らIFNの 抗 ウイ ル ス 分子 のKOマ ウス が作 製 され 、 抗 ウイ ル ス 作

用 以 外 の機 能 が示 唆 され て い る。 特 に、2-5Aシ ス テム の 最 終段 階 で機 能 して い

るRNase LのKOマ ウ ス は 脳 心 筋 炎 ウイ ル ス(encephalo -myocarditis virus:

BMCV)感 染 時 のIFN-α 投 与 に対 して低 感 受 性 にな るだ け で な く
、胸 腺 細 胞 の

ア ポ トー シス感 受 性 の低 下 に起 因す る胸 腺 の肥 大 が 認 め られ る
。 この ことか ら、

RNase LはIFNシ ス テム とは無 関 係 な 、一 般 的 な アポ トー シス誘 導 シ グナ ル に

も関 与 して い る こ とが 示 唆 され て い る(137) 。 さ らに、Bisbalら は 、RNase Lが

MyoD mRNAの 安 定 性 と筋 芽細 胞 の分 化 を制御 して い る こ と を報 告 して い る(7)
。

これ らの知 見 か ら、2-5OASはRNAの 安 定性 や 、 分 裂 や分 化 、 ア ポ トー シス な

ど細 胞 の生 理 的 な 機 構 を制御 して い る と考 え られ る(26
, 69, 104, 135)。

2-5OAS遺 伝 子 は ヒ トで は詳 し く調 べ られ て いる が
、マ ウス や ラ ッ ト、ブ タ、

ニ ワ トリ、海 綿 で は存 在 は報 告 が あ る もの の 、ほ とん ど報 告 が な されて いな い。

ヒ トで は 、2-50AS遺 伝 子 は4つ の独 立 した遺 伝 子
、OASl(p40/p46)、OAS2

(p6g/p71)、OAS3 (p100)、OASL (p5g/OAS-related protein)か ら成 る フ ァ ミ リ

ー を形 成 して い る
。 この うち 、OAS1、 OAS2、 OAS3の3つ の遺 伝 子 は ヒ ト染
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色体12q24.1の 約130kbの 領 域 に ク ラス ター を形 成 してお り、この 領域 を2-50As

領 域 を呼 ん で い る(48)。 一方 、OASLは12q24.2に マ ップ され て お り、2-50As

領 域 か らは1Mb以 上 離 れ て いる(47)。OAS1の2つ の アイ ソ フォー ム で あ るP40

とp46は 単 一 の遺 伝 子 か らオ ー ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ング に よ って 生 じる 、

N末 側 の346ア ミ ノ酸 が 共通 だがC末 側 が異 な って いる タ ンパ ク質 で あ る(5)。

同様 にOAS2遺 伝 子 か らもス プ ライ シ ン グの 違 い に よ りC末 の異 な るp69とp71

の2つ の産 物 が 作 られ る(78)。OASIが2-50AS酵 素活 性 に必 要 とな る最 小単 位

で あ り、OASIのN末 側 約340ア ミ ノ酸 を1つ の 基本 構 造 とす る と、 これ と非

常 に よ く保 存 され た 構 造 がOAS2で は2つ 、OAS3は3つ タ ンデ ム に並 んだ 構

造 を して い る(5, 78, 96)。 一 方 、OASLは1つ の基 本 構 造 と、 そ のC末 側 に2つ

の ユ ビキ チ ン様 配 列 が 付 加 され た 分子 構 造 を して い る が 、2-50AS酵 素活 性 は

欠如 して い る(43, 97)。 これ らの2-50ASフ ァミ リー分 子 は細胞 内 の局 在 も異 な

つ て お り、OASIは 核 内 に 、OAS2は 核 膜 に、OAS3は 細 胞 質 中 に一様 に分 布 し

て い る と報 告 され て い る(79)。 また 、酵 素活 性 に も差 が あ り、OAS1とOAS2は

比較 的長 鎖 の2-5Aを 合 成す る が 、OAS3は 短 く、2量 体 の2-5Aが 中心 とな っ

て い る(77)。 この様 に4つ の ヒ ト2-50ASは 細 胞 内局 在 と酵 素活 性 に違 いが あ

る こ とか ら、2-5Aシ ス テ ム にお け る機 能 の違 いが 推 測 され る が 、現 在 の と ころ

不 明で あ る。

マ ウス で は複 数 の2-50ASが これ ま で に報 告 され て い るが 、 そ れ らは ヒ ト

OASlとOASLに 相 当す る分 子 だ けで あ り、OAS2とOAS3に 相 当す る2-50AS

は ク ロー ニ ン グが な され て いな か っ た(図3.1.2)。 マ ウ ス のOAS1ホ モ ロ グは 、

L3(17)ま た はS(+)(50)と して ク ロー ニ ン グ され て お り、 ヒ トOAS1と は ア ミ ノ

酸 レベ ル で 約70%の 相 同性 を有 して い る。 一方 、Ghoshら は マ ウスOASIと し

て2つ のcDNAを 報 告 して い るが(35)、 これ は ヒ トOAS1とN末 側 の346ア ミ

ノ酸 が99%一 致 して お り、 ク ロー ニ ング時 に ヒ トmRNAが 混 入 した た め誤 っ

て ク ロー ニ ン グ され た と考 え られ る(58)。 さ らに、Rutherfoldら(101)、 宗 川 ら(112)、

そ して我 々 の研 究 グ ル ー プ の柴 田 らは(110)、 独 立 した マ ウ スOAS1様 遺 伝 子 と

して 、L1、L2/S(一)、Oasl5を ク ロー ニ ン グ して い る。 ま た 、マ ウ スOASL(P54)

は 、樹 状 細 胞 とマ ク ロ フ ァー ジ のサ ブ トラ ク シ ョン法 に よ り、 樹 状 細 胞 で 強 く

発 現 す る遺 伝 子 と して ク ロー ニ ング され た(124)。 しか し、p54は2量 体 の2-5A

を 合 成 す る 酵 素 活 性 が 認 め られ る こ とか ら、 酵 素 活 性 を 持 た な い と い う ヒ ト

OASLの 実 験 結 果 と矛 盾 して い る こ とが 知 られ て いた 。 この よ うに 、マ ウス で
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は2-50AS遺 伝 子 ファミリー の全体像 は不明であり、またその機能解析もIFN

システム以外で は十分 になされて いなかった。

そ こで2-50ASの 機 能 、特 に抗 ウイ ル ス 作 用 以外 の役 割(ア ポ トー シス 誘 導

や 、発 が ん 防 止 にお け る役 割)を 解 析 す る た め に、KOマ ウス の作 製 を試 み た 。

そ の た め の準 備 と して 、まず マ ウス にお け る2-50AS遺 伝 子 の 構造 を解 析 した 。

マ ウ ス ゲ ノム ライ ブ ラ リー か ら得 られ た2-50AS領 域 お よびEST(expression

sequencetag)デ ー タベ ー ス を解 析す る こ とに よ って 、OAS2、OAS3の マ ウス ホ

モ ロ グ を含 む新 規 の2-50AS遺 伝 子 を6つ ク ローニ ングす る こ とに成 功 し、 ま

た2-50AS領 域 の遺 伝 子 分 布 な どの 概 要 も明 らか に した 。 この ことか ら、 マ ウ

ス2-50AS遺 伝 子 は少 な く と も11個 の遺 伝 子 か らな る フ ァ ミ リー を形 成 して い

る こ とが わ か った 。 特 に ヒ トOAS1とOASLに 対 応 す る遺 伝 子 はマ ウス で はそ

れ ぞ れ7、2で あ りサ ブ フ ァ ミ リー を形 成 して い る こ とか ら、 これ まで の遺 伝

子 名 を整 理 して 新 しい分 類 ・名 前 を提 唱 す る 。

マウス2-50ASフ ァミ リー は、それぞれ の遺伝子 の各種臓器 における発現パ

ター ンや酵素活性が異なることから、2-50ASと しての共通 の機能 の他 に独 自

の機能 を持っていることが予測されたことか ら、それぞれの個体 における生理

機能 を解析するために、各々のKOマ ウス と2-50AS遺 伝子 群のKOマ ウスの

作製 を計画 した。 この とき、OASL遺 伝子 を除 く9つ の遺 伝子 が第5番 染色体

長腕 の約220kbか らなる2-50AS領 域 にク ラスター をな して存在 していること

か ら、バ クテ リオファージ由来の組み換え酵素Creリ コ ンビナー ゼ を用 いた

Cre-loxPシ ステム を利用 して(40, 41)、2-50AS領 域 のKOマ ウスの作製 を進め

て いる。
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図3.2.1 2-5Aシ ス テ ム

2-5OASはIFNに よ っ て 強 力 に 誘 導 さ れ 、dsRNA依 存 的 に 活 性 化 す る 。 活 性

化 した2-5OASはATPを 基 質 と し て'2-5A'[pppA(2'p5'A)n(1≦n<30)]を 合 成 す

る 。 こ の2-5A分 子は 不 活 性 型 のRNase Lを 活 性 型 に 転 換 す る 。 そ の 結 果 、

RNAの 分解が 生 じて ウイルスお よび細胞の増殖が阻害 される。
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ヒ ト2-5OASフ ァ ミ リ ー

マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リ ー(こ れ ま で に 報 告 さ れ た も の)

図3.2.2 2-5OASフ ァ ミ リー 分 子の 構 造

2-5OASは よ く保 存 され た 遺 伝 子フ ァ ミ リー を形成 して い る。 ヒ トで は3つ の

クラ スの2-5OAS遺 伝 子(OAS1、OAS2、OAS3)と1つ の2-5OAS様 遺 伝 子

(OASL)か らな る。 また 、OAS1とOAS2は 選 択 的 ス プ ライ シ ング によ り2つ

のC末 側 が 覧な る遺 伝 子産 物 を 生 じる。 一方 、 マ ウ スで はOAS2お よびOAS3に

相当する遺伝 子は同定されていなかった。

緑 の太 線 部分 は よ く保 存 され たOAS基 本 構 造 部分 を示 し、 オ レ ンジ 部分 は ユ

ビキ チ ン様 領 域 を示す 。 また 、OAS基 本構 造 部分 はP-loop(黄 色)、D-box

(黄 緑)お よ びKR-rich領 域(青)の 各 モ チ ー フを含 ん で い る。

54



3.3材 料 と方 法

マ ウス

SLC (静 岡 、 日本)よ りSPFのC57BL/6Jマ ウス を入 手 し、8～10週 齢 の

時点で解剖 し、各種臓器を採取した。

マ ウ ス ゲ ノ ムBAC bacterial artificial chromosome)ク ロ ー ン

Research Genetics社(Huntsville , AL)よ り 入 手 し た129Sv／J由 来 のCITB-CJ7-

Bマ ウ スBACラ イ ブ ラ リー に対 して 、 Oas1a(L3)遺 伝 子 の1 .1kbのORF全 領 域

を プ ロー ブ と して用 いた ハ イ ブイ ダイ ゼ ー シ ョンス ク リー ニ ン グ、また はOas1d

(L1)遺 伝 子 の エ ク ソ ン1内 の130bpを 特 異 的 に増 幅 す る プ ライ マ ーセ ッ ト(L1f2:

5'-AGG TAA AAG CTG GAC CTA GGA TGG-3'、L1r5:5'-AGG GCA TCT ATG ACT

TCT CTG AGG-3')を 用 いたPCRス ク リー ニ ング を行 い、 そ れぞ れ 陽性 ク ロー

ン5つ(58110,96L18,167B5,331G6,406G3)、1つ(233G15)を 単 離 し た 。

これ ら6つ のク ロー ンについて、サザ ンハイブリダイゼーションおよびPCR

法 を用 いてゲ ノムのマ ッピングを行い、以後の実験に用いた。なお、サザンハ

イブリダイゼーション時の電気泳動は、20-150kb程 度 の大 きさのDNA断 片の

分離が必要 とな るSal I消 化断片の解析時のみパル スフィール ド電気泳動を行っ

た。パルスフィール ド電気泳動装置は、北里大学薬学部の岡田信彦先生および

東京大学医科学研究所生物物理学研究部の池田日出男先生より貸与 していただ

いた。

RACE (rapid amplification of cDNA ends)"に よ るcDNAのク ロ ー ニ ン グ

200μlのPBSに 溶 解 した500μgのpoly I:C(SIGMA , St. Louis, MO)をC57BL/6J

マ ウ ス の 尾 静 脈 よ り投 与 し 、12時 間 後 に マ ウ ス を解 剖 し て 卵 巣 、 大 腸 、 お よ び

脾 臓 を 採 取 した 。 これ ら か らAGPC (acid guanidine thiocyanate/phenol chloroform)

法 に よ り全RNAを 調 製 し た 。プ ライ マ ー と して3'-RACEの 場 合 はNot I-o1igo(dT)

プ ライ マ ー(5'-AAC TGG AAG AAT TCG CGG CCG CAG GAAT 
18-3')を 、5'-

RACEの 場 合 は そ れ ぞ れ の 目 的 の 遺 伝 子 ご と に 特 異 的 に 設 計 し たGSP (gene

specific primer)1を 用 い て 逆 転 写 反 応 を 行 っ た 。な お 、逆 転 写 反 応 に はFirst-strand

 cDNA synthesis kit (Amersham Pharmasia , Buckinghamshire, UK)を 使 用 した 。3'-

RACEの 場 合 は 、 このlst strand DNAに 対 し てNot I-adapterプ ラ イ マ ー(5'TGG

 AAG AAT TCG CGG CCG CAG-3')とGSP1の 内 側 に 設 定 し たGSP2を 用 い てPCR

を 行 い 目 的 のcDNAを 増 幅 し た 。一 方 、5'-RACEの 場 合 は 逆 転 写 産 物 をGeneClean
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III (BIO 101, Montreal, Canada)を 用 い て余 剰 の プ ライ マー を除 去 ・精 製 した後

に、TdT (terminal deoxytransferase)を 用 い て1st strand DNAの 末 端 にオ リゴdC

を付 加 す る。そ の後 、anchorプ ライ マ ー(5'-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG

GGI IGG GII GGG IIG-3')とGSP2を 用 いてPCR反 応 を行 い、 目的 の遺 伝 子 を

増 幅 す る。さ らに このPCR産 物 を鋳 型 と して 、amplificationプ ライ マ ー(5'-GGC

CAC GCG TCG ACT AGT AC-3')とGSP2の さ らに内側 に設定 したGSP3を 用

い て2回 目のPCR反 応(nested-PCR法)を 行 う。 なお 、 これ らのPCR反 応 は

LA Taq polymerase(宝 酒 造,大 津)を 用 い た。 これ らのPCR反 応 に よ って 得 ら

れ た産 物 は 、 プ ラス ミ ドベ ク ターpBluescriptに 導 入 して ク ローニ ング を行 い、

東 京 大 学 医科 学 研 究 所 ヒ トゲ ノム セ ンター にて シー ク エ ンス反 応 を行 い 、cDNA

の 配 列 を決 定 した。

Oas1d (L1) cDNA全 長 の ク ロ ー ニ ン グ

Rutherfoldら に よ っ て2-5OASと ホ モ ロ ジ ー の 高 い 一 部 の 配 列(GenBank:

X55982)の み が 既 に 報 告 され て い た た め 、そ の 全 長 のcDNAを5'-お よ び3'-RACE

法 に よ っ て 決 定 し た 。な お 、5'-RACE (Llr1: 5'-ACA TCA AAC TTC ACC TCC TTC

AGC AGG TCG-3',L1r2: 5'-TTT AGT TAC TCG ACT CCC ATA CTC CCA GGC-3')、

3'-RACE(LIF: 5'-GGG GCT TCA GAA GTA CTT CCT GAA CTG TCG-3')の 各 種

プ ラ イ マ ー を 用 い 、 鋳 型 と して は 脾 臓 由 来cDNAを 用 い た 。

Oasle cDNA全 長 の ク ロ ー ニ ン グ

Oasla (L3) cDNA全 長 を プ ロー ブ と して 、2-50AS領 域 を含 む マ ウ スゲ ノム

BACク ロー ンのサ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 い、Oas1aお よ びOas1b(L2)

とは 異 な る領域 に もか か わ らず 陽性 シ グナ ル を与 え る約20kbのSma I断 片 を得

た 。 このSma I断 片 を96L 18ク ロー ン よ りサ ブ ク ロー ニ ン グ し、 陽性 シ グナ ル

を与 え る領 域 を さ らに絞 り込 み を行 い、 シー クエ ンス を行 っ た。OaslaとDNA

配 列 レベ ル で約70%の ホモ ロジー を持 っ 、新 規 の2-5OAS遺 伝 子 の一 部 の配 列

を発 見 した 。 こ の情 報 を元 に、 エ ク ソ ン1のATG翻 訳 開 始 点 相 当部 分 に プ ラ

イ マ ー を設 計 し(L6f3: 5'-CTC AGG ATG GCG AAA AAC CTT AGC-3', L6f4: 5'-

TCG GAT TGC TCT CTG CAG CAC TCC-3')、 3'-RACE法 によ り全 長cDNAの

ク ロー ニ ン グを行 った 。 な お 、 卵巣 由来 のcDNAを 鋳 型 と して用 いた 。

Oas1f, oas1g, Oas2 Oas3, Oasl2 cDNAのク ロー ニ ン グ

新 規 の マ ウ ス2-5OAS遺 伝 子 を ク ロー ニ ン グす る た め に 、BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool, http: //www. ncbi. nlm. nih. gov/blast/)を 用 い て マ ウ スESTデ
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ー タ ベ ー ス を検 索 した
。 この と き、既 知 の ヒ トお よ びマ ウ ス2-5OASのDNA

お よ び ア ミ ノ酸 配 列 との相 同性 を指 標 と して検 索 し、E valueがe -20以下 のDNA

断片 につ い て解 析 を行 つ た。 この とき 、問 い合 わせ 配 列(query)と して2-5OAS

の塩 基 配 列 を用 い る場 合 は相 同解 析 プ ログ ラム と して 「blastn」を 、queryと し

て2-5OASの ア ミ ノ酸 配 列 を用 い、 塩 基 配 列 に基 づ き全 て の フ レー ム で翻 訳 し

た ア ミ ノ酸 配 列 に対 して 検 索 を行 う場 合 は相 同解 析 プ ロ グ ラム 「tblastn」を用

い た 。

Oaslf、Oaslgは 、Oaslaと 有 意 に相 同性 が 高 い 未 知 の 配 列 を含 む ク ロー ン

(GenBank AA794503)と して 同定 した 。 このDNA断 片 中 には 、Oaslaと の相

同性 か ら開 始 コ ドンATGを 含 むエ ク ソ ン1部 分 が 含 まれ て い る こ とが 推 測 さ

れ た こ とか ら、GSP (LxEST: 5'-CTC AGG ATG GCG AGG GAA CTC TTC-3',

LxESTf2: 5'-GGA GGC AGG ATA AGT TCA TAG AGG-3')を 用 いて3'-RACE法

によ り全 長cDNAの ク ロー ニ ン グ を行 っ た。 鋳 型 と して は卵 巣 由来 のcDNAを

用 い た 。 この と き、 異 な る2つ のcDNAが 同時 に ク ローニ ング され た 。ESTク

ロー ンAA794503と 同一 の もの をOaslg、 も う一 つ の ク ロー ン をOasifと した 。

Oas2は 、 ヒ トOAS2のC末 側(domain II)と 相 同 性 の 高 い2つ のESTク ロ

ー ン(BE281841
,AW230357)と して 同 定 した 。GSP(Lllrl:5'-GCT CCC AGA GTG

CTG AGT TTT ACC-3', Lllr2: 5'-TGC ATC ACA GGA CAT CAA AGA AGG-3',

LllT3: 5'-TGT CAA AGT CAT CTG TGC CAC TGC-3')を 用 い て5'-RACEを 行 い 、

ま たGSP(Lllfl: 5'-GCT CCC AGA GTG CTG AGT TTT ACC-3',Lllf2: 5'-TGC

ATC ACA GGA CAT CAA AGA AGG-3')を 用 い て3'-RACEを 行 い 、cDNA全 長

の ク ロ ー ニ ン グ を行 つ た 。 鋳 型 と して は 大 腸 由 来 のcDNAを 用 い た 。

Oas3は 、 ヒ トOAS3の 中 央 部 分(domain II/OAS3M)とC末 側(domain

III/OAS3C)と そ れ ぞ れ 相 同 性 の 高 いESTク ロ ー ン(BE283110, BE371571)と

し て 同 定 し た 。 大 腸 由 来 のcDNAを 鋳 型 と し て2回 の5'-RACE法 に よ り全 長

cDNAを ク ロ ー ニ ン グ した 。な お 、GSPと し て は1回 目(L10Tl:5' -CAT GGC TTG

ATG GGA TTG CCA TCC-3', L10r2: 5'-GGA CAA TCA GCT CCA GAA CAG TGC-

3', L10r3: 5'-GTT GGT ACC AGT ATT TCA CCA GCC-3')、2回 目(L10r4: 5'-GTA

CTT GCT GTG TTG GAT CAA GGC-3', L10r5: 5'-TCC CAG GCA AAG ATG GTA

AGC AGC-3', L10r6: 5'-TGG TAC CAG TGT TTG ACC AGC AGG-3')を 用 い た 。

ま た 、3'-RACEと して はGSP(L12fl: 5'-CTG ATG CTA CTG GTC AAA CAC

TGG-3', L10fl: 5'-GTA ACA AGA CCA TCA AGG GGA AGG-3')を 用 い た 。
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Oasl2は 、 ヒ トOASLと 相 同 性 の 高 い6つ のESTク ロ ー ン(BE136926,

BE288875, BE282713, BE369605, AW825512, AW825847)と して 同 定 し た 。GSP

(L9f1:5'-TCG ACA TCG TAG CCA TGG CAG TCG-5', L9f2: 5'-ACT CCT TTG

TGG CTC AGT GGC TGC-3')を 用 い て3'-RACEを 行 い 、cDNA全 長 の ク ロ ー ニ

ン グ を 行 つ た 。 な お 、 鋳 型 と し て は 大 腸cDNAを 用 い た 。

配列のマルチアライメン ト解析

既 知 の 配 列 と し て は 、 以 下 の も の を 用 い て ア ラ イ メ ン トを 行 っ た 。Oasla/L3

(M33863)、Oaslb/L2(X58077)、Oasl1/p54(AF068835)、 ヒ トOAS1/p42(X04371)、

OAS2/p69(M87434)、OAS3/p100(AF063613)、OASL/p59(AJ225089)

マ ル チ ア ラ イ メ ン ト はWeb上 で 公 開 さ れ て い る プ ロ グ ラ ムClustalW

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/clustalw-j.html)を 用 い て 、 デ フ ォ ル トの パ ラ

メ ー タ ー で 計 算 を 行 つ た 。 得 られ た 結 果 は 、Web上 で 同 様 に公 開 さ れ て い る ソ

フ トウ ェ アBOXSHADE3.21(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)

を用 いて修飾を施 した。

分子系統樹

分 子 系 統 樹 はClustalWの ア ライ メ ン トの 結 果 に基 づ い て 、NJ (neighbour-

joining)ア ル ゴ リズ ム を用 いて 作 製 した 。 系統 樹 の 作 製 に は フ リー ウ ェ ア の

TreeView(http://darwin.zoology.gla.ac.uk/～rpage/treeviewx/)を 使 用 した 。 な お 、

ア ライ メ ン トは、2-5OASの よ く保 存 され た基 本 単 位 で あ る約350ア ミ ノ酸 配

列 に つ い て 行 い 、 そ の 他 の 多 様 性 に富 む 部 分 は 除 い た 。 基 本 単 位 を複 数 持 つ

OAS2とOAS3に つ いて は、 そ れ ぞ れ の基 本 単 位 ごと(OAS2:NとC、OAS3:N

とM、C)に 分割 して 計算 を した。

ノザンハイブリダイゼーション

マ ウ ス 組 織 の 全RNAをAGPC法 に よ り抽 出 し た 後 、2.2Mホ ル ム ア ミ ドを含

む 変 性1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 泳 動 し 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン(Gene ScTeen Plus;

NEN, Boston, MA)に プ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 つ た 。そ の 後 、Random Primer Extension

Labeling System(NEN)を 使 用 し て α-32P-dCTP標 識 した プ ロ ー ブ を 用 い て ハ ィ

ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 シ グ ナ ル はBAS 2000 II Bio-Image-Analyzer (Fuji

フ ィ ル ム 、 東 京)に て 検 出 し た 。

な お 、 マ ウ ス2-5OAS mRNA特 異 的 な シ グ ナ ル 検 出 の た め に 、 以 下 のcDNA

断 片 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。Oasla/Oaslb:Hha I 450bp断 片(エ ク ソ ン1-2)、

Oaslc: Bam HI 690bp断 片(エ ク ソ ン5-6)、Oasld: sma I 250bp断 片(エ ク
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ソ ン1-2)、Oasle: Cla I-Fok I 320bp断 片(エ ク ソ ン2-3)、Oaslf/Oaslg: Bst XI-

Bam HI 600bp断 片(エ ク ソ ン2-4)、Oas2: Kpn I 500bp断 片(エ ク ソ ン1-2)、

Oas3: Hind III 700bp断 片(エ ク ソ ン1-3)、Oasl1: Kpn I 700bp断 片(エ ク ソ ン

1-4)、Oasl2: Eco RV 1.0kb断 片(エ ク ソ ン1-5)。 ま た 、 コ ン ト ロー ル 用 プ ロ ー

ブ と して マ ウ ス β ア ク チ ンPst I 1.0kb断 片(pAL41由 来)を 用 い た 。

大腸菌での組み換え2-5OASタ ンパ ク質の発現

マ ウ ス大 腸 また は卵 巣(Oas1e)よ り抽 出 した 全RNAを 鋳 型 と して 用 い て 、

2-5OAS cDNAのORF領 域 をPyrobest TM DNA polymerase(宝 酒 造)に よ るPCR

反 応 を行 い ク ロー ン化 した 。 こ の時 、 以 下 に示 す 変 異 プ ライマ ー を用 い て翻 訳

開始 コ ドン部 位 にNde Iサ イ ト(CATATG)、 終 止 コ ドンの3'下 流 にXho Iサ イ

ト(CTCGAG)を 導 入 した。

Oas1a (L3NdeI: 5'-CCA GAC TTC ATA TGG AGC ACG GAC TCA GG-5',

L3XhoI: 5'-TGG GCT CGA GCT GCT GTG CTC ACA GCA GG-3')、Oasld (L1NdeI:

5'-CCT CAT ATG GAG CAG GAT CTG AGG AGC-3', L1r4: 5'-TCT CGA GCT GTT

GGT GCA GGT ATT CAG AGA CC-3')、Oas1e (L6NdeI: 5'-CCA TAT GGC GAA

AAA CCT TAG CAG CAC TCG-3', L6XhoI :5'-CCT CGA GTC TCC TTG GCA GAT

GCT TTG G-3')、Oas1f (L7/L8NdeI: 5'-GCC TCC ATA TGG CGA GGG AAC TCT

TCA-3', L7XhoI: 5'-CTC TCG AGC CTT CTA GGC AAG TGC TAC-3')、Oas1g

(L7/L8NdeI: 5'-GCC TCC ATA TGG CGA GGG AAC TCT TCA-3', L8XhoI: 5'-

CTC TCG AGT CTC CTA GGC AGA TGC TGG-3')、Oas2 (L11NdeI: 5'-CAC ATA

TGG GAA ACT GGC TGA CTG GAA ACTG-3', L11XhoI: 5'-CCT CGA GAT TGC

ACA GGA TCT CTG AGA GG-3')、Oas3 (L10NdeI: 5'-GTC CAT ATG GAC CTG

TTC CAC ACG CCA GC-3', L10XhoI: 5'-TCT CGA GAC TTC ACA CAG CGG CCT

TTA CC-3')、Oasl1 (L4NdeI: 5'-AGC TCA TAT GGA CCC GTT CCC CGA CCT

GT-3', L4XhoI: 5'-GAA CTC GAG AAA TTC TCT AAG TGC TGA GC-3')、Oasl2

(L9NdeI: 5'-CGT ACA TAT GGC AGT CGC CCA GGA GCT GT-3', L9XhoI: 5'-

CCT CGA GGA AGC TAG CTG GGC ACA AAT GG-3')

なお 、PCR産 物 はpBluescriptに ク ロー ニ ン グ した後 に シー クエ ンス を行 い 、

ORF中 に変 異 が な い ク ロー ンで ある こ とを確 認 して か ら以 降 の実 験 に用 いた 。

これ らcDNAのNde I-Xho I断 片 を大 腸 菌用 発 現 ベ ク ターpET-16b(Novagen,

Darmstadt, Germany)のNde I-Xho Iサ イ トに導 入 した。 これ に よ って 、 フ ァク

ターXa切 断 部位 を挟 ん で10個 の ヒスチ ジ ン(His-tag: histidine tag)をN末 端
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に 融 合 し た 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と な り、 ま た 発 現 をT7 polymeraseに よ つ て コ

ン トロ ー ル で き る 。 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌BL21(DE3)株 に 導 入 し、0.5mM IPTG

(isopTopyl β-D-thiogalactoside)添 加 に よ り組 み 換 え タ ン パ ク を 産 生 さ せ た 。

タ ン パ ク 誘 導 後 の 大 腸 菌 を バ ッ フ ァーD(組 成 は 下 記 に 記 載)に 懸 濁 し た の ち 、

液 体 窒 素 に よ り急 速 凍 結 し 、 解 凍 後 に 菌 体 の 超 音 波 破 砕 を行 つ た 。

バ ッ フ ァ ーD:10mM HEPES-KOH, 3mM Mg(OAc)2, 0.3mM EDTA, 50mM KCl,

10% glycerol, 7mM 2-mercaptoethanol, 0.2mM PMSF, 1μg/ml leupeptin, and 1μg/ml

pepstatin A

dsRNA結 合 試験

上 記 の 組 み 換 え タ ン パ ク を 発 現 させ た 大 腸 菌 破 砕 産 物 の 上 清 にpoly I:Cア ガ

ロ ー ス(AGPOLY (I)-POLY (C) TYPE6; Amersham PhaTmacia)を 加 え て 室 温 で30

分 間 結 合 させ た 後 、poly I:Cア ガ ロ ー ス ゲ ル を 回 収 しバ ッ フ ァ ーDで3回 洗 浄

し た 。 こ のpoly I:Cア ガ ロ ー ス 結 合 タ ン パ ク に つ い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッテ ィ ン

グ を 行 う た め 、12.5%(OASlサ ブ フ ァ ミ リ ー)ま た は8.0%(そ の 他)SDS-PAGE

を 行 つ た 後 、 ニ トロ セ ル ロー ス メ ン ブ ラ ン(Trans-Blot; BioRad, Hercules, CA)

に プ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 な お 、His-tag融 合 組 み 換 え タ ン パ ク を検 出 す る た め 、

ウ サ ギ 抗His-tagポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)

と プ ロ テ イ ンA-HRP (Amersham Pharmacia)、 化 学 発 光 分 析 試 薬(Renaissance;

NEN)を 用 い 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ フ ィ ル ム(Hyperfilm ECL; Amersham

Pharmacia)に て シ グ ナ ル を 可 視 化 した 。

2-5OAS活 性 測 定

poly I:Cア ガ ロー ス に結 合 させ た組 み換 え2-50Asタ ンパ ク質 を2-5OAS活 性

測 定 に用 いた 。 ゲ ル をバ ッ フ ァーH(組 成 は下 記 に記載)に 懸 濁 した 後 、20μCi

[γ-32P]ATP(NEN)を 加 えて33℃ で6～12時 間 加 温 した 。反 応 液 の上 清 を回収

し、7M尿 素 を含 む20%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル にて 電 気泳 動 を行 な い 、 シグ

ナ ル はBAS 2000II Bio-Image-Analyzerに て 可 視 化 し た 。

バ ッ フ ァ ーH:20mM HEPES-KOH, 25mMMg(OAc)2, 50mM KCI, 7mM2-

mercaptoethanol, 10mM cTeatine phosphate (SIGMA), 1U/μlcTeatine kinase (SIGMA),

5mM ATP

マ ウ ス2-5OASタ ー ゲ テ ィ ン グベ クタ ー の作 製

Oasla KOマ ウス を作製す るために、ターゲティングベクターはOasla遺 伝

子の翻訳 開始 コ ドンATGを 含 む第1エ ク ソンか ら第2エ クソ ンまでをネオマ
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イ シ ン耐 性 遺 伝 子(neo)で 置 換 す る こ とに よ り遺 伝 子 を破 壊 す る よ う に設 計

した 。 また 、 同 時 にOaSla遺 伝 子 の5'側 上流7kb地 点 に転写 報 告 が 逆 向 き に存

在 す るOaslg遺 伝 子 の 第1イ ン トロ ン部 分 にloxP配 列 を挿 入 す る こ とによ り、

マ ウス2-50AS領 域 欠損 マ ウ ス作 製 の た め の5'側loxPサ イ ト導 入ES細 胞 の樹

立 とな る よ うな 設 計 と した 。 そ の た め に 、129Sv/J由 来 ゲ ノムBACク ロー ン

167B5を 鋳 型 と して 、 以 下 の プ ライ マー を用 い てPCR反 応 を行 い 、 ター ゲ テ ィ

ン グベ ク タ ー の 相 同領 域 を 作 製 した 。3'側 相 同領 域 は エ ク ソ ン2と エ ク ソ ン3

上 に設 定 した フ.ライ マ ー(L3ex2:5'-ATC AGG AGG TGG AGT TTG ATG TGC-3'
,

L3ex3:5'-GATGGC ATA GAT TCT GGG ATC AGG-3')に て 増 幅 した 第2イ ン ト

ロ ン部 分 のBamHI-BamHI3.4kb断 片 を用 い た。5'側 相 同領域 はOasla遺 伝子

の エ ク ソ ン1の5'側 部 分 か らOaslg遺 伝 子 の第2イ ン トロ ン上 のEco RIサ イ

トの 内 側 まで と した。 た だ し、Oaslg遺 伝 子 第1イ ン トロ ン部 分 にpULwL由

来 のloxP配 列 を挿入 す る た め にloxP-5'側(L8ex2XhoI: TTT GCT cgA GTT ACT

GTC CTG GCT TCC, L8ex2SalI: GAC TGG tcG ACT GGA CAG ATG GAA GC)相

同領 域(2.Okb)とloxP-3'側(L8exlXbaI: TCA TCt AGa CAT CAG GCA GTG GTG

TC,L3exlXbaI:CTC CAT GCT AAG TCT aGA GCT TCC TG)相 同領 域(7 .5kb)

に分 割 して 作 製 し、loxP-5'側 にsal Iサ イ トを 、loxP-3'側 にXba Iサ イ トを新 た

に導 入 してloxP配 列(Xho I-Xba I遺 伝 子 断 片)と 連 結 した。 ネ オ マ イ シ ン耐 性

遺 伝 子 はpPGKneo-pA(基 礎 生物 学研 究 所 ・八木 健 先 生 よ り供 与)由 来 のSalI-

Xho I遺 伝 子 断片 を 、 ネ ガ テ ィ ブセ レク シ ョ ン用 の ジ フテ リア トキ シ ン遺 伝 子

はpMC1DT-pA(基 礎 生物 学研 究 所 ・八木 健 先 生 よ り供 与)由 来 のXho I-Hind III

遺 伝 子 断 片 を用 い た。 これ らの 遺 伝子 断 片 を用 いて 作 られ た プ ラス ミ ドベ ク タ

ーpL3KO -L810xをNot Iで 消 化 す る こ とに よ り直鎖 状 と し
、 ター ゲ テ ィ ングベ

クタ ー と した 。

ES細 胞

KOマ ウ ス作 製 の た め のES細 胞 と して は 、129Sv/J由 来 のEl4 .1を 用 いた 。ES

細 胞 は、ES培 養 用 培地(組 成 は下 記 に記載)に て 、37℃ 、5%CO2イ ンキ ュベ

ー タ ー 内 で フ ィー ダー 細 胞 と共 培 養 を行 った
。 フィ ー ダー 細胞 と して は、 ネ オ

マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 トラ ンス ジ ェニ ックマ ウ ス胎 児(胎 生135～15 .5日)由 来

の 初 代 培 養 細 胞(primary culture: PC)を10μg/mlの マイ トマ イ シ ンC(Sigma)

含 有 培 地 にて150分 培 養 す る こ とに よ り増殖 を停 止 させ 、3～5x104細 胞/cm2と

な る よ うに培 養 シ ャー レに蒔 いた も の を用 いた 。 また 、 遺伝 子 導 入 後 のES細
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胞 はES培 養 用 培 地 に300μg/mlのG418(geneticin;GibcoBRL)を 加 えて 培 養 す

る こ と に よ り、 ネ オ マ イ シ ン耐 性 遺伝 子 によ るポ ジテ ィブ セ レク シ ョン を行 っ

た。

ES培 養 用 培 地:DMEM (GibcoBRL), 15%FBS (Sigma), 1000units/ml

GSGROTM(LIF) (GibcoBRL), 1 x non-essential amino acids solution(GibcoBRL),

1mM Na-pyruvate (GibcoBRL), 0.1mM2-mercaptoethanol,50units/mlpenicillin(明

治 製 菓),50μg/ml streptomycin(明 治 製 菓)

相 同 組 み 換 えES細 胞 の 単 離

ES細 胞1×107個 に対 して タ ー ゲテ ィ ン グベ クタ ーpL3KO-L81ox/Not Iを

25μg加 え て 、 エ レ ク トロボ レー ター によ り250V/500μFの 条 件 にて遺 伝 子 導 入

を行 った 。300μg/mlG418含 有ES培 地 にて7日 間 ポ ジ テ ィ ブセ レク シ ョン を行

い、実体 顕 微 鏡 下 で薬 剤 耐 性 ク ロー ンを1つ ず つ 単 離 して24well dish (IWAKI、

日本)に て 分 離 培 養 を行 った 後 、24well dish2枚 に継 代 し、1枚 は凍 結 保 存 、

残 り1枚 か らはDNAを 回 収 してサ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン解 析 に用 いた 。

1ク ロー ン あ た り5～10μg得 られ たDNAは 全 量 を50uのEcoRIで 消化 し、1%

ア ガ ロー ス ゲ ル にて 電気 泳 動 を行 った後 、ナイ ロ ン メ ンブ ラ ン(Gene Screen Plus;

NEN)に プ ロ ッテ ィ ング を行 っ た。 そ の後 、Random Primer Extension Labeling

System (NEN) を使 用 してL3cDNA3'-probe(Hha I-Eco RI fragment)を α-32P-dCTP

標 識 して プ ロー ブ と し、ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンをす る こ とに よ り3'側 相 同組

み 換 え 体 の 一 次 ス ク リー ニ ン グ と した 。 な お 、 シ グ ナ ル はBAS 2000 II Bio-

Image-Analyzer(Fujiフ ィル ム)に て 検 出 した 。野 生 型 ・非相 同組 み換 え体 は23kb

(Oasla)と5.3kb(Oas1b)の2本 のバ ン ドが 、相 同組 み 換 え体 で は12kbの 特

異 的 な シ グ ナ ル が得 られ る ことか ら、 候 補 ク ロー ン を選 別 した 。 候 補 ク ロー ン

は解 凍 ・培 養 後 、さ らにDNAを 抽 出 してEco RI(neo)ま た はBam HI(5'側loxP

領 域)の サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 った 。 な お 、 プ ロー ブ と して は ネ

オマ イ シ ン遺 伝 子 全 長 、 ま た はL81ox-probe2 (pL81oxprobel/Hinc II)を 用 い た。

ネ オ マ イ シ ン遺 伝 子 プ ロー ブで は相 同組 み 換 え体 特 異 的 に12.1kbの バ ン ドが 、

5'プ ロー ブ で は野 生 型 ・非 相 同組 み換 え体6.0kb、 相 同組 み 換 え体4.0kbの バ ン

ドが 得 られ る。 これ らの シ グナ ル のパ ター ンか ら最 終 的 に相 同組 み換 え体 を判

別 した 。

キ メラマウスの作製

相同組み換えが確認されたES細 胞 は、須藤 カツ子博士 によってC57BL/6J由
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来 の8細 胞 期 胚 との ア グ リゲ ー シ ョンキ メ ラ作 製 法 を用 いて 、C57BL/6Jマ ウ ス

との キ メ ラ と して 個 体 を 形成 させ た 。 キ メ ラマ ウス は毛 色 によ りES細 胞 の寄

与 率 を判 定 した 。ES細 胞 由来 の 部 分 は 毛色 が 野 生 色(茶 色)ま た は 白色 とな り、

C57BL/6J由 来 で は黒 色 にな る。 この比 率 が80%以 上 の個 体 につ い てC57BL/6J

の 雌 と交 配 を行 い 、仔 につ いて も毛 色 で 判定 し、野 生色 の場 合 はES細 胞 由来

の 遺 伝 子 が伝 達 さ れ た と判 断 した 。 これ らの個 体 に つ い て は 、尾 か らDNAを

抽 出 してPCR法 また は サ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン にてOaSla KO遺 伝 子 座

を確 認 した 。なお 、PCRは タ ー ゲ テ ィ ン グベ ク タ ー の5'側 上 流 の外 側 部 分 とloxP

配 列 部分 に設定 した プ ライ マー(L8coml:5'-CAT GAT AAG TGA GGA TGT GGT

CGG-3',loxPl:5'-ACC GAG CGA ACG CGT ATA ACT TCG-3')に よ り、 陽性 の

場 合 は2.1kbの バ ン ドと して検 出 した 。
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3.3結 果

新 規 マ ウ ス2-5OASフ ァミ リー遺 伝 子 の ク ロー ニ ング

2-5OASは 複 数 の 遺 伝 子 か らな る フ ァミ リー を 形 成 して い る こ とが 知 られ て

お り、 既 に ヒ トで は 構 造 の異 な る4つ の遺 伝 子 か ら成 る フ ァ ミ リー を 形 成 して

い る こ とが 報 告 され て いた(図3.1.2)。 一 方 、マ ウス につ いて はOAS1とOASL

に相 当す る4つ の遺 伝 子 の 報 告 の み で あ り、 不 完 全 な 情 報 しか な か っ た。 この

こと は2-5OAS遺 伝 子 の 機 能解 析 す る に あた って有 効 なKOマ ウス を作 製 す る

に あた って 重 大 な 問 題 とな った た め 、 まず 前 段 階 と して マ ウス2-5OAS遺 伝 子

フ ァ ミ リー の 全 貌 を 明 らか にす る ため の遺 伝 子 ク ロー ニ ン グ を行 っ た。

まずRutherfoldら に よ って 一 部 の塩 基 配 列(GenBank: X55982)の みが 報 告 さ

れ て い たL1遺 伝 子 に つ い て(101)、 そ のcDNA全 長 を5'-お よび3'-RACE法 に

よ っ て決 定 した。L1(Oasldと 新 た に命 名)遺 伝 子 全長cDNAは1831bpか ら

な って いた が 、252番 目の ア ミ ノ酸 に相 当す る部 分 が 終止 コ ドン とな って お り、

結 果 と して2-5OAS基 本 構 造 と して は不完 全 な251ア ミ ノ酸 か らな るタ ンパ ク

を コー ドして い る と予 想 され た(図3.3.1)。 また 、Oaslaと は ア ミ ノ酸 レベ ル

で57%の 一 致 率(相 同 性 は66%)で あ った 。

次 に 、 マ ウ ス2-5OAS遺 伝 子 と して 最初 に ク ロー ニ ン グ され たOasla/L3/S(+)

cDNA全 長 を プ ロー ブ と して 用 い て、 マ ウス ゲ ノムBACラ イ ブ ラ リー をス ク リ

ー ニ ン グす る こ と に よ って 単 離 したBACク ロー ン(58I10
,96L18,167B5,331G6,

406G3)の 解 析 の過 程 で 、Oasla cDNAと 弱 くク ロ スハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

す るsma I 20kb DNA断 片 を得 た た め、 この 領域 に存 在 す る遺伝 子 の ク ロー ニ

ング を行 っ た。 このDNA断 片 をOasla cDNAと の ク ロス ハ イ ブ リダ イゼ ー シ

ョ ンを指 標 に 領域 を狭 め た後 、 シー ク エ ンス解 析 を行 っ た と ころ 、Oaslaの 翻

訳 開始 コ ドン 「ATG」 を含 む エ ク ソ ン1、 エ ク ソ ン2、 エ ク ソ ン4お よ び エ ク

ソ ン5と 相 同性 の あ る新 規 の2-5OAS遺 伝 子 様 配 列 を含 んで い る ことが わ か っ

た 。 そ こで 、 予 想 され る エ ク ソ ン1上 にPCRプ ライ マ ー を設 定 し、3'-RACE

法 に よ りcDNA全 長 を ク ロー ニ ング し、この遺 伝 子 をOasle/L6と した(図3.3.2)。

Oasle cDNAは1720bpか らな り、OaSlaと ア ミ ノ酸 レベ ル で52%の 一致 率(相

同性 は67%)を 示 す369ア ミ ノ酸 をコー ドして い る と予 想 され た 。

さ らに 、マ ウ ス2-50ASフ ァミ リー遺 伝 子 は ヒ トとの 比 較 か ら もま だ複 数 存

在 す る と予想 され た こ と、 また 、 従 来 ヒ トに比 べ て 登 録 数 が 少 な か った マ ウス
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ESTク ローンの登録 数が近年飛躍的 に増加 した ため デ ー タベ ー ス を用 いた 「in

silico」 の ク ロー ニ ン グ が有 効 と考 え られ た こ とか ら、続いてBLASTを 用 いて

マ ウスESTデ ー タ ベ ー ス を検 索 した 。 この と き、既知のヒ トおよびマウス2-

5OASのDNAお よびア ミノ酸配列 との相 同性 を指標として検索 した ところ、そ

れ ぞ れ マ ウスOasla(AA794503)、 ヒ トOAS2(BE281841,AW230357)、OAS3

(BE283110,BE371571)、 OASL(BEI36926,BE288875 ,BE282713,BE369605,

AW825512,AW825847) と相同性の高いクローンが登録されていることを発見

した。そこでこれ らの遺伝子断片の情報を元 に プ ライ マ ー を設 定 し、5'-ま た は

3'-RACE法 に よ りcDNA全 長 の ク ロー ニ ング を行 っ た と こ ろ 、ヒ トOAS1、OAS2、

OAS3、OASLに それぞれ対応 するマウスホモ ログであ る こ とが わ か っ た。

マ ウ スOaslaと 高 い相 同 性 を示 したEST ク ロー ンAA794503の 情 報 を基 に

PCRプ ライ マ ー を設 定 し、3'-RACE法 にてcDNAク ロー ニ ン グ を試 み た と ころ、

異 な る2つ のcDNAが 得 られ 、 AA794503と 一 致 す る も の をOaslg、 も う一 方

をOaslfと し た 。 Oaslf，Oaslg cDNAは と も に 約1700bpか らな り 、Oaslfは356

ア ミ ノ酸 、Oaslgは361 アミノ酸か らなるタンパク質をコー ドしていると予測

さ れ た(図3.3.3,3.3.4)。 Oaslf、Oaslgは ア ミ ノ酸 レベ ル で82%(87%)の 相 同

性 を 示 し、OaslfはOaslaと は56%(71%)、 ヒ トOASIと は52%(68%)で あ

った 。OAS1サ ブ フ ァ ミ リー 分 子 は Oasla/Oaslbを 除 い て 、 2-5OASの 酵 素活 性

に必須 とされているモチーフのうち、 ATP結 合 部 位 で あ るP-loopモ チ ー フ と

Mg2+結 合 部位 で あ るDADモ チー フ (D-box)に 変 異 を持 っ て い た(図3.3.8A)。

マ ウ スOas2cDNAは3290bpか らな り、 ヒ トOAS2と は ア ミノ酸 レベ ル で61%

(73%)の 相 同性 を示 す742ア ミ ノ酸 か らな る タンパク質をコー ドしていると

予 想 さ れ た(図3.3.5)。 ま た 、マ ウ スOas3cDNAは4728bpか らな り、ヒ トOAS3

とはアミノ酸 レベルで66%(75%) の相同性 を示す1138ア ミノ酸 か らな るタン

バ ク 質 を コ ー ド して い た(図3 .3.6)。 一方、ヒトOASLと 高い相 同性 を示す(ア

ミ ノ酸 レベ ル で65%/77%) 新規 遺 伝 子cDNAは2050bpで あ り、 511ア ミ ノ酸

を コー ドして い る と予測 され 、 Oasl2と 命 名 し た(図3.3.7)。Oas12は これ ま で

知 られ て いた マ ウスOasl/p54 (以 後 、Oasl1と す る) よ りもヒトOASLと 相 同

性 が 高 く(Oasl1は ア ミ ノ酸 レベ ル で47%162%) 、 ま た 、Oasl2/Oasl1の 相 同 性

はわ ず か50%程 度 しか なか っ た(図3 .3.8D)。 ま た 、0asl1/p54を 独 自 に ク ロー

ニ ン グ した と こ ろ、 C末 側 の塩基配列が一部異な り、ユビキチン様領域が完全

な ク ロー ンが 得 られ た(Oasl1)。 こ のcDNAク ロ ー ン は 、 理化学研究所完全長
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cDNAプ ロ ジェ ク トで既 に報 告 の あ った ク ロー ン(AKO10034)と 一致 して いた 。

この ことか ら、マウス種間の遺伝的多型であると考えられ、以後の解析には

Oasl1/p54で な く 、 こ のOasl1を 用 い て 行 っ た 。

マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リー遺 伝 子 のゲ ノム解 析

4つ の ヒ ト2-5OASフ ァミリー遺伝子のゲ ノム上の構造はすでに明 らかにな

っ て お り、OAS1、OAS2、OAS3の3つ の 遺 伝 子 は12q24.1の 約130kbの 領 域

にクラスターを形成 していること、OASLは そ こか らテ ロメア側 に1Mb以 上離

れ た12q24.2に 存 在 して い る こ とが報 告 され て い る。

そ こで 、 マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リー遺伝 子 の ク ロー ニ ン グ と平行 して 、Oasla

cDNAを プ ロー ブ と したハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンス ク リー ニ ン グお よ びOas1d

遺伝子エクソン1内 に設定 したPCRス ク リー ニ ングによって、マ ウスゲ ノム

BACラ イ ブ ラ リー よ り単 離 し た6つ のBACク ロ ー ン(58I10 ,96L18,167B5,

331G6,406G3,233G15)を 用 いて ゲ ノムマ ッ ピ ング を行 っ た。 マ ウス のゲ ノム

もお お よそ ヒ トと一 致 して お り、 マ ウスOASIサ ブ フ ァ ミ リー 、OAS2、OAS3

の3つ の遺伝子 は約220kbの 領域 にクラス ター を形成 していた。特にOAS1サ

ブ ファミリー につ いて は、OAS3の5'側 上流 に転写方 向が一致せず にクラスタ

一 を 形 成 して い た(図3
.3.9)。 一 方 、OASLサ ブ フ ァ ミ リー に つ い て は 、今 回

我々が単離 した約400kbを カバーす るBACク ロー ンコ ンティグ中には存在せ

ず 、 ヒ トと同 様 に2-5OAS領 域 近 傍 には存 在 して いな か っ た。

マ ウ ス2-5OASフ ァミ リー 遺 伝子 の分 子 系統 樹 解 析

2-5OASフ ァ ミ リー 遺 伝 子 の 分子 進化 につ いて 、 フ ァ ミ リー 遺 伝 子 で よ く保

存されている約350ア ミノ酸か らなる基本構造単位のアミソ酸配列の相同性に

基 づ い て、NJ法 を用 いて 分 子 系統 樹 を作 製 した(図3.3.10)。 この とき、Oas2、

Oas3の よ うに基本構造 を複数持っ ものについては、それぞれの基本構造単位 ご

と に分 割 して 計 算 を 行 っ た 。 そ う した と こ ろ、2-5OASフ ァ ミ リー は大 き く5

つ の グル ー プ(OAS1グ ル ー プ、OAS-C末 グル ー プ、OAS2-N末 グル ー プ、OAS3-N

末 グ ル ー プ、OASLグ ル ー プ)に 分 類 で き る ことが わ か た 。 ま た、OAS1グ ル

ー プ に関 して は
、 ラ ッ トOAS1、OAS2分 子 を含 む齧 歯 類OAS1サ ブ グル ー プ

を形 成 して い る こ とが 明 らか にな った。 さ らに 、OASLグ ル ー プに つ い て は 、

ユビキチ ン様領域を持っているニワ トリOASも 含 まれてお り、進化 の過程 の

早い時期 に分かれた ことが示唆された。

マ ウ ス2-5OASフ ァミ リー 遺 伝 子 のmRNAの 発現
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2-5OAS遺 伝子 のmRNAの 発現 につ いて検討 を行 った。 これまで、2-5OAS

遺伝子 につ いて は ヒ トでの解析 が主流であり、また、IFNの 抗 ウイル ス作用 に

主 眼をお いた研 究がな されてきたことか ら、2-5OAS遺 伝子 の発現 について は

細胞 レベ ルの解析以外、ほとんどなされていなかった。そ こで、まず未刺激の

生理的な状態での各種臓器における発現についてノザ ンハイブリダイゼーショ

ンによって検討を行った(図3.3.11A)。 この とき、OaslaとOas1bお よびOaslf

とOas18は 塩基配列 の相 同性が非常に高 いためにノザ ンハイブリダイゼーショ

ンでは区別ができないが、PCR法 による解析 では区別 のできない両者の発現 に

は差がなかった(図 示 さず)。 ヒ トOAS1の マウスホモ ログOasla/Oas1お よび

OASLサ ブフ ァミ リー遺伝子Oasl1、Oasl2は ほぼ全ての臓器 で恒常的な発現が

認 められたが、特に腸管や子宮などの粘膜系の組織および免疫系の組織で特に

強 く発現 していた。Oasl1、Oasl2は ほぼ同様な発現分布で あったが 、Oasl1は

肺 で、Oasl2は 胃で特 に強 く発現 して いるな ど、違いも認め られた。一方、ヒ

トOAS2の マウスホモ ログで あるOas2は 特 に子宮で強い発現が認め られ、ヒ

トOAS3の マ ウスホモ ログであるOas3は 腸管(特 に小腸)と 子 宮、免疫系の

組織で発現 してお り、限 られた一部の組織でのみの発現分布が認められた。ま

た、OAS1サ ブフ ァミ リー遺伝子 も発現が限局 してお り、Oas14以 外 の遺伝子

は基本的 に卵巣 で強 く発現 していた。また、Oas1c、Oas1dは 免疫系の組織で、

Oas1f、Oas1gは 小腸で の発現 も認め られ た。以上のことから、2-5OASフ ァミ

リー遺伝子 は生理的な状態 でそれぞれ異なる発現分布をしていることが明らか

になった。

次に、2-50ASフ ァミ リー遺伝子 のIFNに よる発現誘導 につ いて検討 した。

強力なIFN誘 導作用 を持 ち、疑似ウイルス感染状態を作 り出すことができるpoly

I:Cを 尾静脈 内投与12時 間後 の小腸、子宮 、肝臓、脾臓 における発現をノザン

ハイブリダイゼーションで確認した(図3 .3.11B)。OAS1サ ブフ ァミリー遺伝

子 は誘導 レベルが弱かったものの、全ての2-50AS遺 伝子 はpoly I:C刺 激 によ

り遺伝子発現 が誘導 される ことがわかった。

マ ウス2-5OASフ ミ リー 遺 伝子 の組み換 え タ ンパク質 を用 いた 解析

マ ウス2-5OASフ ァミ リー 分 子 のdsRNA結 合 能 と2-5OAS酵 素 活 性 を検 討す

る た め 、 マ ウス2-50AS遺 伝 子cDNAをpET-16bプ ラス ミ ド発 現 ベ クタ ー に導

入 す る こ とに よ り、 大 腸 菌 内 でHis-tag融 合 組 み換 え タ ンパ ク 質 を産 生 さた
。

始 め にdsRNA結 合能 を、poly I:Cと の結 合 を抗His-tag抗 体 を用 いた ウエ ス タ
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ン プ ロ ッテ ィ ン グ に よ り確 認 す る方 法 で 評 価 した(図3.3.12A-D)。2-5OASフ

ァ ミ リー分 子 は全 てpoly I:Cと 結 合 す る ことか ら、dsRNAと 結 合 す る能 力 を有

す る こ とが わ か っ た。

次 に、2-5OAs酵 素活 性 をpoly I:C結 合 組 み 換 え タ ンパ ク質 の[γ-32P]ATPの 重

合 能 力 を ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で 電気 泳 動 す る こ と によ り検 出 す る方 法 で 評

価 した(図3.3.12E-G)。Oaslaで は2量 体 か ら8量 体 程 度 の重 合 反 応 が 確 認 で

き た の に対 して 、他 のOASIサ ブ フ ァミ リー で は この よ うな重 合 反 応 は確 認 で

き な か っ た。Oas2お よびOas3は 、Oaslaに 比較 して 非 常 に重 合 活 性 は弱 い も

の の 、 ヒ トOAS2、OAS3の 報 告 と同様 、2-5OAS活 性 が ある こ とが わ か った 。

ま た、OASLサ ブ フ ァミ リー につ いて も、 これ まで の 報告 と同様 にOasllは2

量 体 の み を 形 成 す る能 力 が確 認 で きた が 、Oasl2に はそ の よ うな 活 性 が 認 め ら

れ な か った 。

以 上 の こ とか ら、 マ ウス2-50ASフ ァ ミ リー 分 子 は 全 てdsRNA結 合 能 力 は あ

る もの の 、2-5OAS活 性 につ いて は ヒ ト2-5OASフ ァ ミ リー とよ く対 応 し、齧 歯

類 特 有 の サ ブ フ ァミ リー につ いて は、OAS1サ ブ フ ァ ミ リー は活 性 が な く、OASL

サ ブ フ ァ ミ リー につ いて はRNase L活 性化 能 の な い2量 体 を合 成 す る能 力 しか

な い こ とが わ か った 。
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図3.4.1 Oasld cDNAの ク ロ ー ニ ン グ

これ まで にcDNAの 一部 の配 列 のみ が 報 告 され て いたL1遺 伝 子(Oasld)のcDNA全 長 を

5'-お よび3'-RACE法 を用 いて ク ロー ニ ング を行 った 。 報 告 され て いた 部 分(GenBank:

X55982)を 青 で 、5'-(赤)お よ び3'-(紫)RACE法 のた め に設 定 した プ ライ マ ー 部 分 を

そ れ ぞ れ 示 す 。Oasldは251ア ミ ノ酸 か らな るタ ンパ ク 質 を コー ドして い る こ とが 予想 さ

れ た 。

69



図3.4.2 Oasle cDNAの ク ロ ー ニ ン グ

Oasla cDNAを プ ロー ブ と して 用 いて2-5OASゲ ノム領 域 を含 むBACク ロー ンのサ ザ ンハ

イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ンを 行 い 、弱 く シ グナル を 与 え る領 域 の 塩基 配 列情 報 を元 に、翻 訳

開始 コ ドン を含 む部 分 に プ ライ マー(赤)を 設 計 して3'-RACEを 行 いcDNA全 長 の ク ロー

ニ ング を行 った 。Oasleは369ア ミ ノ酸 か らな る タ ンパ ク質 を コー ドして い る ことが 予想

され た 。
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図3.4.3 Oas If cDNAの ク ロー ニ ン グ

ESTデ ー タベ ー ス よ りOaslaと 相 同性 の高 い配 列 と して 見 つ か っ たESTク ロー ン

(AA794503)のcDNA全 長 を3′-RACE法 を用 い て ク ロー ニ ン グを 行 い 、PCRプ ライ マー

が ク ロス した た め に得 られ たOasIf cDNAの 全長 を示 す 。ESTク ロー ンに相 当す る部 分 を

青で 、3′-RACE法 の た め に設 定 した プ ライ マ ー 部分 を赤 で それ ぞれ 示す 。OasIfは356ア

ミ ノ酸か らな る タ ンパ ク 質 を コ ー ドして い る ことが 予 想 され た 。
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図3.4.4 Oaslg cDNAの ク ロー ニ ン グ

ESTデ ー タベ ー スよ りOaslaと 相 同性 の商 い配 列 と して 見 つ か ったESTク ロ ー ン

(AA794503)のcDNA全 長 を3′-RACE法 を用 い て ク ロー ニ ン グ を行 った 。ESTク ロー ン

に相 当 す る 部 分 を 青 で 、3′-RACE法 の た め に 設 定 した プ ライ マ ー 部分 を赤 でそ れ ぞ れ 示

す。OasIfは361ア ミノ酸 か らな る タ ンパ ク質 を コー ドして い る ことが 予想 さね た 。
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Oas 2 cDNA

図3.4.5 oas 2 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
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図3.4.5 Oas2 cDNAの ク ロー ニ ン グ

ESTデ ー タ ベ ー ス よ りヒ トOAS2と 相 同性 の 高 い配 列 と して 見 つ か ったESTク ロー ン

(AW230357, BE281841)のcDNA全 長 を5'-お よ び3-RACE法 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ を 行

った 。ESTク ロー ンに相 当す る 部 分 を 青 で 、5'-RACE法 のた め に設 定 した プ ライ マー 部

分 を赤 で 、3'-RACE法 のた め に設 定 した プ ライ マ ー 部 分 を紫 それ ぞ れ 示 す 。Oas2は742

アミノ酸か らなるタンパク質をコー ドしていることが予想された。
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Oas3 cDNA

図3.4.6 Oas3 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
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図3.4.6 Oas3 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ

ESTデ ー タベースよ リ ヒ トOAS3と 相 同性 の高い配列 と して見つか ったESTク ロー ン

(BE283110,BE371571)のcDNA全 長 を5'-お よび3-RACE法 を用 いて ク ローニ ング を行

った。ESTク ロー ンに相 当する部分 を青で、5'-RACE法 のた めに設定 した プライマ ー部

分を赤で、3'-RACE法 のために設定 したプ ライマー部分を紫それぞれ示す。Oas3は1138

ア ミノ酸 か らなるタ ンパク質を コー ドしていることが 予想された。
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図3.4.7 Oasl2 cDNAの ク ロー ニ ング

ESTデ ー タ ベ ー ス よ り ヒ トOASLと 相 同性 の 高 い配 列 と して 見 つか ったESTク ロー ン

(BE136926, BE288875)のcDNA全 長 を3-RACE法 を用 い て ク ロ ーニ ン グ を行 った 。EST

ク ロー ンに 相 当す る部 分 を 青で 、3'-RACE法 の た め に設 定 した プ ライ マー 部分 を赤 で 示

す 。Oasl2は511ア ミ ノ酸 か らな る タ ンパ ク質 を コー ドして い る ことが 予想 され た。
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図3.4.8ヒ トお よび マ ウス2-5OASフ ァ ミ リー 遺伝 子 の ア ミ ノ酸 配列 の比較

ClustalWを 用 いた マル チ ア ライ メ ン トの結 果 を示す 。(A) OAS1サ ブ フ ァミ リー 、

(B)ヒ トお よび マ ウスOAS2、(C)ヒ トお よび マ ウスOAS3、(D)ヒ トお よ び マ ウス

OASLと ニ ワ トリ2-5OAS
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図3.4.8
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マ ウ ス2-50AS領 域

ヒ ト2-5OAS領 域(12q24.1)

図3.4.9ヒ トお よび マ ウス の2-5OASフ ァミ リー遺 伝 子 のゲ ノム構 造

ヒ ト2-5OAS遺 伝 子 は染 色 体12q24.1の163kbの 領 域 に ク ラス ター を形 成 して存

在 して い る。 マ ウス2-5OAS領 域 を含 むBACク ロー ン の解 析 か ら、 マ ウ ス も ヒ

トと同様 に約220kbの 領 域 に ク ラス タ ー を形 成 して い た。 マ ウスOASIサ ブ フ

ァ ミ リー遺 伝子 群 、Oas3遺 伝 子 、Oas2遺 伝 子 の位 置 関 係 は保 存 され て いた 。

な お 、遺 伝 子 座 をボ ッ クス で 、 遺 伝子 の転 写 方 向 を矢 頭 で 示 す 。



図3.4.10ヒ トお よ び マ ウ ス 、 ラ ッ トの2-5OASフ ァ ミ リー 遺 伝 子の 分 子系 統 樹

ヒ トお よ び マ ウ ス 、 ラ ッ トの2-5OASフ ァ ミ リ ー遺 伝 子の 約350ア ミ ノ酸 か ら

な る 基 本構 造 単 位 の ア ミ ノ酸 配 列 を 元 に 、 ア ル ゴ リ ズ ム と し て はNJ法 を 用 い

て 作 成 し た 分 子系 統 樹 を 示 す 。OAS2、OAS3は そ れ ぞ れ2つ 、3つ の 部 分 を

独 立 して 計 算 を 行 っ た 。2-5OASフ ァ ミ リー 遺 伝 子は5つ の グ ル ー プ(OAS1,

C-tcrminal, OAS2N-termmal, OAS3N-termina1, OASL)に 分 類 さ れ る こ と が わ か

る 。 な お 、 マ ウ ス2-5OASは 青 で 、 そ の 中 で マ ウ ス 特 異 的 な 遺 伝 子を 赤 で 示 し

た 。
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図3.4.11 マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リー遺 伝 子の ノザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン

に よ る 発現 の解 析

(A)正 常 マ ウ スの15種 類 の臓 器 にお け るマ ウ ス2-5OASフ ァ ミリー 遺 伝 子のmRNA

の 発現 分 布

(B)PolyI: C500μgま た はPBSを 尾 静脈 内 投 与12時 間 後 の各 種 臓 器 にお け るマ ウ ス

2-5OASフ ァ ミリー遺 伝 子の 発現 誘 導
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図3.4.12マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リ一 遺 伝 子の 組 み 換 え タ ンパ ク 質 を 用 い たdsRNA

結 合 能 お よ び2-5OAS酵 素活 性 の 検 討

マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リ一 遺 伝 子をPET-16bプ ラ ス ミ ド発 現 ベ ク タ ー に 導 入 す る

こ とに よ り 大腸 菌 内 でHis-tag融 合組 み換 え タ ンパ ク質 を産 生 させ た 。

(A-D)マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リ一 分 子のdsRNA結 合 能 の 解 析:大 腸 菌 溶 解 物 にpoly

I: Cア ガ ロ ー ス を 加 え てpoly I: C結 合 物 を 分 離 し、SDS-PAGEを 行 っ た 後 、 抗His-tag

抗 体 を川 い て ウエ スタ ンブ ロ ッテ ィ ン グ を行 い、polyI: Cに 結 合 した(=dsRNA結

合能がある)融 合組み換 えタ ンパ ク質 を検 出 した。

(E-G)マ ウ ス2-5OASフ ァ ミ リ一 分 子の2-5OAS酵 素 活 性 の 解 析: poly I: Cに 結 合 した

組 み 換 え2-5OAS分 子を[γ-32P]ATPを 含 む 反 応液 中 で33℃、6ま た は12時 間保 温 し

た 後 、7M尿 素 を含 む20%の ホ リア ク リル ア ミ ドゲ ル中で 電 気 泳 動 を 行 った 。

Oaslaを 陽 性 コ ン トロ ー ル と して 用 いた 。(A, E)OAS1サ ブ フ ァ ミ リ ー、(B , F)

OASLサ ブ フ ァ ミ リ ー 、(C, D, G)Oas2, Oas3
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図3.4.12
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