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第一章緒論

人は血管とともに老いるといわれており，血管壁は年齢とと

もに障害を受けて硬化し，その破綻が心筋梗塞，大動脈癌?脳卒中

という形で現れる.この破綻の最大の原因が動脈硬化である.従っ

て，動脈硬化の発症，進展の機序の解明は，虚血性心疾患および脳

血管障害患者の予防上?最も重要な研究課題の 1っと考えられる.

本研究はこのような動脈硬化発症のメカニズムの一端を分子レベル，

遺伝子レベルで明らかにし，発症の予防や改善，治療に資すること

を目的とした.

粥状動脈硬化の最初の病変は動脈内皮表面における班点状の

脂肪沈着に端を発する.この病変は主としてコレステロールを多量

に蓄積した細胞の集合であり，粥状動脈硬化の成立にはコレステロ

ール代謝が深く関わっている.これまでのヒトにおける疫学的研究

や解剖学的研究などのマクロな研究と 3 近年の多岐にわたる分子細

胞生物学的研究などのミクロな研究から得られた成果の聞には大き

な隔たりが存在している.この問題を解決しヲ動脈硬化症の全体像

を理解するためには動物を用いた実験的研究が重要であると考えら

れ，現在では多種多様な実験動物が用いられている.

現在，動脈硬化症の発生のメカニズムを研究する上でラット

やマウスが実験動物として多く用いられているが，本来これらの動

物は動脈硬化症を容易には惹起しない.このため 3 トランスジェニ

ックまたはノックアウト動物が動脈硬化モデルとして用いられてい

る.その他にもブタ 1)やウサギ 2)3)といった比較的動脈硬化症を引

き起こしやすい動物も存在するが，これらの動物は，多くの実験グ

ループを設定して行う実験にはコストや施設面で難点がある. 一方ヲ
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鳥類は非常に動脈硬化症を引き起こしやすく，ライフサイクルも比

較的短いことからヲモデ、ル動物として特にニワトリが多くの研究者

に用いられてきた 4) しかしながら，ニワトリも成鳥は比較的大型

になり個体数を要求するような実験には適さない.これに対し， 日

本ウズラはニワトリ同様動脈硬化症を惹起しやすく，小型でライフ

サイクルもさらに短くヲ入手も容易である等の利点を備えている.

また雑食性であるため，実験的食餌性動脈硬化症の研究には非常に

適していると考えられ，近年多く用いられてきているふ7)

現在，市販(CommerciallyAvailable: CA)日本ウズラの中から

動脈硬化易発性(HyperlipidemiaAtherosclerosis Prone: LAP)系統が

確立されている 8) この LAPウズラはコレステロール負荷に反応

して著明な高コレステロール血症を呈するだけでなく，大動脈をは

じめとする弾性型の血管で強い動脈硬化性病変を示す 8)9) また，

LAPウズラは冠状動脈問塞による心筋梗塞により 6カ月の間に約

半数は死亡する 8) すなわち， LAPウズラは食餌性のコレステロ

ール負荷に対して血液及び動脈両方で非常に高い反応性を示すばか

りでなく，動物レベルでの心筋梗塞発作を誘発しうるという点で非

常に有用な動物モデルでり，発症メカニズムの分子生物学的解析に

も適していると判断された.

血中に存在している脂質は，アポタンパク質とn乎ばれる脂質

輸送タンパク質と結合し親水性の粒子，すなわちリボタンパク質と

して血液中を輸送されている. リボタンパク質には様々な種類が存

在し 3 血中におけるリボタンパク質の濃度と組成は?高脂血症や動

脈硬化症と密接に関わっている 10)Il) ウズラのリボタンパク質組成

に関してはすでにいくつか報告があり，我々の研究室でも数年にわ
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たり食餌性脂質の吸収と，体内輸送に重点を置いて， LAPウズラ

を用いた動脈硬化発症と脂質代謝との関わりを追求してきた 7)12-14)

これらの報告においては，ラットなどと比べてウズラのリボタンパ

ク質組成は少なからずヒトに近似していることも指摘されている.

さらに，脂質の吸収や肝臓におけるコレステロール代謝系酵素と，

動脈硬化易発との関連性についても研究がなされている 14) しか

し， LAPウズラの動脈硬化易発の原因については依然不明である.

そこで本研究では血中における脂質輸送に関与しているアボ

タンパク質遺伝子に焦点を絞り， LAPウズラの動脈硬化易発と関

連する遺伝子変異を迫究した.アポリボタンパク質 mRNAの組織

分布を調べた結果， LAPの小腸機能に差異がある可能性が指摘さ

れたのでう次いで，コレステロール吸収能を LAPとCA聞で比較

した. さらに小腸機能の差異に寄与する遺伝子を， Differen tial 

Display法により明らかにすることを試みた.
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第二章 動脈硬化易発性ウズラ(Hyperlipidemia

Atherosclerosis Prone: LAP)のアポリボタンパク質

遺伝子のクローニング

第一節 動脈硬化易発性及び正常日本ウズラにおけるアポ

A-Iタンパク質の構造と mRNAの組織分布およびコレス

テロール投与の影響

緒言

動脈硬化病変の発生初期には血管壁へのコレステロールの沈

着が認められる.これは肝臓から末梢組織への脂質輸送課程で生じ

る低密度リポタンパク質(LDL)が酸化修飾され，異物とみなされた

酸化 LDLはスカベンジャー受容体を介してマクロファージ内に取

り込まれる.コレステロールを多量に蓄積したマクロファージは泡

沫細胞へと変化し，との泡沫細胞が血管内皮に多量に蓄積すること

で動脈硬化病巣へと変化していくと考えられている 15) 一方，生

体内には末梢組織のコレステロールを再び肝臓へ運んで処理するコ

レステロール逆転送系と呼ばれる機能が存在しており，動脈硬化の

防御機構として重要視されている.この逆転送系で重要な働きをす

るのは高比重リボタンパク質(HDL)であり，ヒトの場合，主に肝臓

と小腸で合成され，末梢組織のコレステロールを引き抜いて肝臓ヘ

輸送することで逆輸送を行っている. ヒトにおいては HDL画分の

コレステロール値の低下は動脈硬化の危険因子のーっと考えられて

おり，動脈硬化を誘発したウサギにおいては HDLを静注する事に

8 



より動脈硬化の進展が抑制され，また，いったん生じた動脈硬化巣

の退縮も認められていることからも HDLは抗動脈硬化作用を有す

るリボタンパク質と考えられている 16)17) 肝臓及び小腸で合成され

た直後の HDLはアポ A-Iとリン脂質を主成分としておりフ血液中

を移動しながら，末梢組織の細胞膜から遊離コレステロールを抜き

取る.遊離コレステロールは HDL粒子の表面に存在している

lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT)の働きによりエステル

化され，コレステローノレエステルとして HDL粒子内に包埋される.

この酵素反応は HDLの主要アボタンパク質であるアポ A-Iの働き

により活性化される 18)また， トランスジェニックマウスとノッ

クアウトマウスを用いた検討からは，アポ A-Iは抗動脈硬化作用が

あると考えられており 18) 動脈硬化の進展と抑制に対する影響は

大きいものと推察される.

ウズラのアポ A-Iについては N末端アミノ酸配列及び

cDNA塩基配列が既に明らかになっており，各種組織における

mRNA発現量についても調査されている 19) しかしながら， LAP 

についての分子生物学的な研究は成されておらず，動脈硬化易発性

との関連についても明らかでない.そこで，本研究ではまず LAP

のアポ A-IcDNAの塩基配列の決定と各種組織における mRNAの

発現量及び血中のアポ A-Iタンパク質濃度の測定を行い，正常な日

本ウズラと比較し 3 高コレステロールlITL症および動脈硬化症の発生

との関連を明らかにすることを目的とした.
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方法および材料

実験動物

正常な日本ウズラは全て九動(株)から 2-3月齢の雄ウズラを購

入した. LAPウズラについては，大塚製薬(株)藤井記念研究所ま

たは宮崎大学獣医学部の那須哲夫助教授から同じく 2-3月齢の雄ウ

ズラを譲り受けた.飼育は，ステンレスケージにて室温 250C，12 

時間づつのライトサイクルで市販飼料を自由摂食させて行った.市

販飼料の組成はタンパク質 220)ら，脂肪 2.50ら，食物繊維 5%，灰分

14%で 2，700kcal/kgである.コレステロール食は市販の飼料に

10%コーン油と 1%のコレステロールを混合して調製しラこれを二

週間自由摂食させることで高コレステロール血症を誘導した.

RNA抽出

アポ A-IcDNAの塩基配列決定に用いる RNAは， LAP， CA 

の肝臓 0.5gを 4Mグアニジンチオシアン酸塩溶液中でホモジナイ

ズし 3 超遠心法に従って抽出した.まずフホモジネートを注射針に

数回通し， DNAを切断後フ室温で 3000rpm， 10分間遠心し，上

清を回収した.続いて， 5M CsCl溶液を 1.6ml入れ 3 その上に1.6

mlの試料を重層し，93000 x g， 16 hr， 40Cで遠心した.上清を注

意深く除去し p 透明な RNA沈殿を 4Mグアニジンチオシアン酸慌

溶液に溶解し，エッペンドルフチューブに移した.この溶液をフエ

ノールークロロホルム処理し，エタノール沈殿を行った.沈殿を TE

溶液に溶解して Tota!RNA溶液とした.この TotalRNAから市販

のキット (cDNAsynthesis module， cDNA rapid adaptor ligation 

module， Amersham社)を用いて， mRNAの精製と cDNAの合成を

10 



行った.

各種組織におけるアポ A-ImRNA発現量の測定に用いる RNA

は，普通食またはコレステロール食を二週間自由妓食させた両系統

のウズラから抽出した 0.2gの小腸，肝臓 p 日l札 j掬筋，精巣，心

臓を， 25 mMクエン酸ナトリウム， 0.5% N-ラウリルザルコシン酸

ナトリウム， 0.1 M 2-メルカプトエタノールを合む 4Mグアニジン

チオシアン酸塩溶液 2ml中でホモジナイズし，遠心分離，上清を

得る.上清に 60μ!の 2M酢酸ナトリウムと 600μlの水飽和フエ

ノーノレ， 120μ!のクロロホルムーイソアミノレアルコールを加え激し

く撹持した後 p 氷水中に 15分静置する.遠心して中間層を取らな

いように水層を分取し，イソプロパノール沈殿を行い，これを二回

繰り返した.遠心により得られた沈殿を 50μ!のジエチルピロカー

ボネート処理した MilliQ 水(DEPC水)に溶解しョ 650Cで 10分間イ

ンキュベートし， Total RNA溶液とした.

アポ A-IcDNAのクローニング

LAP， CAの肝A蔵cDNAは市販のキット (cDNArapid cloning 

module -λgt10，λ-DNA in vitro packaging module (Amersham社))

を用いてファージベクター(λgt10)にパッケージングし，プラーク

ハイブリダイゼーションを行った.

アポ A-IcDNAをスクリーニングするためのプロープは，既

知の正常ウズラのアポ A-IcDNAの 7-318番庖基の塩基配列(312

bp)と同配列の，標識された DNA断片を用いた 19) プロープの標

識には，塩基配列中のチミン(T)をフルオレセインで蛍光標識した

ウラシノレ(U)に置換することで非 RI標識を行うキットを用いた
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之輔

(ECL 3' -01 igolabeling detectIon system (Amersham社)).大腸菌へ

のファージの感染からハイブリダイゼーション，検出までは全てキ

ットの使用説明書に従った(GeneImage CI)P-star detectIon module 

(Amersham社)).

X線フィノレム上に得られたシグナルは，スキャナーで読みと

り，コンビューターの画像解析ソフト (NIHImage)を用いて蛍光の

シグナル強度を算出した.

cDNA.塩基配列決定

スクリーニングにより得られたポジティブプラーク由来のフ

アージから DNAを精製し，塩基配列決定を行った.塩基配列決定

には蛍光ダイターミネータ一法を利用した DNAシーケンシングキ

ットと DNAシーケンサーを使用した(DyeTermina tor Cycle 

Sequencing Ready Reaction (PERKIN ELMER社)).本研究では 6

種類のプライマーを用いた PrimerExtensIon法により 3 アポ A-I

cDNAの塩基配列を決定した(Fig.2-1-1). 6種類のプライマーは全

て既知の正常ウズラのアポ A-IcDNA塩基配列から設計した.

ノーザンプロットハイブリダイゼーション

LAPの小腸，肝臓，肺，f胸筋，精巣，心臓から抽出した total

RNAは，定法に従ってノーザンプロッティングを行った 20) まず

10μgの totalRNAサンプルを 4mM酢酸ナトリウム， 0.5 mM  

EDTA， 10 mM  MOPS (pH 7.0)， 6.475%ホルムアルデヒド， 50%ホ

ルムアミド溶液中で 550C，15分間変性させ， 2μ !の gelloading 

buffer(50% glycerol， 1 mM  EDTA， 0.25% BPB， 0.25% xylene 

12 



、同

cyanol)を加えた後， 8 mM酢酸ナトリウム， 1 mM  EDTA， 20 mM  

MOPS (pH 7.0)， 6.66%ホルムアルデヒドを合む 1%アガロースゲ

ルで電気泳動を行った.泳動緩衝液は 8m!v1酢酸ナトリウム 1

mM  EDTA， 20 mM  MOPS (pH 7.0)で， 100 V， 30分間泳動した.

泳動後のゲルは滅菌水中で 2分間穏やかに浸透し，これを 3回繰り

返した.続いて， 20 x SSC(3 M NaCI， 0.3 1¥1 Na citrate)中で 10分

間穏やかに浸透し，これを 2回繰り返した。このゲルをニトロセル

ロースメンプラン上ににトランスファーし， 80oC， 1 I時間感熱処理

することでメンプランに RNAを回定した.これを，先のスクリー

ニングの時と同様にハイブリダイゼーションを行い，シグナルを検

出した.プロープはスクリーニングと同様のものを用い?検出法は

キットのプロトコールに従った.

各種組織におけるアポ A-ImRNA発現量測定

各種組織から抽出した totalRNAのブロッティングはドット

プロッティング装置を用いて定法に従って行った.まずョ total

RNA5μgを， 40μlの 1x SSC， 6.59るホルムアルデヒド， 50%ホル

ムアミドを合む溶液中で 680C，15 min.インキュベートし， 80μlの

20 x SSCを加えた.ナイロンメンプランはあらかじめ 10x SSC 中

で 1hr平衡化した後，プロッティング装置にセットした.プロッ

テイング装置のスロットをまず 400μiの 10x SSCで洗浄した後，

サンプルを添加した.サンプノレが全てメンプランに吸引されたら再

び 400μlの 10x SSCで洗浄し，全て吸引した.ブロッティング装

置から取り出したメンプランは 254nmの lJVを 10min.照射して

RNAをメンプランに固定した.ハイブリダイゼーションに用いる

13 



プロープ及び検出法は，先に述べたスクリーニングと同様に行った.

また，未標識のプロープを段階的に逐次希釈してプロットして，同

様のプロープでハイブリダイゼーションを行い，得られたシグナル

強度から標準曲線を作成し， mRNA濃度を算出した.

イムノプロットハイブリダイゼーション

普通食またはコレステロール食を投与した LAP，CAウズラ

の小腸及び肝臓におけるアポ A-Iタンパク質の発現量を測定するた

め，ウ-ェスタンプロットハイブリダイゼーションを行った.小腸，

肝臓組織 0.2gをタンパク質溶解液(50mM  KPB， 6 M Urea， pH 

8.0)1 ml中でポリトロンで破砕し， 13000 rpmで 30分間遠心した

後，上清を得た.余分な脂質を除去するために以下の操作に従って

試料を脱脂した. 500μ!の上清を 20倍量のエタノール:エーテ

ル(3:1)溶液中に滴下し-70oCで一晩静置した. 3000 rpmで 5分間

遠心し，沈殿を 5mlのエタノール:エーテノレ(3:1)溶液に再懸渇す

る.ー70oCで 1時間静置し，遠心した.沈殿を 5mlのエーテルに

懸濁し， -70 oCで 1時間静置後，遠心し，この操作を二回繰り返し

た.得られた沈殿を 500μlのタンパク質溶解液に再溶解し，遠心

後の上清をアボタンパク質溶液とした. 2.0μgの脱脂後のタンパ

ク質を 20%メタノールを合むタンパク質溶解液に溶解し， ドット

ブロッティング装置を用いて，ニトロセルロースメンプランにスポ

ットした.検出には市販のキットを用いた(ECLWestern blotting 

products (Amersham社)).プローブとして，精製したウズラアポ

A-Iタンパク質を抗原とするウサギ抗血清を調製し，キットのプロ

トコールに従いアポ A-Iの検出を行った.得られたシグナル強度は

14 



mRNA発現量の測定と同様に，既知濃度のアポ A-Iタンパク質を

用いて作成した標準曲線により推定した.

ウエスタンブロットハイブリダイゼーション

10μgの血清タンパク質を 15%SDS-PAGEで泳動し，定法

に従ってニトロセルロールメンプランにエレクドロプロットした

20) まず，泳動後のゲルをあらかじめ 10mMCAPS，10%メタノー

ノレ(pH11.0)を合むエレクトロプロッティングノミッファーで湿らせ

たポリ-ビニリデンジフルオリド(PVDF)フィルターに密着させ，エ

レクトロプロッテイング装置(ATTO)で 168mA， 1時間，エレクト

ロプロッテイングを行った.メンプラン上の目的タンパク質の検出

はイムノプロットと同様に行った.

統計解析

本実験の有意差検定は二元配置の分散分析により行った 21) 

グラフの肩文字の大文字は系統間，小文字は食餌の影響における省

意差を表しており，危険率 5%以下で有意差のある場合には異なる

文字を付した.

15 



結果

ラムダファージ cDNAライブラリーをスクリーニングした結

果， CAで 3クローンヲ LAPで 5クローンのポジティブクローンを

検出し，全てのクローンの塩基配列を決定した.塩基配列決定に用

いたプライマーと，その決定部位を Fig.2-1-1 Aに示した. LAPア

ポ A-IcDNAの塩基配列は全長 990bpで， 44番目の開始コドンか

ら836番目の終止コドンまでに 792bpのオープンリーディングフ

レーム(ORF)を合んでおり， 264残基のアミノ酸をコードしている

と推定された(Fig.2-1-1 B). CAと比較すると LAPは cDNAの塩

基配列で 472番目 (G→A)と927番目 (C→T)に一塩基づつの変化が

認められた.特に 472番目の変異は ORF内の変化であったが，コ

ドン冗長性の範囲内の変異であり p 推定されるアミノ酸配列に変異

は認められなかった.また， CAの cDNAの 3'末端においてはポ

リA付加シグナルからポリ Aまで 13塩基であるのに対して， LAP 

では 24塩基あり 3 系統間で 11塩基の差異が認められた.この塩基

配列の違いは LAPの 5クローンのうち 3クローンにおいてのみ認

められた.

LAP， CAウズラを普通食またはコレステロール食で二週間飼

育した後ヲ各種組織において発現している mRNAについてノーザ

ンブロット解析をおこなった(Fig.2-1-2). 測定の結果， LAPウズ

ラにおいてアボ A-Iはほとんど小腸と肝臓で合成されていることが

分かった.発現の分布をバンドの濃度から推定すると，約 93%が

小腸及び肝臓で合成されていることが明らかになった. LAP， CA 

ウズラのコレステロール投与群の血中コレステロールレベルはそれ

ぞれ， 3950 mgjd¥' 580 mg/dlであった.
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続いて，普通食またはコレステロール食を与えた場合の各種

組織におけるアポ A-ImRNAの発現量を CA，LAP問で比較した.

アポ A-ImRNAの発現量はほとんど全ての組織において CAより

もLAPで高かった(Fig.2-1-3). 肝臓，胸筋，心臓においてはコレ

ステロール食の投与により CA，LAPともにアポ A-ImRNAの発

現量が増大したが， LAPの方が増加の度合いがより顕著であった.

また小腸ヲ肺においては食餌コレステロールに関係なく LAPで発

現量が高くなっていた.

次に，アポ A-ImRNA発現の主要な組織であった小腸と肝臓

について，実際にタンパク質レベルでどの程度のアポ A-Iが発現し

ているかを評価するため，イムノプロットを行った.小腸，肝臓タ

ンパク質中のアポ A-Iタンパク質濃度は mRNA発現量と異なり，

系統問及び食餌の影響を受けなかった(Fig.2-1-4). しかし，アポ

A-Iは分泌タンパク質であるため合成されたタンパク質は直ちに血

中へと放出されていくと考えられる.そこで血中のアポ A-Iレベル

についての測定を行った結果，コレステロールを負荷した LAP，

CAウズラの問にアポ A-I濃度の差は認められなかった(Fig.2-1-5).
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B 

工nitiatecodon 
「一一1

GCAGAGCGGAGCAGCGGCAGGACAGAGCCGGTTCAGCCCGAAGATGAGAGGCGTTCTGGTGACCCTCGCTGTGCTCTTC'rTGACGGGCAC 90 (L) 
*倉台****合****台合合合**会合合***合合食合**食合唱陵会合**会合食合金*合台、・*合合***会合.会合合合*合 唱食合会合合合唱陵台合会含合唱骨*舎合・合会合唱借合唱骨合唱伝合唱除合*

GCAGAGCGGAGCAGCGGCAGGACAGAGCCGGTTCAGCCCGAAGATG~GGCGTTC'rGGTGACICCTCGCTGTGCTCTTCTTGACGGGCAC 90 (N) 
L一」

CCAGGCCCGCTCC'rTCTGGCAGCACGATGACCCCCAGACACCCCTGGACCGCATTCGGGATATGTTGGACGTCTACCTGGAGACGGTGAA 180 (L) 
合*合合合**金**合合台合禽合合会合合会合*合合合合会合合合*合合***台合合合*合***合合禽倉台合会合合合合会合合合*会合倉台合金**台台***会食合会合***合合*食合合合

CCAGGCCCGCTCCTTCTGGCAGCACGATGACCCCCAGACACCCCTGGACCGCATTCGGGATATGTTGGACGTCTACCTGGAGACGGTGAA 180 (N) 

GGCCAGTGGCAAGGATGCCATCTCCCAGTTCGAGTCCTCTGCTGTGGGCAAACAGCTTGACCTGAAGCTGGCTGACAACCTGGACACGCT 270 (L) 
***合*合**食合食食会会合含****合会合合合合*合合台***会*食合唱食会合*********合*********食会合唱.**食合会*******合会*合合合合合**会合合会合

GGCCAGTGGCAAGGA TGCCATCTCCCAGTTCGAGTCCTCTGCTGTGGGCAAACAGCTTGACCTGAAGCTGGCTGACAACCTGGACACGCT 270 (N) 

GAGTGCTGCGGCTGCCAAACTGCGTGAGGACATGACTCCCTACTACAGGGAGGTGCGCGAGATGTGGCTGAAGGACACCGAAGCTCT'1'CG 360 (L) 
合合合合脅舎合合合**会合合金合合合*合**合**合合合会合合会合合*合合****合*合合合合会****会合唱.*会食合*****合合会**合会**会合会合合*合会*合合唱骨***合合

GAGTGCTGCGGCTGCCAAACTGCGTGAGGACATGACTCCCTACTACAGGGAGGTGCGCGAGATGTGGCTGAAGGACACCGAAGCTCTTCG 360 (N) 

TGCTGAGCTGACCAAGGACCTGGAGGAGGTGAAGGAGAAGATCCGACCCTTCC'1'GGACCAGTTCTCTGCCAAGTGGACCGAGGAGGTGGA 450 (L) 
含合合会合合合合**合合*合合合**合合会*****合**合**合合合*合*****合****************合**合***合会合*合**合会合合*倉*合会，借金***合会合

TGCTGAGCTGACCAAGGACCTGGAGGAGGTGAAGGAGAAGATCCGACCCTTCCTGGACCAGTTCTCTGCCAAGTGGACCGAGGAGGTGGA 450 (N) 

Gln Leu PどO
Arg Ala val 

GCAGTACCGCCAGCGCCTGGCACCCGTGGCTCAGGAGCTGAAGGATCTGACCAAGCAGAAGGTGGAGCTGATGCAGGCCAAGCTGACCCC 540 (L) 
会合合台食合会合合合*食合合合会合合会合* *食合食合合合**会合合会合合禽禽合合合唱除***合合*合唱像*合唱・・*台合*合唱信合禽合唱ー*合*・**合合合合会合.合唱・**合唱台合*・**ォー

GCAGTACCGC~GCGCCTGGCGCCCGTGGCTCAGGAGCTGAAGGATCTGACCAAGCAGAAGGTGGAGCTGATGCAGGCCAAGCTGACCCC 540 (N) 
Gln Leu Pro 
Arg Ala Val 

AGTGGCCGAGGAGGTTCGGGATCGTCTGCGTGAGCAAGTGGAGGAGCTGCGCAAGAACCTGGCGCCGTACAGCAGCGAGTTGAGGCAGAA 630 (L) 
*合合合****合会合合合*合***会合*合唱卸会合合**唱陵台*台合**・*企**合*倉台***合合唱・合合会*合合唱k禽合倉台*唱俊樹合食合唱・*合唱台*台**合官会食合合合唱骨合会合合合倉台

AGTGGCCGAGGAG伺 TCGGGATCGTCTGCGTGAGCAAGTGGAGGAGCTGCGCAAGAACCTGGCGCCGTACAGCAGCGAGTTGAGGCAGAA 630 (N) 

GCTGAGCCAβAAGCTGGAGGAGA TCCGTGAGAGGGGCATCCCTCAGGCTTCCGAGTACCAGGCCAAGGTGGTGGAGCAGCTCAGCAACCT 720 (L) 
合**合*台合合合*会合合合合合合*合******合合合合**合合合*合合合合合合会合**********合食合会合合会*合合*合合会**合*合合合合唱命合唱t*食合合*・*会合唱・・ 4・

GCTGAGCCAGAAGCTGGAGGAGA TCCG'l'GAGAGGGGCATCCCTCAGGC'1'TCCGAGTACCAGGCCAAGGTGGTGGAGCAGCTCAGCAACCT 720 (N) 

GCGTGAGAAGA TGACGCCTCTGGTGCAGGAA TTCAAGGAGCGCCTCACCCCCTA TGCTGAGAACCTCAAGAACCGCTTGATCGACCTCCT 810 (L) 
*合**合合********合会******合*合合合*合合********合合合**合合唱骨合合*合******合唱・*合*合*合・'除合*合合禽合合倉合唱.*合唱.**・***，除合食***

GCGTGAGAAGATGACGCCTCTGGTGCAGGAATTCAAGGAGCGCCTCACCCCCTATGCTGAGAAC:CTCAAGAACCGCTTGATCGACCTCCT 810 (N) 

stop codon 
「ー--，

GGA TGAAGTCCAGAAGACCATGGCCTGAGCTGCTGGCCCAGGGACTGAGCCCAGGCCA TGCCGGCCCCCAGGAGACCCCTCCTTACCCTC 900 (L) 
**合合合合会***・合食合会食合・・*倉台**合*************合合合合合合*合唱除.合合合会**合台合*・**倉台*.*合*合*合唱l>.*********台合合合合唱曾合**

GGATGAAGTCCAGAAGACCATGGCCTGAGCTGCTGGCCCAGGGACTGAGCCCAGGCCATGCCGGCCCCCAGGAGACCCCTCCTTACCCTC 900 (N) 
L-J 

CTCTATCTCCCACCCCCACCCCGACCTGGAGTCCGTCTCAGCTTTGCCATTCTTTTGTCAAATA~CGTGACTTAAぽTA'1'TGGAGCTCA -Poly(A) 990 (L) 
倉台合*・合金合，・・*倉台合合**合合**合**・合 合***'*台合唱@台 、・"合令**合合合唱.合唱除**合合合**食合、合*合**合唱除合*合合唱b・**.**合合唱.含

CTCTATCTCCCACCCCCACCCCGACCCGGAGTCCGTCTCAGCTTTGCCATTCTTTTGTCAAATA~CGTGACTTAAGTT -Po1y(A) 979 (N) 

Fig.2-1-1 B: Nucleo七ideSequence of Apo A-工 cDNA.

Comparison of nucleo七idesequence of apo Aー工 cDNA be七weenLAP 

and normal s七rain. Upper (L) and lower (N) lines respec七ivelyshow 

七hesequence for LAP and normal s七rain. Deduced amino acid 

sequence is only shown a七七hesi七e WherE~ changes in DNA sequence 

七ookplace. 
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Fig. 2-1-2: Northern Blot l!Ulalysis 

of the Apo A-I mRNA Distribution in 

Various Tissues of LAP Quail. 

Total RNA was analyzed as 

described in Materials and Methods. 
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考察

正常な日本ウズラのアポ A-I遺伝子については既に多くの知

見が得られている [9) 今回の研究で決定した LAPウズラのアポ A-

1 cDNAから推定されたアポ A-Iのアミノ酸配列は CAウズラの場

合と同ーと判断された.タンパク質の一次構造に変化がないことか

ら，その立体構造や構造的特性についても CAウズラと同様である

と考えられた. mRNAの 3'末端における 11ヌクレオチドのギャ

ツプ配列が LAPウズラの 5クローン中 3クローンで確認されてい

る.全く同配列のギャップがニワトリにおいても報告されている

22) 今回の結果からは LAPウズラにおいてのみこの 11ヌクレオチ

ドのギャップ配列が確認されたが，さらに多くの cDNAクローン

について調査を行えば，ギャップの有無による mRNA分子種のば

らつきが CAについても認められる可能性があると思われる.この

ギャップの役割についての見解は得られていないが?おそらくポリ

A付加配列を認識した後の RNAポリメラ-ゼの DNA認識の影響

によるものと考えられる .mRNAのポリ A付近の塩基配列の変化

がタンパク質への欄訳に影響するという報告はなく，今回の場合も

翻訳への影響はないと考えられた.

LAPウズラにおけるアポ A-ImRNAの組織分布のパターンは

CAと類似しており 3 組織問における発現パターンの差異が LAP

の動脈硬化症の発症と関連している可能性は少ないと考えられた.

アポ A-ImRNAの組織分布については LAPとCA間で明確な差は

認められなかったが，絶対的な mRNA発現量と?食餌性コレステ

ロールに対する応答性に LAPとCA間で顕若な差が認められた.

発現量の少ない肺，E掬筋，精巣，心臓においても系統閉またはコレ
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ステロールに対する反応性に明確な差が認められた.特に心臓では

食餌性コレステロールの負荷により LAPにおける mRNAの発現量

が増大しており，これは心臓からのコレステローノレの逆輸送が促進

されていることを反映しているものと考えられた. LAPウズラに

おける心筋梗塞症の発症とアポ A-ImRNA発現量の増大は関連し

ている可能性も指摘できる. しかしながら，絶対的な mRNA発現

量が少ないため，心筋梗塞との関連性には疑問も残る.

一方，アポ A-ImRNA発現の主要な組織である小腸，肝臓で

はコレステローノレに対する応答性に LAPとCA聞で差異が認めら

れた. LAPウズラの小腸では食餌性コレステローノレの負荷の影響

は認められず，常に高いアポ A-Iレベノレが維持されていた.消化吸

収された脂質は小腸吸収上皮細胞内でリボタンパク質として再合成

され? リンパ管を経て循環系へとはいる.アポ A-Iはリポタンパク

質合成の必須成分であることから， LAPウズラ小腸の高いアポ A-I

合成能力は，脂質吸収能力が LAPウズラでは潜在的に高いことを

示唆している. CAウズラではコレステロール負荷により mRNA

発現が僅かに上昇しただけであった.肝臓においても， LAPで CA

より有意に発現量が高く，コレステロール負荷によって両系統でさ

らに発現量が上昇しており，コレステロール逆輸送がさらに促進さ

れたものと考えられた. しかし， mRNAから翻訳されるアポ A-I

タンパク質の組織内濃度においては系統閉または食餌コレステロー

ルの影響はほとんど認められず?実際に機能する場である血中濃度

も系統問で差異は認められなかった.これは、アポ A-Iタンパク質

の合成は， mRNAへの転写のみならず糊訳レベルにおいても調節

されていることを示唆しているものと考えられた.つまり， LAP 

25 



においてヲ高い mRNA量が血中濃度に反映されないのはアポ A-I

合成が翻訳レベルで阻害されていることを示唆していると考えた.

今回の研究では，アポ A-I遺伝子の構造には系統問での明石在

な差は認められなかったが， LAPウズラ小腸ではアポ A-ImRNA 

の発現レベルが恒常的に CAよりも高いことが明らかになり，小腸

機能，特に脂質吸収能が LAPウズラでは高いことが示唆された.

また，アポ A-I合成においては mRNAの発現すなわち転写レベル

のみならず，翻訳レベノレでの調節機構にも何らかの差異があること

も示唆された.
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小括

動脈硬化易発性(LAP)ウズラのアポ A-IcDNAの塩基配列，

mRNA発現量の分布，食餌性コレステロールを負荷したときの各

種組織における mRNA発現量の変化を CAウズラと比較した.

LAPのアポ A-IcDNAの塩基配列は CAと比較して，タンパ

ク質の一次構造に影響する変異は認められなかった.

各種組織における mRNAの発現量の分布は約 90%が小腸と肝

臓に集中しており，この二組織がアポ A-Iの主要な合成組織である

ことが示された.組織分布のパターンについては CAの場合とほぼ

同様であった

食餌性コレステロールの mRNA発現量に対する影響を調べた.

LAPの小腸は恒常的に高レベルのアポ A-ImRNAを発現しておりう

食餌性コレステロールによってはほとんど影響されなかった.肝臓

においても LAPで高レベルの発現が認められた.食餌性コレステ

ロールの負荷によってどちらの系統も発現量が増大していたが，

LAPの方がより感受性が高かった.発現の絶対量が小さいながら

も， / J¥腸，肝臓以外の末梢組織においても， LAPにおいて mRNA

発現量の増大が認められた

mRNAの発現レベルでは差が認められたにも関わらず，組織

および血中のアポ A-Iタンパク質濃度には差が認められなかった.

アポ A-I遺伝子の構造には動脈硬化を誘起する変異は認めら

れなかったが， LAPウズラ小腸のアポ A-I合成長が顕著に高いレ

ベノレに維持されていることが明らかになり，小腸機能の差異がコレ

ステロール負荷に対する LAPウズラの高い感受性と関連する可能

性が指摘された.
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第二節 動脈硬化易発性及び正常日本ウズラにおける主要

な低分子量アポリボタンパク質の構造と mRNAの組織分

布及びコレステローノレ投与の影響

緒言

前節では全てのリボタンパク質中に最も多量に存在している

アポ A-1の遺伝子構造を LAPとCA閣で比較した. しかしながら，

動脈硬化易発性を説明できる遺伝子変異は認められなかった.

過去の報告で日本ウズラの全てのリボタンパク質函分に?ア

ボタンパク質 C群に相当すると思われる低分子量アボタンパク質

(low molecular weight apolipoprotein: LMWÞ~.)の存在が示されてい

る.このアボタンパク質は比重の大きなリボタンパク質中に，より

多く存在しており，全体のアボタンパク質の約 10%を占めていた.

一般的に，分子量 10kDa以下のアボタンパク質はアポ C群であり 3

現在 C-I， C-1L C-11I， C-IV が報告されている 23-~7)アポ C-II に

は脂肪細胞がトリアシルグリセロール(TG)を取り込む際に必要な

リポプロテインリパーゼ(LPL)を活性化する作用がある 28)29) アポ

C-I， C-IIL C-1Vの機能の詳細は不明であるが?アポ C-I11には

LPLの阻害作用が認められている 30-36)またヲアポ C-IとC-IIIの

トランスジェニックマウスでは血中の中性脂肪の上昇が見られ，

TGに富むリボタンパク質の異化の抑制に関与していると考えられ

ている 37) 一方 3 ヒトにおける家族性動脈硬化症は， 一部は遺伝

的な原因により HDL中のアポ Aーし C-IIIが不足することにより引

き起こされていると考えられている 38) LAPウズラの動脈硬化易
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発も?アポ C群の変異により引き起こされている可能性が考えら

れたので，今回の研究ではアポ Cタンパク質に相当する，主要

LMWAの遺伝子構造および組織における m.RNAの発現を比較し，

LAPにおける動脈硬化易発性との関連を明らかにすることを目的

とした.
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方法および材料

実験動物

使用した LAPウズラは全て宮崎大学獣医学部の那須哲夫助教

授から譲与していただいた.その他の方法は全て前節に 11頃じた.

血清総アボタンパク質の調製

普通食を二週間投与した 15羽の CAウズラから血液を採取し，

超遠心法により全てのリボタンパク質を回収した.超遠心は，比重

d = 1.210で 180000x g， 15時間行った.得られたリボタンパク質

は前節のイムノブロットに用いたサンプノレと同様の方法で脱脂を行

い，アボタンパク質サンプルとした.

N末端アミノ酸配列決定

血清総アボタンパク質を電気泳動で分離後，前節のウエスタ

ンプロットハイブリダイゼーションで述べた方法に従い PVDFメ

ンプラン上にエレクトロプロットした.メンプラン上の目的のタン

パク質のバンドを切り出し，プロテインシーケンサー(モデ、ル

473A(Applied Biosystems))により N末端アミノ酸配列を決定した.

主~ LMWA cDNAのスクリーニングと抱基配列決定

cDNAライブラリーは前節の実験で作製したものを用いた.

プラ-クハイブリダイゼーションによるスクリーニングのためのプ

ロープとして主要 LMWAの N末端アミノ酸配列(1-15残基)から

設計したの塩基の DNA断片(5'-

GA( C， T) GCI CCI G A( C， T) AAGAAGGAGGCI GTI A TG AAGAAGA 
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TGCAGGAG -3')を合成した.プロープの標識には 3'末端の蛍光

標識キット (ECL3' -01 igo1abeling detection system (Amersham 

Internationa1))を用いた.標識プローブの検出にも市販のキット

(Gene Image CDP-star detection module (Arnersham International)) 

を用いた.得られたポジティブクローンは， λファージ DNA内部

の EcoRIクローニングサイトの境基配列を基に合成したのプライ

マー(5'-GCTGGGTAGTCCCCACCTTT-3' (forward)， 5'-

CTT ATGAGT ATTTCTTCCAGQGTA-3' (reverse))を用いた PCR

によりインサート DNAを増幅した. PCRの増幅産物をアガロー

スゲルで分離後ゲルカッティング法により目的のインサート DNA

を回収し，シーケンシング用の鋳型とした. Thermo Sequenase 

pre-mixed cycle-sequencing kit(Amersham International)を用いて塩

基配列を決定した(蛍光式パーソナル DNAシーケンサー(目立)).

RNAの調製

RNAは前節の実験で調製したものを用いた.

ノーザンプロットハイブリダイゼ-ション

LAPの小腸，肝臓， J.怖，胸筋，粕巣，心臓から抽出した総

RNAを用い?定法に従ってノーザンプロッテイングを行った 20)

プローブ及び検出法は?先に述ベたスクリーニングと同様に市販キ

ットのプロトコールに従った.

統計解析

本実験の有意差検定は二元配置の分散分析により行った 2l)
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グラフの肩文字の大文字は系統問，小文字は食餌の影響における有

意差を表しており?危険率 5%以下で有意差のある場合には異なる

文字を付した.
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結果

総アボタンパク質を 150るの SDS-PAGEで分析した結果を Fig.

2-2-1に示した.分子量 6200のアポ C相当の低分子量アボタンパ

ク質(LMWA)がアポ A-Iに次いで多量に存在していることが示され，

分子量 14kDa以下の低分子量アボタンパク質の約 459るを占めてい

ることがデンシトメーターを用いた計測で明らかにされた.

タンパク質のバンドを PVDFメンプランに転写し，プロテイ

ンシーケンサーにより N-末端の 35残基のアミノ酸配列を決定した.

この N末端アミノ酸配列の 1残基から 15残基目までを基に設計し

た 45塩基のプローブを用いたプラークハイブリダイゼーションに

より LAP，CAウズラの主要 LMWAの cDNAクローンを得た. 日

本ウズラの主要 LMWAcDNAは全長 498bpで 17番目から 250番

目までに一つの ORFが存在しており 78残基のアミノ酸をコード

していた(Fig.2-2-2). LAPウズラの LMWAの cDNA塩基配列は

CAと同ーであり変異は認められなかった. cDNAより推定された

N末端のアミノ酸配列は，アミノ酸配列決定により明らかになった

お残基と一致することから 3 目的の cDNAクローンが得られてい

ることが支持された.また N末端の上流の 21残基はシグナルペ

プチドまたはプロペプチドであると推察された. J1t測されたアミノ

酸配列から算出される分子量は 6420Daで， SDS♂AGEから算出

した約 6200Daと近似していた.

日本ウズラの主要 LMWAの構造的特徴を明らかにするため，

ヒトを合む各種 11甫乳類のアポ C-l， C-II， C-III 及びニワトリのアポ

C_IIJ9lとアミノ酸両日列を比較した(Fig.2-2-3)" ウズラのしMWAは

分子量では C-Ivこ近似していたが 3 ヒトアポ C-I， C-II， C-III及び
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ニワトリアポ C-IIいずれとも高い相向性は示さなかった. しかし

ながら，相対的にはアポ C-IIIに対する相向性が最も高くフ約 28%

であった.

ニワトリアポ C-IIと晴乳類アポ C-IIの相向性は全体としては

低いが， リボタンパク質リパーゼ(LPL)との結合に関与していると

考えられている，タンパク質の C末端ドメインは哨乳類，鳥類を

問わず高度に保存されていることが知られている 39) ウズラ

LMWAにはこの LPL結合ドメインの存在が確認できないことから，

本アボタンパク質がアポ C-II様に機能している可能性は少ないと

判断された.

一次構造上の相向性を比較するだけでは主要 LMWAがアポ C

タンパク質のどのサブグ、ループに属するかは特定できなかった.そ

こでアミノ酸の配列を極性の大きさで表したときの配列のパターン

(hydrophobicity profile)40-41)をヒトの C-I， C-I1， C-IIIと比較した

(Fig.2-2-4). このパターンはアミノ酸配列の疎水性を-1から +1ま

での範囲で表し，値が大きいほど疎水性が高いことを示す.主要

LMWAのアミノ酸残基数は 57であるのに対し， ヒトアポ Cーし C-

11， C-IIIはそれぞれ 57，79， 79とそれぞれアミノ酸残基数が異な

るため，最小の 57残基の範囲でパターン類似率を算出した.この

場合のパターン類似率は-1から 1までの範四で表され 1に近いほ

ど相向性が高いことを意味する.ウズラ LMWAとヒトアポ C-Iと

のパターン類似率は 0.21， C-IIとはアミノ般 2から 58残基の範閣

が最大で 0.55，C-IIIにおいては 20から 76残基の範聞が最大で

0.62であった.

アボタンパク質の構造に関するとれまでの研究において，ア
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ボタンパク質に共通の性質である両親媒性を可能にさせる二次構造

として， αヘリックス構造が報告されている 43・45) ウズラ主要

LMWAについても? 二次構造を計算により推定した.アミノ酸の

9から 33残基に非常に明確な両親媒性 αヘリックス構造が認めら

れ，親水性の環境下で疎水性の脂質を輸送するのに都合の良い立体

構造を持つことが示唆された(Fig.2-2-5).

次にこの LMWAの mRNAの各種組織における発現量の分布

を測定した.ウズラ LMWAは主に肝臓で合成されており，肝臓以

外では小腸においても僅かに合成されているようであった(Fig.2-

2-6). またその他の末梢組織，心臓，肺，胸筋，精巣においてはほ

とんど LMWAmRNAの発現は認められなかった.

肝臓における LMWAmRNA発現に及ぼす食餌性コレステロ

ールの影響を LAPとCAで比較した.肝臓における LMWA

mRNAの発現はコレステロール負荷により影響を受けず，系統聞

にも有意な差は観察されなかった(Fig.2-2-7). 
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Fig. 2-2-1: Electrophoretic patterns of the quail 

serum apoproteins on 15毛 SDS-polyacrylamidegel 

electrophoresis (PAGE). 

Lane 1: 七hepartially purified 

apoproteins(10 μg); Lane 2: molecular weight 

standard. 
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U斗A 

1 GCACAGCGTAGCAGCCATGAGGGTCTCCATCCTACTCCTGTTCACCTTTGTGGCCATCCTGGCAGTGGGAGCACGGGCTGATGCTCCCGA 90 

1 lM R V S I L L L F T F V A I L A V G A R A I D A P D 25 

91 TAAGAAAGAGGCGGTGATGAAGAAGATGCAGGAGCTCATCAAGGAAGCCACCGAGGCAGTCAAGACTGCCATGACCATAATGCGTGAGTC 180 

26 K ~__ E_A__ V M __~_K_~_ ~_E _t._ -1___~_ ~_ A __':t'__E_~__V: K T一五」旦-~-~ M IL-~~ 55 

181 AGATGCAGCTCAGCAAGCCAGGACATGGCTGTCAGACAACACCAACGTGGTGAAGCAGCAGCTGGCGCAGTGAGGGAGCAGGTGACCGCG 270 

56 D A A Q Q A R T W L S D N T N V V K Q Q L A Q * 78 

271 CTCTTGAAGCAGACACCAAGCGCATAGCCCGGCTGTGGGCTGGTGGGGGTCCTGCCCCCCATCCCATACACAGCACCATTTCACAGAATC 360 

361 ACAGAATTATCAAGGTTGGAAAAGACCTAGAAGATCATCTAGTCCAACCATTCCCAATACTTCCCGACTAAATCATATTCATCAACACAA 450 

451 CATTTCCTTTCTGTTGTGGTTCTTGC主主主主主主GTGGAGCTGGAGTGAG -Po1y(A) 498 

Fig. 2-2-2: Nucleo七ideand deduced amino acid sequences of the quail LMW apoprotein. 

The sequences of 七heputa七ivesignal pep七ideand de七errninedN一七errninalamino acids 

are boxed and underlined， respec七ively. The double underline indica七es七he
polyadenila七ionsignal. 



A 

LMW apopro七ein

Human C-工

Baboon C-工

Oog C-工

Ra七 C-工

10 40 50 20 30 

1 DAPDKKEA VMKKMQEL工K EATEAVKTAM 'l~工MRESOAAQ QARTWLSONT 48 

1 TPDVSS ALDK工.KEFGNTLEOKARELI SR工KQSELSAKMREWFSETF 46 

APDVSS ALOlU.KEFGN TLEDKAWEVI NR工KQSEFPAKTROWFSETF 46 

1 AGE工SSTFER IPD京工ぷEFGNTLEDKARAAI E:SIKKSD工PAKTRNWFSEAF 50 

1 APqFSSA四 S LP郎邸町~ T~OKARAAI E:B認 QKEIM工 KTRNWFSETL 50 

60 70 80 90 100 

LMW apoprotein 49 NVVKQQLAQ 57 

Buman C-工 47 CKVKEK工.KIO S 57 

Baboon C-I 47 Rl'¥VKEKLKIN S 57 

Oog C-I 51 KKVJ.aBLP:TA FS 63 

Rat C-工 51 NKMKEKLP¥TT FA 63 

B 
10 20 30 40 50 

LMW apopro七ein 1 OAPOKKEAVM KKMQEL工KEATEAVKTAMT工 MRESCAAQQARTWLSONTNV 50 

Chicken C-工工 1 RPTSSOPPQT PQPPQSSQLT QLGSAAVGLL GRGVKVAGGL LERLRPPTTP 50 

Buman C-I工 l τQQPQQmMPEmPSpPA工mよatSqvxssLSSWBSAKTAAQNZYZ紅白.PAVD 46 

Monkey C-工工 l AQLPQQ OE 羽田早，sSYWESλKAAA~ YEKTYLPAVD 46 
Bovエne C-工工 l AEVPQQ PEASSPsAaZL4L，T T QVQESLLGYW DTaxaAZLQEKL玄KKTYLl'AVD 46 
Oog C-工工 l AHESQQ OETTSSALLT QMQESLYSYW GTARSAAEOL YKKAYFTTMD 46 
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Fig. 2-2-3: Comparison of the deduced anino acid sequence of 
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Fig. 2-2-6: Tissue distribution of the quail LMW apoprotein mRNA in 

various tissues of LAP and normal quail fed with normal diet. 

rnRNA level in the total RNA (2.5μg) was analyzed by northern blot 

hybridization. 
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考察

今回注目したタンパク質は SDS-PAGEの結果より算出した分

子量から，アポ C群に属するアボタンパク質であると推察された.

このタンパク質は総アボタンパク質中ではアポ A-Iに次いで濃度が

高く，低分子量アボタンパク質群の中では最大の成分であった.こ

のことから，脂質代謝においても本アボタンパク質が重要な役割を

果たしていると考えた.

単離したタンパク質の N-末端アミノ駿配列の結果から明らか

になった 35残基をタンパク質データベースと比較すると，ブタの

アポ C_III 46J と最も相向性が高かった • LMWAの cDNAは， 57残

基の成熟タンパク質と 21残基のシグナルペプチド及びプロペプチ

ドをコードしていた.78残基の全アミノ酸配列のホモロジー検索

の結果からも?ウズラの主要 LMWAはアポ C-IIIに最も類似する

と考えられた.

必回の研究ではさらにタンパク質構造の特徴に関する知見を

得るために，疎水性パターンを比較した.これはアミノ酸の親水性，

疎水性に着目し，その配列をパターン化したもので、水系の媒体で

ある血液中において疎水性の脂質を輸送するアポタンパク質の構造

的特徴を理解する上で重要である.ウズラ LMWAの疎水性ノミター

ンはアポ C-IIIに最も知-似していた

予測される LMWAの二次構造を算出した結架からは，タンパ

ク質全体において αヘリックス構造を有することがぶされ，特にア

ミノ駿 9から 33残ぷにおいては螺旋椛巡の一方に税7Kttアミノ酸，

反対側に民主水性のアミノ倣が局花しており，非常にi卯{龍な両親媒性

αヘリックス構造を!乏していることが示唆された.この結果からは
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本アボタンパク質の脂質輸送に関与するアボタンパク質としての構

造的特徴は高度に保存されていることが明らかであった.

これまでの結果すなわち 1:低分子量アボタンパク質中で最も

濃度が高い. 2:アポ C群中では C-III最もアミノ酸配列が類似し

ている. 3:疎水性アミノ酸の配列パターンが C-IIIと比較的類似

している. という事実から，本アボタンパク質はアポ C-IIIと同様

の働きをしている可能性が示唆された.日甫乳類におけるアポ C-III

は， トリグリセリドに富んだリボタンパク質の肝臓への取り込み及

びリボタンパク質リパーゼと肝臓リパーゼの両方を阻害すると報告

されている 32-34)ウズラの主要 LMWAの生理機能についてはさら

に研究が必要である

本研究は?動脈硬化易発性ウズラ (LAP)と正常な日本ウズラ

(CA)の遺伝子レベノレにおける変異を明らかにすることを目的とし

た.そこで，各種組織における主要 LMWArnRNAの分布を調ベ

た.多くの哨乳類においてアポ Cグループは主に肝臓及び小腸で

合成されている 27)47)のに対して，ウズラの主要 LMWAはほとんど

が肝臓ーで合成されているという点で特徴的であった. しかしながら，

LMWAの組織分布パターンは系統問ではほぼ同等と判断され，

LMWAが動脈硬化易発に寄与する可能性は低いと考えられた.
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Jj吋吉

ウズラの血液中の総アボタンパク質中，量的にアポ A-Iに次

ぐ成分である低分子量アボタンパク質(LMWA)に着目し，その構

造的特徴を明らかにすると共に， LAP， CA 間における構造上の差

異について検討した.また， mRNAの組織分布と発現量に及ぼす

食餌コレステロールの影響を比較した.

ウズラの主要 LMWAは 57アミノ酸で構成されておりヲ分子

量は 6420kDaであった.

タンパク質の発現レベルヲ一次構造の相向性，疎水性アミノ

酸の配列パターンから， LMWAは晴乳類におけるアポ C-IIIに相

当すると予想された.

予測される二次構造には非常に明確な両親媒性 αヘリックス

構造の存在が示唆されており，アポタンパク質としての構造的特徴

はよく保存されていることが示された.

各種組織における mRNAの分布及び食餌コレステロールの影

響について調べた結果， LMWAが LAPのコレステロール応答性の

高さに関与する可能性は少ないと判断された.
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第三章 動脈硬化易発性ウズラとヲ正常日本ウズラ

の脂質吸収能の比較

第一節 胃管栄養法を用いた動脈硬化易発性ウズラおよび

日本ウズラのコレステロール吸収能の測定

緒言

これまでの研究では LAP，CA問における，アポタンパク質

の構造及び発現量の変化に焦点を絞った研究を行ってきた. LAP 

ウズラにおいて，アボタンパク質のアミノ酸配列を変化させる遺伝

子変異は検出されなかったがヲ mRNA発現レベルにおいて差が認

められた.すなわち， LAPウズラでは小腸においてアポ A-I

mRNAレベルが恒常的に高いレベルで維持されており， LAPの脂

質吸収能が高い可能性が考えられた.

LAPウズラはコレステロールを投与することで動脈硬化症を

惹起することから，吸収に何らかの異常が生じていることは容易に

想像できる.これまでに LAPにおける脂質吸収に関する研究がい

くつか行われておりフ LAPでは生体内におけるコレステロール合

成の増大というよりもコレステロール吸収量が増加している可能性

が示されている (2)(4) しかしながら 3 コレステロールを含む食餌を

ウズラに自由摂取させ，餌の摂取量および糞中へのステロール排池

量からコレステロール吸収量を算出する場合，給餌器からの餌の混

入は避けられず，正確な吸収率の測定は不可能であった.そこでこ

の研究では，コレステロールの投与法をこれまでの自由摂食から，

コレステロールの摂取量および排池量をより厳密に管理できる胃管
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栄養法に換え 2 排池物?血液，肝臓中の各種脂質濃度の測定を行い，

食餌性コレステロールの吸収量と体内コレステロール濃度の変化を

LAP， CA聞で比較した.
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方法および材料

実験動物

本実験では 14羽づつの LAPウズラと CAウズラを用いた.

LAPウズラについては，宮崎大学獣医学部の那須哲夫助教授から

2-3月齢の雄ウズラを譲り受けた.正常な 2-3月齢の雄ウズラは全

て九動から購入した.飼育は，ステンレスケージにて室温 250C，

12時間づつのライトサイクルで市販飼料(タンパク質 22%，脂肪

2.5%，食物繊維 5%，灰分 14%，2，700 kcal!kg)を白由摂食させて行

った. 二週間の飼育期間中，すべてのウズラに毎日一回ずつ 500μ

iのコーン泊を胃ゾンデにより直接胃に投与した.LAP， CAウズ

ラの半分(7羽)はコレステロール投与群として，コーン泊に 50mg

のコレステロールを懸濁して投与した.今回の脂質の投与量はヲ

50らのコーン泊のみ?または， 5%のコーン油および 0.5%のコレス

テロールを合む飼料を，ウズラが一日 10g摂取した場合に相当す

る.

試料の回収

二週間の飼育後，断頭屠殺により回収した血液を 1000x gで

遠心し，得られた上清を血液サンプルとした.肝臓は屠殺直後に摘

出し，総 RNAを抽出した.また，脂質抽出のためのサンプルは抽

出操作を行うまで 10%ホノレムアルデヒド溶液中に保存した.排池

物については?アルミホイル上に二週間の飼育期間中の全ての排地

物を回収し?脂質の分析を行うまで-200Cで保存した.

脂質の抽出
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排池物中の脂質は定法に従った.まず 20倍量のエタノールに

糞を懸濁し， 60
o
C， 1時間インキュベートした.これを遠心分離し

て得られた上清を各脂質分析に用いた.

肝臓脂質も定法に従い，メタノール:クロロホルム(2:1)液中

でホモジナイズしうこれを数回繰り返す.得られたホモジネートは

40
o
C， 3分間インキュベートしヲ鴻過したものを 1/5量の水と混和，

低温で放置する.上層の水層を除去した後エパポレーターで濃縮し，

石油エーテルに溶解して脂質濃度測定まで保存した.

排j世物中の脂質の定量

コレステロール濃度測定:Allain， C. C. らの方法に従って測

定した 48) 排准物の熱エタノール抽出物を:l¥TaOHでケン化し，不

ケン化物を石油エーテノレで抽出した.抽出物を乾澗させた後ヲ コレ

ステロールオキシダーゼを反応させ，生成されるム 4-コレステノン

を O.D.240 nmで測定した.

胆汁酸の定量 Eaton，D. L. らの方法に従って， NAD存在

下における，胆汁酸を基質としたヒドロキシステロイドデヒドロゲ

ナーゼ活性による NADHの生成量を測定した-19) 反応前後の O.D.

340 nmの吸光度変化を測定し，増加した吸光度を反応液中の胆汁

酸に換算した.標準物質としてはコール酸を用いた.

脂肪の定量:脂肪の定量は Vande Kamer法の変法に従った

50) 一定重量の乾燥排准物を水酸化ナトリウムのアルコール溶液中

で煮沸し?脂肪ヲ脂肪酸をケン化した.塩酸を加えて脂肪酸を遊離

させ，石油エーテルで脂肪酸を抽出した 石油エーテル蒸発させ，

残j査に中性アノレコールを加え水酸化ナトリウムで遊離脂肪酸を滴定
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しヲ脂肪量を算出した.

血中の脂質の定量

血中の各種脂質濃度は全て市販のキットを用いて測定した.

総コレステロール:血中のコレステロールエステル類はコレ

ステロールエステラーゼの作用により遊離のコレステロールとなりョ

既存の遊離型コレステロールとともにコレステロールオキシダーゼ

の作用を受けて酸化され，同時に過酸化水素を生じる.この過酸化

水素は，ペルオキシダーゼの作用により 3，5-ジメトキシーN-エチルー

N-(2-ハイドロキシー3-スルホプロピノレ)ーアニリンナトリウム(DAOS)

と4-アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させヲ青色の色素

を生成する.この色素の吸光度を O.D.600 nmで測定することによ

り， total コレステロール漉度を測定した(コレステロール E-テス

ト(和光純薬工業株式会社)).

遊離コレステローノレ:試料にコレステロールオキシダーゼの

みを作用させる以外は上記の遊離コレステロール E-テストと同様

の原理で遊離コレステロール濃度を測定した(遊離コレステロール

E-テスト(和光純薬工業株式会社))• 

トリグリセリド:トリグリセリドはリポプロテインリパーゼ

の作用によりグリセリンと脂肪酸に分解される.グリセリンは

ATPの存在下でグリセロールキナーゼの作用でグリセロールー3-リ

ン酸になり，さらにグリセロールー3-リン酸オキシダーゼ、の作用で

酸化され，過酸化水素を生じる.この過酸化水素は 3 ベルオキシダ

ーゼの作用により 3，5-ジメトキシ-N-エチル-l'J-(2-ハイドロキシー3-

スルホプロピル)ーアニリンナトリウム(DAOS)と4-アミノアンチピ
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リンとを定量的に酸化綜合させ，青色の色素を生成する.この色素

の吸光度を O.D.600 nmで測定することにより， トリグリセリド濃

度を測定した(トリグリセライド E-テスト(和光純薬工業株式会社)).

リン脂質:リン脂質(レシチン， リゾレシチン，スフィンゴミ

エリン)は，ホスホリパーゼ D の作用により加水分解されコリンを

遊離する.コリンはコリンオキシダーゼの作用でベタインに酸化さ

れ?同時に過酸化水素を生成する.この過酸化水素は 3 ベルオキシ

ダーゼの作用によりフェノールと 4-アミノアンチピリンとを定量

的に酸化縮合させ，赤色の色素を生成する.この色素の吸光度を

O.D. 505 nmで測定することにより， リン脂質濃度を測定した(リ

ン脂質 B-テスト(和光純薬工業株式会社)).

肝臓中の脂質の定量

総コレステロールと遊離型コレステロール :肝臓中のコレス

テロール濃度測定は Sperryand Webb法により行った 51)肝臓の

脂質抽出物を KOHでケン化し酢酸で中和した後，ジキトニンと反

応させた.遠心により沈殿を回収しエーテルで洗浄した後，再び遠

心して得られた沈殿を 110
0

C，30 min熱乾させた.熱いうちに酢酸

を加えて沈殿を溶解し，無水酢酸:濃硫酸=20:1の溶液を発色試薬

として先の沈殿溶解液に加えた.正確に 30n1 i n ， 25 oCで反応させ 3

O.D.620nmで測定した.コレステロールの酢酸溶解液を標準液と

して 3 サンプル同様に処理し，検量線を作成した.

トリグリセリド:トリグリセリド濃度は Fletcher法により測

定した 52) まず，抽出した脂質溶液を乾澗しクロロホルムに溶解

した.妨害成分を除去するためにケイ酸を加え，上清をアルカリ
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で加湿してケン化した.生成したグリセローノレをメタ過ヨウ素酸ナ

トリウムで酸化すると 2分子のホルムアルデヒドを生じる.このホ

ルムアルデヒドにアセチルアセトンを加え縮合させ，生じた黄色の

ルチジン誘導体を O.D.405 nmで測定しラ濃度を算出した.

リン脂質:リン脂質は Rouser，G. らの方法で測定した 53) ま

ず?肝臓脂質抽出物を乾澗し，過塩素酸を加えて加熱灰化する.こ

れに水，モリブデン酸アンモニウムフアスコルビン酸を加えて反応

させヲ生じるリンモリブデン酸アンモニウムの青色を O.D.820 nm 

で測定した.得られたリン濃度をホスファチジルコリンとしてのリ

ン脂質濃度に換算した.

肝臓コレステロール 7α-ヒドロキシラーゼ mRNA発現量

摘出した肝臓からの totalRNAの抽出及びプロッティングは

第二章第一節の mRNA発現量測定の方法に準じた.既知のニワト

リのコレステロール 7α-ヒドロキシラーゼ cI)NAの活性中心の

767 bpの両端から一組のプライマー(forward(F-1primer): 

TTGGGCATGGTAGCATTGACCCAGC， reverse(R-2 primer): 

TAGCCTCAATTGCCTCCTTG)を設計し，ウズラの cDNAライブ

ラリーを鋳型として PCRを行った. PCR条件は， 50μ!の反応液

中に 1x Taq bufferヲ2.5μgの cDNAライブラリー， 15 pmolの各

プライマー， 10 nmolの dNTPMix， 2 Uの TaqDNA polymerase 

を加え，94
0

C-6 min. ，60oC-1 min. ，720C-2 rTlin. (1 cyc)， 940C-1 

min. ，58
0

C-J min. ，720C-2 mIn. (29 cyc)， 720C-I0 min. (1 cyc)の

温度条件で増幅を行った 得られた DNAを鋳型として 50μlの反

応液中に 1x Taq buffer， 150 ngの PCR産物， 15 pmolの各プライ
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マー， 10 nmolの dNTPMix， 2 Uの TaqD:NA po!ymeraseに， 6.6 

μmolの[α-32P]dCTP [500 Ci] と3.4μmolの[α-32P]dGTP [250 

Ci]を加え， PCRを行うことで PCR産物を RI標識しヲコレステ

ロール 7a-ヒドロキシラーゼのプロープとした.ウズラの肝臓から

抽出した総 RNAを用いてドットプロットハイブリダイゼーション

を行った.ハイブリダイゼーションは第二章第一節の mRNA発現

量測定の方法に従った.プローブとのハイブリダイゼーションは 5

x SSC， 5 x Denhardt， 0.5% SDSに 20μg/mlのサケ精子 DNAを合む

ハイブリダイゼーションバッファー(0.2m1lcm2メンプラン)中で，

65
0

C， 1時間のプレハイブリダイゼーションを行った後ヲ RI標識

した PCR産物を 95
0

C，2分間熱変性させた後，氷中で急冷しハイ

ブリダイゼーションバッファーに加えた(0.4μ 1Imlハイブリダイゼ

ーションバッフアー).ハイブリダイゼーションは 650Cで一晩，ゆ

っくり振倒しながら行った.ハイブリダイゼーション後，一次洗浄

バッファー(2x SSC， 0.1 % SDS)で 650C，10分間，二回洗浄し，さ

らに二次洗浄バッファー(1x SSC， 0.1 % SDS)で 650C，10分間洗浄

した.洗浄後のメンプランは風乾し，イメージングプレート(富士

写真フィルム株式会社)に感光させた.イメージングプレートは

BAS-I000バイオイメージングアナライザ-(富士写真フィルム株式

会社)で検出し，得られた画像データはコンピュータソフト (NIH

image)で画像解析しヲシグナルの強度を算出した.

統計解析

本実験の統計解析は二元配置の分散分析により行った 2L) グ

ラフの肩文字の大文字は系統間，小文字は食餌の影響における有意
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差を表しておりヲ危険率 5%以下で有意差のある場合には異なる文

字を付した.
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結果

コレステロール， }担汁酸，脂肪の排池量

コレステロールの投与群のコレステロール排出量を LAP，CA 

ウズラで比較した.普通食を与えた場合，系統間に差は認められな

かったが(8.22J11g/day (LAP)， 9.69 mg/day (CA，))， コレステローノレ

を投与することで LAP，CAともに排池量が上昇し， LAP(34.22 

mg/day)よりも CA(38.67mg/day)の排池量が有意に高かった(Fig.3-

1-1 A). 普通食を投与した場合の平均コレステロール排池量と，一

日当たりのコレステロール投与量から，見かけの吸収量を算出する

と， LAPで一 日当たり 16mg， CAで 11mgのコレステロールを吸

収していると見積もられた(Fig.3-1-1 B). 胆汁酸の排池量は，普通

食を与えた場合では LAPより CAの排池最が有意に高かった.コ

レステロール投与によりいずれの系統においても胆汁酸の排池は上

界する傾向を示した(Table3-1-1). 一方，脂肪の排出f量にはコレス

テローノレ投与の影響は認められず，脂肪排池量は常に LAPよりも

CAが有意に高いことが示された.

血中脂質濃度

I(rr中の総コレステローノレ濃度は， LAPにおいてのみコレステ

ロール投与の影響が認められ，血中濃度は普通食を投与した場合の

約 6倍，コレステロールを投与した CAの約 5倍に上昇した(Table

3-1-2). 同様の傾向はう血中の遊離型コレステロール濃度にも認め

られた.血中のトリグリセリド濃度は LAPで高く，またコレステ

ロールを投与することにより LAPで濃度が上昇する傾向が見られ

た. リン脂質濃度については，普通食を投与した場合では系統聞に
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差は認められず?コレステロール投与により LAPウズラのリン脂

質濃度が有意に上昇じヲ系統聞に差が認められた.

肝臓脂質濃度

肝臓の総コレステロール濃度も血中濃度とほぼ同様の傾向を

示しヲコレステロールを投与した LAPのみが顕著なコレステロー

ル濃度の上昇を示した(Table3-1-3).総コレステロール濃度ほど著

しい変化ではなかったが，遊離型コレステロール濃度にも同様の傾

向があった.一方，肝臓中の トリグリセリド及びリン脂質濃度には

系統間，及びコレステロール投与の影響は認められなかった.

肝臓コレステローノレ 7α ーヒドロキシラーゼ mlRNA発現量

普通食を摂取した LAPの肝臓におけるコレステロール 7α ヒ

ドロキシラーゼ mRNAの発現量は CAよりも有意に高かった(Fig.

3-1-2). 両系統において F コレステロール投与による mRNA発現

量の有意な変化は認められなかったが， LAPでは発現量が減少す

る傾向にあり，逆に CAでは増加する傾向にあった.
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Tab1e 3-1-1: Feca1 bi1e acid and七o七a1 fat concentrations of LAP and CA 
quail fed control or cholesterol diet. 

feces LAP CA 

Chol. (-) Chol. (+) Chol. (-) 

Bile acid (μmol/day) 6.56 + 0.271¥ 11.78 + 1.75 13.95 + 3.52 B 

Total fat (mgJday) 68.5 + 5.3八 64.0士 10.61¥ 173.1 + 20.9 B 

Chol. (+) 

17.70 + 1.13 

181.5 + 12.98 

Da七a are mean + SE of 7 quail. Capi七alana srnall le七七ersrespectively show 七he
cornparison be七weens七rains and die七s (choles七erol feeding)， and a different le七七er
denotes a sta七lS七icallysignifican七 d工fferencea七 p< 0.05. 
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Table 3-1-2: Serum lipid concentra七ionsof LAP and CA quail fed con七rolor 
choles七eroldie七.

Serum 

(mg/dl) 

Tota! chol. 

Free chol. 

TG 

PL 

Chol. (-) 

219.1 + 22.5 Il 

72.7 + 4.41l 

109.1 + 8.0八

418.3 + 31.9u 

LAP 

Chol. (+) 

1353.3 + 229.5 Ab 

347.1 + 44.7 Ab 

137.3 + 14.6八

558.4 + 57.7 Ab 

CA 

Cho1. (-) Cho1. (+) 

198.3 + 13.7 256.6 + 20.8 s 

62.6 + 3.6 60.9 + 4.8u 

75.6 + 7.113 73.3 + 7.5 B 

447.7 + 33.7 431.6 + 45.3 u 

Da七aare rnean土 SE of 7 quail. Capi七aland srnall le七七ersrespec七ivelyshow 七he
cornparison be七weens七rainsand die七s (cholesterol feeding)， and a differen七 le七七er
deno七esa sta七isticallysignifican七 differencea七 p< 0.05. 



Table 3-1-3: Liver lipid concentrations of LAP and CA quail fed con七rolor 
choles七eroldiet. 

LAP CA 

Chol. (-) Chol. (+) Chol. (ー) Chol. (+) 

2.99 + 0.11 6 14.67士 2.29八b 2.81 + 0.08 3.04 + 0.2013 

2.38土 0.086 4.17 + 0.13̂b 2.20 + 0.056 2.48 + 0.10sb 

3.57 + 0.41 3.76 + 0.54 3.39 + 0.38 3.62 + 0.66 

0.39 + 0.03 0.42 + 0.02 0.39 + 0.03 0.43 + 0.06 
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考察

今回の研究によって LAPウズラの食餌コレステロール吸収能

に関する新たな知見が得られた.特に今回は，胃ゾンデによる胃管

栄養法を用いることで正確にコレステロール投与量および排准量を

測定し，より精密に吸収率を求めることを可能にした.このことに

より，コレステロールを投与した場合の LAPのコレステロール排

池量が， CAより有意に小さいことが厳密な実験条件の設定により

初めて明らかにされた.さらに LAPでは，コレステロールの異化

生成物である胆汁酸の排池量も減少する傾向にあった.排池量の減

少はすなわち吸収量の増大を表しており，この二つの結果によって

LAPは CAに比べてコレステロールを体内に蓄積しやすいことが

示唆された.さらに LAPにおいてはコレステロールのみならず脂

質全般(胆汁酸，脂肪)の吸収利用が充進している可能性も示唆され

た.

血液および肝臓の脂質濃度測定の結果からも興味深い結果が

得らた.すなわちヲコレステロールを投与した LAPウズラにおい

てのみ，血液，肝臓中のコレステロール濃度が有意に上昇していた.

CAウズラでも食餌コレステロールによりフ血液，肝臓中のコレス

テロール濃度の有意な上昇が認められていたが 7)12) 1-1)今回の現象

はおそらく F コレステロール投与法の違いに起因していると考えら

れた.本実験では， 一日に摂取するコレステロール最を一度にまと

めて投与したため，消化管でのコレステロールの滞留時間は?これ

までの実験に比べて極端に短かったと考えられる.このような比較

的短い時間でも LAPはコレステロールを吸収できるのに対し) CA 

では吸収が不十分であったためと推察された すなわち) LAPウ
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ズラは食餌性コレステロールを投与していない状態においても常に

コレステロールを吸収し易い状態にあり，潜在的に脂質の吸収能力

が高いことを示唆している.さらに LAPにおいて肝臓コレステロ

ール 7α ーヒドロキシラーゼ mRNAの発現量は CAより有意に高く?

より多くの胆汁酸供給が行われている可能性ともこの推察は一致す

る. 一般的にコレステロール負荷は生体内におけるコレステロール

異化を促進する.事実， CAウズラのコレステロール 7α ーヒドロキ

シラーゼ活性はコレステロール投与により上昇する傾向にあった.

一方， LAPウズラではこのような feed-forward調節が行われてお

らず(図 3-1-2)，コレステロール吸収が活発に行われるにもかかわ

らずヲコレステロール異化は抑制される傾向にあった.すなわち，

LAPウズラではコレステロール異化経路の代謝調節に異常をきた

し，高コレステロール血症をより悪化させる代謝傾向にあるものと

理解された.

まとめとして?今回のコレステロールの投与実験により?高

いコレステロール吸収能がコレステロールに対する LAPの高い感

受性の一因であることが初めて明らかにされた. しかしながら，今

回のコレステロール投与に対する LAPにおける特異的な血清コレ

ステロール濃度の上昇は F コレステロール吸収の上昇のみによって

は説明されず?代謝的な因子が付加!関与することを示唆しているも

のと考えられた.
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小括

今回の実験ではョ従来の自由摂食によるコレステロール投与

ではなく，胃管栄養法を用いることでより正確なコレステロール吸

収率を測定した.その結果ヲ LAPのコレステロール吸収量が有意

に増大していることが初めて明らかにされた.

血液および肝臓のコレステロール濃度はコレステロールを投

与した LAPウズラにおいてのみ顕著に増大していた.

LAPの肝臓コレステロール 7α ーヒドロキシラーゼ mRNA発現

量は普通食の場合 CAよりも高く，コレステロール投与により低下

する傾向にあった.

今回の実験結果から， LAPのコレステロールに対する高い応

答性は，小腸におけるコレステローノレの吸収充進により一部説明さ

れるが?コレステロールの胆汁酸への異化を合めた代謝的要因が

LAPの高コレステロール血症に関与する可能性も指摘された.
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第四章 LAPウズラの小腸の高い脂質吸収能に関

わる因子の検索と解明

第一節 LAPとCAウズラの小腸における mRNAの種類

と発現量の差異の検出

緒言

ここまでの研究で， LAPのコレステロールに対する高い応答

性は? 一部はその吸収充進によると考えられた. しかしながら，

LAPの高いコレステロール吸収能に関係する遺伝子変異について

はこれまで報告されていない.

現在，遺伝子工学の分野において，数多くの遺伝子変異の検

出法が確立されており?ガンなどの病変における損傷を受けた遺伝

子の検出や，いくつかの遺伝病における染色体異常の検出に貢献し

ている. しかしながら?今回の実験のように;，遺伝子構造上に変化

は認められなくても?その発現量が顕著に変化することで生体に影

響を及ぼしている場合は，従来の染色体 DN)¥をターゲットとした

方法では 3 変化を検出することは不可能である.そこで現在ョ異な

る条件下の細胞で発現しているポリ (A)配列をもっ mRNAの差異

を簡単に見つけられる方法として， Differential Display (DD)法が

LiangとPardeeによって開発されている.この方法は，基本的に

はまず 3'末端に余分なヌクレオチドを付加したオリゴ d(T)プライ

マー(アンカープライマー)と 3 任意の 10から 20塩基のプライマ

ー(任意プライマー)を用いて PCRを行う.得られた PCR産物を電

気泳毅jで展開し， DNAバンドの泳動ノミターンを比較することで，
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発現している mRNAの種類および量の差異が検出できる.この方

法はプライマーの設計と組み合わせにより，発現量の低い転写物も

検出可能な点で優れており，近年注目されている.

そこで今回の実験ではヲ LAPのコレステロール吸収能允進に

関与している遺伝子を明らかにする目的で，小腸で発現している総

mRNAを DD法を用いて LAP，CA聞で比較した.
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方法および材料

実験動物

CAウズラは全て九動(株)から 2-3月齢のウズラを購入した.

LAPウズラについては，宮崎大学獣医学部の那須哲夫教授から同

じく 2-3月齢のウズラを譲り受けた.飼育条件は，第二章第一節の

方法に従い，全てのウズラにコレステロール食を投与しフ高コレス

テローノレ血症を誘導した.

RNA抽出

DD法に用いる小腸の総 RNAサンプルはヲ第二章第一節の

mRNA発現量解析に用いた調整法に従って調製した.

Differen tial Display法による mRNA発現量分析

今回用いたアンカーブライマー?任意プライマーは Table4-1-

1にまとめた まず， 2.5μgの総 RNAに， 50 pmolのアンカープ

ライマーを加え， 10μlに調製し， 70oC， 10分間の熱変性の後，氷

中で急冷した. 50 mM  Tris-HCl (pH 8.3)， 75 mM  KCI， 8 mM  

MgCL， 10 mM  DTTを合む緩衝液中に RNAサンプル， 11.7 Uの

RNase inhibitor， 10 nmolの dNTPmix， 9 Uの reverse

transcriptase(RAV-2(宝酒造株式会社))を添加して 20μ lに調製し 3

250C -1 0分， 420C -60分， 700C -15分間反応させ， DNAを合成した.

反応後， 80μ!の滅菌水を加えてヲ 100μlの鋳型溶液とした.

続いて?合成した cDNAサンプル 1μlにつき， dNTP mixを

1.25 nmol，アンカーブライマ-T(15)AAを 5pmol，任意-プライマ

ー(10bp)を 10pmol， 1 x Taq Buffer， Taq Dl¥rAポリメラーゼを 1U
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添加し， 20μ!の反応系で PCRを行った.温度条件は， 940C -

3 m i n . ， 33 oC -5 m i n . ， 72 oC -5 m i n. (x 1 c y c. ) ， 94 oC -15 s e c. 

36
0

C -1min. フ 720C -2min. (x 35 cyc. )， 720C -10min. (x 1 

cyc. )と，940C -3min. ヲ350C -5min. ， 720C -5mi口. (x 1 

cyc. )， 940C -15sec. ， 380C -1min. ， 720C -2min. (x 35 cyc. )， 

72
0

C -10min. (x 1 cyc. )で行った.得られた PCR産物は，全て未

変性のポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い 3 銀染色キット(第

一薬品)または SYBRGreen I(宝酒造株式会社)によりゲル染色を行

った後， DNAバンドを紫外線照射下で検出した.系統聞で差異の

認められる DNAバンドをメスで切り出し， dNTP mixを 6.25nmol， 

アンカープライマ-T(15)AAを 25pmol，任意プライマー(1Obp)を

50 pmol， 1 x Taq Buffer， Taq DNAポリメラーゼを 5U添加しヲ

80μlの反応系で二次 PCRを行った.温度条件は， 940C -3min. 

350C -5min. ， 720C -5min. (x 1 cyc. )， 940C -15sec. ， 380C -

1 m i n. ， 72 oC -2 m i n . (x 35 cy c. ) ， 72 oC -10m i n . (x 1 c y c. )で行

った.得られた PCR産物は濃縮後，29るアガロースで電気泳動を行

いF 目的のバンドを切り出した.アガロースゲルからの DNAの抽

出は?専用のフィルターカップ付きマイクロチューブ(Ultrafree-

DA (MILLIPORE社))を用いて行い，回収した DNAはエタノール

沈殿を行いヲ滅菌水に溶解して DNAフラグメント溶液としてョ次

項のハイブリダイゼーションのプロープ合成に使用した.

ノーザンプロットハイブリダイゼーション

DD法で発現量に差異の認められた DNA.クローンをプロープ

として LAP，CAウズラ小腸の総 RNAについてノーザンプロット
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ハイブリダイゼーションを行った.条件は全て第 2章第 1節の方法

に従った.
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結果

今回の実験では， 18種類の任意プライマーを用いた結果，

B10， B74プライマーを用いた場合に系統間において顕著な差異を

示す 2つのバンド(B10-230，B74-160)が確認された(Fig.4-1-1). こ

れらの DNAクローンをプロープとしてノーザンプロットハイブリ

ダイゼーションを行った.LAPでは B10-230に相補的な mRNAの

発現が CAよりも高かったが， B74-160に相補的な mRNAについ

ては系統聞に差は認められなかった(Fig.4-1-2).
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Tab1e 4-1-1: DNA sequence of optiona1 primers 

AOO ATCAGCGCACCA A09 AGAATTGGACGA 

A01 AGCAGCGCCTCA A46 TGGCCTATTGGC 

A02 GCCAGCTGTACG A51 AAGTCGTTTGGG 

A03 TGCCTCGCACCA B10 TTCATTCTGGGG 
斗

A04 GCCCCGTTAGCA B36 ACTTTCCTACGG 

A05 CCGCAGTTAGAT B74 ACCATCAAACGG 

A06 ACTGGCCGAGGG B75 GTGCAATTTGGC 

A07 GATGGATTTGGG B76 GTTTTGTCACCG 

A08 TTCGGACGAATA B84 CTTATGGATCCG 



斗
N 

A AOO A01 A02 A03 A04 A05 M A06 A07 A08 A09 B A46 A51 810 836 M 874 875 876 884 

NL  NL  NLNL  NL  NL  NLNLNL  NL  NL  NL  NL  NL  NL  NL  NL  NL  

Fig. 4-1-1: Differen七ialdisplay comparing small intestine RNA from LAP and CA quail. 

To七alsmall in七estineRNA was reverse transcribed using T(15)AA anchor primer. The 

cDNA was 田npl工fiedby PCR with an additional optional primer (AOO， AOl， A02， A03， A04， A05， 
A06， A07， A08， A09， A46， A51， BI0， B36， B74， B75， B76， B84). The PCR products were 
separated on a 6も polyacrylamidegel. The arrow indicates a cDNA band， which was less 
amplified in CA or LAP quail. This band was reamplified and labeled wi七hFl-dUTP. Ai 

Stained by silver staining kit. Bi Stained by SYBR Green工.



810-230 874-160 
H L H L 

Fig. 4-1-2: Horthern blot 

analysis of mRHA from 

quail small intestine. 

To七alRNA was probed 

wi七hBI0司 230and B74-160 

DNA as described in 

Ma七erialsand Methods. 
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考察

今回の研究では， B10-230に相補的な mRNAの発現量に DD

法およびノーザンプロッティング法いずれにおいても差が認められ

た. B10-230に相補的な mRNAの塩基配列を現在決定中である.

B74-160と相補的な mRNAについては?ノーザンプロッティング

法により発現量の差を確認できなかった.原因として 1 プロー

プ濃度が高すぎたために傾向シグナル強度に明確な差が現れなかっ

た. 2:実際には mRNAの発現量には差はないにも関わらずプラ

イマーの結合する部位のわずかな配列の違いによりアニーリングが

うまくいかず PCR反応が進まなかった.などの原因が考えられ

た.また?実際には発現量に明らかな差があるにもかかわらず，分

子サイズが同一で種類が異なる別の DNAバンドにより，差異がマ

スクされてしまった可能性もあると判断された.このような問題を

解決するために 3 プライマーの組み合わせ， PCR条件 p 検出法を

変えて現在実験を行っている. LAPの高い脂質吸収能を説明でき

るmRNAの差異を検出するために，今後も更に実験を継続する計

画である
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小括

LAPのコレステロール吸収の充進に関連する因子を明らかに

することを目的として， Differential Display法により小腸で発現さ

れる mRNAの種類および量を系統間で比較した. DD法において

は， 二つの cDNAバンドに系統間で差が認められ， うち一つにお

いてはヲノーザンプロット法によっても発現量に差異を確認した.
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第五章総括

動脈内皮表面における脂肪沈着に端を発する粥状動脈硬化症

病変には，コレステロールの代謝が大きく関わっており?これまで

に多くの研究成果が報告されている. しかしながら，動脈硬化発症

には多因子が関与しており，発症メカニズムには依然不明な点が多

い.筆者等の研究グループは，小型で取り扱いが簡単かつ動脈硬化

を誘導しやすいとの理由から， 日本ウズラを動脈硬化モデル動物と

して利用してきた. 日本ウズラについてはさらに食餌性コレステロ

ールに応答して容易に動脈硬化症を惹起する動脈硬化易発性ウズラ

(LAP)の系統が選抜交配により確立されてきている 8) このウズラ

は脂質輸送の傾向もヒトと類似しているようであり?動脈硬化発症

に関わる因子と F その生体内での動態を知る上で有用な実験動物で

あるが?動脈硬化易発の成因に関する遺伝子レベルでの研究はない.

本研究では， LAPにおける動脈硬化易発性の原因遺伝子を明

らかにすることを目的として，脂質輸送に関与するアボタンパク質

に着目し，主要なアボタンパク質であるアポ A-Iと C-IIIの cDNA

の塩基配列および mRNAの発現量を LAPと CA間で比較した.

cDNAから推定される LAPのアポ A-I及び C-IIIのアミノ酸配列

に高コレステロール血症ひいては動脈硬化症を易発するような変異

は認められなかった. しかしながら， LAP 小腸におけるアポ A-I

mRNAの発現は CAよりも著しく高く，同系統!日jでは小腸機能に

何らかの差異があると判断された.そこで?脂質吸収に焦点を絞り，

より厳密な実験条件下で正確なコレステロールI吸収率を測定した.

上述のようにういずれのアボタンパク質についても生体に影

響を及ぼす遺伝子変異は認められなかったが， LAPにおいてはア
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ポ A-I合成が允進している可能性が初めて遺伝子レベルで指摘され

た.食餌性コレステローノレの投与により LAPの肝臓でも mRNAの

発現量が増大しており，これは吸収蓄積した体内のコレステロール

を末梢組織から肝臓へ逆輸送あるいは VLDLとして末梢組織へ再

分配するため肝臓においてアポ A-I合成が促進されていることを反

映していると考えられた.また，小腸に関しては，コレステロール

の投与に関係なく常に LAPでアポ A-ImRN)¥発現量が増大してい

た.コレステロールの吸収実験からは， LAPにおけるコレステロ

ールフ胆汁酸排池量の低下が認められた.肝臓ではコレステロール

7α 『ヒドロキシラーゼ mRNAの発現量の増大とラコレステロール

の投与による減少が認められた.これに加えて，コレステロール投

与による体内コレステロール濃度の増加は，血液，肝臓ともに

LAPウズラのみで認められ， CAウズラではコレステロール濃度に

変化は認められなかった.LAPウズラに特異的なこのような血清

及び肝臓脂質濃度の上昇は LAPウズラと CAウズラの脂質吸収能

の差が胃管を用いたコレステロール投与法によってより増幅された

ためとも考えられた.換言すれば， LAPウズラと CAウズラの脂

質吸収能の差異は，本研究室で用いた胃管栄養法のような特殊な方

法によってのみ顕現され 3 検出可能となるのかもしれない.

吸収充進による体内コレステロール濃度の上昇は，コレステ

ロール 7α ーヒドロキシラーゼ mRNAの発現員を低下させた.LAP 

ウズラにおける胆汁酸排他量は， CAウズラよりも少ないことから，

LAPウズラは胆汁酸の吸収最も高いと考えられる.コレステロー

ル 7α ーヒドロキシラーゼの合成は胆汁酸濃度によりコントロール

されていることが知られている. LAPウズラでは普通食条件下に
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おいても糞中への胆汁酸の排准量が少ないことから，肝臓への胆汁

酸の回収量も多いと見積もられる.にもかかわらず，コレステロー

ル 7α-ヒドロキシラーゼ mRNAの発現量は CAよりも有意に高く，

常に高い胆汁酸合成レベルを維持していた.このことより， LAP 

ウズラにおいて胆汁酸の feed-back調節が CI¥ウズラよりも鋭敏に

機能しているとは考え難い.一方?コレステロール投与による

feed-forwardの活性調節も LAPにおいては作動していないと判断

され， コレステローノレ異化の調節系に何らかの異常があることが示

唆された

これまでの研究で， LAPの高いコレステロール応答性は，小

腸におけるコレステロール吸収の充進に一部は起因することが明ら

かになった.次の研究では，実際にどのような因子が小腸のコレス

テロール吸収允進に関与しているかを明らかにするために，

Differen tial Display法を用いて，小腸で発現している mRNAの種

類および量を LAP，CA聞で比較した.現在までの実験では，数種

類の mRNAの発現に系統問で差のあることが示されているが，今

後， LAPとCAウズラ小腸でそれぞれ特異的に発現している

mRNAのカタログ作りを進め，コレステロール吸収充進の原因遺

伝子を特定したいと考えている.
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第六章 要約

動脈硬化発症には種々の因子が関与するとされているが，発

症メカニズムの遺伝的要因については不明な点が多い.そこで?今

回の研究は，動脈硬化を発症しやすい動脈硬化易発性ウズラ

(Hyperlipidemia atherosclerosis prone: LAP)の遺伝子変異を解明しフ

動脈硬化症の予防或いは改善に寄与する基礎的知見を提供すること

を目的とした.

動脈硬化症の発症と進展には血清脂質代謝が大きく影響する

ことから，本研究では脂質代謝に関与する遺伝子の構造を LAPと

正常日本ウズラ (Commerciallyavailable: CA)間で比較し， LAPに

おける動脈硬化易発のメカニズムを明らかにすることを試みた.

まず，末梢組織のコレステロールを肝臓へ逆輸送することで

抗動脈硬化作用を示す高比重リポタンパク質(HDL)の?主要構成ア

ボタンパク質であるアポ A-Iに着目した. LA.Pのアポ A-IcDNA 

塩基配列上にコドン冗長性の変異は認められたものの p アミノ酸配

列に差異は認められなかった.アポ A-ImRNA発現量に関しては

LAPの小腸，肝臓において顕著な発現の増大が認められた.

続いてフウズラの主要な低分子量アボタンパク質(LMWA)に

ついて同様の実験を行った.ウズラの主要 L:rvlWAのアミノ酸配列

は u甫乳類アポ C群に対して低い相向性を示した. しかしながら，

疎水性アミノ酸の配列パターンはヒトアポ C-lIIと類似しており，

タンパク質の N末端には両親媒性の αヘリックス構造が高度に保

存されていた.これらの結果から p この LMVVAは鳥類におけるア

ポ C-III相当のアボタンパク質と考えられた. ウズラ LMWAの

cDNA庖基配列， mRNA発現量を LAP，CA問で比較したところ，

79 



系統問で顕著な差異は認められず， LAPウズラにおける動脈硬化

易発性と本アボタンパク質との関連性はないと判断された.

過去の LAPに関する研究報告と今回のアポ A-ImRNA発現量

の結果は， LAPの小腸におけるコレステロールの吸収昂進を反映

している可能性が考えられた.そこで?胃管栄養法を用いたコレス

テロール吸収実験を行いヲ LAPとCAウズラにおける食餌コレス

テロールの吸収をより詳細に調査した.その結果，糞中へのコレス

テローノレ p 脂肪及び胆汁酸の排池量は LAPにおいて有意に低くな

ることが初めて明らかになり， LAPの脂質吸収能は CAよりも高

いことが示唆された.これに伴い LAPにおいてのみ血液及び肝臓

コレステロール濃度の上昇が認められた.また，コレステロールを

投与しない場合は肝臓コレステロール 7α ーヒドロキシラーゼ

mRNA発現量が LAPで有意に高くなっていた.以上の実験結果か

らフ LAPの食餌コレステロールに対する高い応答性はコレステロ

ール吸収昂進によって一部は説明されるものと考えられた.
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