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第 I章緒言

1 - 1 本研究の背景

有用な遺 伝 資 源 、 を 保 存 し ，それらを有効に利用することは畜産学上の大きな課

題の一つである.日甫乳動物ではすでに受精卵の凍結保存および移植技術が確立し，

これらは体 外 受 精 な ど の 関 連 技術とともに家畜生産に応用されている. 一 方，繁

殖様式が晴乳動物とは大きく異なる鳥類についてみると，卵は卵黄が大きいため

凍結保存が困難であり，現在の と こ ろ 配 偶 子 の 片 方 で あ る 精 子 の 凍 結 保 存以外に

はこれといった方法がない. し た が っ て 遺 伝 的 に 重 要 な 系 統 や 産 業 的 に価値の

高いニワトリ原種などは，いずれも多大な費用と時間をかけて累代飼育されてい

るのが現状である.このような背 景 か ら ， 鳥 類 に お け る 遺 伝 資 源 の 保 存 について

は，晴乳動物 の場 合と は異 なる新技術の開発が望まれており，その中で近年とく

に注目を浴びているものの一つに始原生殖細胞 (pG C )の保存および利用に関

する研究がある. PGCは個体発 生 の ご く 初 期 に 出 現 し ， 生 殖腺に移住した後，

卵祖細胞 あるいは精粗細胞へ分化する生殖細胞系列の始原細胞で，鳥類ではこの

PGCが発生初期の 一時期に血液中を循環するという特徴を有する.この PGCを

採取し，これを他の系統の佐に移植することにより，移植された PGCに由来す

る子孫を得ることができれば，日市乳動物の受精卵移植に匹敵する新技術になり得

る. 事実 ，ごく最近になってこの方法により ニワトリで生殖系列キメラが作出で

きることが実験的に示され 31 ，54) PGCを利用した新技術 への期待が高ま ってい

る

近年 PGCが と く に 注 目 を 浴 びている幾つかの理由の中でも最も大きな理由の 一

つは， P GCが次世代を生む生殖 細 胞 系 列 の 始 原 細 胞 で あ る と い う 点 に あ る.形

質転換動物を作出する際， PG Cに外 来遺伝子を導入すれば，他の細胞の場 合 よ

り容易に次 世代に継承されるはず で あ り ， 外 来 遺 伝 子 を 導 入 す る 際 の 対 象として



PGCは好ましい細胞なので ある.また，その他の理由としては iP G Cは如何

にして体細胞系列より分化するのか」という前世紀から続く発生学的な謎に対す

る興味がある.いずれの場合も，近年における分子 生物学的あるいは細胞生理学

的知見 の 蓄 積 を 背 景 に 研 究 の急速な進展が期待されている. しかしながら，前述

のとおり， PGCは発生初期の 一時期にのみ存在し， し か も そ の 数 が 少 な い(ニ

ワ トリ初期妊の血液中では数 百個)という特徴を有し，如何にして研究に供試で

きる PGC数を確保するかが， 今 後 の 研 究 の 進 展 を 左 右 す る 大 き な 要 閃 と なって

いる.最近になって マウス およびニワトリで PGCの体外培養に関する研究が

盛 ん に 行われるようになったが， P GCの性格を失うことなく増殖し， しかも継

代培養できる系は確立していない. P GCの体外培養が他の細胞に比べて難 しい

理由の一つは， PGCそのものの性質に関する知見が乏しいことにある. P GCの

発生 学 的な挙動や形態的知 見 の蓄積に比べて PGCを他の細胞と区別しうる生化

学的知見は極めて少ない.

本研究で 取 り あ げ た c-k i t遺伝 子お よびその産物の Ki tタ ン パ ク 質 は (1 - 2で

後述) P G Cの分化・増殖に関与 す る こ と が 知 ら れ て い る 数 少 な い 細 胞 内 因子の

一 つである. K i tタン パ ク 質は膜受容体タンパク質の 一 種であり，そのリガンド

である stem cell faClOr65
) (以下 SCFと 称 す る ) と と も に PGCの分化・増殖

に深く関わっていることがマウスを用いた実験で明らかにされている 5. 4 4 )また，

これらの知見に基づき，マウ ス の PGCについては， S C Fを川いた体外培養法が

開発さ れ(1 - 5を参 照) ，この培養系によって樹立した細胞株を用いてキメラ

マウスが得られている 29)

c -k i t遺伝子は これまでに調べられたすべての附乳動物においてその存在が

知られており，その塩基配列には 高い相向性が認められる(1 - 2で詳述) .こ

のこと から c-kit遺伝 子は脊椎動物に広く保存されている遺伝子であり，ニワ

ト リ においてもこの遺伝 子が 存在し ，かつ， PG Cの分化・ 増殖に重要な役割を
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演じているものと予想される. しかしながら，ニワトリを 含 め て 鳥類 では c-k i t 

遺伝子の存在が明らかではなく， K i tタンパク 質 に つい ても 記 載がない.そこ で ，

本研究では ， ニワ ト リ に も 附乳動物と相同の c-k i t遺伝子が存在するとの推測に

基づき ， この遺伝子およびその産物である Ki tタ ン パ ク 質 の 存 在 と そ の 役割を明

らか に する ことは ニ ワ ト リ PGCの分化 ・増殖の機構を明らかにする上で必須

の 要 件であると 考 え， 後述す る 一 連 の 実 験 を 試 み た (1 - 7に後述)

1 - 2 c-kit遺伝子の産物である Ki tタンパク質の構造と機能

c -k i t遺伝子は RNAウ イ ル スであるネコの Hardy-Zuckerman4肉脆ウイルス

(HZ4・Fe S V)のゲノム に見いだされたウイルス性癌遺伝子 v-ki(
2

)の嵐基配列

と相向 性 の 高い正常細胞に存在する細胞性癌遺伝子(またはがん原遺伝子)で

ある. 細胞性癌遺伝子の多くは ， 細胞増殖の制御に関与するタンパク質をコード

し て お り ， それらの遺伝子の変異や遺伝子明 IIJ~ に基づく発現異常は ， 細胞増殖制

御 の 異常をもたらし ， さらには ， 発がんやがんの進展の要因となると考えられて

い る

これまでにネコ 2)マウ ス 39 ) ウ シ 19 )お よ び ヒト 59 )の c-k i t遺伝子相補 的

DNA (cDNA)がクローニング され ，それぞれ塩基配列が決定さ れ ており ， こ れ

らの 塩基配列 か ら予想される アミノ酸配列が程を越えて高い相向性を持つこと か

ら，十 ki t遺伝子は脊椎動物全般に広く保存されている遺伝子-と考えられる .

c-kit遺伝 子 cDNAに よ ってコードされる Ki tタンパク質は受符体型タンパク質チ

ロシンリン 酸 化 酵素(以 下受容体型チロシンリン酸化酵素と略称する)の lつで

あ る こ と が 示されている . 受容体型チロシンリン酸化酵素は ， 細胞外に存在す る

細胞成 長 因 子 な どのリガンドを 認 識 し て 結 令 し ， そ れ に よ り 細 胞 内 に 存 在するリ

ン酸 化 酵素領域が活性化される結果 ， 細胞内の標的タンパク質中のチロシン残基

をリ ン 酸 化 す る 事 に よ り ， 細胞内に増殖等のシグナルを伝達する機能をもってい
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る 52) Kitタンパク質は，細胞外領域(マウス Ki Lタン パ ク 質 で は ア ミ ノ酸配列

中 21番目から 519番目) ，細胞膜を貫通するトランスメンブレン領域(520呑

から 543番目)ならびに細胞内領域(544呑 目 か ら 975番目)から構成され てい

る 39，59) Kitタンパク質の細胞外領域は，リガンドの結合に重要であると考え

られている 5つの 免疫 グロ プリン様繰り返し構造をもち Ki lタンパク貨のリガ

ンドである SCFを認識して結合する部位 お よ び Ki lタンパク質の 二 量 体形成 23) 

に 関 わる部位が存在すると考えられている.また細胞内領域には，チロシンリン

酸化酵素活性を担うリン酸化酵素領域(586番 目 か ら 685存目および 762番 目 か

ら929番目)が存在し，キナーゼ挿入配列(686番 目 か ら 761番目)によっ て ，

ATP結合部位を含む領域と 自 己 リ ン 酸 化 部 位 を 含 む 領 域 の 2つの領域に分けられ

ている.このキナーゼ挿入配列は Ki lタンパク質および Ki lタンパク貨のリン酸

化の基 質 で あ る ホ ス フ ァ チ ジルイノシト ール 3'キナーゼとが結合するのに関与し

ている 22) これらの梢造上の特徴から Ki Lタンパク質は， IOl小板由来成長因子受

容体 (PDGFR) ，コロニ-刺激因子 1受容体 (CSFIR) と共に受容体型チロ

シンリン酸化酵素サブクラス田に分類されている 39 ) 

多くの受容体型チロシンリン酸化防 素と同級に 24，48，52，60) ヒト，マウスの

K i tタンパク質については，細胞膜 表面の Ki lタンパク 質にリガンドである SCF

が結合すると直ちに Ki tタンパク質の 二量休が形成され 23) Kitタンパク質中の

チロシ ン残基に対する 自己リン酸化が起こることが示されている 23， 24 )また，

それにひきつづき リン酸化 された Ki tタンパク 質はホスファチジル 3'キナーゼ

の 85Kサブユニット，ホスホリ バーゼ c-'yおよび Ra f -1キナ ーゼなどの sr c 

homology 2 (SH2) 領域に 結合する 23 . 4 2 )ことが示されており，これらの諸過

程が Ki tタンパク質による細胞内へのシグナル 伝達に必須の過程であると考えら

れている
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1-3 Kitタンパク質のリガ ン ド

K i tタンパク質のリガンドである SCF65
)はマスト細胞成長因子 (MGF， 56))

あるいはキットリガンド (KL， 14)) とも呼ばれている. S C Fは当初マスト細胞

を増殖する可溶性タンパク質として精製された 14 ， 5 6 )その後 SCF遺伝子

cDN Aはラット 1)ヒト 26 )ウシ 64)およびニワトリ 63 )でクローニングされ， そ の

塩基配列が決定されている. マウスの SCF遺伝子は第 10染色体上の Stcc1 (S1) 

遺伝子座と同一の遺伝子座であることが明らかにされている 14，56，65) SCF遺伝

子産物に は，シグナルペプチド配列を含み 273個のアミノ般配列からなる KL -1 

型とオルタナテイブスプライシングによって細胞外領域の 一 部(マウスの SCFの

アミノ酸配列の 174番目から 202番目)を欠いた KL -2型の 2程のアイソフオ

ームが存在する 1，7，15) SCFの l次産物は KL -1型， KL ・2型のいずれもトラ ン

スメン プレン領域を有する朕タンパク質である 1， 7 ， 1 5 )朕タンパク質として生産

された SCFは膜結合型 SCFとしても機能するが，この 一 部は膜貫通領域の近く

でプロ テアーゼにより切断され ， 可 溶 性 の SC F (マウスの SCFのアミノ酸 配列

の 26番目から 189番目)として機能する 26 )生体内における KL・1および KL -2 

型 SCFの比率は組織によって異なり 月以や繊維芽細胞では KL -2型 SCFに対して

約 100倍 の KL・1型 SCFが存在するが，骨髄，牌臓ではほぼ同量である 15 ) 

1 - 4 マウスの W突然変異休

マウスにおいては古くから，メラニン細胞の欠損(皮府に白い斑点をもっ)

生殖細胞の増殖不全 造血幹細胞等の増勉不全等を 呈 する W (Oominant 

White spotting) 突然変異体の存在が知られていた 5， 9 ， 4 4 ) 近年，この W遺伝

子座が第 5染色体上にあり c -k i t遺伝子座と同 ー のものであることが明らかに

され た 3，10) W変異体マウスにはいくつかの独立に見出された多くの変異 体系統
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唱圃-

がある.なかでも W
V
， W37

， W41
， W42

突然、変異体マウスでは c -k i t遺伝子

のリン酸化酵素領域にアミノ酸置換を伴う点突然変異が起きたため， K i tタンパ

ク質が有するチロシンリン酸化酵素活性が様々な程度に低下しており，それぞれ

の 変 異型 Ki tタ ン パ ク 質のリン酸化酵素活性の低下の程度と，それぞれの W変具

体マウスが呈する変異形質の 程度とが相閃することが示されている 34 . 4 1 • 5 1 )こ

れらの知見から， 1)マウス Ki tタン パ ク 質 が SCFに 対 す る 細 胞 膜 表 面 受 容体とし

て ，メラニン細胞，生殖細胞および造血幹細胞等の正常な増殖，分化に重要な機

能を果たしていること，および， 2)その機能にとって Ki tタンパク質のもつチロ

シンリン酸化酵素活性が必須であること が明らかとなっている .

多くの W変異体遺伝子座のなかでも W42
遺 伝 子 座 9) は ， そ の ホ モ 接 令体およ

びヘテロ接合体が 呈する体毛の白色，貧血等の変異形質が，他の W変異遺伝子座

を有す る変異体のそれに比べてより重度である点で興味深い遺伝子座である.特

に，そのヘテロ接合体(W42/+) においては vV19 H遺伝子座を有するヘテロ接

合体(W1  9 H / + )の場合 21 )と比べて，より重度の休毛の白色化，貧血がみられる .

W19H
遺伝 子座 は染色体 上の c-k i t泣伝子が欠失している泣伝子座であるこ と が 示

されてお り 3) W42ヘテロ 接合体が示す重度の変異形質は，単に機能を有する遺

伝子数の減少に由 来する野生型 Ki tタンパク 質の発現量の低下ということでは説

明できない Tan et al.51
)は W42

遺伝子座によってコードされる変異 Ki tタン

パク質はリン酸化酵 素領域に ASp790から As nへの ア ミ ノ 限 前 換 を 有 し ， その結

果，リ ン酸化酵素活性を完全に失っていること， しかし ， その創11胞 表而への発現

レベルや細胞内で付加される 糖鎖に関しては野生型 Ki tタンパク 質の場合と同程

度である こ と を 示 し た . さ らに，これらの知見に基づき W
42ヘテロ接合体が重

度の変 異形質を示すのは W
42

ヘテロ 接 合 体 に お い て は W
42

変具体型タンパク質

が共 に発現している 野生型タンパク質と会合してシグナル伝達機能を持たない 一

量体を形成する結果，機能を有する Ki tタン パ ク質 複合 体の 数が W 1911ヘテ ロ接ム
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体の場合と比べてより少なくなるためであろうとの示唆をおこなった.さらに，

R ay等 40)は W42
変異体 Ki tタンパク質を発現する遺伝子を有するトランスジェ

ニ ッ クマウスを作製し，このマウスが W変具体と類似の変呉形質を呈することを

示して いる.本来の機能を失い， か つ ， と も に 存 在 す る 野 生 型 タ ン パ ク 質の機能

を阻害す る活 性を もっ 変異 体タンパク質は， ドミナントネガテイブ変具体とよば

れ，インシュリン受容体 55 ) 等 ， 他 の 受 容 体 型 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 酵 素 に つ いても

その存在が報告されている.また，その性質を利川し， illJ生型タンパク質がもっ

生物学的機能を明らかにする目的で 人工的に作製したドミナントネガテイプ変

異体を 生体内に導入してその効果を調べた多くの研究例が報告されている .

1 - 5 生体内における c-kit遺伝子および Ki tタンパク質の発現とその機能

マウスの c-k i t遺伝子の生体内での発現は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イゼイ

ション 33，39) in situ ハイブリダイゼイション 18，27，28)およびモノクローナル

抗体 32，34，62)を用いた蛍光染色などを用いて調べられている.ノザンブロットハ

イブ リダイゼーションの結果 33 ， 3 9 ) 正常なマウスにおいて c-k i l遺伝子のメッセ

ンジャー RNA(mRNA)の発現は，成獣の胎撚 ， J]出，卵巣，旬'悦，日中臓，精巣，

肺 で認められ，胎児(交尾後 13日および 14日)では肝臓で c-k i l遺伝子 mRNAの

発現が認められる.これらの全ての組織においては，長さ約 5500塩基の 1種類

の mRNAが発現している.また ， タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 発 現 に 関 し て は ，ネコの

脳，およびマウスの脳，牌臓， 精巣， )肥満車111胞で Ki lタンパク質の発現が確認さ

れ，それらが in vitroリン酸化反応実験においてチロシンリン酸化酵素活性を示

すこと，また，シアル酸や N-グリコシド型糖鎖による修飾を受けている 25 )こと

が報告されている.

Manova27
)らは in silu ハイプリダイゼイションにより，マウス胎児 (

17.5日)の卵巣のうち， 部の卵胞で c-k i l遺伝子 mRNAが発現すること ，誕生
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直後から成熟 にい たる まで 卵巣中の全ての卵胞は mRNAを発現していること，

K i tタンパク質は PGCならびに 発達 lドおよび成熟した卵胞のいずれの細胞表面に

も発現していることを示した.さらに 生後 6口から成熟マウスまでの精巣におけ

るc-k i t遺伝子 mRNAおよびタン パ ク 質 の 発 現 は A2型から B型の早期の精原細胞

のみで認められる 62) こと，また，マウス Ki tタンパク質に対するモノクローナル

抗体を用 い た 実 験 の 結 果 Ki tタンパク質は精子形成の過松で， *i号原細胞が Al型

から A4型へ発達する際に必要なシグナルのレセプターとして働くことが示され

ている 62)

また c-kit遺伝子はマウスの胎児(交 尾後 14 . 5目前後)のメラニン細胞が外

庇葉の下を通って背側から側方へ移動する際に必要であり 16 )出生後も生涯を

通してメラニン細胞の活性化に関与している 32 )ことが知られている.

小川 35 )らは，抗 Ki tタ ンパク 質モノクローナル抗体 AC K 2の投与により，マウ

スの骨髄球系の細胞および赤血球系の細胞の分化・増殖が阻 害されること ，また，

マウスの骨髄中の全有核細胞のうち 7 ~8% が K i t分 子 を 発 現 し て お り Ki tタン

パク質を発現している細胞はいずれも未分化な細胞であることを報告して いる.

マウスの 10日妊の PGCが 背部腸間膜から生殖隆起へ移動する移動経路に c-k i t 

遺伝子が発現している 18 )この c-k i t遺伝子の発現は，この 時 JVJの PGCの存在位

置と対応している.また SCF遺伝子が生地隆起で強く発現しており， P GCの移

動経路 に向かつて濃度勾配が認められる.生殖細胞が 生殖隆起に到達すると

c -k i t遺伝子 SCF遺伝子のい ずれも 生殖隆起でのみ発現し ， 移 動 経 路 に沿った

SCFの濃度勾配はなくなる 18 )このことから ，マウスの SCFが 走化性物質とし

て働き， P GCに発現している Ki tタンパク 質がこれに反応して始原生殖が生勉細

胞に向かつて移動することが 示唆される.

マウス PGCでは in vitro培養 法 が 開 発 さ れ て お り 6， 1 1 )阪 1砕 細 胞 様 の 細胞株

が樹 立されている 29) S CF遺伝子を欠損したフィーダー細胞上でマウスの 8.5
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妊 の PGCを培養すると培地に加えた SCFに 依 存 し て 4円問のみ増殖し，ブロモデ

オ キ シウリジンの取り込みを促進する 28 )また， S C Fを生産する STO繊維芽細

胞をフィーダーとして PGCを培養すると SCFを加えなくても増 殖する.さらに

ACK2モノクローナル抗体を培地に加えると PGCの増殖が 阻害された結果から，

SCFが PGCのマイトジェンとして働くことにより， P GCの Ki tタンパク質が応

答して PGCが増殖することが示 さ れ て い る 28) 

マウスの 13 . 5日 匹 で は PGCの増殖が停止するが 8 . 5日)庄の PGCを in vilro 

培 養 し た場合にもこの現象が再現された 29 )また ，これより発 生段階の遅い

PGCを培養した場合においても，マウスの)庄の中で PGCのよ日殖停止に対応する

時期に停止する 29) in siluハイブリダイゼイションにより， 1 3 . 5日妊の PGC

における c-k i t遺伝子の発現は減少することが認められている 18 )ことから，この

時期の PGCが増殖停止する lつの要因として SCFに対する反応性を失うことが示

唆されている.

1 - 6 ポリメラーゼチェインリアクション (pC R )について

遺伝子をクローニングするに は ， こ れ ま で 多 く の 時 間 と 労 力 が 必 要 と さ れてき

たが，近年，微量の試料から酵素を川いて DNAを増幅する PolymerascChain 

Reaction (PCR) 法が開発された 45) PCRの原理は， i{J 111日したい DNAの領域

をはさんで+鎖 - 鎖 に 対 する相術的なオリゴヌクレオチドを合成したものをプ

ライマーとし，

1 .鋳型 DNAを熱変性により 一本鎖に解離する .

2.プライマーのアニーリング.

3. DNAポリメラーゼ (TaqDNA ポリメラ ーゼ)により相補鎖を合成する .

のステップを 1サイクルとし 通常 30 ~ 50サイクル繰り返すことにより DNA

を増幅するものである.原理的には，このステップを 1サイクル行うごとに



DNAが理論的には 2倍 に 増 幅さ れるこ とに な る .

同一の機能をもっ遺伝子のアミ ノ 酸 配 列 が 動 物 種 を越 え て保存 されている例は

多い.そこで目的とする遺伝子が他の程でクローニングされている場合，この保

存されているアミノ酸配列を利用して， P C R法で目的の i宣 伝 子 の cDNAをクロ

ーニングする方法が報告されている 8， 3 6 ) この方法では， 20忠基 に2，3塩基のミ

スマッチをもっプライマーでも充分に機能し得るという特徴を活かし，目的とす

る遺伝子がコードしているタンパク質中に保存されているアミノ酸配列から推定

される塩基配列(もしくは，他の穏の同 一 遺伝子における塩基配列)を mいて作

製したプライマー，またはランダムプライマーを用い poly A+RNAを鋳型に

cDN Aを合成する.さらにこれ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 合 成 し た cDN Aを鋳型と

して PCR反応を行うことにより cDNA断片を増 IIJ日する.

1 - 7 本研究の目的および概 要

前述のとおり，鳥類，特にニワトリでは，有万!な遺伝資源を保存，または利用

するために受精卵に替わり， PG Cを利J-Ilする方法が注目されている.このニワ

トリの PGCが初期阪の血管中 を循環するという特性を利川し， PGCを ドナーの

初期妊の血管に戻すことにより生殖系列キメラを作製することが可能とな ってい

る 31 ) また，この技術を応用す れ ば ， PG Cに遺伝子を導入することによりトラ

ンスジェニックニワトリを作出することも将来的には可能であると考えられる.

これらの技術を用いる|努，採取した血液中か らPGCと亦 J(JL球を分離すること が

必要である が， マウ スと 同様 にニワトリの c-k i {遺伝 子 が PGCで 発 現 し て いれば，

ニワトリ Ki tタンパク質は初期庇から採取した血液中の PGCと赤血球を区別 す る

ための有効なマーカーとなり得 る . ま た ， ニ ワ ト リ Ki tタンパク質が PGCの増殖

に関与しているとすれば マウスの PGCと 同 線 に Ki tタ ン パ ク 質 の リ ガンドで

ある SCFを用いたニワトリ PGCの in vitro培 養法の開発も則待される.生殖系

ハU
T
E
A
 



列キメラニワトリを作出するた めに 有効な数 の PGCをニワ ト リの初 期 院 か ら収

集するにはかなりの労力を必要とするが ，ニ ワト リPGCの iη vi t r 0培-養 法が確

立されれば，より効率的に生殖系 列キメラ， トランスジ ェニ ックを作出すること

が可能となる. しかしながら，本 章 の 1節でも述べたようにニワトリの c-k i t遺

伝子 は ，まだクローニングされておらず，ニワトリ Ki tタンパク質の存在も確認

されていない.

そこで本研究は，ニワトリ c-k i t遺伝子の存在を切らかにすると共に，その生

物学的役割を解明する第 一 歩として，ニワトリ Ki tタン パ ク 質 の 構 造 ・ 生化学的

特性とその遺伝子の発現パターン を 明 ら か に す る 目 的 で 行 っ た . す な わ ち ，まず，

ニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAのク ロ ー ニ ン グ を 行 い ， 次 い で ， 得 ら れ た ニ ワトリ

c-kit遺伝 子 cDNAを用いて ニ ワトリ Ki tタンパク質に対する抗体を作製し， ニ ワ

トリ Ki tタンパク質の生化 学 的特性および生休内での発現について検討し た.そ

の概要は以下のとおりである.

1 )ニワトリの c-k i t遺 伝 子 cDNAをクローニングするためのプロープを作製する

目的で， PC R法を用いてニワトリ c-k i l遺伝子 cDNAの 一 部をクローニングし

た(第 E章)

2) 作製した上記プロープを用いてニワトリ脳の cDNAライブラリーのスクリ

ーニ ン グ を 行 い ， 24個のニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAクローンを得た.これら

のうちニワトリ c-k i t遺伝子 mRNAのほぼ全体に相補的な cDNAを含んでいた

lクローンを用 いて全塩基配列を決定した.その結果，この cDNAの塩基配

列から，予想、されるアミノ酸配ダIjはマウス Ki tタンパク 質 のア ミ ノ酸 配列と

高 い相向性を示し，得られた cDNAが ニ ワトリの c-k i t泣伝子の cDN Aで あ る

ことが強く示唆された.さらに，この cDNAをプロープとして， ニ ワトリ各

組織から抽出した polyA+RNAのノザンプロットハイプリダイゼーション解

析を行った結果，約 5.5kbのmRNAが 似 ， フ ァ プ リ シ ュ ウ ス 嚢 ， 心 臓 ，腎臓，
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肺， II年臓，胸腺，卵巣，および精巣で発現していることが 認 め ら れ た (第 回

章)

3 )得られたニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAを大腸菌発現川ベクターに挿入して ， 大

腸菌内でニワトリ Kit (chKit) タンパク貨と大腸菌のマルトース結合 タンパ

ク質との融合タンパク質を発 現 さ せ ， さ ら に こ れ を 村 製 し て ， ウサギに免疫

する事により，抗 ch K i tタンパク質抗血清を作 製 し た .次いで大腸菌内で

c h K i tタンパク質の細胞外領域とグルタチオン・s-トランスフエラーゼとの融

合 タンパク質を発現させ，これを精製した後，これをリガンドとしたアフイ

ニティカラムを作製した.このカラムを用いて抗 ch K i tタ ンパク 11t/C 1血清を

アフィニティ精製することにより ch K i tタ ン パ ク 質・の細胞外領域に特典的

な抗 ch K i t抗体を作製した (第 W 章)

4 )野 生型ニワトリ Ki tタンパク 質 (chKit+) および ASp777から As nへのアミ

ノ酸置換を有するこワトリ Ki tタンパク質 (chKit42) を発現する 真核細胞

発現用ベクターを作製し C 0 S -1 細胞を川いて強制発現させ 抗リン酸化チ

ロシ ン 抗 体 を 用 い た ウ エ スタンプロット解析および in vitroリン酸化反応実

験を行い，これらのタンパク質のチロシンリン酸化博索前性について検 討し

た.その結果 本研究において得られた cDNAが正常な生化学的活性をもっ

ニワト リ Ki tタンパク質をコードするものであることを示した(第 V章)

5 )抗ニワトリ Ki tタンパク 質抗休を mいることにより，ニワトリの )J出にお い て

発現しているニワトリ Ki lタンパク 質を検出し ，グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 忠 実験 ，

および in vitroリン酸化反応 笑験を行い，ニワトリの生体内で発現している

K i tタンパク質が 145kDaの 見かけの分子量を持つこと ，また，少なくともシ

アル酸残基が付加していること 自己 リン 酸化 醇素 活性 を有 する こと を明ら

かにした(第 VI章)

以上、本研究の成績から ニ ワトリにおける c-k i l遺伝子の存在がはじめて明
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らかにされた.また，この遺伝子がコードするニワトリ Ki tタンパク質の生物学

的 役 割 については，各組織におけるニワトリ c-k j t遺伝子 mRNAの発現が ，マウ

ス ， ネ コの c-k j t遺伝子の発現パターンとよく対応していることから， flilJ乳類に

おける Ki tタンパク質の生物学的役割に知似しているものと推察された.さらに

ニワトリ Ki tタンパク質は， 1)ニワトリ SCFに応答すること， 2) li己リン般化醇

素活性を示すこと， 3)糖鎖が付加していることなど，マウス Ki tタンパク質と極

めて類似す る 生 化 学 的 特 性 を 示した.このことから，ニワトリ Ki tタンパク質も

マウス Ki tタンパク質と同様に PGCなどの特定の納胞の分化・増殖に関わるシグ

ナル伝達に関与していることが 示唆された.

こ れ らの知見は，今後ニワト リ の PGCをはじめとする生地主ITI胞，造血l幹細胞お

よびメラノサイトなどの分化 ・増殖にニワトリ Ki tタンパク質が果たす役 割 の 解

明， PG Cの in vitro培養法の 開発， P GCを月]いた遺伝資源、の保存法，およびト

ランスジェニックニワトリの作出法の開発を行っていく上で重要な基礎となるも

のである.



第 E章 PCRに よる ニ ワト リc-k j t遺 伝 子 の cDNAプロープの作製

II - 1 はじめに

ヒト，マウスの c-kit遺伝 子 39 . 5 9 )およびネコの v-k j t遺伝子 2)の 塩基配 列は，

すでに報告されている.そこで， ニ ワトリの c-k i t遺 伝子 の cDNAを ク ロ ーニ ン

グ す る ために，ニワトリ cDNAライブラリ ー をスクリ ーニ ン グ する 際のプロープ

を作製す る 目 的 で ， マ ウ ス ，ヒトの c-k i t遺 伝 子 cDNAおよび ネ コの v-k j t遺伝子

cDN Aの塩基配列に基づいてオリゴヌクレオチドプライマ ー を合成し， ニ ワトリ

mRNAから合成した 1本鎖 cDNAを 鋳 型 としてポリメラーゼチェインリ ア クショ

ン法 (pC R法)によって ニ ワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNA断片の 増 幅 を 試 みた.その

結果，いくつかのニワトリ c-k j t遺 伝 子 cDNA断片を 増 幅し，大腸 菌 にクロ ーニ

ン グした.また，そのうちの 1つカ{'cDN Aラ イ ブ ラ リ ー をスクリー ニ ングする F祭

のプロープとして有用であることを確認した.

II - 2 材料および方法

( 1 )材料

ホワイトレグホーン (白河系 ) は， 農 林水 産 省畜 産試 験場 遺 伝資 源、 研究 室 から

供与され た . PC R反応に用いたオリゴヌクレオチドプライマーは， 農 林水 産省

生物資源研究所遺伝子構造研究 室 に合成を依頼した.プラスミド pUC18 (XhoI) 

およびホワイトレグホンゲノム DNAは，楼井通陽 博 士(農 林水産省家 畜 衛 生試

験場分子免疫研究室 ) より供 与 された. cDN A合成 キッ ト (cDNA合成システム

プラス) は ア マ ー シ ャ ム 社 よ り購入した. PCR 反 応 キ ッ ト (Gene Amp DNA 

Amplification reagent Kit with AmpliTaq) お よ び Oligotex-dT30は，

宝酒造より購入した.プラスミド pUC18DNA，各種制限酵 素 ， T4DNAリガ

ーゼ，ア ルカリフォスファタ ー ゼは， 東洋 紡 績 より 購 入した. 塩基配列決定 用 の
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オリゴヌクレオチドプライマ- (M 13シ ークエンスプライマー#1 2 1 3および

#1233) は，ニューイングランドバイオラボ社より購入した. DNAシ ー クエン

スキット (Sequenase Varsion 2.0 Sequencing kit) は，ユナイテッ ド・

ステイツ・バイオケミカル社よ り購入した.

( 2 )ニワトリ脳からの全 RNAの 調 製

ニワトリ脳からの全RNAの調製は Sambrook et al. の方法 46 )に従った.

調製に用 い た 滅 菌 水 お よ び 緩 衝液は，混入した RNA分解酵素を除去するため

ジエチルピロカーボネイト(最 終濃度 0.5%)を加え一晩放置後，オートクレ

ーブで処置したものを用いた . ふ化後 8 日齢のホワイトレグホン 2:]:]を頚部切断

し た後 ，脳を採材し，その重 量 を測定した(1 . 0 g および 0.95g) .採材した脳

は細切し ，脳 1個当たり 10 . 2 mlの 溶 解 用 緩 衝 液 [4M グ ア ニ ジ ン 酸 チ オ シ アネイ

ト， 25 mMクエン酸ナトリウム， 0.5 %ラウロイルサルコシン・ナトリウム塩 ，

0.1 M sーメルカプトエタノール]の中にいれ，ポッタ-型ホモジェナイザ ーを用

いてホモジェナイスした . 次 いでホモジェネイト中の DNAを断片イヒするため

ホモジェネイトを 18ゲージの針を付けた注射筒を用い 20回急速に出し入れを

行った. ベックマン SW50.1ロ ー タ 一 周 ポ リ ア ロ マ ー チ ュ ー プ に 1.6 mlの塩化セ

シウム溶液 [5.7M CsCl， O.lMエチレンジアミンテトラアセテイト]を入れ，そ

の上にホモジェネイト(約 3. 50 ml / チ ュ ー プ ) を 重 層 し た . こ れ を ， SW50.1 

ローター を用い，ベックマン L・8型超遠心機で 36，000rpm， 20
0

Cの 条 件 で 12時

間遠心した.遠心後，チューブの底部から約 1mIを残し パスツールピペットで

注意深く上清を除去した.次にチュープ内壁面を 200μ!の溶解用緩衝液で 3回洗

浄した後，上清を完全に除去し，チュープの底面に沈澱した RNAの表面を

200μlの 70%エタノールで洗浄し た . 沈 澱 を 5分間風乾した後，これを 400μl

のTSE緩 衝 液 [500mM  ト リ ス(P H 7 . 5 )， 1 % S D S， 5 mM E D T A ]に溶かし，エツ
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ペンドル フチ ュー ブに 移し た.さらにこれを 400μlのクロロフォルムーブタノ

ール液 [80%クロロフォルム， 20%ブタノール]で抽出して水層を回収し，次 い

でクロロ フォルムーブタノール層を 400μlの TSE緩衝液で逆抽出して得られた水

層と合わせた.これに 80μlの 3M酢酸カリウム溶液 (pH5.0) お よ び 1760μiのエ

タノールを加えて， -70
o
Cで 15分間冷却し RNAを沈澱させた後， 15，000rpm， 

10分間遠 心 を 行 っ た . 遠 心 後，上清を除去し さらに沈澱した RNAを 1mlの 70

%エタノールで洗浄した後 10分間風乾した.その後 RNAを 900μlの滅菌水に溶

かし，等量のエタノールを加えた後， - 20 oCで保存した.

得られた RNA溶液の濃度は適当希釈の UV吸光度から， 10D(260nm)=30μg/ml 

として算出した.紫外 l汲 光 度測定には，ベックマン DU-2 0型分光光度計を用い

た

1 2週齢のニワトリの脳の全 RNAも同様に調製した.

(3) poly A+RNAの調製

上記の全 RNA溶液から大田らの方法 37 )に従い Oligotex-dT30を用いて poly

A +RN Aを調製した.

前述した全 RNA溶液 900μ1 (RNA500 μg )に 40μlの 3M酢酸 ナト リウ ム溶液

pH5.0) および 900μ1のエタノールを加え， -70
oCで 1時間放置した後，

15，000rpm， 5分間遠心して RNAを沈澱させた.上清を除去し，沈澱した RNA

を 1m 1の 70%エタノールで洗 浄 し た 後 ， 沈 澱 を 250μlの滅菌水に溶かした.これ

に250μlの 2X溶出用緩衝液 [20mM トリス(P H 7 . 5 ) ， 2 mM E D T A， O. 2 % S D S ] 

および 500μlの Oligotex-dT30懸濁液(20 mg/ml )を加え， 65 oCで 5分間加熱し

た .次 いで，これに 100μlの 5M塩化ナトリウム溶液を加え， 37 oCで 10分 間加熱

後， 15，000rpm， 10分間遠心し， poly A+ RNAを吸着した Oligotexを沈澱さ

せた.上清を除去後，沈澱を洗浄するために，沈澱を 500μlの洗浄用緩衝液
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[20mM トリス(P H 7 . 5 ) ， 2 m M  E D T A O. 1 % S D S O. 1 M N a C 1 ]に再懸濁し，

15，000rpm， 10分間遠心後， 上 清を除去した.次いで， poly A+RNAを

Oligotexから解離するため， 沈 澱 を 400μlの滅菌水に懸濁し， 65 ocで 5分間加

熱し た .これを 15，000rpm， 10分間遠心後，上清を取り poly A+RNA標品とし，

等量 の エタノールを加えた後， - 20 ocで保存した .またその 濃度は， R N Aの調

製と同様に決定した.また， 1 2週齢のニワトリ脳の poly A+RNAも同様に調製

した.

( 4 )オリゴヌクレオチドプライマー溶液の調製

生物資源研究所遺伝子構造研究室より供与されたオリゴヌクレオチド(

SAK47，SAK48，SAK49，SAK50，SAK51，SAK52，SAK54，SAK55，SAK56，S 

AK57，SAK58，SAK59) 溶 液を真空乾燥機で乾固させ溶液中のアンモニアを除

去した後 ， 適 当 量 の 滅 菌 水 に 再溶解し， - 20 ocで保存した.この溶液のオ リゴ

ヌクレオチド濃度は，適当希釈の後，紫外吸光度より 10 D ( 2 6 0 n m ) = 3 0 mg/mlと

し て 算 出した.

( 5) cDN Aの 合 成

第 E章 2節(3 )項で述べた方法で調製した poly A+RNAを 鋳 型 と し ，合成

オリゴヌ クレオチド (SA K4 8 ，S A K 49， S A K 54， S A K 5 6， S A K 5 8 ，S A K 5 9) をプ

ライマーとして cDNA合 成 を 行った.合成には cDNA合成キット (Invitrogen社，

cDNA cycle kit) を用い，反応条件はキットに添付されたマ ニュアルに従 った .

poly A+RNAの 50%エ タ ノール溶液のうち RNA量 1mg相 当分に 1/20容の 3M

酢酸ナト リ ウ ム 溶 液 (pH5.0)と等容のエタノールを加えてエタノール沈澱 を行っ

た後，得られた RNA沈澱を 11μlの滅菌水に溶かし， 65 ocで 5分間加熱後，氷上

で 急冷 した.これにキット中の 5xフアーストストランド合成用緩衝液， ピロリ
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ン酸 ナ トリウム溶液，ヒト胎児リボヌクレアーゼインヒピター，デオキシヌクレ

オチド三リン酸混液を各所定量および 1μiのオリゴヌクレオチドプライマ-溶 液

(20uM)を加え，全量を 20μlと し た 後 ， キ ッ ト 中 の 逆 転 写 酵 素 lμlを加え， 42 oc 

で 1時間反応させた.反応後， 500 μlの TE緩衝液 [10mM トリス(P H 8 . 0 ) ， 1 mM  

EDT A]を加え，これを cDNA標品として-20 ocで保存した.

( 6) P C Rによる c-k i t遺 伝 子 cDNA断片の増幅

前項で述べた cDNA標品を鋳型とし 適当なオリゴヌクレオチドプライマーの

組み合わせを用いて PCRによる cDNA断片の増幅を行った. PCR反応には，

PCR反 応キットを用いた.反応条件は，基本的にキットに添付されたマニュア

ルに従った.

cDN A溶液 10μlにキット中の 10 x反応緩衝液，デオキシヌクレオチド 三 リン酸

混液およ び 滅 菌 水 を 各 所 定 量 ，および適当な 2種のオリゴヌクレオチドプライマ

-溶液 (20μM)を各 5μlづつを加えて全量を 99.5μlにした.これを 95
0Cで 5分間

加熱後，氷上で急冷し，キット中の TaqDNAポリメラーゼ 0.5μ1 (5ユニット)

を加え，さらに約 30μlのミネラルオイルを重層した後， DNAサーマルサイクラ

- (シータス社)上で PCR反応を行った.

( 7) cDN A断片のクローニング

PCR反応後，反応液 5μlを 0.8%アガロースゲル上で電気泳動し，生成物 の 検

出 を行った. cDNA断 片 の 増 幅が認められたものについては その cDNA断 片を

プラスミドベクターへクローニン グ し た . プ ラ ス ミ ド DNA操作 アガロースゲ

ル電気泳 動 お よ び ア ガ ロ ー ス ゲルからの DNAの回収は Sambrook et al.
46

)の方

法に従った.また プラスミド DNAによる形質転換のためのコンピテントセル

は，大腸菌 HB 101株を用い Hanahannの方法 12 )に準じて調製，凍結保存し，用
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時氷上で融解して用いた.

S AK  55および SAK5 8をプライマーとした PCR反 応 後 ， 反 応 液 95μlをエタノ

ール沈澱し， 20μlの TE緩衝液に再溶解した.これを分取用 0.8% ア ガ ロ ー スゲ

ル 上 で 電気泳動し，エチジウムブ ロ ミ ド で 染 色 し て 約 500塩 基 対の長さを 示 す

DNAバンドをカミソリで切りだした後， DNAを 電 気泳動によりアガロ ー スから

溶 出 ・ 回収した.次いでフェノール抽出により DNA溶液に残存するアガロ ー ス

を除き，制限酵素 EcoR 1および BamHIで 消 化 し た . 消 化 後 フ ェ ノ ー ル 抽 出によ

り制限酵素を失活させ， DNAをエタノール沈澱後適当 量 の TE緩衝液に溶解した.

一方，プラスミドベクタ -pUC1857
)を EcoRIおよび BamHIで切断した後， 切 断

末端の 5'リン酸基をアルカリフオスフアターゼで除去した.次いで，フ ェ ノ

ール抽出により酵素を失活させた後， DNAをエタノール沈澱し 適 当量 の TE緩

衝液に溶 解し た. この よう に調製した cDNA断片および pUC 1 8ベクターを

T4DN Aリガーゼで結合させた後，これをコンピテントセルに形質転換し，ア ン

ピシリン耐性の形質転換大腸菌クローンを得た.複数個の大腸菌クローンからア

ル カ リ 溶解法でプラスミド DNAを抽出・精製し これを EcoRIおよび BamHIで

切断した後，アガロースゲル上で 電 気泳動を行い，プラスミドへの cDNA断片の

組み込み を確 認し た. S AK52お よ び SAK 5 9をプ ラ イ マ ー と し て 用 い た PCR反応

後に得られた約 500塩基対の断片についてもほぼ同様の方法によりクロ ーニ ング

した.すなわち， cDN A断 片 をアガロースゲル電気泳動による精製後，制限酵素

Xh 01および Bc 11で切断した. 一 方プラスミドベクタ-pUC 18 (Xhol) をXh 01 

および BamHIで切断し，アルカリフォスフォターゼで末端リン酸 基 を除去 した.

この両者 から cDNA断片が組み込まれた複数のプラスミドクローンを 得 た.

pUC18 (Xhol) は， pUC18の SP h 1切断部位をリンカーライゲーションにより，

X h 01切断部位に変換したプラスミドである.



( 8) cDN Aの塩基配列の決定

塩基配列の決定にはシークエンスキットを用い，ダイデオキシ法 47 )により塩基

配列を決定した. cDN A部分の 塩基配列決定は，前項で得た 2本 鎖 プ ラ スミド

DNAおよび 1本鎖 M 13フアー ジ DNA30
)を鋳型に塩基配列の決定を行った. シ

ークエンス反応および 7M尿素 存 在 下 で の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 は キット

に添付さ れ た マ ニ ュ ア ル に 従 って行った.

シーク エ ン ス 反 応 の 鋳 型 と した 2本鎖 DNAは ア ル カ リ 溶 解 法 46 )によって調製

した.また 1本鎖 M 1 3フアージ DNAは Messingの方法 30)によって調製した.

2本鎖プラスミド DNA (3μg )水 溶 液 ( 全 量 20凶)にアルカリ液 [2M 

N a 0 H ， 2 mM E D T A] 2μ1 :を加え， 5分間静置して 1本鎖に変性させた.このサ

ンプルに 3M 酢酸ナトリウム溶液 3μlおよび蒸留水 7μlを 加 え て 中 和 し た 後，エタ

ノ-)レ 75μlを加え， -80
o

Cに 1時間以上放置し DNAを沈澱させた.その後，

15，000rpm， 10分間遠心を行い，上清を除去した.さらに，エタノール 150μi

で沈澱を洗浄した後，エタノールを除去し，風乾した.風乾したサンプルは，蒸

留 水 2μlに溶かし，これをシークエンス用のサンプルとした . プライマーは

M13DNA塩基配列決定用プライマ -#1212および#1233 (New England 

Biolabs社)を用いた.ついでシークエンス用のサンプルにキット中の 5x反応

緩 衝 液 を 2μ1， 1 0 ng/mlのプライマ一溶液 6μlを加え， 37 oCで 10分間インキュペ

ートして，プライマーをアニー リ ン グ さ せ た . ア ニ ー リ ン グ 終 了 f麦，キット中の

ラ ベ リ ングミックスの 15倍希釈液を 2μ1，ジチオトレイトール lμ1， [α_
32pJ d C T P 

1μ1 ，シークエナーゼ希釈用緩 衝 液 で 9倍希釈したシークエナーゼ 2μlを加 え室温

に 5分間静 置 し ラベリング反応 を 行 っ た . 次 い で 96穴プレートにキット中

のターミ ネ ー シ ョ ン ミ ッ ク ス 4種類(デオキシヌクレオチドの混合液にデオキシ

ヌクレオチドの類似体であるジデオキシヌクレオチドのうちの 1種類を加えたも

の で ， これを取り込んだところ で DNAの伸長反応が停止する) 2. 5μiを各々別の



穴に入れ，ここにラベリング反応が終了したサンプルを 3.5μlづっ加え， 3 7 ocで

1 5分間インキュベートして 5'末端から 3'末端方向に様々な長さの相補 DNA鎖を

合成させた. 1 5分間の反応終了後，反応停止液 4j1.11を加え， 7 5 ocで 2分間イ ンキユ

ベートした後，氷上で急冷した.このサンプルを 7M尿素存在下のポリアクリル

アミドゲル上で電気泳動した.電気泳動終了後ポリアクリルアミドゲルを固定液

[10%酢酸， 10%メチルアルコール]に 20分間浸し，固定した.固定したアクリ

ルアミドゲルは， 3MMワットマンのフィルターペーパーに張り付け，ゲルドラ

イ ヤー で乾燥させた.ついでオ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 い 塩 基 配 列 を 解 析した.

1本鎖 M 1 3ファージ DNA 1μgは，滅菌水 7μ1，キット中の 5X反応緩衝液 2μ1，

M13 mp18 Primer(-40) プライマー(2 . 8μg/ml) を 1μlを加え， 6 5 oC 2分間 加熱

した後， 30分 間 か け て 65
0

Cから 30
0

C まで温度を下げアニーリングを行った.こ

れを塩基配 列決 定用 のサ ンプ ルとし，この後の手順は前述の方法と同様に行った.

( 9 )ニワトリ DNAのサザンブロット分析

1 )サザン プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イゼイション

ニワト リのゲノム DNAを，各種の制限酵素で消化した.この消化物についてそ

れぞれ 5μgずつ 0.8%アガロースゲル上で電気泳動を行った.ついで，アガロ

ースゲルをアルカリ液 [0. 5 M N a 0 H ， 1.5 M N a C 1 ] 1 50 mlに浸し 20分間振とう

を 2回 繰り返し，ゲル中の DNAを アル カリ 変性 させ た. 次に 蒸留 水で ゲルを洗

浄 し た 後，中和液[1 M トリス(p H 7 . 4) 1. 5 M N a C I ] 1 5 0 mlに浸し， 20分間振と

うを 2回繰り返し ゲルを中和させた.そして 泳動槽の支持台の上に 10 X 

SSC緩 衝液 (lXSSC緩衝液の組成は， [1 5 0 mM  N a C 1 ， 1 5 mM クエン酸ナトリ

ウム (pH7.0)]で 湿 ら せ た 鴻 紙(ワットマン 3M M) を敷き，その上にこのゲ ル を

のせた.減紙の両端は常に 10XSSC緩衝液中に浸っているようにした.ゲ ル と

同じ 大 きさのニトロセルロース膜を蒸留水で湿らせたのち 10XSSC緩衝液に浸
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し，ゲルの上にのせ，この上にゲルと同じ大きさの鴻紙を 10XSSC緩衝液に湿

らせた物 2枚，乾いた減紙 1枚をのせ，この上にゲルと同じ大きさに切ったキム

タオル(十僚キンバリ一社)を 10 ~ 1 2 cmの高さに積み，さらに重り(約 500g)

を ゲル全体に均一にかかるように乗せ， 一 晩 静 置 し プ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 った.翌

日，ニトロセルロースフィルターを 6XSSC緩衝液で 30秒間洗浄した後，乾燥し

た 鴻 紙 の上で，ニトロセルロー ス フ ィ ル タ ー を 乾 か し た . ニ ト ロ セ ル ロ ー スフィ

ルターが完全に乾燥した後， 80 ocで 2時間，真空オープンでフィルターを加熱

し， DNAをフィルターに固着させた.ついでフィルターを，適量のプレハイプ

リダイゼイション液 [50%ホル ムアミド， 5XSSC緩衝液， 1 X デンハルト， 0.5 

% S D S， 1 0 mM  E D T A， 1 0 0 mg/mlサケ 精 子 DNA]で約 1分間 洗 浄 し た 後 ，プラ

スティックバッグに入れ， 40 mlのプレハイブリダイゼイション液を加えた後，

封をし， 42 ocで一晩プレハイブリダイゼイションを行った.

プレハイプリダイゼイション終了後 ハイブリバッグ中のプレハイプリダイゼ

イション液を捨て，ハイブリダイ ゼ イ シ ョ ン 液 [50%ホルムアミド， 5XSSC緩

衝液， 1 X デンハルト， O. 5 % S D S， 1 0 mM  E D T A， 1 0 0μg/mlサケ精子 DNA]を入

れた.ついで [α_32p]d C T Pで標識 さ れ た プ ロ ー プ を 100
0

Cで 10分間加熱し氷上で

急冷し 1本鎖に変性した後，これをハイプリダイゼイション液に加えた.これ

を42
0

Cで終夜振とうして，ハイブリダイゼイションを行った.ハイプリダイゼ

イション後フィルターを，洗浄液 [2XSSC緩衝液， l%SDS]を用い，室温で，

ゆっくり振とうしながら 15分 間洗浄した.この操作を 2回 繰 り 返 し ， 次 に 65
0

C

で 45分間， 2回洗浄した.洗浄が終了した後フィルターを，オートラジオグラ

フイーに 供 し た .

2 )プロープの標識

プロープの標識には， Megaprime ™ DNA labelling systems RPN 1604 ( 
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Amersham社)を用いた.プロープ DN A 2 5 ngを滅菌水に溶かし全 量 28μ!と し た

も の に キット中のランダムプライマ -5μlを加え， 100
0Cで 10分 間 加 熱 し た後急

冷して DNAを変性させた.こ れ に 5xメガプライム反応緩衝液 10μ1， [α_32p] 

dC TP 5μ1， DN  Aポリメラーゼ 1 (Klenow fragment， lunit/μ1) 2μlを加え，

37
0

Cで 10分間反応させた.反応終了後， 1 X S T E緩衝液[0 . 1 M N a C 1， 1 0 mM 

トリス (pH8.0)，lmM EDTA(pH8.0)]20μ1 :を加え 70μlに調製した反応液 を 1X 

STE緩 衝液 70μlで 膨 潤 さ せ た プッシュカラム (Stratagene社)に添加し， 70μl 

の lXSTEで溶出させた.この 溶 出 液 か ら 1μlを取り，クリアゾル 10mlに加え，

液体シンチレーションカウンタ- (アロカ)で放射活性を測定した.標識された

DNAの比活性が 5X 1 0 8 C P m / mg D N A 以上である事を確認してプロープとして

用いた.

n -3 結果

( 1 ) PCR用プライマーの設計

ニワト リ c-k i t遺 伝 子 が ， 既に報告されているマウス・ヒト c_kit39
.
59

)遺伝子

およびネコの v-k i t遺伝子 3)とアミノ酸配列レベルで相同であると仮定して，ニ

ワトリ c-k i t遺伝子 cDNAあるいはその断片を PCRに よ っ て 増 幅 す る た め のプラ

イマーを設計した.その際，以下の諸点を考慮、した.

1. P C Rで遺伝子増幅を行った研究例 8. 3 6 )に従って プライマーの長さを 25塩

基 程度とした.

2 .マウス・ヒト.K i tタンパク質，ネコの v-k i tタンパク質の間で保持されてい

るアミノ酸配列はニワトリにおいても保持されている可能性が高いと考えら

れる の で ， 報 告 さ れ て い るそれらの塩基配列およびそれから予想されるアミ

ノ 酸配列 2.39.59)を比較し この 三 つのタンパク質問で 7アミノ酸以上(塩基

配列上で 21塩基以上に相当する)にわたってはほ保存されているアミノ酸配
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列を探し，それをコードしているマウス c-kit遺 伝 子 中 の 核酸塩基配列 あるい

は相 補 的 な 配 列 を プ ラ イ マーの配列の候補とした.

3. アミノ酸コドンの重複性から，アミノ酸配列が同 ー であってもそれをコ ー ド

する塩基配列が異なってい る可能性があるため，保存されたアミノ酸配列の

うち，メチオニンあるいはトリプトファン残基を含むものを選び，これらの

ア ミノ酸残基をコードする塩基配列がプライマーの 3'末端あるいはその近

傍に含 ま れ る よ う に し た .すなわち，アミノ酸残基に対応するコドンは そ れ

ぞれ 1通り(メチオニン AUG， トリプトファン:UG  G) しかないため こ

れらのアミノ酸残基が保存されているならば，塩基配列も 1通りに決ま るか

らである.またこれらのアミノ酸残基をコードする塩基配列がプライマーの

3 '端近 傍 に 含 ま れ る よ う にしたのは， PC R反応の効率に対して，プライマ

ーの 3' 端 近 傍 の 配 列 と 鋳 型 DNAと の 相 向 性 の 方 が プ ラ イ マ ー の 5'末端近傍

で の相向性よりも大きな影響を持つことが予想される 50)からである.

4 .増幅された DNA断 片 の プ ラスミドへのクローニングを容易にするため，必要

な場合は以上のような基準に基づき選定された塩基配列中の 1~ 2塩基を 変

更することにより 6塩基認 識の制限酵素認識配列を導入した.

5 . P C R反応の効率は，増幅される DNAの長さが長くなる(1 000塩基対以上)

と低下するので ， 増幅されるべき DNA の長さが 500~700 塩基対となるよう

にプライマーの位置を選定した .

このように設計されたオリゴヌクレオチドプライマーの SAK48 ~ SAK58 およ

び，のちにニワトリ c-k i t遺 伝子 cDNAの配列に基づき作製したプライマー

S A K5 9の塩基配列をマウスおよびヒトの c-k i t遺伝子の配列と比較して図 2- 1 ， 

図 2-2に示す.



( 2 ) P C R反応によるニワトリ c-k i t遺伝子 cDNA断片のクローニング

ニワトリの c-k i t遺伝子の cDNA断片をクローニングする目的で ニワト リの脳

の PolyA+RNAを鋳型とし， mRNAに 相 補 的 な 配 列 を も つ こ と が 期 待 さ れ る

SAK48， SAK49， SAK56， SAK58， SAK59をプライマーとして，第 1鎖合

成 (first strand synthesis) を行った.この l本鎖 cDNAを鋳型とし，前述

の PCR用プライマーを用いて PCR反応を行った.ニワトリ c-kit遺 伝 子 の塩基配

列がマウス c-k i t遺伝子と相向性が高いことを仮定すると それぞれのプライマ

ーの組み合わせによって増幅される cDNA断片の長さが予想できる(表 2- 1 ) 

そこで PCR反 応 後 ， 反 応 生 成 物のアガロースゲル電気泳動を行い，予想される

長さの cDNA断片が認められる か否かを確認した。予想される長さの cDNA断片

の増幅が認められたものは大腸菌にクローニングした後，塩基配列を決定し

cDNA断片の増幅を確認した.

PCR反応 の 鋳 型 DNAとプライマーの組み合わせ，反応条件およびその結果は

表 2-2に示した.

実験 1

実 験 lにおいては，マウスの塩基配列を基に作製した 4種類のプライマ- ( 

SAK48， SAK49， SAK56， SAK58) をそれぞれ用い 1 2週齢のニワトリの脳

の mRNAを鋳型に cDNAを合成した.この cDNAを鋳型に 5種類のプライマー の

組み合わせ (SAK48とSAK57， SAK49とSAK57， SAK56とSAK51，

S AK5 2とSAK58， SAK55とSAK58) で PCR反応を行った.

PCR反応は，変性 94
0

C 1分，アニーリング 42
0

C 2分，伸長反応 72
0

C 3分を l

サイクルとして 50サ イ ク ル 行 った. PC R反応後，生成物の 一 部をアガロースゲ

ル電気泳動で cDNA断片の増幅を調べたところ， SAK55とSA K 58のプライ マ

ーの組み合わせで行 った PCR反応で，予想される長さ(5 1 5塩基対)の DNAの

増 幅が認められた(図 2-3) 
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実験 2

実 験 1の結果，増幅，クローニングされたニワトリト ki t遺伝子 cDNA断片の塩

基配列(後述)に基づきプライマ -SAK59 (図 2- 1 )を作製した. SAK59を用

い， 1 2週 齢のニワトリの脳の mRNAを鋳型に cDNA合成 を行 った .こ の cDNAを

鋳型に 4種 類 の プ ラ イ マ ー の 組み合わせ (SAK59とSAK50， SAK59とSAK51，

PCR反応 は 変 性 94
0

C 1分，ア ニーリング 48
0

C 2分，伸長反応 72
0

C 3分を lサイ

クルとし， 50サイクル行:った. SAK59とSAK52， SAK59とSAK57) で PCR

反応を行った(表 2-2) . PCR反応後，アガロースゲル電気泳動で PCR反応生

成物の確認を行ったところ， SAK52とSA K5 9の組み合わせにおいて予想される

長さ (478塩 基 対 ) の DNA断片の増幅が認められた(図 2-4) 

実験 3~実験 5

実 験 3~実験 5 においては PCR 反応条件検討のため実験 2 と同じ cDN Aおよび

プ ラ イ マーの組み合わせで， PC R反 応の際の温度・時間を変えて(表 2-2) 増

幅に対する影響を検討した.その結果実験 3~実験 5 のいずれにおいても実験 2

と同様 SAK  5 2とSA K 5 9の組み 合わせにおいて予想される長さ(4 7 8塩基対 ) の

DNA断片 の 増 幅 が 認 め ら れ た .

実験 6お よ び 実 験 7

実験 6および実験 7 においては， 1 0日齢のニワトリの脳の mRNAを鋳型として，

S AK5 9をプライマーに用いて cDNA合成を行った.この cDNAを鋳型に実験 2~ 

実験 5 と同じプライマーの組み合 わ せ (SAK59とSAK50， SAK59とSAK51，

S A K5 9とSAK52， SAK59とSAK57) で PCR反応を行った(表 2-2). PCR 

反応は，実験 6では変性 94
0

C 1分，アニーリング 47
0

C 2分，伸長反応 72
0

C 2分

を 1サイクルとし 50サイクル行い，実験 7では変性 94
0

C 1分，アニーリング 52

OC 2分，伸長反応 72
0

C 2分を 1サイクルとし 50サイクル行った. P C R反応後，

PCR反応 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲル電気泳動で生成物の確認を行ったところ，実



験 6，実験 7のいずれの 実験でも SA K 5 9とSA K 52のプライマ ーの組み合わせで

予 想さ れる長さ(478塩 基対)の DNAの増幅が認められた.

実験 8

実験 8で は ， 実 験 6および実 験 7 と同じ cDNAを鋳 型とし， 3組のプライマ

ーの組み合わせ (SAK59とSAK50， SAK59とSAK51， SAK59とSAK52，

S A K 59とSAK57) で PCR反応を行った.アガロースゲル 電気泳動で PCR反 応

生成物の確認を行ったところ， 予想される長さの DNAの増幅は認められなかっ

た(表 2-2) 

実験 9~実験 1 3 

実験 9~実験 1 3では， 1 2週齢のニワトリの脳の mRNAおよび 10日 齢 の ニワ ト

リの脳の mRNAを鋳 型として ， S AK56とSAK47， SAK56と50， SAK56と

SAK51， SAK56とSAK57， SAK54と55， SAK49とSAK47， SAK48と

SAK57， SAK48とSAK4 7のプライマーの組み合わせで PCR反応を行った(表

2 -2) .これらの反応では，アニーリング温度，伸長反応時間を変えても，ま

た 12週齢および 10日齢のニワトリの脳の mRNAを鋳 型にし た cDNAのどちらで

も目的の長さの DNA断 片は得られな かった(表 2- 2) 

以上の結果， S AKプライマーの う ち SA K 55とSA K 58の組み合わせ， SAK52 

とSA K 5 9の組み合わせによる PCR反応において， cDN A断片と思われるものの

増幅が認 め ら れ た . こ の う ち SA K 5 2とSAK59PCRの組み合わせで，反応の条件

について検討したところ，アニーリングの温度が 47
0

Cから 55 oCの問では DNA断

片の増幅 に 対 す る ア ニ ー リ ン グ温度の影響に 一貫 性は認められなかった(実 験 2

~実験 5) .また，伸長反応の 時 間 の変化も 2分と 3分 と で は 増幅効率に影響を

与えなかった. (実験 2~実験 5 ) 

cDN Aを合成する際，鋳型となるニワトリの poly A+mRNAは， 1 2週 齢お よ

び 10日 齢のどちらを用いても PCR反 応による DNAの 増幅に差は認められなかっ
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た (実 験 2~実験 7 ) 

( 3 )クローニングされた cDNA断片の塩基配列の決定

前項の 実 験 Iにおいて SA K 5 5とSA K 58の組み合わせによって増幅された DNA

断片および実験 2 において SA K 5 2とSA K 5 9の組み合わせによって増幅された

DNA断片がニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAに由来するものであることを確かめるた

め，それらを大腸菌にクローニングして得られたプラスミドクローンを各 3個づ

っ任 意 に選び，以下の手順で塩基配列を決定した.

S AK5 5とSAK  58による増幅 の結果得られた DNA断片は プラスミドベクタ-

pUC 1 8の BamH 1お よ び EcoR 1サ イ ト の 聞 に 挿 入 さ れ て い る . 従 っ て ま ず M 1 3 

シ ー ク エンスプライマ一#1 2 1 2お よ び #123 3を用い，プラスミド DNAを鋳型と

して塩基配列決定を行い，挿入された DNA断片の両端からそれぞれ約 220塩基対

およ び約 100塩基対の配列を決定した.ついで挿入された DNA断片の Hindillサ

イトから BamHIサイトまでの部分を M13mp18および mp 1 9フアージ 53 )に再クロ

ーニング し，得られた 一 本鎖フアージ DNAを鋳型として， DNA断片中央部の塩

基配列を決定した(図 2- 5) .その結果， 3つのプラスミドに含まれる挿入

DNAの 塩基配列は，完全に 一 致した.それを図 2-6に示す.そこで， 3つの ク

ローンのうちの 1つを任意に選び，プラスミド pSAK5558と名付け，以後の実

験に用いた.

S AK5 2とSAK  59による増幅の結果得られた DNA断片は プラスミドベクタ-

pUC18 (Xhol) の Xh 01および BamHIサイトに挿入されている DNA断片を

M13mp18お よ び mp 19フアージに再クローニングした.得られた 一 本鎖フア

ージ DNAを鋳型として DNA断片の全体の塩基配列を決定した.その結果， 3 

つ の プ ラスミドに含まれる挿入 DNAの塩基配列は，完全に 一 致した.それを図 2

-9に 示す.
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プライマ -SAK55および SA K 58の 塩基 配列は，それぞれマウス c-k i l遺伝 子

cDN Aの塩基配列の 2174番目か ら 21 96番目， 2666番目から 2688番目に相 当 し

ている(図 2- 1 ，図 2-2) . 従って，ニワトリの c-k i t遺 伝 子 の cDNAの 塩基配

列とマウ スの c-kit遺伝子の cDNAの塩基配列の相向性が 高 ければ， SAK55と

S A K5 8の組み合わせによって増幅された cDNA断 片 の 塩 基 配列は，マウスの

c -k i t遺伝子 cDNAの 塩 基 配 列(2 1 9 7番 目 か ら 2665番目まで)と相向性が 高 い

は ず で ある.そしてこのマウス cDNA領域は，マウス Ki tタンパク質の 724番

から 878番目までのアミノ酸残基をコードしている.

pSAK5558にクローニングされた DNA断片が，ニワトリの c-k i t遺 伝 子 の

cDN Aの 一 部であるかどうかを 確かめる目的で，その塩 基 配列とこれに対応する

マウス c-k i t遺 伝 子 cDNAの配列とを比較した結果，図 2-6に示したように，

pSAK5558に含まれる挿入 DNAの塩基配列は，マウスの c-k i t遺伝子 cDNAの塩

基配列(2 197番目から 2665番 目)と高い (75.9%) 相向性を示した.

さらに， pSAK5558に含まれる挿入 DNA部分の塩基配列をアミノ酸配列に読

み変えたところ終止コドンがその中に出現しないアミノ酸 読 みとり枠(オ ー プン

リーデイングフレーム)が lつあることがわかった(図 2-7) .それから予想、

されるアミノ酸配列をマウスの Ki tタンパク質のアミノ酸配列 (724番 目 から

878番目)と 比較 した とこ ろ，非常に高い (85.9%) 相向性が認められた(図 2

-8) .この結果は， pSAK5558にクローニングされた DNA断片がニワトリ

c -k i t遺伝子の cDNA由来であることを強く示唆するものである.

pSAK5259に含まれる挿入 DNAの配列についても pSAK5558と同様にマウス

c -k i t遺伝子 cDNAの 塩 基 配 列 との比較を行った(図 2-9) . SAK52の塩基配列

はマウスの c-k i t遺伝子の cDNAの塩基配列の 1751番目から 1773番目に対応し，

pSAK5558の塩基配列か ら作製した SA K 5 9の塩基配列は，マウスの c-kil遺 伝

子 cDNAの塩基配列の 2204呑目から 2228番 目 に相当 す る . 従 っ て， pSAK5259 
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中 の挿 入 DNAの塩基配列は，マウスの c-k i l遺伝子 cDNAの塩基配列の 11 74番目

から 2203番目までと相向性が 高いことが予想される.図 2-9に示すように

pSAK5259中の挿入 DNAの塩 基配列とマウス c-k i t遺伝子 cDNAの 対 応 す る領域

の塩 基配 列 と の 聞 に 高い相向性 (77.7%) が認められた.そしてこのマウス

c -k i t遺伝子 cDNA領域 (1 1 74番目か ら2203番 目 )は，マウス Ki tタンパク質中

の 582番目から 725番目のアミノ酸残 基 を コ ー ドしている.

さらに pSAK5259中に含まれ る 挿 入 DNAの塩基配列をアミノ酸に 読み替える

と読みとり枠が認められた (図 2-10) .これをマウス Ki tタンパク質の 583番

目から 725番固までのアミノ酸配列と比較したところ 89.5%の相向性が認められ

た(図 2- 1 1 ) 

以上のことから， pSAK5259中 の 挿 入 DNAの塩 基配列 も ニワ トリ c-k i l遺伝子

cDN A由来であることが強く示唆された.

pSAK5558および pSAK5259に含まれる挿入 DNA配列はマウス c-k i t遺伝 子

cDN A塩 基 配 列 の そ れ ぞ れ 2197番目から 2664番目および 1774番目から 2203番

目に対応している.従って 2つの 挿 入 DNA配列がともにニワトリ c-k i t遺伝子

cDN Aに由来するものであるならば，この 2つ の 配 列 は 一部重複するはずで ある.

実際に， pSAK5558の挿入 DNA塩基配列中 の l番目 か ら 7番固まで(図 2-6) 

とpSAK5259の 挿 入 DNA配列中の 424番 目 か ら 430番目まで(図 2-9) の 塩 基

配列は完全に 一 致している.さらに 2つ の DNA配列に認められたアミノ酸 読み

とり枠も連続していた.以上のことから pSAK5558お よ び pSAK5259はそれぞ

れニワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNAの 一部であり 2つ の 挿 入 DNAを合わせると，ニ

ワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNAのうち ，マウス c-k i t遺伝 子 cDNA中の 1774番 目から

2664番目の塩基配列に相 当 する 領 域 が ク ロ ー ニ ングされたと考えられる.
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( 4 )サザンプロット解析

PCRで 得られた pSAK5558に含まれる cDNAがニワトリの c-k j t遺 伝 子 の

cDN Aをクローニングするためのプローブとして有効であるかどうかをサザンプ

ロットハイブリダイゼイションを行って確認した.

PCR反応による DNAの増幅効 率は極めて高いため，ごく少 量 の混入 DNAに起

因する DNA増幅が得られる可能性がある.従って得られた cDNA断片についても

それがニワトリ由来のものであることを確認する必要がある.また， 一 般に真 核

細胞のゲ ノム DNAには，多くの 反復配列が含まれており 17.38) pSAK5558中

の塩基配 列 に ニ ワ ト リ ゲ ノ ム DNAの反復配列が含まれていないことを確認 する

必要がある.そこで，得られた pSAK5558中の cDNA断片がニワトリ由来である

かどうか，また，この cDNA断片の塩基配列がニワトリのゲノム DNAの中の 反 復

配列を含まないかを，サザンプロットハイプリダイゼイションにより検討した.

pSAK5558を EcoRIおよび Hj n d IIIで 消 化 し た 後 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動で

c -k j t遺伝子 cDNA部分を精製しプロープとした.このプローブを用い，ニワト

リのゲノム DNAの，それぞれ BamHI， EcoRI， EcoRIおよび BamHI， EcoRIお

よび SalI， XbaIによる消化物のサザンプロットハイブリダイゼイションを行っ

た.この結果， pSAK5558プロープは ， BamHIで は 11kb， EcoRIでは 4.3およ

び 13kb， EcoRIおよび BamHIでは 2.4お よ び 9.0kb. EcoRIおよび Sa 1 1では

4.3kb， XbaIでは 4.7， 3.8および O.75kbの 長 さ の バ ン ド と ハ イ プ リ ダ イ ズし

た(図 2-12) .このプローブ を用いてマウスのゲノム DNAとサザンハイプリダ

イ ゼ イ ションを行ったところ，バンドは認められなかった(楼井未発表データ)

こ れらの事から pSAK5558に含まれる cDNA断片は，ニワトリ由来の遺伝子であ

ること，また，それにはニワトリゲノム DNAの反復配列は含まれないことがわ

かった.よって pSAK5558に含まれ る cDNA配列は，ニワトリ c-k i t遺伝子

cDN Aのスクリーニングを行うためのプロープとして有効であると考えられた .
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II - 4 考察

( 1 ) PCRの結果について

1 6通りのプライマーの組み合わせでPCR反 応 を 行 っ た 結 果 ， SAK55とSAK58，

S A K 52とSA K 59の 2通りの組み合わせによってニワトリ c-kit遺伝子 cDNA断

片を増幅しクローニングする事ができた.プライマーが DNAを増幅したか否か

は， プ ライマーの塩基配列がニワトリの c-k i t遺伝子の cDNAの塩基配列と相同

性が高いかどうかに依存すると考えられるので，プライマーの塩基配列と第皿

章 で述べるニワトリの c-k i t遺伝 子 の cDNAの塩基配列との相向性を検討し た.

その結果， DNAを 増 幅 し た プ ライマーのニワトリ c-k i t遺伝子との相向性は

S AK5 5カ"78%， SAK58カ"86%， SAK52カ"100%. SAK59カ"92%で あ った

(図 2-13) .特にいずれのプライマーも 3'末端側の相向性が高く 3'末 端から

数えて SAK  55は 12塩基， SAK58は 11塩基 S A K 59は 18塩基がニワトリ cDNA 

の塩基配 列と 一 致していた.また， S AK52はその塩基配列すべてがニワト リ

cDN A配列と 一 致していた.これらのプライマーの塩基配列がニワトリ cDNAの

配列と完全に一致していないのに増幅が認められるのは， P C R反応の温度サイ

クルのうちアニーリングの温度が 42
0

Cから 55 oCと低いためであると考えられる.

またアニーリング温度がこの範囲内であるならば，温度変化は DNAの 増 幅 にあ

まり影響しなかった(跨 E章 3節 (2 ) 項 )

一方増幅しなかったものについては 1.プライマーと mRNAの配列の相向性が

低かった. 2. プライマ一間の長さが長いため PCR反応の効率が低かった.と

いう 2つの可能性が考えられる. cDN Aが増幅されなかったプライマーとニワト

リc-kit遺伝子 cDNAとの相向性は， S AK47が 66%， SAK48が 61%， SAK49 

が 57%， SAK50が 73%. SAK51が 65%. SAK56が 85%， SAK57が 47%だっ

た ( 図 2-13) .増幅したプラ イマーの組み合わせから， P C R反応を行うとき 2

つのプライマーが両方とも鋳型と高い相向性を示す必要があると考えられる. し
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か しな カf ら， SAK52とSAK58， SAK50とSAK59， SAK51とSA K 5 9 

S AK5 0とSA K 56の組み合わせ では，両方のプライマーともに相向性が 高 か っ た

にもかかわらず， cDN Aの増幅が認められなかった.これらの組み合わせによ っ

て 増 幅 されることが予想される cDNA断片の長さは，それぞれ 938塩基対 ， 1 359 

塩基対， 1 1 7 0塩基対， 914塩基対であり，増幅が認められた SA K 5 5とSA K5 8 

および SAK52とSAK5 9の場合 ( そ れ ぞ れ 515塩基対， 478塩 基対 )に 比べて長

い.従って ， こ れ ら の 組 み 合 わせで cDNA断片の増幅が認められなかった理由と

して，増幅されるべき DNA断片の長さが長く， PC Rによる増幅の効率が低かっ

たことが考えられる.

( 2 )増幅した cDNA断片の塩基配列

結果(第 E章 3節(3 )項)で述べたように，塩基配列およびそれから予想さ

れるアミノ酸配列の比較から， pSAK5558および pSAK5259中の 2つの挿入

DNAによっ てニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAのうち，マウス c-k i t遺伝子 cDNA配列

の 1774番目から 2664番目に相当する領域がクローニングされたことが示唆され

た. K i tタンパク質はそのアミノ酸配列上の相向性から，コロニ一成長活性 化 因

子 1受容体(C S F 1・R)および血小板由来成長因子受容体 (PDGF-R) とともに

受容体型チ ロ シ ン リ ン 酸 化 酵 素サブクラス阻の一員とされており 61 )この 3つ

のタンパク 質 は 部 分 的 に 高 い アミノ酸配列の相向性を示す.そこで PCRによっ

て増幅・クローニングされた 二 つ の DNA断片がニワトリ c-kit遺伝子 cDNAの 一

部 で あ ることをさらに確認するため，それらの塩基配列から予想されるアミノ酸

配列をマウス Kit， CSFI-Rおよび PDGF-Rタンパク質のアミノ酸配列 43 • 5 8 )と

比較した.

多種類のチロシンリン酸化酵素問のアミノ酸配列の比較およびそれらの酵 素 の

機能解析の結果から マウス Ki tタンパク質中の 586番目から 929番目までのア

-33-



ミノ酸配列がこのタンパク質の持つリン酸化活 性 に関 与 する 部分(リン酸化酵 素

領域)であることが示唆されている 13 ) またこの領域内の， 686番目から 761番

目までのアミノ酸配列はひ ki tなどの受容体型チロシンリン酸化酵 素 サブ クラ ス

E に特有の領域(カイネース・インサート領域)であり，他のチロシンリン酸化

酵素 は これに対応する領域を持たないことが示されている 39) PCRによって増

幅 さ れ た 2つの DNA断片によってクローニングされたと考えられるニワトリ

c-kit遺伝子 cDNAの領域に対応するマウス c-kit遺伝子 cDNAの領 域(1 774番

目から 2664番目)は，マウス Ki tタンパク質の 583番目 か ら 878番目までのアミ

ノ酸残基をコードしており，この領域にはマウス Ki tタ ン パ ク 質 中 の リ ン 酸化酵

素領域のアミノ末端側(586番目から 685呑 固 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 ) ，カイネ

ース・イン サ ー ト 領 域 (686番目から 761番目)およびリン酸化酵素領域の カ ル

ボ キシ ル末端側の 一 部 (762番目から 878番 が含まれる.そこで 2つ の DNA

断片の塩基 配 列 か ら 予 想 さ れ るアミノ酸配列をマウス Kit， CSFI-R， PDGF-R 

タンパク質中の対応する領域のアミノ酸配列と比較した(図 2一 14) .図か ら 分

かるように 2つの DNA断片から 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ( ニ ワ ト リ 配 列 と略

称する)は，リン酸化酵素領域 (ニワトリ配列の 4番 目 か ら 103番目まで，およ

び 180番 目から 296番目まで)に おいては 3つ の マ ウ ス タ ン パ ク 質 の 配 列 のいず

れとも高い相向性を示すのに対し，カイネース・インサート領域(ニワトリ 配 列

の 104番 目から 179番目)においてはニワトリ配列とマウス Ki tタンパク質の配

列との聞においてのみ高い相向性が認められ (65.7%) ， PDGF-R， CSF1・R

のそれとの聞には，はっきりした相同性が認められなかった.

以 上 の ことから， PC Rによって増幅・クローニングされた 2つの DNA断片は，

ニワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNAの 一 部であると結論した.
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( 3 ) サザンプロット 解 析 に よ る考察

プ ラ スミド SAK5558中 の cDNA部分をプロープとしてニワトリゲノム DNAの

サザンプ ロット分析を行 っ た結果 ， その cDNA部分の配列は ， ニワ ト リ由来であ

り， ニ ワトリの DNAの中でも c-kit特有 の 塩 基 配 列 で， 反復配列は含まないと結

論できる.

以 上 の 結果から， pSAK5558に含 まれる cDNAが， ニ ワトリの c-k i t遺伝子

cDN Aの 一 部であり，ニワトリ c-kit遺 伝 子 クロー ニ ングのためのスクリ ーニ ン

グ の プ ローブとして有用である こ とが 示 さ れた.
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表 2- 1 .各プライマーの組み合わせにおいて

PCRで増幅が予想、される DNA断片の長さ

プライマ ー PCRで増幅 が 予想、される

の組み合わ せ DNA断 片 の 長 さ

SAK48-SAK57 8 1 2塩基対

SAK49-SAK57 989塩基 対

SAK54-SAK55 578塩基対

SAK56-SAK47 1 767塩基 対

SAK56-SAK50 915塩基 対

SAK56-SAK51 726塩基 対

SAK56-SAK57 168 0塩基 対

SAK58-SAK52 938塩基 対

SAK58-SAK55 515塩 基 対

SAK59-SAK50 134 8塩基対

S AK59-S AK51 1 159塩基 対

SAK59-SAK52 478塩基 対

SAK59-SAK57 2 1 1 3塩基 対
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表2-2.PCR反応の条件およひ精果

実験NO. 鋳型cDNA PCR 

ニワトリ cDNA合成0 ) プうイマ_ 0) PCR反応 結果b)

mRNA 7 うイマー 温度 時間 サイヴ J~

実験1 12週齢脳 mRNA 48 48-57 94
0C 1min. 50 NSB 

49 49-57 42
0C 2min. NSB 

56 56-51 72
0C 3min. NSB 

58 58-52 NSB 
58 58-55 ES 

実験2 12週齢脳 mRNA 59 59-50 92
0C 1min. 50 NSB 

59 59-51 48
0C 2min. NSB 

59 59-52 72
0C 3min. ES 

59 59-57 NSB 

実験3 12週齢脳 mRNA 59 59-50 94
0C 1min. 50 NSB 

59 59-51 52
0C 2min. NSB 

59 59-52 72
0C 2min. ES 

59 59-57 NSB 

実験4 12週齢脳凶NA 59 59-50 94
0C 1m in. 50 NSB 

59 59-51 55
0C 2min. NSB 

59 59-52 72
0C 2min. ES 

59 59-57 NSB 

実験5 12週齢脳 mRNA 59 59-50 94
0C 1min. 50 NSB 

59 59-51 47
0C 2min. NSB 

59 59-52 72
0C 2min. ES 

実験6 10日齢脳凶NA 59 59-50 94
0C 1min. 50 NSB 

59 59-51 4TC 2min. NSB 
59 59-52 72

0C 2min. ES 
59 59-57 NSB 

実験7 10日齢脳 mRNA 59 59-50 94
0C 1min. 50 NSB 

59 59-51 52
0C 2m i n. NSB 

59 59-52 72
0C 2min. ES 

59 59-57 NSB 

実験8 10日齢脳 mRNA 59 59-50 94
0C 1m i n. 50 ND 

59 59-51 42
0C 2min. ND 

59 59-57 72
0C 2m in. ND 

次ページに続く
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(表2-2の続き)

実験9 12週齢脳 mRNA 56 56-50 94.C 1m in. 50 NSB 
56 56-51 48.C 2m in. NSB 
56 56-57 72.C 2min. NSB 
54 54-55 NSB 

実験10 12週齢脳 mRNA 56 56-50 94.C 1m in. 50 NSB 
56 56-51 52.C 2m in. NSB 
56 56-57 720C 2min. NSB 

実験11 12週齢脳 mRNA 56 56-51 94.C 1m in. 50 NSB 
520C 2min. NSB 
720C 2min. NSB 

実験12 10日齢脳 mRNA 56 56-50 940C 1min. 50 ND 
56 56-51 470C 2min. ND 
56 56-57 720C 2min. ND 
56 56-47 ND 

実験13 10日齢脳 mRNA 56 56-50 940C 40sec. 40 NSB 
56 56-51 500C 2min. NSB 
56 56-57 720C 3min. NSB 
56 56-47 40 c~{cles終了後 NSB 

720C 15目1In.

a :プライマーはいずれもSAKの番号を表す.
b : NSB:~隅異的DNAの増幅， ND : DNAの増幅が検出されなかった， ES 予想した長さ

のDNAの増幅が認められた
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Xho 1 

SAK47 (5') ATGAGAGGCGCTCG .d.GGCGCCTGG (3') 

M R G A R G A W 

Mouse (29) ATGAGAGGCGCTCGCGGCGCCTGG 

Human (22 ) 一一一一一一ーーー一一一一一ーーー一一一一ー一一

Eco R1 

SAK48* (5') CCAAAAG.d.ATTCTTGGCATAACACAT (3') 

G F T N N A Y C M 

Mouse (927) CCAAAAGTATTCTTGGCATAACACAT 

Human (911) 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーーーーーー

Bam H1 

SAK49* (5') GCCG♀G.d.TCCTGTTCATATATATCCA (3') 

A S T R N M Y 1 W 

Mouse(1104) GCCGAGGTCCTGTTCATATATATCCA 

Human(1088) -TGA--一一T-一一ーー一一一一一一G-一一一一

Bam H1 

SAK50 (5') GTTGA♀GAT♀CTGGAGTGTTCATGTG (3') 

V D D S G V F M C 

Mouse (881) GTTGACGATTCTGGAGTGTTCATGTG 

Human (865) 一一-A-T一一一一一一一一一一一一一一ーーー一ー一

Pvu 11 
SAK51 (5') CACCAGCエGTGGATATATATGAA (3') 

H Q Q W 1 Y M N 

Mouse(1070) CACCAGCAGTGGATATATATGAA 

Human(1054) 一一ー一一一ー一一一一一一一C一一一一一一一ー

Bcl 1 

SAK52 (5') CTTCCTTATGATCACAAATGGGA (3') 

L P Y D H K W E 

Mouse(1751) CTTCCTTATGATCACAAATGGGA 

Human (1 747) 一一ー一一一一ーーー一一一一一一一ーーー一一一

図 2- 1 PCR用プライマーの塩基配列

Bam H1 

SAK54車 (5') TCAG♀.d.TCCCAGCAAGTCTTCAT (3') 

D A D W C T K M 

Mouse(2751) TCAGCGTCCCAGCAAGTCTTCAT 

Human(2750) 一一T--A一一一一一一一一一一一ー一一ー一一

Eco R1 
SAK55 (5') TCAAATGAATエ♀ATGGACATGAA (3') 

S N E Y M D M K 

Mouse(2174) TCAAATGAATATATGGACATGAA 

Human(2173) A-T-一一一一G一一C一一ーー一一一一一一一

Hind 111 

SAK56ホ(5') ACT .d.AGC工TGTTTCTGGGAAACTCCCA (3') 

S L R N R P F E W 

Mouse(1795) ACTCAGCCTGTTTCTGGGAAACTCCCA 

H u ma n ( 1 7 9 1 ) ーーーーー一一一一一一一一ーーー一一一ーー一一ーーーー

Bam H1 

SAK57 (5') AGTCCAGGGGAICCGTCTCCGCC (3') 

S P G E P S P P 

Mouse (116) AGTCCAGGGGAGCCGTCTCCGCC 

Human (109) ーーー一一一ーー一一-A一一一一一一一一一一ー

Bam H1 

SAK58* (5') ATCCGG♀A工CCTTCCTTGATCAT (3') 

M R F G E K 1 M 

Mouse(2688) ATCCGGAAGCCTTCCTTGATCAT 

Human(2687) ーー一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一

Xho 1 

SAK59* (5') ♀♀♀T♀G~GGGAACAGCATATGACAC (3') 

Mouse(2163) CTTTTGGGGGAACAGCATATGACAC 

PCR反応による cDNA増幅に用いたプライマーの塩基配列を示す.各

プライマー (SAK47-SAK58)の配列の下には参考のためにそれに対

応するマウスおよびヒト c-k i t遺伝子 cDNAの塩基配列(各 cDNA中で

の 配列の位置は括弧内に表示した)を示した. ヒト cDNA配列中の ハイ

フォンはマウスの cDNA配列と同じ塩基であることを示す.ニワトリ

cDN Aの塩基配列に基づいて合成したプライマー SA K 59については，

ニワトリ cDNAの配列 を 付 し た . ま た マ ウ ス cDNAの 配 列 に よ っ てコ

ードされているアミノ酸配列をマウス cDNA配列の上に 一文字記号 に

よ っ て 示 し た . ア ス タリスクを付したプライマーは mRNAに相補的な

配列を持つ.プライマーに制限醇素切断 ~51S 位を導入するためマウス

cDNA(SAK59についてはニワトリ cD N A)の配列を変更した箇所は下

級 を 記 し て 示 し た . プライマーの上に記した制限醇素名はプライマ

一中の制限酵素切断部位を示す.
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Cム〉

29 15 5098 

a‘A. .. ‘ A. A. A. 

4757 50 51 52 55 
4畠 4色 ，ι 

a‘ 4・....‘ 

48 49 56 59 5854 

ISAK5259I 

I SAK5558I 

図 2-2 PCR用プライマーのマウス c-k i t遺伝子 cDNAにおける位置

上段の実線はマウス c-k i t遺伝子 cDNAの塩基配列を表す. そ の う ち Ki tタンパク質をコードす る領 域 を白

抜 き 長 方 形 で 示す.マウス Ki tタンパク質のトランスメンプ レン 領域 をス トラ イプ で， リン酸化酵 素領域は

網掛けで示す.また，それらの境界の塩基およびアミノ酸残基の番号を上に示した.マウスの c-k i t遺伝子

cDN Aの塩基配列に基づき作製した PCR用プライマー (SAK47・SAK59)の配列に対応する 箇所を矢印で示

した.矢印の方向はプライマーの塩基配列の 5'端から 3'端の方向を表す.プライマーの番 号を矢印の上に

付した. SAK52とSA K 58お よ び SA K5 2および SA K 59の組合せによって PCRで増幅された cDNA断片 の 位

置 を白抜き長方形 (pSAK5558および pSAK5259)で示す.
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PCR反応生成物のアガロースゲル 電気泳動による分析

(実験 1)における PCR反 応 生 成 物 の 一 部 を 0.8%アガロースゲル電気

泳動で分析した Markerのレーンはゆ X174ファ ージ DNAの Ha e III消

化物を，その他のレーンは PCR用プライマ ーのそれぞれの組合せ

(番号で示した)による生成物である.この結果， SAK55とSA K 5 8 

の組合せで予想される長さ(5 1 5塩基対)の DNA断片の増幅が認 めら

れた(黒丸)

図2-3 
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PCR反応生成物のアガロースゲル電気泳動による分析

(実験 2)における PCR反応生成物の 一 部を 0.8%アガロースゲル電

気泳動で分析した Markerのレーンは中 X1 74ファージ DNAの Ha e III 

消化物を，その他のレーンは， PC R用プライマーのそれぞれの組合せ

(番号で示した)により生成物である.この結果， SAK52とSA K 59 

の組合せで予想される長さ (478塩基対)の DNA断片の増幅が認めら

れた

図2-4

-42-



(a) 

(b) 

図 2-5 

Hind 111 

昨55

• ~ 

。

咽.

EK52 

。

-・

一一一・ー・~

一~

• 。

SAKヨ
。

100bp 

pSAK5558 (a) お よび pSAK5259 (b) 中 の 挿 入 DNAの 塩 基配列

決定ストラテジ-

プライマ -SAK55と SA K 58の組合せで行った PCR反応で増幅した

DNAを挿入したプラスミド pSAK5558 (a) お よ び SA K 52とSA K 5 9 

の組合せで増幅した DNAを挿入したプラスミド pSAK5259 (b) 中

に含まれる DNAを白抜き長方形で表す. P C Rに用いたプライマーの配

列の部分を網掛けで表す.実線はそれぞれのベクターの DNA部分 を 表

す.増幅した DNA配列中の制限酔素切断部位はその上に付した.黒丸

付きの矢印はプラス ミド DNAを鋳型として決定した庖基配列を示し，

白波き丸付きの矢印は， M 13フ ア ー ジ DNAを鋳型として決定した塩基

配列を示す.
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l 10 20 30 40 50 60 70 
5' ACCAGGAGTGTCATATGCTGTTCCCCCAAAAGCTGATAAAAAAAGGCCGGTGAAATCTGGATCTTACACC 

大肯肯肯肯大大女肯大大 大大大大 大犬大 肯肯肯ヲt* 大 *大 女 大 大大 女 大肯大** *

5' GCCTGGCGTTTCCTACGTGGTGCCAACCAAGACAGACAAGAGGAGATCCGCAAGAATAGACTCGTACATA 

2197 2206 2216 2226 2236 2246 2256 2266 

71 80 90 100 ユ10 120 130 140 

GATCAGGATGTTACCCTTTCCATGTTGGAAGATGACGAACTTGCTCTAGATGTTGAAGATCTATTAAGCT 
肯肯 肯肯大古肯肯大大大大大大 肯大大女大大士大大*大大大大女大大大女大大大 ヲ々大大火大女大 *女世大*

GAAAGAGACGTGACTCCTGCCATCATGGAAGATGACGAGCTGGCTCTGGACCTGGATGATTTGCTGAGCT 

2267 2276 2286 2296 2306 2316 2326 2336 

141 150 160 170 180 190 200 210 

TCTCTTACCAGGTGGCAAAGGGCATGAGCTTCCTGGCCTCTA&~AACTGCATTCATAGGGATCTGGCAGC 

大古* 肯 肯ヲ々決肯大大大大古女大 大大大大 大大大 大女大大大 大 大 大 女 女 大世 大大 大肯 大大大古ヲ*世 大古大 肯肯肯大ヲ1;**

TCTCCTACCAGGTGGCCAAGGCGATGGCGTTCCTCGCCTCCAAGAATTGTATTCACAGAGATTTGGCAGC 

2337 2346 2356 2366 2376 2386 2396 2406 

211 220 230 240 250 260 270 280 

AAGAAATATTCTTCTCACTCATGGTCGAATAACAAAAATCTGT<3ACTTTGGTCTGGCAAGAGATATAAGG 
肯安世肯肯肯肯 肯世 大ョ々大大*大大大 大大 大大 大火 大大大肯大 大肯 肯大 大肯 肯世 大大 *大 宵世 世大肯肯肯 大肯 肯肯宵

CAGGAATATCCTCCTCACTCACGGGCGGATCACAAAGATTTGCGATTTCGGGCTAGCCAGAGACATCAGG 

2407 2416 2426 2436 2446 2456 2466 2476 

281 290 300 310 320 330 340 350 

AATGACTCAAATTACGTGGTTAAAGGAAATGCTCGTCTCCCTGTGAAGTGGATGGCACCTGAAAGCATTT 
ヲ1;*大古* 肯大 肯肯ヲ1;**肯肯**士大 大大大大大大肯大大大大 ヲt* 大肯 肯大 大 ，1;***大大士大大大大大大大大* 肯肯 肯肯肯肯 古女肯

AATGATTCGAATTACGTGGTCAAAGGAAATGCACGACTGCCCGTGAAGTGGATGGCACCAGAGAGCATTT 

2477 2486 2496 2506 2516 2526 2536 2546 

351 360 370 380 390 400 410 420 

TCAACTGCGTTTACACCTTCGAGAGTGATGTCTGGTCTTATGG1¥ATATTGCTTTGGGAACTCTTCTCCTT 
肯大肯 大大大大女大 大大肯大大 大大 大大 大大大大大大大大大大大大大大 大 大 大 女 大 火大 大大 安女 大 大 * 大 大 大大火大女大大大 大大*

TCAGCTGCGTGTACACATTTGAAAGTGATGTCTGGTCCTATGGGATTTTCCTCTGGGAGCTCTTCTCCTT 

2547 2556 2566 2576 2586 2596 2606 2616 

421 430 440 450 460 

AGGAAGCAGCCCTTACCCAGGGATGCCCGTGGACTCCAAGTTCTATAAA 3' 
大**肯肯大肯大大世大世 大女大大大大大大大大肯大大大 大大 大古女大*大女大大肯大肯合t大 大肯

AGGAAGCAGCCCCTACCCAGGGATGCCGGTCGACTCCAAGTTCTACAAG 3' 

2617 2626 2636 2646 2656 

図2-6 pSAK5558に挿入された DNA断 片 の 塩 基 配 列 と マ ウ ス の c-k j t遺伝子

cDNAの塩基配列との比較.

各上段は pSAK5558に挿入された DNA断片の塩基配列を示す.塩 基

配列の 5'端は SA K 5 5側 3'端 は SA K 58側である.各下段はマウ ス

c-kit遺伝子 cDNAの塩基配列(2 1 9 7番目から 2665番目)を示す.ア

スタリスクは pSAK5558に挿入された DNA断 片 の 塩 基 配 列 と マ ウス

の c-k i t遺伝子 cDNAの塩基配列の塩基が 一 致 し て い る こ と を 示 す.
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9 18 27 36 45 54 
5' ACC AGG AGT GTC ATA TGC TGT TCC CCC AAA AGC TGA TAA AAA AAG GCC GGT GAA 

s v 
v s 
C H 

1 C C 
Y A V 

M L F 

S P K S 大

P P K A D 

P Q K L 1 

大 K K A G E 

K K R P V K 
K K G R 大 N

63 72 81 90 99 108 
ATC TGG ATC TTA CAC CGA TCA GGA TGT TAC CCT TTC CAT GTT GGA AGA TGA CGA 

1 W 

与一一♀
L D 

γ
ム S G C Y 

O D V T 

R M L P 

P F 

L一一---.s.
F P 

H V G R * R 

M L E D D E 

C W K M T N 

117 126 135 144 153 162 
ACT TGC TCT AGA TGT TGA AGA TCT ATT AAG CTT CTC TTA CCA GGT GGC AAA GGG 

T C S R C 大 R
L A L D V E D 

L L 肯 M L K 1 

S 1 K L 

L L S F 
Y 肯 A S 

L L P G G K G 

S Y o V A K G 

L T R W Q R A 

171 180 189 198 207 216 
CAT GAG CTT CCT GGC CTC TAA AAA CTG CAT TCA TAG GGA TCT GGC AGC AAG AAA 

H E L P G L 大 K L H S 

M S F L A S K N C 1 H 

大 A S W P L K T A F 1 

肯 G S G S K K 

R D L A A R N 

G 1 W Q Q E 1 

225 234 243 252 261 270 
TAT TCT TCT CAC TCA TGG TCG AAT AAC AAA AAT CTG TGA CTT TGG TCT GGC AAG 

Y S S H S W S N N K N 

IL  L T H G R 1 T K 1 
F F S L M V E 肯 Q K S 

L * L W S G K 
C D F G L A R 
V T L V W Q E 

279 288 297 306 315 324 
AGA TAT AAG GAA TGA CTC AAA TTA CGT GGT TAA AGG AAA TGC TCG TCT CCC TGT 

R Y K E 肯

D 1  R N D 

工士 G M T 

L K 

S N 

Q 1 

L R G 

Y V V 

T W L 

大 R K C 

K G N A 
K E M L 

S S 
R L 

V S 

333 342 351 360 369 378 
GAA GTG GAT GGC ACC TGA AAG CAT TTT CAA CTG CGT TTA CAC CTT CGA GAG TGA 

E V D G T 大 K H F Q L R L H 

K W M A P E S 1 F N C V Y T 

S G W H L K A F S T A F T P 

L R E 大

F E S D 
S R V M 

387 396 405 414 423 432 
TGT CTG GTC TTA TGG AAT ATT GCT TTG GGA ACT CTT CTC CTT AGG AAG CAG CCC 

P 大

R K Q P 

G S S P 
E A A L 

C L V L W N 

V W S Y G 1 

S G L M E Y 

1 A L G T 
L L W E L 

C F G N S 

L 

F 
S 

L 

S 
L 

L 

441 450 459 468 
TTA CCC AGG GAT GCC CGT GGA CTC CAA GTT CTA TAA A 3' 

L P R D A 
Y P G M P 
T Q G C P 

R G L Q V 

V D S K F 

W T P S S 

L 大

Y K 

工

図 2-7 pSAK5558に挿入された DNA断片の塩基配列のアミノ酸への翻訳

pSAK5558に挿入された DNA断片の塩基配列を全ての読みとり枠でア ミノ

酸配列に読み変えた結 果，終止コドンの出現しない 読みとり枠(下線で示す)

が 1つ認められた.アミノ酸残基 は一 文 字 記 号 で示し た.
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l 10 20 30 40 50 60 70 

N- PGVSYAVPPKADKKRPVKSGSYTDQDVTLSMLEDDELALDVEDLLSFSYQVAKGMSFLASKNCIHRDLAA 

古大世 大 大 肯 世 大 肯 肯 大 大大 火大大 大女大大大大大* '*大大火大大大大大火大 大 大大世大大大**大大女大 大 大

N- PGVSYVVPTKTDKRRSARIDSYIERDVTPAIMEDDELALDLDDLLSFSYQVAKAMAFLASKNCIHRDLAA 

724 733 743 753 763 773 783 793 

71 80 90 100 110 120 130 140 

RNILLTHGRITK工CDFGLARDIRNDSNYVVKGNARLPVKWMAPESIFNCVYTFESDVWSYG工LLWELFSL

ヲtヲ'<*肯大肯肯肯肯大肯肯肯大大大大大大大大大大 大大大大火大大大世世大大大大古大大大大大大世大大 肯世大大大大肯大大大大大大大 大肯女世大肯大

RNILLTHGRITKICDFGLARDIRNDSNYVVKGNARLPVKWMAPESIFSCVYTFESDVWSYGIFLWELFSL 

794 803 813 823 833 843 853 863 

141 150 

GSSPYPGMPVDSKFYK -C 

大大肯 大大大大肯肯大肯肯肯大肯肯

GSSPYPGMPVDSKFYK -C 

864 873 

図2-8 pSAK5558に挿入された DNA断片の塩基配列から予怨されるアミノ

酸配列とマウス Ki tタンパク質のアミノ酸配列との比較

各上段が pSAK5558に挿入された DNA断片の塩基配列から予想、され

る アミノ酸配列を 一 文字記号で示した.各下段はマウス Ki tタン パク

質のアミノ酸配列 (724番 目 か ら 879番目)を示す.アスタリスクは ，

pSAK5558のアミノ酸 配 列 と マ ウ ス Ki tタンパク質のアミノ酸配列が

一致したことを示す.
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1 10 20 30 40 50 60 70 
5' GTTTCCTAGAAACCGGTTGAGTTTTGGTAAAACCCTTGGTGCTGGAGCTTTTGGAAAGGTTGTTGAAGCC 

世世宵世大大 大大大大大大 大大 大 古 古 * * 大 大 大 大ヲ々 大大 女大 大 大* 大大*'k大 大大 女大 大大 大女大* ヲ **プ~* * *大古

5' GTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTGGAAAGACATTGGGAGCTGGTGCCTTCGGGAAGGTCGTTGAGGCC 

1774 1783 1793 1803 1813 1823 1833 1843 

71 80 90 100 110 120 130 140 
ACTGCTTATGGCCTATTTAAATCTGATGCCGCTATGACAGTAGCAGTGAAAATGTTGAAACCAAGCGCCC 
大 大古肯大 古大大大大大 大 火大大大 大大 大 大 大 大 大 女大 大大肯大女大大安 肯* 肯大大大女 女大大 女 大大大女大宵大女 大犬大古

ACTGCATATGGCTTGATTAAGTCGGATGCTGCCATGACAGTTGCCGTGAAGATGCTCAAACCAAGTGCCC 

1844 1853 1863 1873 1883 1893 1903 1913 

141 150 160 170 180 190 200 210 
ATTTAACTGAAAGAGAAGCCTTGATGTCAGAGCTAAAAGTTCTCAGTTACCTTGGTAACCACATTAATAT 
大大肯肯肯肯肯 肯肯大肯肯士大肯 大肯 大 世 大女 大 肯 大 大大 大大 大肯 大肯 大大 大世 世 肯 肯 肯 大 大大 古肯 肯 肯 世 大 大 大肯 肯肯大

ATTTAACAGAAAGAGAGGCCCTAATGTCGGAACTGAAGGTCCTGAGCTACCTGGGCAATCACATGAATAT 

1914 ユ923 1933 1943 1953 1963 1973 1983 

211 220 230 240 250 260 270 280 
TGTGAATCTACTTGGAGCTTGCACTATTGGAGGGCCCACGCTGGTCATTACAGAATATTGCTGCTATGGC 
*大肯宵大宵 ** **肯肯大 大大 大大*** 大 大大大大大安女大大大大 大大大世*大大大宵**女**大大大*大肯 ***宵*** 肯

TGTGAACCTGCTTGGCGCATGCACGGTGGGAGGGCCCACCCTGGTCATTACAGAATATTGTTGCTATGGT 

1984 1993 2003 2013 2023 2033 2043 2053 

281 290 300 310 320 330 340 350 
GATCTCTTAAATTTCCTGAGGCGGAAGCGAGATTCATTCATTTGTCCAAAGCATGAAGAGCACGCAGAAG 
肯大肯大大 古大 大大肯大大 大大大大 大大大大大女大 大大 大大 大大 大大 大 大 大大大大大大大 大大大大大大火大 大大古大 大大大

GATCTTTTGAATTTTTTGAGAAGGAAGCGTGACTCGTTTATTTTCTCAAAGCAAGAAGAGCAGGCAGAAG 

2054 2063 2073 2083 2093 2103 2113 2123 

351 360 370 380 390 400 410 420 
CAGCTGTTTATGAGAACCTTTTGCACCAGGCAGAGCCCACAGCGGATGCTGTCAATGAGTACATGGACAT 
*肯肯 *世大女肯大肯大大大大大大大大大大大 大火大大大大 大 大大 大 大大大大大大大大大大大大 大 大 *

CGGCACTTTATAAGAACCTTCTGCACTCAACGGAGCCTTCCTGTGACAGTTCAAATGAATATATGGACAT 

2124 2133 2143 2153 2163 2173 2183 2193 

421 430 
GAAACCAGGA 3' 
肯肯大大肯 大大

GAAGCCTGGC 3' 
2194 2203 

図2-9 pSAK5259に挿入された DNA断 片 の 塩 基 配 列 と マ ウ ス の c-k i l泣伝子

cDN Aの塩基配列との比較.

各上段は pSAK5259に挿入された DNA断片の塩基配列を示す.塩 基

配列の 5'端は SA K 5 2側 3'端は SA K 5 9側である.各下段はマウス

c -k i t遺伝子 cDNAの 塩基配列(1 774番目から 2203番目)を示す.ア

スタリスクは pSAK5259に挿入された DNA断 片 の 塩 基 配 列 と マ ウス

の c-k i t遺伝子 cDNAの塩基配列の塩基が 一 致していることを示す .
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9 18 27 36 45 54 
5' GTT TCC TAG AAA CCG GTT GAG TTT TGG TAA AAC CCT TGG TGC TGG AGC TTT TGG 
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図2一10 pSAK5259に挿入された DNA断片の塩基配列のアミノ酸への翻訳

pS AK5259に挿入された DNA断片の塩基配列を全ての読みとり枠で

アミノ酸配列に読み 変えた結果，終止コドンの出現しない読みとり枠

(下線で示す)が 1つ認められた . アミノ酸残基は 一 文字記号で示し

た.
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1 10 20 30 40 50 60 70 

N- FPRNRLSFGKTLGAGAFGKVVEATAYGLFKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHIN工

大 肯 肯 肯女大肯肯肯大大ヲ1(*世大世大大大肯肯世大大肯肯肯肯 大大大世大大大肯大大大世大大大大肯世大肯肯大犬大大大大大大大大大大大大大大大 大大

N- FPRNRLSFGKTLGAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMN工

583 592 602 612 622 632 642 652 

71 80 90 100 110 120 130 140 

VNLLGACTIGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICPKHEEHAEAAVYENLLHQAEPTADAVNEYMDM 

肯大肯肯肯肯肯大 肯肯世肯肯大大古肯大大大古大大大肯大大大大*大古大大大肯 大 大大 ヲ1(**肯 宵 肯大大ヲ*大 大 大肯* 肯女肯

VNLLGACTVGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFIFSKQEEQAEAALYKNLLHSTEPSCDSSNEYMDM 
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図 2-11 pSAK5259に挿入された DNA断片の塩基配列から予想されるアミノ

酸配列とマウス Ki tタンパク質のアミノ酸配列との比較

各上段が pSAAK5259に挿入された DNA断片の塩基配列から予想 され

る アミノ酸配列を 一 文字 記 号で示した.各下段はマウス Ki tタンパク

質のアミノ酸配列(5 8 3呑目から 725番目)を示す.アスタリスクは ，

pS AK5259のアミノ酸配列とマウス Ki tタンパク質のア ミ ノ酸配列が

一 致したことを示す.
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図2一12 pSAK5558に挿入さ れた cDNAを プ ロ ー プ と し た ニ ワ ト リ ゲ ノ ム

DNAとのサザンブロットハイブリダイゼイション

ニワトリゲノム DNAを各種制限酵素で消化した後， pSAK5558プロ

ープを用いてサザンプ ロットハイプリダイゼイションを行った . Mは

入 フ ァ ー ジ DNAの Hi n d III消化物， レーン l:BamHI消化物， レー ン

2:EcoRI消化物， レーン 3:EcoRIおよび BamHI消化物， レーン

4:EcoRIおよび Sa 11消化物， レ ー ン 5:XbaI消化物.
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SAK47 (5') ATGAGAGGCGCTCGAGGCGCCTGG (3') 

Chicken 一一一GGG-一一一一G-ACCT一一一一一一一

SAK48 (5') CCAAAAGAATTCTTGGCA.TAACACAT (3') 

Chicken -CA-一CC-A--AG-一一一CC一一一一C一一

SAK49 (5') GCCGGGATCCTGTTCATATATATCCA (3') 

Chicken TG-AATG-TTC一一一一一一G一一C一一一一一

SAK50 (5') GTTGAGGATCCTGGAGTGTTCATGTG (3') 

Chicken 一一-A-T一一一T一一一一一-AA-一一一CA--

SAK51 (5') CACCAGCTGTGGATATATATGAA (3') 

Chicken G-AG-AG-C一一一一一G--A一一一一一

SAK52 (5') CTTCCTTATGATCACAAATGGGA (3') 

Chicken 一一一一一一一一一

SAK54 (5') TCAGGATCCCAGCAAGTCT'I'CAT (3') 

Chicken --G-C一一一一一一一一一一C一一一一一一一

SAK55 (5') TCAAATGAATTCATGGACATGAA (3') 

Chicken GTC一一一一一G-A一一一一一一一一一一一一

SAK56 (5') ACTAAGCTTGTTTCTGGGAAACTCCCA (3') 

Chicken 一一CG一一CG一一一一一-A-ー一一一一一一一一ー

SAK57 (5') AGTCCAGGGGATCCGTCTCCGCC (3') 

Chicken -TC一一C-CA-G-GGT--AGT一一一

SAK58 (5') ATCCGGGATCCTTCCTTGATCAT (3') 

Chicken 一一一一-AT一一一一C一一一一一一一一一一一

SAK59 (5') GGCTCGAGGGAACAGCATATGACAC (3') 

Chicken 一一T-T-G一一一一ー一一一一一一一一一一一一一

図2-13 PCR用プライマーの 塩基配 列と ニ ワトリ c-k j t遺 伝 子 cDNAの

塩 基 配列との比 較

PCR用プライマーの 塩基配 列と ニ ワトリ c-k j l遺伝子 cDNAの 塩基配

列とを比較した.各上段は， PC R川プライマーの 塩基 配列を 示 す.各

下段は， P C R用プラ イマーの位 置 に対応する ニ ワトリ c-ki(遺伝 子

cDN A (第田 章 参 照) の塩 基 配列を 示 す.プライマ ー の 塩基 配列と 一

致したニワトリ c-k j l遺伝子 cDNAの 塩基配 列はハイフォン で 示 した.



CHICKEN FPRNRLSFGKTLGAGAFGKVVEATAYGLFKSDAAMTVAVKMLKPS.AHLTEREALMSELK 

MOUSE c-kit 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一工ー一一一ー一一一一一一一一一一一.一一一一一一一一一一一一一一 641 

MOUSE CSF1R 一一一一N-Q一一一一一一一一一一一一一一一一一一F一一G-E一一VLK一一一一一一一 .-T--AD-K一一一一一一一一 633 

MOUSE PDGFR L--DQ-VIGR一一一S一一一-Q一一一一一一日一一SH-QAT-l:<-一一一一一一 .-T-RSS-KQ一一一一一一 652

CHICKEN VLSYLGNH工N工VNLLGACTIGGPTLV工TEYCCYGD:LLNFLRRKRDSFICPKHEEH.. . AE 

MOUSE c-kit 一一一一一ー一一M-一一一一一一一一-V一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一FS-Q--Q.. .一一 698 

MOUSE CSF1R IM-H--Q-E-ー一一一一一一一一H一一一V一一Y一一一一一一一一H一一一一一一一AEAMLG-SLSPGQDSEG 693 

MOUSE PDGFR IM-H--P-L-V一一一一一一一一K一一一IYI一一一一一R一一一一VDY-H-NKHT-LQRHSNKHC.PPS 712 

CHICKEN AAVYENLL. . . . HQAEPT. ADAVNE. . . . YMDMKPGVS. . YAPP. . KAD. KKRPVKSGSY 

MOUSE c-kit --L-K一一一.. . . -ST一一SC.-SS一一... .. .一一一一一一一一一..-V-T. .-T-.-R-SARID-- 745 

MOUSE CSF1R DSS-K-IHLEKKYVRRDSGFSSQGVD TYVE-R-VSTSSSDSFFK. .Q-LD一.. . . . . .. 742 

MOUSE PDGFR -EL-S-A-PVG. .FLPSHLNLPG-SDGG一一一一SKDE-ID-VPMLDM-G-I-YADIE-P一一 769 

CHICKEN T.......... .DQDVTLSMLEDDELALDVEDLLSFSYQVAKGMSFLASKNC工HRDLAAR

MOUSE c-kit 工....... ... .ER-一一PAIM-一一一一一一一LD一一一一一一一一一一-A-A一一一一一一一一一一一一一一一 794 

MOUSE CSF1R ..................... .EHSRP-ELW一一一H-.-S一一一Q一一一一一一一一一一一一一一V一一一 780 

MOUSE PDGFR MAPYDNYVPSAPER.TYRAT-工N-SPV-SYT--VG一一一一一-N一一D一一一一一一一V一一一一一一一 828 

CHICKEN N工LLTHGRITK工CDFGLARDIRNDSNYVVKGNARLPVKWMAPESIFNCVYTFESDVWSYG

MOUSE c-kit 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一S一一一一一一一ー一一一一一 855 

MOUSE CSF1R -V一一一S-HVA--G一一一一一一一-M一一一一一一一一一一一.一一一一一一一一一一一一D一一工-VQ一一一一一一一 839 

MOUSE PDGFR -V-ICE一KLV一一一一一G一一一--MR一一一一IS--STY--L一一一一一一一一一一SL--TL一一一一-F- 888 

CHICKEN ILLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYK 

MOUSE c-ki七 -F-ーーーー一一一一一一一一一一一一一一一一一一 880 

MOUSE CSF1R 一一一一一工一一一一LN-L-GIH-NN一一一一 864 

MOUSE PDGFR 一一一一一I-T--GT---EL-MNDQ一一N 913 

図2-14 PCRによって増幅した DNAの塩基配列から予想されるアミノ酸配列

とマウスの Kit.CSF1Rおよび PDGFRタンパク質のアミノ酸配列との

比較

ニワトリ配列は pSAK5558および pSAK5259中の挿入 DNAの 塩 基配

列から予想されるアミノ酸配列を示す.これをマウスの Kit (583番

から 879番目) ， CSFIR (575番目から 864番目)および PDGFR ( 

594番目から 913番目)タンパク質のアミノ酸配列と比較した. また

右端の数字は各列の右端のアミノ酸残基のそれぞれのアミノ酸配 列に

おけるアミノ酸番号を示す.ハイフォンはニワトリ配列のアミノ酸 残

基と一致したものを ，点はギャップを表す.
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第皿 章 ニワトリ c-k j t遺伝子 cDNAのク ロ ーニ ングおよ び塩基配 列の決 定

m -1 はじめに

第 E章においてクローニングしたニワトリ c-k j t遺 伝 子 cDNA断 片 を プ ロ ープ

として，ニワトリ目白 cDNAライ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し ， 24イ固のポジテイプ

ク ローンを得た.そのうち最長の cDNAをもっクローンの全塩基配列を決定した.

その結果，この cDNAクローンがニワトリ Ki tタンパク質全領域をコードし てい

ることが示された.それから 予 想されるニワトリ Ki tタンパク 質 のアミノ酸配列

とマウス Ki tタンパク質のそれとの相向性 等 について検 討 した.

次いで ， ニ ワ ト リ の 各 組 織 における c-k j t遺伝子 mRNAの発現を検 討 す ること

により， ニワトリ c-k j t遺 伝 子 が生体内においてどのような生物学的役割を持つ

のかを知る手がかりとするため，得られたニワトリ c-k j t遺伝子 cDNAをプロ

ーブとし て ニ ワ ト リ の 各 組 織 由来の polyA+RNAのノザンプロットハイブリダ イ

ゼイションによる解析を行った .

m -2 材料および方法

( 1 )ニワトリ脳 cDNAライブラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ

農林水産 省 家 畜 衛 生 試 験 場 分子免疫研究 室 楼井通陽博 士 より供 与さ れた 8日

齢ニワトリ脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ーを用い， pSAK5558中に挿入された ニ ワトリ

c -k j t遺伝子 cDNA断片 (SAK5558プロープと呼ぶ)をプロープとしてプラ ー ク

ハイブリダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う ことにより，ニワトリ c-k i t遺 伝 子 の cDNAクロ

ーンを得似 た.用いたニワトリ fl出cDNAライブラリーは ラムダファージ A

ZAPU
49

)をベクターとして作製されている次スクリ ーニ ングは以 下 の ように

行った.大腸菌 XLI-Blue株 1 コロ ニ ー を L-Broth培 地(1 %パクトトリプトン

(w/v)， 0.5% イ ー ス ト エ キ ス トラクト (w/v)， 0.5% NaCl(w/v)， (pH7.5)] 
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で終夜培 養 し た も の を 50mlのチューブに移し 3，000rpm， 5分間遠心した後，

上清を捨て ， 600nmの吸光度が 0.5になるように 10 mM  M g S 0
4に懸濁した.こ

の菌液 600mlに cDNAライプラ リー溶液(1 . 6 x 1 0 7 P F U / m 1) 3 mlを加え， 37 oc 

1 5分間保 温 し て 組 換 え フ ァ ー ジを大腸菌に感染させた.これに 7.5mlの NZY軟

寒天 [0.5% NaCl(w/v)，0.2% MgS04(w/v)， 0.5% イーストエキストラクト

(w/V)， 1% NZ アミン (w/v)， 0.7%アガロース (w/v)(pH7.5)]を加え NZY寒

天培地 [0.5% NaCl(w/v)，0.2% MgS04(w/v)， 0.5% イ ー ス ト エ キ ス ト ラク

ト(w/V)， 1% NZ アミン (w/V)， 1.5%アガー (w/V)， (pH7.5)]を直径:1 5 c mの

プ レ ー トに広げ室温で 40分間寒天 を凝 固さ せた 後， 3 7 ocで 6時間勝卵器内で培

養した.同様に全部で 12枚のプ レートを作製し，合計約 1.lX106
の組換えフア

ージのプラークを得た.培養終了後，プレートを 4ocに 30分間以上放置し，充

分に NZY軟寒天を冷やして固め ，直径 15cmの ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ーを寒

天上にのせ，ファージをフィル ターに移した.フィルターをプレートから剥し

アルカリ変性液 [0.5M NaOH， 1.5M NaCI]を浸した減紙 (3MMワットマ ン)

にのせ，室温で 5分間静置してフアージの DNAを 1本鎖に変性した.次いで ，

中和液 [0.5M トリス (pH8.0)， 1.5M NaCI]を浸 し た 減 紙 の 上 で 室 温 で 5分間

静置し中和した . これを乾いた減紙の上に静置し，風乾した後 適量の 20X 

SSC[3M NaCl， 0.3M クエン酸ナトリウム (pH7.0)]液にフィルターを入れ約

20秒間洗浄し，再度乾燥した泌紙の上で風乾した.完全に乾燥したフィルタ

ーは，真空 オーブンで 80
0

Cで 2時間加熱しフアージ DNAをフィルターに架僑 し

た. 以降 のハイプリダイゼーシ ョンは，第 E章 2節(9 )項に準じて行った.

1次 スクリーニングでプローブにハイプリダイズしたプラークの中の組換えフア

ージを回収するため，滅菌したパスツールピペットでプラークを軟寒天ごと突き，

SM 緩衝液 [100mM NaCl，80mM MgS04，50mM トリス (pH 7.5)，10% ゼラ

チン (w/v)]500μlおよび 20μ!のク ロ ロ ホ ル ム を 入 れ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ープに
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移し，ファ ー ジ 粒 子 を 溶 出 さ せ た . こ れ ら をさ ら に 2回再ク ロー ニ ングする 事 に

よ り純化した.

大腸菌 XLI-Blue株を 600nmの吸光度が o.5になるよう に調 製 し た I岩波 200μl

に， 1 X 10
3
pfu/mlに 調 整 し た各クローンのファージ液 2μlを加え， 3 7 ocで 15分

間保温しファージを感染させた.これに NZC軟寒天 3mlを加え，プレートに均

に広げ，室温に 30分間静置し， NZC軟寒天を凝固させた後，ふ卵器に 37 ocで 一

晩 静置 し培養を行った.これを 1次スクリーニングと同じ手 )IIJ!に従ってプラーク

ハイブリダイゼーシヨンを行った . 再 ク ロ ー ニ ン グ の 結 果 ， 純 化 さ れ た ラ ム ダフア

ージクロー ン 24個を得た.得られた組換えフアージ中に含まれる cDNA部分は

Short et a1
49

)の方法によって，プラスミド pBluescript SK(ー)へ再クローニ

ングを行った .

( 2 )得られ た ク ロ ー ン の 定 性

ニワトリの脳の cDNAライブラリーより f尋られたクローンについてのクローン

に含まれる cDNAの長さの解析および制限酵素切断部位地図の作製は Sambrook

e t a 1 .の方法 26) サザンブロット f拝析は，安 II章 2節 (9 )項に述べた方法に

準じて行った.

( 3 ) 塩基配列の決定

塩基配列の決定は，第 E章 2節 (8 )項の方法に従って行った.塩基配列決定

用のオリゴヌクレオチドプライマ ー の 合 成 は 農 業 生 物 資 源 研 究 所 遺 伝 子 構 造 研究

室に依頼した .

( 4 )ニワトリの各組織からの全 RNAの調製

7週齢 のニワトリを頚部切断した後，脳，ファプリシュウス褒，心臓，腎 likl， 
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肝臓，肺，牌臓，胸腺，卵巣，精巣の各組織を採材した.ニワトリの各組織から

の全 RNAの調製は，第 E 章 2節(2 )項、に記述した方法を川いた

(5) poly A+RNAの調製

poly A+RNAの調製は第 E章 2節 (3 )項、に記述した )J法 を 川 い た .

( 6 )ニワトリ polyA+RNA のノザンブロット解析

各組織から得た poly A+RNA (各 5μg)を 2Mの ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 を含む

1.2%アガロースゲル上で電気泳動を行った.次いでアガロースゲルを蒸留水

150 m 1に浸し 15分間振とうを 2 回繰り返した後， ;jJ(動計百の支持台に 20XSSC(1

XSSC緩衝液の組成は [150mM NaCI， 15mM クエン般ナトリウム (pH7.0)]で

湿 ら せ た 鴻紙(ワットマン 3M M) を敷き，その上にこのゲルをのせた.油紙の

両端は常に 20XSSC緩衝液中に浸っているようにした.ゲルと同じ大きさのナ

イロン膜を蒸留水で湿らせたのち 20XSSC緩衝液に浸し ゲルの上にのせ こ

の上に 20XSSC緩衝液に湿らせたゲルと同じ大きさの泌紙を 2枚，乾いた減紙

1 枚をのせ，ゲルと同寸に切ったキムタオル(十傑製紙)を ]0~20cm の高さに

積み，さらにこの上に約 500gの重りをゲル全体に均一に荷重がかかるように 載

せ，一晩静置してブロッティングを行った.翌日，ナイロン肢を 6X S S C緩衝液

中で 30秒間洗浄した後，乾燥し た減紙の上でナイロン肢を乾かした.これを U

Vクロスリンカー (Stratagene社)によりナイロン肢に polyA+RNAを架僑さ

せ た.次いでハイベイドオーブン川のボトルの中にナイロン股と 50mlのプレノ

イブリダイゼーション液 [1M NaCl， l%SDS， 10%硫般デキストラン]を入れて

ハイベイドオ ー ブ ン ( ス ト ラ タ ジーン社)で 600Cで 30分間プレハイプリダイゼ

一ションを千子った. プレハイブリダイゼーション系冬了後 ボトルの中のプレハイ

ブリダイゼーション液を f舎で，ハイプリダイゼーション液 [1M NaCI， l%SDS 
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10%硫酸デキストラン， 1 00μg/ml サケ ~11 子 DN A]を入れ，次いで第 H 市t2節

( 9 )項に既述した方法を用いて [α_
J2
p]dC T Pで標識したプロ ーブを 1000Cで 10分

間加熱し氷上で急冷した後に加え ， 60 oCのハイベイドオーブン中で終夜ハイ プ

リ ダ イ ゼーションを行った.ハイブリダイゼ ーション終了後，ナイロン膜を洗浄

液 [2XSSC緩衝液， l%SDS]を 用い 60
0

Cのハイベイドオーブン中で 15分間 2

回繰り返し洗浄した.洗浄が終了した後，このナイロン )肢をオートラジオグラフイ

ーに 供し た.

( 7 ) プローブの標識

プローブには， 得ら れた ニワ トリ c-k j 1遺伝子 cDNAの 全領域を 用いた.またノ

ザ ン プ ロットハイブリダイゼー シ ヨ ン に 川 い ら れ た 各 組 織 の polyA+RNAの 長が

一 定であることを確認する 目的で同ーのフィルタ ーを ニワ トリ Pアクチン遺 伝子

を用 いて再度ハイブリダイゼーションを行 った . プロープの標識 は第 E章 2節

( 9 )項に既述した方法を用い た.

nr -3 結果

( 1 )ニワトリ脳の cDNAライブラリー のスクリーニングおよび pBlucscripl

S K (-)プラスミドベクタ ーへの 再クローニング

楼井通陽博士より供与されたニワトリ )J出cDN Aライブラリーの作製法を以下に

簡単に述べ る . 8日齢の ニ ワトリの目前か ら得た poly A+RNAから 二 本鎖 cDNAを

合成した後，これの両端に NotJおよび Ec oR 1切 断 部位を合むアダプターオリゴ

ヌクレオチ ドを付加させた.それを A ZAPIIベクターの EcoRI切断 部位に挿入し

組換えファージのライブラリーを 得 た.

ニワトリの c-k i t遺伝 子 cDNAを ク ロ ー ニ ン グ す る 目的で ，第 E章で待ら れた

SAK5558プロープを用 い，上述の cDNAライプラ リーからプラークハイプリダ
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イ ゼー ションにより，ニワトリ c-kit遺伝子 cDN  Aを含 む 組 換 え ラ ム ダ フ ァ ージ

のスクリーニングを行った.

1.lX10
6
個の組換えラムダ ブアージクローンより第 lス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た

結果 ， 24個の組換えファージクロ ーンを得た A Z A P IIベクターには，プラスミ

ドpBluescript SK(ー)の 全ゲノムが含まれており， cDN A部分はこの

pBluescript SK(ー)のゲノム 中の Eco R 1切 断部位に挿入されている .そ こで，

f1ヘルパーファージを 大 腸 菌 XLI-Blue株 に感染させることにより ， c DN  A部分

を含む pBluescript SK(ー)プラスミドを同収することができる . 24例のラムダ

ファージクローンをさら に 2回純化した後，組.換えフアージをそれぞれ f1ヘルパ

ーフアージ R4 08と大 腸菌 (XLI-Blue株 )に共感染させることに より， cDN A 

部分を含む pBluescript SK(-)プラスミド DNAを 得 ，以 後の解析はこれらのプ

ラスミドを用いて千子った.

( 2 )得られた cDNAクローンの 定性

まず，得られた 24個の cDNAクローン について ， 組 み 込 ま れ て い る cDNA部分

の長さの解析および Ec 0 R 1， H i n d IIIを用いての制限酵 素 切断地図の作製を行っ

た.

用いた ニ ワトリの 脳の cDN Aライブラリーにおいては ， c D N A断片はその両端

にNotIおよび EcoRI制 限 酵 素切断部位を合むアダプターオリゴヌク レ オチドを

付加されたのち AZ A P IIベクタ ー の マ ル チ ク ロ ー ニング部位の Eco R J切断部位

に挿入されている.このうち 8塩基認識の制限酵素である N0 t 1の 切 断 部位は ， 真

核細胞のゲノム中には希にしか 存 在 せ ず ，数 千塩基対程度の cDNA部分中に NotI

切断部位が 存 在 す る 確 率は低いと思われる . さ ら に ， 組換え pBluescript

S K (・) DN  A中には cDNAが挿入 された Eco R 1切断部位から約 40塩基対のところ

にNot 1切断部位があり， 挿入された cDNAを はさんで逆側に EcoRI切 断部位カ
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ら約 15塩基対の所に Hj n d III切断 部位がある.また，第 II 戸で符られた SAK5558

プロープの 塩基配列中に Hj n d III切断部位がある(図 2- 5参照 ) こ と か ら ， ニワ

トリの c-k i t遺 伝 子 cDNA中に少なくとも 1つ の Hj n d ITI切断部位があることが予

想された.

そこでま ず， 24個の プラスミド ク ロ ー ン DNAを NolIで切断し，各プラスミド

中の cDNA部分の長さを調べた.その 結果 ， プラスミドク口ーン No.3rj'の cDNA 

部分が最も長く (約 5100塩基対 ， 図 3一l参 照 ) ， プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン N0.34に

挿 入 さ れ た cDNA部分が 最も短 か っ た ( 約 770塩基対) . SAK5558プロ ープ を

用 いてニワトリの脳の mRNAのノザンプロット解析を行ったところ ， 約 5.5 k bの

長さのメッセンジャー RNA (mRNA) が 一 本認められた(般)1"-未発表データ)

こと か ら クローン N0.3中の cDN A部分は c-k i t遺伝子 mRNAのほぼ全体の配列を

含 んでいることが予想された.

ついで各クローンの制限酵 素切断地図を作製するため 各クローン DNAの

H j n d III単独 ， EcoR 1単独 ， H i n d IIIおよび N0 { 1， H j n d rrIおよび Ec oR 1による消

化物をアガロースゲル上で 電気 泳動を行い ， 生成した DNA断片の長さを決定し

た . さ ら に，各プラスミドクローンの HindIIIおよ び EcoRIによる消化の結果，

生成する DNA断片のうち， とされが第 E章で得られた SAK5558プロープおよび

pSAK5259中の cDNA部分とハイブリダイズするかをサザンプロット解析に よっ

て調べた

なおデータは 示さ ないが， ク ローン N0.34に含 まれ る cDNA部分は 770血基対

と短く，また Hj n d III切断 部位も EcoRI切 断部位も存在しないことが分かったの

でこ の cDNA部分の構造についてはこれ以 上解析を行わなかった .

以上の実験の結果に 基づき作製した各クローン の制 限解素切断地図を図 3一1に

示す.最長の cDNA部分をもっクローン N0.3の 制限酵素切断地図に基づいて他

のクローン の 制限酵素切断地図を整列させることにより， [只13-1に示したよ う
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にク ロー ンN0.34を除く 23例の ク ロ ー ン 中の cDN  A部分 の 制 限醇 素 切断地図は 互

いにオーバーラップすることが 分 か った . このことは ， 符 ら れ た 23個のク 口

ー ン中 の cDNA部分が 1種類の mRNAに 由来し て い る こ とを/示唆する.これは

上 述したノザンブロ ッ ト解析の結果と 一 致する . な お 第 III章 3節(3 ) 項で述

べるよう に クロ ー ンN0.3中の cDNA部分の 一 方 の 端 に ポ リ ア デ ニ ル 酸 配 列 が認

められたことか ら ， この cDNA部分は mRNAの 3'端の配列を 含 んでいることが分

かった.図 3一1に お いては ， クロ ー ン N0.3中の cDNA部 分 の ポ リ ア デ ニ ル 酸配

列が右側にくるよう に地図を示した . 従ってこの図において左側が mRNAの 5'端

に相 当 する.

以上のことか ら ほぼ 全長に近い cDNAを 合 む と考えられるクローン N0.3を川い

以 下 の 実 験 を 行った .

( 3 ) 制限酵素地図の作製

ニワトリ c-k j (遺 伝 子 cDNAにおける主な制限酵素の切断部位を知る目 的 で ， ク

ローン N0.3中の cDNA部分 の 11程 類 の 制 限 酵 素 の 切 断 部 位 を 調 べ た. ク ロ ー ン

No.3 DNAをSac1，Xba1， BamH1， SmaI， PstI， C1aI， Sa11， Xho1， KpnI， 

E c 0 R 1， H j n d IIIの 11程類の制限 酵 素 で 消 化 し， 0.8 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電気

泳動を行い，切 断された DNAの長さを調べ ， 制限 rPt素地図を作製した . その 結

果 作製した地図を 図 3- 2に示す .

( 4 ) ニ ワトリ c-k j t遺伝子 cDNAの塩基配列決定

クローン N0.3中の cDNA部分の 全 塩基配列を決定するために クローン N0.3 

中の cDNA部分 をNotI消化に よ り精製し ， pUCl18 (NOlI) ベ クターの N0 l 1切

断部位に 再 クロー ニ ン グした (pKilN) . プ ラ ス ミ ド pUCl18 (Not1) は ，

PUCl18
53

)ベクタ ー中の Sm a1切断部位をリンカーラ イ ゲーションにより No(1切

ーω.



断部位に変換したベクターである.塩基配列の決定には主にこのプラスミド

DNAを鋳 型として用い， )11買次決定された配列に基づいて合成したオリゴヌクレ

オチドをプライマーとして川いることにより上軍基配列の決定を進めた. 5'末端側

から約 1000 塩 基対の領域については，その配列を含む 一 本 ~m M 1 3ファージ DNA

を調製し，これを 鋳型として塩基配列の決定を行った~基配列決定のストラテ

ジー を 図 3- 2に示す.この 結果 ， クローン N0.3に含まれる cDN  A部分である

511 1塩基対の塩 基配列が決定された(図 3- 3) . 

この塩基配 列 決 定 を 行 った部分につ い て ア ミ ノ 酸 配 列 に 読 み 変 え た と こ ろ，読

み とり 開始コドンと 思われるメチオニンコドン (ATG) および終 ltコドン(

TG A) を両端にもち， 960個 のアミノ酸残基をコードする長いオープンリーデイ

ングフレー ム(図 3- 5中の 塩基配列の 2呑 目から 2884呑目 )が 1つ 認めら れた.

また，この塩 基配列の 1708番 目から 2599番 目は pSAK5558および pSAK5259

中の cDNA部分の塩 基 配 列 ( 第 H章図 2-6お よ び 図 2-9参照)と完全に一致 し

ていた.クローン N0.3中の cDNA部分の一方の端には 2つのポリアデニル酸配

列の付加シグナル AATAAA配列 (境基配列の 4949帯 白か ら 4954帯目， 5024番

目から 5029番目)が 認められた . し た が っ て ， ク ロ ー ン N0.3は mRNAの 3'端を

含んでいる と 考 え ら れ る .

クローン N0.3の cDNA配列中 のオープンリーデイングフレームから予怨され る

アミノ酸配列を図 3-4に 示す . 予想されたアミノ般配列をマウスの Ki tタンパク

質のアミノ酸配列 43・58 )と比較した(図 3-4) .比 較の結果，このアミ ノ酸配列

はマウスの Ki tタ ン パ ク 質全領域 と 63% の同一性を示した . また マウス Ki tタ

ンパク質との相向性から，このアミノ酸配列 中に ， メ チ オ ニ ン残 基から始まる シ

グナルペプチド配列 (図 3-4中のアミ ノ酸配列の l番目か ら24存目) ，細胞外領

域(1番目か ら 505番 目) トランスメンブレン領域(5 06排日から 530番目) ，細

胞内領域 (5 3 1番目か ら960呑日)と考えられる領域が批定された . さ ら に 細胞
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内領域の中にリン酸化酵 素 領 域 (563存日から 671帯 日， 748存白 か ら910番目)

カイネースインサート領域 (672帯白か ら747呑 口 )と考えられ る ア ミ ノ 酸配列

がそれぞれ推定された.

細胞外領域， トランスメンブレン領域および細胞内領域 にお ける領域 ご との ニ

ワトリーマ ウ ス タ ン パ ク 質 問 の相向性は，それぞれ 48%， 74%， 83%であり

トランスメンブレン領域を境に， 細 胞 外 領 域 の 相 向 性 に 比 べ ， 細 胞 内 領 域 のアミ

ノ 酸配列は非常に高い相向性を示し た .

クローン N0.3に含まれる cDN Aは， 全 長 51 1 1 bの長さを有し， 一 方の端にポリ

A付加シグナルおよびポリアデ ニ ル酸配列が 認 められたことから ニ ワトリ c-k j l 

遺伝子 mRNAのほぼ全体と相補 的な cDNAであり，ニワトリ Ki tタンパク質をコ

ードする領域全 体を 含む もの であると結論した.

( 5 )各組織におけるニワトリ c-k I l泣 伝子 の発現

ニワトリの生体内における Ki tタンパク質の機能を知る手がかりの ー っとして

ニワトリのどのような組織におい てニワトリ c-k j l 遺伝子 mRNAの発現が認めら

れるかを調 べた.

7 週齢のニワトリの脳，フアブリシユウス嚢，心臓，腎 ~1 ，肝臓!Ji!j，牌1lii

胸腺 ， 卵 巣，精巣から得た polyA+RNA5μgを 川 い ， ニ ワ ト リ c-k i l泣伝子

cDN Aの全領域をプローブとして ニ ワトリ c-k i l泣伝 子 mRNAを 検 U¥した(図 3-

6) .その結果 7 週齢のニワトリでは脱，フアブリシユウス~，心臓，腎臓，

肺，胸腺，卵巣，精巣で 5.5 k bの c-k j t遺伝子 mRNAの発現が認められた.この

中でもニワト リ c-k j t遺伝子 mRNAは，脳，精巣で最も多 量 に 発 現 し て い る のが

認められた .
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田-4 考 察

( 1 )得られた cDNAクローンの定性

1 2週齢のニワトリの脳の cDNAライブラリーからニワトリ c-k i t遺伝子 cDNA 

のク ロ ー ニングを行った結果 1.1XI06
個の組換えラムダ時ファージより 24個の

ニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAを持つ組換えラムダフアージが科られた.これらの

クロ ー ン をプラスミドベクタ -pBlucscript SK(-)へ再クローニングを行い ，

得 られ た 24個のクローンのうち 23佃のクローンについてマッピングを千子った .

こ の結果 c-k i t遺伝子 cDNAのほぼ全体が含まれていると考えられるクローン

が 1つ (No.3) 得られた .

他のクロ ー ン の 制 限 酵 素 切 断 地図は，クローン N0.3とオーバーラップしてお

り，それら全てが 1種類の mRNAから由来していることを示唆した.マッピング

を千子った 23イ固のクローン中 7個の ク ロ ー ン が mRNAの 3'端 に 相 当 す る と 思 われる

領域を含まず，このうち 6 クローン(クローン No.4， No.13， No.16， No.17， 

No.31， No.44) は mRNAの 3'端から約 1800塩基上流までの配列を含んでいた.

これらのクローンについては， m R N A の 3' 端から約 1800~\K j;~ の底基配列中にア

デニル酸残基が連続している領域( 塩 基 配 列 の 3151存日から 3207呑口)があり，

ここに cDNA合成の際のプライマーであるオリゴチミチル酸プライマーが結合し，

cDN A合成が開始されたと考えられる.

(2) cDNAの塩基配列から予想された，ニワトリ Ki tタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸配

列 について

ニワトリのひ ki t遺伝子 mRNAのほぼ全長を含むと思われるクローン No.3中の

cDN A部分の全塩基配列を決定した結果，この塩基配列から予想される制限酵素

切断部位とクローン N0.3を用い て作製した制限酵素地図は 一 致した(図 3-2， 

および図 3-3) . この塩基配列中には，開始コドンと考えられるメチオニンコ
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ドンおよび終止コドンを有し， 2883Wt恭 対 (960ア ミ ノ般残;Jt)の 長 さ の オ

ープンリーデイングフレームが 1つ認められた.マウス， ヒトの c-k i t遺伝子

cDN A中では開始コドンがそれぞれの cDNA塩基配列中 29番目および 22番 目の塩

基から始まっている 39・59 )ニワトリのひ ki t遺伝子 cDNAの開始コドンと考えら

れ る メ チ オニンコドンはクローン N0.3に含まれる cDNA部分の配列寸1の 2脊日の

塩基から始まっている. したがって，得られたニワトリのひ kj {泣伝 子 cDNAク

ロ ーン に，このメチオニンコドンより 5'端側の 20塩基対前後の配列が含まれて

いない可能性は否定できない. しかしながら，このオープンリーデイングフレ

ームのアミノ 酸 配 列 を マ ウ ス の Ki tタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た 結 果，

上記のメチオニンコドンに続いて細胞膜タンパク質のアミノ末端側に共通して認

めら れ る シグナルペプチド配列 (図 3-4 アミノ酸配列の l存白から 24呑 目 )が

認められたことから，このメチオニンコドン(図 3--3および図 3-4 塩基配列の

2番 目か ら 4番目)が読みとり開始コドンであると考えられる.

塩基配列から予想されるこワトリの Ki tタンパク質のアミノ酸配列はマウスの

K i tタ ン パク質のそれと相向性が高く，特にトランスメンブレン領域を境に細胞

外領域と比較すると，細胞内領域に お い て 非 常 に 相 同 性 が 高 か っ た . こ れ は ，創11

胞内領域の大部分を占めるリン酸 化防素領域においては，後にも述べるように，

リン酸化酵素 活 性 に 関 与 す る 多 くのアミノ酸配列が保存される必要があるためと

考えられる . 一方，マウス Ki tタンパク質の細胞外領域には，そのリガンドであ

るSCFを認 識 し 結 合 す る 部 位 が 存在しており，ニワトリ Ki lタンパク質の細胞外

領域もそれに対応する部位を有していると考えられる.従 っ て，細胞外領域にお

いて ニ ワ トリーマウスのタンパク質問のアミノ酸配列の同 一 性 が 低 い (48%) 

理由として，ニワトリの Ki tタンパク質のリガンドとなるニワトリ SCFタンパク

質はマウスと ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性が 53%と低くいため 63 )それに対応して，

SCFを認識するマウスの Ki tタンパク質の細胞外領域と ニ ワトリ Ki tタンパク質
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の細胞外領域の構造も 異 なる とい う可能性が考えられる . プ]， リ ン酸 化酵 素 領

域については， CSF-IRおよび PDGFRタン パク の ア ミ ノ 般 配 列 と 高 い相向 性を

示したが，その他の領域では相向性が低か っ た (図 3- 5) . 

ま た，ニワトリ Ki tタンパク質の細胞外領域には， 1 1の糖鎖付加部位配列 アス

パラギン一任意の残基一セリンまたはトレオニン (NXT/S，以下，アミノ酸の

1文字記号で配列を示す)が認められ，そのうち 5つがマウスの Ki lタ ン パク質

においても保存されていた(図 3-4) .さらに，この領域には 12例のシステイ

ン残基が認められ，その全てがマウスの Ki lタンパク質と ニ ワ ト リ の Ki lタンパ

ク質の間で保存されていた . これのことから，ニワトリ Ki lタンパク質もマウス

のと同様に免疫グロブリン様椛造を持っていることが示唆された.

Hanksら 13 )は，マウス Ki lタンパク質を含む 65種類のチロシンリン酸化酵素お

よびタン パ ク 質 セ リ ン お よ び トレオニンリン酸化酵素 (以 下 受容体型セリン およ

びトレオニンリン酸化酵素)の アミノ酸配列の比較，およびこれらについて の X

線結晶構造解析，変異体による解析等の笑験結果に基づき，これらのリン酸化酵

素領域間で非常に良く保存された 特 徴 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 残 基があ

るこ と ，また，これらのアミノ限配列およびアミノ酸残基の多くが，リン般化醇

素として機能 す る た め に 重 要 な役割を担っていることを報告している.

そこで， 得 ら れ た ニ ワ ト リ の c-k j l遺伝 子 cD N Aが 受 符 体 型 チ ロ シ ン リ ン 般化醇

素として機能するか否かを予測するため，これらのアミノ酸残基およびアミ ノ酸

配列がニワトリの Ki tタンパク質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て も 保 存 さ れ て い る かを

検討した. Hanksらは，サイクリック AMP依 存 性 タ ン パ ク 究 キ ナ ー ゼ 触 媒 サプ

ユニット -α(cAPK-α) のア ミ ノ 酸 配 列 を 基 準 と し て い る が 以 Fに述べる

ア ミ ノ 酸 配列は，マウス Ki lタンパク質中において 全 て保存されているので，こ

こでは，マウ ス Ki tタンパク質のアミノ酸配列を基準として述べる.

65種類のタンパク質リン酸化酵素において，リン酸化醇素領域のアミノ末 端近
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くには， GXGXXGの 保存されたアミノ酸配列があり，これはリン般化反応の基

質 の 1つであるアデノシン-5 I ・3リン酸 (ATP) が結合する部位である.マウス

の Ki tタン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列において 595帯 目 か ら 600呑口に GXGXXGが認

められる.本研究で明らかにしたニワトリの Ki tタンパク質のアミノ般配列にお

いても 582番目から 587番目に，この GXGXXGの配列認、められた

マウス Ki tタンパク質の 621番目のリシン残基は， 65佃の全てのタンパク質リ

ン酸 化 酵 素のアミノ酸配列で保存されており， リン酸基転移反応に直接的に 関与

していると考えられている.ニワトリの Ki tタンパク質のアミノ酸配列において

は， 609番目 に 保 存 さ れ て い た リシン残基がこれに相 当 す る と 忠 わ れ る

マウス Ki tタンパク 質 の ア ミ ノ酸配列における 790存日か ら795帯目の

DLAARNの配列および 830番目か ら837呑日の PVKWMAPE (全てのチロシン

リン酸化酵素問の共通配列としては P(I/V)(K/R)'¥V(T/M)APE) の配列は，チ

ロシ ン リ ン酸化酵素に特異的な配列である.また， DLAARNの配列に含まれる

790番 目のアスパラギン酸残 基およ び 795呑目のアスパラギン残 基は， A TPの結

合に関与しており， PVKWMAPEの配列中の 835存 目から 837帯目までの APEの

配列は， リン酸化酵素活性を示す の に 必 要 な 配 列 で あ る . ニ ワ ト リ の Ki tタンパ

ク質のアミ ノ 酸 配 列 の 777番目から 782番目に ATP結合部位を含む DLAARNの

配列が， 8 1 7番目から 824番目にリン酸化酵素活性を有するのに必要な APEの配

列 を 含 む PVKWMAPEの配列が保 存 さ れ て い る

マ ウ ス の Ki tタ ンパク 質のアミノ般配列の 808存自か ら8] 0得円の DFGの配 列

もまた， ATPの結合に関与している.この配列も， ニワトリ Kj lタンパク質のア

ミノ酸配列の 795番目から 797番 目 に 保 存 さ れ て い た .

マ ウ ス の Ki tタンパク 質のアミノ酸配列の 821番目のチロシン残 基は自己リン

酸化を受ける ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 39 )これに対応して ch K i tタンパク質のアミノ

酸 配 列 の 808番目に自己リン酸化を受けると思われるチロシン残基が保存されて
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いる

マ ウ ス の Kj tタンパク質のアミノ酸配列の 639呑 日の グル タミ ン酸 残基 ， 849番

目のアスパラギン酸残基， 854呑自のグリシン残基および 912存日のアルギニン

残基は，機能は分かっていないが，全てのタンパク質リン酸化酵素のアミノ酸配

列で保存されている.ニワトリの Ki tタンパク質のアミノ酸配列においても 639

番目に相当するグルタミン酸残基 (626呑目) ， 849呑日に相当するアスパラギ

ン酸残基(8 3 6番目) ， 8 5 4に相当 す る グ リ シ ン 残 基 (8 4 1存日)および 912帯

目に 相 当するアルギニン残基(899呑目)の全てが保存されていた.

マ ウ ス の W変異体には c-k i t遺伝子内の点突然変異のため Ki tタンパク質の

リン酸化酵素活性が失われているか， もしくはその活性が著しく低くなっている

変異体株がある W
37

， W
41

， W
42

， W
55 

(WV
) 変異休においては c-k i t遺伝

子 内にアミノ酸置換を伴う点突然変異が認められ，その結果 Ki tタンパク貨の リ

ン酸化酵素 活性が失われているか， または非常に低下していることが報告されて

おり 33・41・51 )それらに見られるアミノ酸置換は Ki lタンパク質のリン酸化酵

素活性に大きな影響を与えること が考えられる W37
変異休では 582番目のグル

タミン酸残基からリシン残基への置換 W41
変異休では 831存目がパリン残基か

らメチオニン 残 基 へ の 置 換 W42
変具体では ， 790存目がアスパラギン般残基か

らアスパラ ギン残基へ置換 ， W
55 

(WV
) 変具体では， 660番目がトレオニン残

基か らメ チオニン残基への置換が な さ れ て い る . 予 想 さ れ る ニ ワ ト リ の Ki tタン

パク質のアミ ノ酸 配列 にお いて ，これらの W変具体における置換部位に対応する

アミノ酸残基は，それぞれグルタミン酸残基 (569番目) ，パリン残基(8 ] 8呑

目) ，アス パラギン酸残基(7 7 7存自) トレオニン残基(607帯 口 ) で あ り ，す

べての箇所 に お い て マ ウ ス Ki tタンパク質の正常・型と 一 致していた.

以上，ニワトリの Ki lタンパク質のアミノ般配列は， とくにそのチロシンリン

酸 化 酵 素 領域でマウス Ki tタンパク 質 と の 相 同 性 が 高 く ， さ ら に そ の 活 性 に とっ
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て重要と考えられるアミノ酸配列 が よ く 保 存 さ れ て い る こ と ， ま た W突然変異マ

ウスにおいて置換が報告されている アミノ酸残基がすべて野生却であったことか

ら， 得ら れたニワトリ c-k i l泣伝子 cDN Aが，チロ シンリン酸化酵素術性を持つ

タ ン パ ク 質をコードしていること が強く示唆された.

また， Reithらによって成 獣のマウスの骨髄 ， 1 5日妊の肝臓から得た肥満細胞

および妊娠 15日目の胎盤の mRNAか ら得られた cDNAクローン中に，アミノ酸

配列の 512番目と 513番 目の問に GNNKというアス パラギン残基を多く含むアミ

ノ酸 配列 が挿入した Ki t A + と いうアイソフオームがこの何人配列を含まないア

イソフォーム Kit +と 共 に 存 在 することが報告されている 42 ) マ ウ ス の Ki t +タ

ンパク質をコードする cDNAとKi t A +タンパク質をコードする cDNAの 割合は

成獣の肥満 細胞では 7: 3， 1 5日齢の胎児の肝臓中の肥満細胞では 2: 1 ，妊娠 15日

の胎盤では 5:3ある 42 ) クローン N0.3の配列は Ki t +型アイソブオームに相当し

ている.ニワトリにおいてもこのアイソフオームが存在するかを，マウスの

K i t A +アイソフォームに 相当す るタンパク質がニワトリにおいても存伝する可

能性を調べるため，今回 得られたニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAクローン 23個のう

ち，上述の 挿 入 配 列 が 存在すると思われる部位を含んでいるクロー ンNO.4

No.5， No.13， No.14， No.15， No.16， No.17， No.31， No.33， NO.44の

1 0個のクロー ン に つ い て そ の 塩 基配列を決定したが， K i t A +アイソフォーム に

相当する cDNAクローンは 認められなかった . このことから，少なくともニ ワト

リ脳においては，マウスの Ki t +型アイソフォームに相当するタンパク究が主要

な分子種で あ る こ と が 推 測された.

( 3 )各組織におけるニワトリ c-k i l泣伝子の発現

成獣のマウスでは胎盤，月前，卵巣，骨髄， !W ~l ，精巣， Dlliで 505 k bの c-k j l泣

伝子 mRNAの転写が認められることが報告されており 33 )またネコでも j悩，骨
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髄，牌臓， 末し よう 血， リンパ節で c-k j t遺 伝 子 の 発 現 が 認 め ら れ て い る 39 )本

研 究 で の ノザンプロット解析の結果，ニワトリの脳，フアブリシユウス嚢，心臓，

腎臓，肺， 牌臓，胸腺，卵巣および 精 巣 に お い て c-k j t遺伝子の発現が認、められ，

特に脳およ び精巣において多量の発現が認められた.ニワトリにおける c-k i t遺

伝子の発現パターンは，マウス， ネコのそれとよく対応していることが示された.

このことからニワトリにおける Ki tタン パク質の生物学的役剖はマウス ，ネコな

どの晴乳類における Ki tタンパク 質の生物学的役割と類似していることが示唆さ

れた

-69-



NO.1 

NO.4 

NO.5 

NO.14 

NO.18 

NO.19 

NO.32 

NO.2 

NO.3 

NO.6 

NO.7 

NO.8 

NO.13 

NO.15 

NO.16 

NO.31 

NO.33 

NO.41 

NO.44 

No.45 

|800 門

| I I 

1270 1800 I 

」一一」

500bp 

(3270) 

(2720) 

(3570) 

(3530) 

(3300) 

(2920) 

(3300) 

(3270) 

(3400) 

(5100) 

(3390) 

(3250) 

(3050) 

(3050) 

(2800) 

(3260) 

(3680) 

(3180) 

(2420) 

(4900) 

(3290) 

(3000) 

(2800) 

図 3一 N0.34を除く 23個の組替えプラスミドクローンの制限酵素地図

各実線はクロー ンN0.3に 含ま れる cDNA部分を表し，左側が 5'端 ，右

側 が 3'端 を 示す . 各組替えプラスミドクローン中に含まれる cDN A部

分 の 長さを縦級で示 した . 括弧内は各クローン中に含まれている

cD N A部分の推定塩基数を示す . 最上段は，クローン N0.3中に含まれ

るcDNAの EC 0 R 1お よ び HindIII切断部位とこれらの制限醇素による消

化で得られる各 cDNA断片の長さを表す .
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Kpnl 

1468 2245 2266 2754 3229 3389 
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4500 
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εc主 ytlm|台 oRI 附 lli k三coRI 

|1  

3よ←七九七子

r~ーかーーさ担0-ー~

図 3-2 クローン N0.3中の挿入 cDNA部 分 の 制 限 酵 素 地 図 お よ び 塩基配列決定ストラテジー

上段の実線はクローン N0.3中に挿入された cDNA部分の制 限 酵 素 地 図 を 示 す . 実 線 は 左 が 5'末端側，右が

3'末端側を，数字はクローン N0.3中に含まれた cD NA部分の 5'末端側からの塩基数を表す.下段の実線は

ク ロ ー ン N0.3中に挿入された cDNA部分を，白抜き長方形はオープンリーディングフレームを表す.

EcoRI切断部位をその上に付した . 矢 印 は 決 定 し た 塩 基 配 列の長さおよびその方向を示す.黒丸付きの矢

印はプラスミド DNAを鋳型として決定した塩基配列を，白抜き丸付きの矢印は M 13ファージ DNAを鋳型

として決定した塩基配列を示す.最下段の白抜き長方形は SAK5558プロープおよび SAK5259プロープの

位 置 を 示 す .
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C ¥ f G G A G r. G C G C.G C A t: C T C G C C T G G G A G C T r. G C G C AC G C C G T G C T G C T G C f G ¥ G C C T C ， f 60 

G • 5 可 H)
CCCCGCAr.GTGGTTCAGTGCCTC A TGAAGA.¥ TCC TCGCTGGTTGTr.AAC IA ¥GGGGAGG I 120 

①司 河 60
G TT AIGGCTGA IGT GC AA TGAGGAlGGICCCGTGAC T TGGAA TT TCC¥ GI ACTCACA TCC 180 

川 80
A fCGGCI A H IC AlGGA TT TCCA A T GAGA AGGU TGGC AC ACCA I HA fGCAAC AA TC AG 240 

① 100 
AGAC A T AGGCAGA T A TGAGTGCHAA GCAA AGGGAGT A T T GTC AACTCT TTCT A f GTT TT 300 

o S 120 
TGTT AHGATCCHATGTGCTCTTCCTTGTTGA TTCTCTGA TCTATGGGAAAGAAGACAG 360 

① 140 
TGACA TCCTGCTGGTGTGCCCACT AAC AGA TCCAGA TGTTTT AA ACTTCACCCTGAGAAA 420 

t0 0 160 
A TGCGATGGCHACCTCTCCCCAAA AACA TGACA TTCA TTCCCAA TCCACAGAAGGGT A T 480 

G (C) V Q (C) L 川 180
CA TT I T HAGAACGTACAGAGGTCA TTCHGGGCiGCT ACCAGrGTTTGGCAAAGCA T AI 540 

200 
TGGAGTTGAGAAH TATCAGAGCACA fTTTCCTGAA TGTGAGACCAGTTCACAAAGCTCT 600 

220 
TCC A GTC A TT ACCTT A T CC AA AA GCT A TG AGCT T C TCA AA G HGGGGAA G AA T TTGHG T 660 

T ① ω 
T A CA TGCA T A A TCACGGA TGTGGA T AGCAGCGT A AAAGCT AGTTGGA TTTCTT ACH AAG 720 

260 
TGCGA TTGTT ACAAGCHAAGCAGAAA TTTGGGTGA TT ACGGA TACGAAAGGHA TT HC 780 

T (C) Q 280 
A TTGAACATCCGTTCAGTGGGAGTT A ATGA TTCTGGAGAA TTCACA iGCCAAGCAGAGH 840 

300 
CCCTTTCGGA AA HCCAA TGCCACGGT AACCTTGA AAGCACT AGCT H AGGA TTTGTCCG 900 

唱 320
TTTGTTTGCHCAA TGAA T ACCACAA TTGACA T H A TGCAGGACAAAA TGGHA TTT HC 960 

340 
AGT TGAA T A TGAGGCGT A TCC A A HCCAA AGGAlGAAGTCTGGA TGT AC A TGHCGH AC 1020 

L Q可崎司 360
A TTGCAGH TTCA TCGGACCA TT ATGTCHGTTCAAGACTGTGGGCH T HCAGTT A T AC 1080 

380 
AAGCGHCTTCACCTT ACCCGA TTAAAAGGHCAGAGGGAGGCATTT.¥CACA TTTTTTGT 1140 

5 唱 400
GTCCHCTCA GA T GCCAGCTCCTCTGT HCA TTT H TGTCT ACGTGH HCAA AACCAGA 1200 

Q (C) V (20 
GA TCCTT ACCTTGGA T A TGCTCGGCU TGACA TTCTTCAGTGTGTGGCUCTGGA TTCCC 1260 

①① 440 
AGCCCCT ACCA TTT ACTGGT A TTTT TGCCCAGGAACTGHCAGAGGTGTTT AGACTCACC 1320 

‘可 460
HCGA T A TCCCCCATGGA TGTGHAGTCAGTT AC ACAAACTCA TCGGTGCCA TCCTTTGA 1380 

司旬 1Ccl 480 
GCGGA TCCTGGTCGAGAGCACTGTGA ACGC 

ローン N0.3に挿入 された cDNA部分の塩基配列.
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トランスメンプレン配列
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キナーゼドメイン l
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Mouse FS-Q--Q一一一-L-K--ー-ST--SC.-SS-ーー一一一一一一一一一V一一T-T--R-SARID--IER-一一PAIM-一一一ーーート 10一一ーーーーー一一ー-A-A一一一一ーーーーー 788 

キナーゼドメインIi
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975 Mouse ---HA-A----V--T-ーーーー一ー?一ーー一ーーV-----K-I--STKHI-S-LANCNPNPE-PVVV-ーーーーV一一ーーーーー一ー一ーーーー-H一一A

図 3-4 クローン N0.3中の cD N Aから予想されるアミノ酸配列とマウス Ki tタ

ンパク質のアミノ酸配列との比較

クローン N0.3中の cDNAから予想されるアミノ酸配列とマウス Ki tタ

ンパク質のアミノ酸配列とを比較した.ハイフォンは，クローン N0.3 

中に含まれる cDNAの塩基配列から予想、されるアミノ酸配列とマウス

の Ki tタンパク質のアミノ酸残基と 一致したことを示す . 2つの アミノ

酸配列の問で保存されているシステイン残基および糖鎖付加部位 配列

は網掛けで示す . ト ランスメンプレン配列およびキナーゼドメイ ン は

長方形で囚って示す.点はギャップを表す.
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Chicken Kit ERKLTLN1RSVGVNDSGEFTCQAENPFGKTNATVTLKAL..AKGFVRLFATMNTTIDINAGQN.GNLTVEYEAYPKPKEEVWMY附 ETLQNSSD.HYVKF 351 

Mouse Kit --QE一一T-S-AR-D一一ーV-M-Y-N-T--SA-V-T一一-VV..E一一一1N1SPVK一一一VFVTD-E:ー.VD-V-ーーーー一一ー-EHQQ-1一一一R-SA-KGK.D---S 369 

Mouse CSF1R NAVDFQ....... .-A-TYS-V-S-DV-TRT--MNFQVV ESAYLN-TSEQSLLQEVSV-DS.L1-ー一HAD---S1QHYN-T-LGPFFETQ..RKLEF1 351 

Mouse PDGFR H1T.......AELSー一一TY--NVSVSVNDHGDEKA1N1SV1EN-Y---L.ETLGDVE-AELHRSRT-R-VF一一一-M-SVL.-LKD-R--GD-GAGEL-LS 367 

Chicken Kit KTV.GNNSYTSELHLTRLKGTEGG1YTFFVSNSDASSSVTFNVYVKTKPε1. .LTLDMLGNDI. .LQCVATGFPAPTIYWYFCPGTEQRCLDSPT1SP.. 444 

Mouse Kit DNK.S-IR-VNQ-R-ーーーー一一一一一T---L-ーーーーー-A一一一一一一一一N一一一一一..一一Y-R-1-GM..一一一一一E一一一E一一一D-一一一T-A-ーーー ..TTPV一一 460

Mouse CSF1R TQRA1Y.R一一FK-F-N-V-AS-A-Q-FLMAQ-KAGWNt、JL--ELTLRYP--V..SVTW-PV-GSDV-F-DVS-Y-Q-SVT-ME-R-HTD--..DEAQALHL 446 

Mouse PDGFR TRNMSETR-V---1-V-V-VS-A-Y--MRAFND-DEVQLS一KLQ-NVPVRVLE-SESHPA-GEQTIRCRGR-M-Q-NVT-ST-RDL.K一一 .. PRKL--TP 464 

Chicken Kit . MDVKVSYTNSSVPSFER1LVESTVt、JASM .. . .... FKSTGT1CCEASSNGDKSSVFFN .. . FA1KEQIRTHTLFTPLLIAFGVAAGLMC11~1LVYIY 533 

Mouse Kit .V--Q-..Q-V--SP-GKLV-Q-SIDS-V.......-RHN--VE-K--NDVG-一-A-ーー...ーーF----QA---ー-ーーーーG-V一一一-A-G-一一一V-T-K- 547 

Mouse CSF1R WN-THP..EVL-QKP-DKVIIQ-QLTIGP..... .. L-HNM-YF-KTHNSVGN一一QY - RAVSLGQSK-LPDES--一一vvv一CMS~S-LVLLLLL-L-K- 537 

Mouse PDGFR LGNSSK..EE-QLETNVTFWE-DQEYEVVSTLRLRHVDQPLSVR-MLQNSMGGD-QEV.....TVVPHSLPFKVVV1SA-LAL-VLTVISL-IL-MLWQK 557 

Chicken Kit LQKPKYEVQWKVVEEI..NGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFP悶サRLSFGKTLGAGAFGKVVEATAYGLFKSDAAMTVAVKMLKPS.AHLTEREALMSELKVL 630 

Mouse Kit -一一-M一一一一一一一一一一一..一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一I一一ーーー一一一一一ーー一一ーー.ーーーーーーーーーーー一一一一一 644 

Mouse CSFlR K一一一一一Q-R--II-RY..E--S-TF一一一一一一一一NE一一一一一一一N-Q一一一一一一一一一一一一一一一一一一F--G-E一一VLK-ーーーーーー.ーT--AD-K一一ーー一ーー-1M 634 

Mouse PDGFR K.-R一一一IR-ー-I-SVSSD-HD-1-V一一V一一一一一ST--L一一DQ-VIGR一一一S----Q一一一ーー-H--SH-QAT-K-ー一一一一一.-T-RSS-KQ一一一一一一一1M 655 

Chicken Kit SYLGNHINIVNLLGACTIGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICPKHEEH.. .AEAAVYENLL....HQAEPT.ADAVNE... .YMDMKPGVS..YA 716 

Mouse Kit-ー一一一-M一一ーーー一一一一一V一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一FS-Q--Q.. .一一一一L-K一一一 ....-ST--SC.-SS--....ーーーーーーーー一 .. -V 730 

Mouse CSFlR -H一一Q-E一一一一一一一一一-H一一一V一一Y一一一一一一一一H一一一一一一-AEAMLG-SLSPGQDSEGDSS-K-IHLEKKYVRRDSGFSSQGVDTYVE-R-VSTSSSDS 733 

Mouse PDGFR -H一一P-L-V一一一一一ーー-K-一一IYI-----R一一一一VDY-H-NKHT-LQRHSNKHC.PPS-EL-S-A-PVG..FLPSHLNLPG-SDGG----SKDE-1D-VP 752 

Chicken Kit PP..KAD.KKRPVKSGSYT.......... .DQDVTLSMLEDDELALDVEDLLSFSYQVAKGMSFLASKNC1HRDLAARN1LLTHGR1TK1CDFGLARD1R 803 

Mouse Kit -T..一T-.-R-SARID--I...........ER---PAIM--一一一一一一LD一一一一一一一一一ー-A-A一一一ー一一ーーーー一ーーーー一ーーーーーーーーーーーーーーーーーー一ー 816

Mouse CSF1R FFK. .Q-LD-............................. .EHSRP-ELW---H--S一一一Q一一ー一一一一一一一一一ーーV一一一一V一一一S-HVA--G-ーーーーーー-M 801 

Mouse PDGFR MLDM-G-I-YAD1E-P一一MAPYDNYVPSAPER.TYRAT-IN-SPV-SYT--VG一一一一一一N--D一一一一一一一V一一一一一ーー-V-1CE-KLV一一一一一G-ーーー-M 851 

Chicken Kit NDSNYVVKGNARLPVKWMAPES1FNCVYTFESDVWSYGILLWELFSlβSSPYPGMPVDSKFYl~1KEGYRMFSPECSPPEMYDIMKSCWDADPLQRPTFK 903 

Mouse Kit -ーーーーーーーーーー←ーーーーーーーーーーー-S-ーーーーーーーーーーーー-F-ーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーーーー一一ー一一F一一V一一一HA-A一一一一V--T一一一一一一一K-ーーー 916

Mouse CSFlR ---ー一一一一ーーー.ー一一一ー一一ー一一一一D一一I-VQ-ーーー一ーーー』ー--1-ーーーLN-L-G1H-NN-ー-.-LVKDGYQMAQ-VF'A-附H-S--QS一一一LE-TR----Q 900 

Mouse PDGFR R----IS--STY--L-ーーーーーーー一一SL一一TL-一一一一F-一一一一一1-T一一GT一一一EL-MNDQ--NA-K-GYRM八Q-AHASD-1-E--QK--EEKFET-ーP-S 951 

Chicken Kit Q1VQL1EQQ. LSDNAPRVYANFS. . . . . . . TPPSTQGNA. . TDHSVRINSVGSSASSTQPLLI/REDV 960 

Mouse Kit -V-ーーー-K-.I--STKHI-S-LA.......NCNPNPE-PVVV一一一一一V一一一一一一一一一一一一一一-H--A 975 

Mouse CSF1R -ーCF-LQE-ARLERRDQD---LPSSGGSSGSDSGGGSSGGSSSEPEEES-SEHL-CCEPGDIAQPLLQPNNYQFC 975 

Mouse PDGFR -L-L-L-R.L-GEGYKKK-QQVD...... .EEFLR-DHPAILRSQA-FPGIH-LR-PLDTSSVLYTAVQPNESDNDYIIPLPDPKPDVADEGLPEGSPSL 1043 

Mouse PDGFR ASSTLNEVNTSSTISPLELQEEPQQAEPEAQLEQPQDSGCPGPLAEAEDSFL 1095 

図 3- 5 クローン N0.3中 の cDNAか ら予想さ れる アミ ノ 酸配 列 とマ ウスの Ki t， 

CSFIRお よ び PDGFRタンパク 質 のア ミ ノ酸 配 列 と の比 較

ク ロ ー ン N0.3中 の cDNAから 予想さ れる アミ ノ 酸 配 列 と マ ウ ス の Ki t， 

CSFIRおよび PDGFRタンパク 質 のア ミ ノ酸 配 列 と を 比 較 した.ハイ

フォンはクローン N0.3中 の cDNAから 予想さ れるア ミ ノ 酸配 列と 同 じ

アミノ酸残 基 を 示 す. 点 はギ ャ ッ プ を 表す .
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図 3-6 各組織におけるニワトリ c-k j l遺伝 子 の mRNAの発現

各組織の poly A+RNAを川いてニワトリクローン N0.3中に挿入され

たニワトリ c-k j (遺伝子 cDNAをプロープとしたノザンプロット解析 を

行い，各組織におけるこワトリ c-ki(遺伝子 mRNAの発現を検討し た.

上段はニワトリ c-k j l遺伝子の発現を ， 下段はニワトリ 日一アクチ ン遺

伝子の発現を表す .
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第 IV章 大腸菌内における ch K i tタンパ ク の 生産 と 抗 ch K i t抗 体の作製

IV - 1 はじめに

ニワトリ Ki tタンパク質 (chKit) に対するウサギ血清を作製する目的で ニ ワ

トリ c-k i t遺伝子 cDNAを大腸菌発現用ベクターに挿入し，大腸菌内で ch K i tタ

ンパク質を 発 現 さ せ た 上 で こ れ を精製した.まず，大腸菌発現用ベクターとして

マルトース結合タンパク質 (MBP) と目的とするタンパク質との融合タンパク

質を生産す る pMalc2ベクターを用い，大腸菌内で MBPとch K i tタンパク質との

融合タンパク質 (MBPchKit) を生産し，その精製を行った.このタンパク質を

ウサギに免疫して抗 ch K i t抗血 清 を 作 製 し た . 次 い で グ ル タ チ オ ン ー Sート ラ

ンスフエラーゼ (GS T) と目的タンパク質の融合タンパク質を大腸菌内で発現す

る大腸菌発現用ベター pGEX3Xに ch K i tタンパク質の細胞外領域および細胞内領

域の一部を コードするこワトリ c-k i t遺伝子 cDNA (塩基配列 73番目-1434番目

2757番 目-3088番目)が挿入された発現ベクターを作製し，これにより形質 転

換 された大腸菌で GSTとch K i tタンパク質との融合タンパク質 (GSTchKit) を

発現させ，その精製を行った.この 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て ア フ ィ ニ テ イ カラム

を作製し， MBPKitをウサギに免疫して得られた抗 ch K i t抗血清のアフイニテイ

精製を行った.

IV - 2 材料および方法

( 1 )大腸菌発現用ベクターの構築

i) MBPchKit融合タンパク質発 現 用 ベ ク タ -pMalchKitの 作 製

第 E 章で塩基配列の決定に使用した PK i tNプラスミドを制限酵素 Sa J 1で切断

し， T4ポリメラーゼを用いて切断部位を平滑化させた後，再度自己連結させて

このプラスミド中の Sa J 1制限酵素切断部位を消失させた.このプラス ミ ドの 制
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限酵素 Hpa 1切断部位 (c-kit遺伝子 cDNA塩基配列の 3089番 目 ) を Hpa 1で消

化した後， S a J 1リンカーを 接続 する 事に よ り制限酵素 Sa 1 1切断 部 位 を 挿 入 し

た .こ のプラスミドを制限酵 素 SP h 1お よ び Sa J 1で 消 化し た 後， ニ ワトリ c-k i t 

遺伝子 cDNAの塩基配列を含む 断片を 0.8%アガロースゲルを用いて 第 E章 2節

( 7 )項に述べた方法で精製した.これを， S P h 1および Sa 1 1で切断した

pUC 1 8ベクターに常法で挿入し ，このプラスミドを PK i t Pと命名した.次いで

シグナルペプチド配列を除いた成熟型 ch K i tタンパク質を発現させるため，合成

オリゴヌクレオチドプライマー[( 5 ' )一 CCGCATGCAGTACTTCAGTGCCTCATGAA一

( 3 ' ) ]および[( 5 ' )一 TGCTATCCACATCCGTGATT-(3')]を用いてプラスミド PK i tN 

を鋳型とした PCR反応を行い，ニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAの塩基配列の 73番

の塩 基の 5'側に SP h 1および Sc a 1切断 部 位を挿入した. S P h 1および EcoT22 1 

制限酵素で消化した PCR産 物を， P K i t Pプラスミ ドの SP h 1および EcoT22 1サ

イト聞に挿入したプラスミドを PK i t C と命名した. P K i t Cプラスミドの Sc a 1お

よ び Sa J 1切断部位で挟まれた領域をアガロースゲルを用いて常法により精製 し

た.ニワトリ c-kit遺 伝 子 cDNAの塩 基 配列の 73番目 か ら 3088番 目 を 含 む この

DNA断片を 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ -pMALc2 (New England Biolabs社)のマ

ルチクローニングサイト中の XmnI切 断 部 位 お よ び Sa J 1切 断 部 位 の 間 に 挿 入し

pMalchKitベクターを作製した. pMalchKitベクターによって発現するタンパ

ク質 (MBPchKit) は， MBPと ch K i tタンパク質中のアミノ酸配列(2 5番目 か

ら960番目)との融合タンパク質であり， MBPと ch K i tタンパク質との問に はト

レオニン残基が 1残基挿入していると考えられる.

ii) GSTchKitタンパク質発現用ベクタ ー pGSTchKitの作製

P K i t Cベクターを，制限酵 素 Sc a 1および Sa J 1で消化した後 ニワトリ c-k i l 

遺伝子 cDNAを含む DNA断片をアガロースゲル精製し， S a J 1切断部位を T4ポリ

メラーゼに よ り 平 滑 化 し た . こ の DNA断片 をグルタチオン - sー トランスフ ェ
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ラ ー ゼ との融合タンパク質発現用ベクタ -pGEX-3X (Pharmacia社 ) のマルチ

クローニングサイト中の Sm a 1切断部位に挿入した.次いでこのプラスミドを制

限酵素 Kpn 1および Sm a 1により消化した後， pGEX-3Xベクターを含む DNA断

片をアガロースゲルより精製し， T4ポリメ ラーゼを用いて平滑化した後， T4ラ

イゲースを用いて自己 連結させることにより pGSTchKitを 作 製 し た .

pGSTchKitは， G S Tに ch K i tタンパク 質中シグナルペプチド配列を除いた 細胞

外領域(アミノ酸配列の 25番目から 477番 目)および細胞内領域の一部 (920番

目から 960番目)が融合した融合タンパク質をコードしていると考えられる.

(2) MBPchKitおよび GSTchKitの大腸菌内での発現

c h K i tタンパク 質の大腸菌内発現用ベクター pMalchKitおよび pGSTchKitを

大腸菌 JM 109に第 E 章 2節(7 )項に既述した方法に より形 質転換した .形 質

転換した大腸菌を終濃度 50μg/mlのアンピシリンナトリウムを添加した 2XTY培

地中で 37
0

C， 一晩培養した .その 培養液 800μlを終濃度 50μg/ml のアンピシリン

ナ ト リ ウ ムを添加した 80mlのリ ッチブロス培地 [1 %トリプトン 0.5% イ ース

トエキストラクト， 0.5 %塩化ナトリウム， 0.2 %グルコース]に植菌し，菌濃度

が2X 1 0 8 C e 1 1 / ml (6 0 0 n mの吸光 度が 0.4) に達するまで 37 oCで振 と う 培 養を行っ

た.次いで菌液 1mlから 15，000rpm2分間の 遠 心により大腸菌体を回収して

SDS-PAGEサンプル緩衝液 [50mM トリス(P H 6 . 8 )， 1 0 0 mM ジチオスレイト

ール， 2% SDS， 0.1%プロモフ ェノールブルー， 10% グリセロール ， 50 

μ1Iml sメルカプトエタノ ール] に懸濁する事により大腸菌体を溶解した . 残りの

培養液には ，イソプロピル・ s-D-チ オガラクトシド (IPTG) を終濃度 0.3mMに

なるように加えた後， 3 7 oCで 振 とう培養す る こ と に よ り ， 融 合 タ ン パ ク 質の発

現を誘導した. IP T G添加 1時間後に培地 1mlから， 大腸菌体を回収して

SDS-PAGEサンプル緩 衝液を用いて溶解した .
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(3) chKitタンパク質の検出

i) S D Sーポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)

大腸菌内での融合タンパク質の発現を検討するために大腸菌の溶解液 5μlを，

7.5%ポ リアクリルアミドゲル上で電気泳動した 46) 電気泳動が終了したゲルは

0.25 % クマジ-染色液 [0.25%クマジープリリアントブルー R250， 45%メタノ

ール， 9.2 %酢酸]で 30分間染色した後，ゲルを脱色液 [25%メタノール， 10%酢

酸]に移し 室温で一晩振とうして余分なクマジー染色液を除いた.

i i )ウエスタンブロット解析

大腸菌溶 解液 5μlを 7.5%ポリアクリルミドゲル上で電気泳動した後，このゲル

をトランスフアー緩衝液 [250mM  トリス， 1.92 M グリシン]中へ移して 5分間振

と う を 行った.その後，ポリアクリルアミドゲル中のタンパク質をセミドライプ

ロッテイング装置(日本エイドー)を用いて 170mA， 45分間の電気泳動を行う

ことにより，イモピロン Pフィルタ- (MILLIPORE社)に転写した.転写終了

後，フィル タ ー を TB S -N P 4 0 [ 2 0 mM  トリス(p H 7 . 6 )， 1 5 0 mM  N a C 1， O. 3 % 

NP 4 0]溶液中で 15分間洗浄した ，次いで 5%スキムミルクを含む PB S中に移 して

2時間室温で振とうしてプロッキングを行った.次いでフィルターを TTBS

[20mM トリス (pH7.6)，150mM NaCl， 0.02% Tween 20Jで各 1時間 3回洗浄した後，

4000倍希釈した抗 ch K i tペプチド抗血清， 1 %スキムミルクおよび 0.02% 

Tween20を含む PBS中で終夜 4ocで振とうした.続いてフィルターを TTBSバッ

フ ア ー で 各 1時間 3回洗浄した後， 4000倍希釈したアルカリフォスフアターゼ標

識 ヤ ギ 抗 ウサギ 1g G抗体 (Tago社) ， 1 %スキムミルク， 0.02% Tween 20を

含む PBS中で終夜， 4 ocで反応させ， TT BSで 1時間 3回洗浄した. c h K i tタンパ

ク質のカルボキシル末端の 10アミノ酸残基に対応する合成ペプチド(楼井通陽

博士より供与)を用いた抗 ch K i tペ プ チ ド 抗 血 清 の 吸 収 実 験 に お い て は ， 一 次抗
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体反応を 行 う 際 ， 予 め 1μlの合成 ペ プチド溶液(1 0 μg/ml) と抗 ch K i tペプチド抗

血清 7.5μlを 1時間氷上でプレインキユベーションしたものを抗 ch K i tペ プ チド

抗血清の代わりに使用した. 二 次 抗 体 反 応 が 終 了 し た フ ィ ル タ ーを， 20 mlの 呈

色反応用緩衝液 [O.4M トリス (pH9.5)，O.lM NaCl， 0.05M MgC1
2
]中で 5分間洗浄を 行っ

た後， 5・プロモ・4・クロロ -3・インドリルフォスフェート p-トルイジン塩およびニトロプル

ーテトラゾリウムクロライド (GIBCO BRL) と反応させることにより抗体反応陽性

バ ン ド を 検出した.

(4) MBPchKitおよび GSTchKitの精製

i)MBPchKitタンパク質の精製

800 mlのリッチプロス培養液を用いて培養した大腸菌 (600nmの吸光度が 0.4)

を， 45分間の IPTG処理後， 4000rpm， 10分間の遠心により回収した.回収 し

た菌体は， 45 mlの溶解用緩衝液 [10mM リン酸ナトリウム(p H) ， 3 0 mM  N a C 1 ， 

o . 2 5 % T w e e n 2 0， 1 0 mM  bーメルカプトエタノール， 1 0 mM  E D T A， 1 0 mM  

EGT A]に懸濁し， 5 mlのリゾチーム溶液(1 0 mg/mI )和光純薬)を加えて 30分

間氷上にて静置した.次いでこれを-80 ocに 30分間放置して凍結させ，次いで

30分間水中で融解した.この凍結-融解を 3回繰り返すことにより大腸菌体を

溶解した.次いでこのサンプルを 18ゲージの注射針および 50mlの注射筒を用い

て 10回出し入れした後， 11，OOOrpm 10分間遠心を行い，沈殿を 6mIの SDS-

PAGEサンプル緩衝液に溶解した .この試料を 7.5%の 分 取 用 ポ リ ア ク リ ル アミ

ドゲル上で 100ボルト 12時間電気 泳 動 し ， 融 合 タ ン パ ク 質 の み を 含 む 浴 出 画分

を集めることによって MBPchKitの精製を行った.この操作を 5回を繰り返し

全量 4リットルの大腸菌培養液からタンパク質を精製した.
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ii)GS TchKit融合タンパ ク質の精製

500 mlのリッチブロス培 養 液 を用いて培養した大腸菌 (600nmの吸光度が 0.4)

を， 60分間の IPTG処理後， MBPchKitタンパク質と同様に精製を行った.精製

した GSTchKitタンパク質溶液は ， アフイニテイカラム用緩衝液 [0.2M 

NaHC03， 0.5M NaCI] 1 リッ ト ル で 3回透析を行うことにより， 緩衝液を置換

した.

( 5 )抗ニワトリ ch K i t抗血 清の 作 製

分取用 SDS-PAGEにより精製 した MBPchKitタンパク質 4.6mgを， ウサギ 2

羽に免疫して抗ニワトリ ch K i t抗血 清 を 作 製 した.抗血 清の作製は，日本バイオ

テスト(株 )に依頼して行った.

( 6 ) 抗 ch K i t抗血清のアフ ィニティ精製

i) chKitタンパク質アフイ ニティカラ ムの作製

c h K i tタンパク質アフイニテイカラムは， HiTrap NSH-activatedカラム

(ベッドボ リューム 1ml， P h a r m a c i a )を用い添付 のマニュアルに従って作製 し

た.第 W 章 2節(5 )項で精製した融合タンパク質 GS T c h K i t (1. 2 mg/ml )溶

液 2mIをカ ラム内に注入してカラムに 固定させた . リガンドの固定終了後，マニュ

アル に従 ってカラム内を洗浄し 2mlの PBSを注 入 し て pHを 調 整 し た .

i i ) 抗 ch K i t抗血清のアフィニティ 精製

GSTchKitタンパク質を 固定さ せたカラ ムを， 10 mlの 10mM トリス緩衝液

(p H 7 . 4) ， 1 0 mlの 100m M グリシン緩 1~ 液 (pH2.5) を用いて洗浄した f灸， 1 0 ml 

の 10mM トリス緩衝液 (pH8.8) を注入し てカラム 内を PH 8.8に調整した.次い

で 10 mlの 100mM トリエチルアミン緩衝液 (pHll.5)を用いて洗浄した後，
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1 0 mlの 10mM トリス緩衝液 (pH7.5)を注入し，カラム内が PH 7.5に戻ってい

ることを確認した.続いて 10mM トリス緩衝液 (pH7.5) で 10倍希釈した抗

c h K i t抗血清 1mlをカラム内に流して 5分 間静置してリガンドと抗 ch K i t抗抗

体を 結合 させた.この操作を 10回繰り返し，合計 llOmlの 10倍希釈抗血 清をカラ

ム 内 に 流した.続いてカラム内を 5mlの 10mM トリス緩衝液(p H 7 . 4) ， 5 mlの

NTB緩 衝液 [500mM NaCl， 10mMトリス緩衝液(P H 7 . 4) ]， 5 mlの 10mM 

トリス緩衝液 (pH7.4) で洗浄した後， 9 mlの 100m M グリシン緩衝液 (pH2.5)

を 用 い て抗 ch K i t抗体を溶出した(グリシン-1 ) .溶出液は予め 1mlの 1M ト

リス緩衝液 (pH8.0)を入れておいたチューブに集めた.続いて 4mlの 10mM トリ

ス緩衝液 (pH8.8)でカラム内を洗浄しカラム内の pHを 8.8にした後， 9 mlの

100 m M トリエチルアミン緩衝液 (pHl1.5)でカラム内の抗 ch K i t抗体を同様に

回収した(トリエチルアミン-1) .これらの溶出液には 10 mg/mlのウシ血清 ア

ルブミンを含む PBSを全体積の 1/100量 加えた後， 2 リットルの PBSで 3回透析

を行った.

IV - 3 結果および考察

( 1 )融合タンパク質 MBPchKitの 発 現

ニワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNA (塩基配列の 73番目から 3089番目)を挿入し た 大

腸菌発現用ベクタ -pMalchKitを大腸菌株 JM 1 09に 導 入 し MBPchKitタンパ

ク質を発現させ た. その 結果 ，培地への IPT G添加後，新しいタンパク質の発現

が認められ た ( 図 4- 1) .このタン パク質のみかけの分子量は MBPchKitタン

パク質のアミノ酸配列から予想される分子 量 (150kDa) と一致 した.

図には示さないが，培地への IPTG添加後 15分， 3 0分， 45分時間 2時間，

および 4時間に大腸菌体を回収して IPTG添加後の MBPchKitタ ン パ ク 質 の 発現

量 の経時的変化を調べた結果， IP TGを添加してから 45分から 1時間後にはすで
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に MBPchKitタンパク質の発現 が認められ 2時間 4時間後の発現 量 は 1時間

後の発現量と比較すると減少し ている傾向にあった.そこで，これから先の実験

では， IP TG処 理 時 間 は 45分間 に統 ー した. IP TG添加後培養時間を長くしても

MBPchKitタンパク質の発現量 が増加しなかった理由として，発現した融合 タ ン

パク質が大 腸菌のタンパク質分解酵素によって分解されてしまうために見かけの

発現量が少なく見えるためであると考えられる.

( 2 )ウエスタンプロット解析

上述の 150kDaのタンパク質が M BPとch K i tタンパク質との融合タンパク質で

あ るか を確認する目的でウエスタ ン プ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た . そ こ で 用 い た 抗

c h K i tペプチド抗血清(家畜衛生試験場 分 子 免 疫 研 究 室 楼井通陽博士より供

与)は， chKitタンパク質のカルボキシル末端の配列をもっ 10アミノ酸残基から

なる合成ペ プ チ ド (TQPLLVREDV) を認識する抗血清である.図 4-2に示す

ようにウエスタンブロット解析の結果， IP TG処 理 に よ っ て 新 た に 産 生 し た タン

パ ク 質 が 抗 ch K i tペプチド抗血清と特異的に反応することが示された. 一 方，免

疫原である合成ペプチドで予め吸収した抗 ch K i t抗 血 清 を 用 い る と こ の タ ンパク

質との反応が消失した.このことから IPTGの添加によって発現したタンパク質

が， c h K i tタンパク質のカルボキ シ ル 末 端 ま で を 含 む も の で あ る こ と が 示 さ れた.

(3) MBPchKitタンパク質の精製

抗 ch K i tタ ン パ ク 質 抗 血 清 を 作製する目的で MBPchKitタンパク質の大量 精製

を行った. MBPchKitタンパク質 は 常 法 20)では可溶化しなかったため，大腸菌

体溶 解 物 中の不溶性画分から分取用 SDS-PAGEにより分離・精製を行った.全

体で 4リットルの大腸菌液から， 4.6 mgの MBPchKit融合タンパク質が得られた

(図 4-3) .このタンパク質でウサギを免疫し，抗 ch K i t抗 i血清を作製した.

-83-



(4) GSTchKitタンパク質の発現

第 N 章 3節(3 )項で作製し た抗 ch K i t抗血清から， chKitタ ン パ ク 質 の細胞

外ドメインに対して特異性を持つ 抗 体 を 精 製 す る 目 的 で ， 大 腸 菌 発 現 用 ベ クタ-

pGEX-3X にニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAの塩基配列の 73番 目 か ら 1434番目 と

2757番目から 3088番目をつないだものを挿入し pGEXchKitを作製した.これ

を大腸菌株 JM 109に形質転換し，アンピシリン耐性の形質転換大腸菌クローン

を得， MBPchKitタン パク 質の場合と同様に融合タンパク質 GSTchKitを発現さ

せた. IP TG添加後 1時間後に回収した大腸菌体は SDS-PAGEサンプル緩衝液を

用いて溶解した.この溶解液を 7.5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い た

SDS四 PAGEにより解析を行ったところ pGSTchKitがコードすると考えられる ア

ミノ酸配列から予想される分子量 (80kDa) のタンパク質の発現が認められた

(図 4-4) 

( 5 )ウエス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析

培地への IPTG添加後に発現し た 80kDaのタンパク質が GSTchKitで ある こと

を確認するためにウエスタンプロット解析を行った. 一 次抗体としては，前述の

抗 ch K i tペ プチド抗血清を用いた.その結果，発現したタンパク質は抗 ch K i tペ

プチド抗血清と反応することが示 された(図 4-5) . こ の こ と か ら ， こ の タン

パク質が ch K i tタンパク質の C末端までを含むものであることが示された.

(6) GSTchKitタンパク質の精製

c h K i tタン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域に特異的なアフィニティ精製抗 ch K i t抗 体 を抗

c h K i tタンパク質抗血清から精製するアフィニテイカラムを作製するために，

GSTchKitタンパク質を大腸菌の 不溶性画分から分取用 SDS -PAGEにより分離
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精製した. 500 mlの大腸菌液から 2.4mgの GSTchKitタンパク質が精製され た

(図 4-6) .これをアフィニテ イカラム用緩衝液で透析を行うことにより，緩

衝液を交換した.この GSTchKitタンパク質溶液を用いてアフィニテイカラムを

作製した.

( 7 )抗 ch K i t抗血清のアフィニティ精製

GSTchKitタンパク質を固定化 したアフィニティカラムを用いて抗 ch K i t抗血

清のアフィニティ精製を行い ch K i t抗体を作製した.アフィニティ精製の際にグ

リシン緩衝液で溶出した画分を グ リ シ ン -1画分， ト リ エ チ ル ア ミ ン 緩 衝 液 で溶

出した画分 をトリエチルアミン-1回分とした.それぞれの回分の抗体としての

力価を調べるために GSTchKITを 発 現 し た 大 腸 菌 の 溶 解 液 2.5μlを抗原としてウエ

スタンブロット解析を行った.その結果，図 4- 7に示すようにグリシン-1画分

の 方 が ト リエチルアミン-1画分よりも力価が高かった.また，グリシンー 1画

分は，抗 ch K i t抗血清を 20倍希釈したものとほぼ同様の力価が認められたことか

ら，この画分は ch K i tタンパク質を認識する抗体として有効であると判断し，次

章以降の実 験 に お い て ア フ ィ ニ ティ精製抗 ch K i t抗体として用いた.
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図 4- 1 大腸菌内での MBPchKitタンパク質の発現

--一ー・・・E

大腸菌発現用 pMalchKitベクターを用いて形質転換した大腸菌

培養液に IPTGを添加して MBPchKitタンパク質を発現させた.

3xSDS-PAGE緩 衝 液を用いて溶解した大腸菌溶解物を 7.5%ポリ

アクリルアミドゲル上で 電 気 泳 動 し た . 矢 印 は IPTG添加により発

現した MBPchKitタンパク質を示す.レーン 1P TGを添加する

前の大腸菌溶解液，レーン 2 IP TG添加後 1時間の大腸菌溶解液.
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図4-2 MBPchKitタ ン パ ク 質のウエスタンプロット解析

IP T G添 加 後 45分培養を行った大腸菌培養液から回収した大腸菌体

の 溶解物を抗 ch K i tペプチド抗血清を用いてウエスタ ン プロット解

析 し た. 二 次 抗 体 と してアルカリフオスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ

1 g G抗体を用い，抗体反応陽性バンドの検出には BC 1 Pお よ び NBTを

用 い た . 矢印は MBPKitタンパク質を示す . レーン大腸菌溶解液

のア ミ ノ ブ ラ ッ ク 染 色， レーン 2 抗ペプチド抗血清を用いたウェス

タンブロット解析， レーン 3 chKitタンパク質のカルボキシル末端の

配列 を 持つ 10アミノ酸残基からなる合成ペプチドで吸収した抗ペプチ

ド抗血清を用いたウエ スタ ンプ ロッ ト解 析 .

-87-



kDa 

200.0 

97.4 -

68.0 -

43.0 -

図 4- 3 MBPchKitタンパク 質の精製

123  

一一

IP T G添加後 45分 間培養を行った大腸菌培養液から回収した大腸菌休

溶 解 物 の 不 溶 性 画 分 より分取用 SDS-PAGEを用いて MBPchKitタン

パク質を精製した.矢印は MBPchKitを示す. レーン大腸菌体溶

解物， レーン 2 大腸菌休溶解物の不溶性画分， レー ン 3 精 製 し た

MBPchKit. 
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図 4-4 大腸菌内での GSTchKitタンパク質の発現

一一『司・・町

大 腸菌発現用 pGSTchKitベクターを用いて形質転換した大腸菌培 養

液に IPTGを添加して GSTchKitタンパク質を発現させた.

3xSDS-PAGE緩衝液を用いて溶解した大腸菌体浴解物を 7.5%ポリア

クリルアミドゲル上で 電 気泳動した.矢印は 1P T G添 加 に よ り 発 現し

た GSTchKitタ ン パ ク質を示す. レーン IPTGを添加する前の大腸

菌溶解液， レーン 2 1 P T G 添加後 1時 間 の 大 腸 菌 溶解液.
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図4-5 GSTchKitタンパク質のウエスタンプロット解析

IP T G添加後 1時間培 養を行った大腸菌培養液から回収した大腸菌体の

溶 解 物 を 抗 ch K i tペプチド抗血清を用いてウエスタンプロット解析し

た . 二 次抗体としてアルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ 1g G 

抗体を用い，抗体反応陽 性ノてンドの検出には BC 1 Pお よ び NBTを用い

た.矢印は GSTKitタンパク質を示す.抗 ch K i tペプチド抗血清に反

応 し た GSTchKitタンパク質より小さい分子 量 のタンパク質は

GSTchKitタンパク質の 分解産物であると考えられる. レ ー ン 1. 

IP TG添加前の大腸菌体溶解溶液， レ ー ン 2 IP TG添加後 1時間の大腸

菌 体 溶 解 液 .
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図 4-6 GSTchKitタンパ ク質の精製

2 

一一ー・・・町

IP T G添 加後 45分間培養を行った大腸菌培養液から回収した大腸菌

体溶解物の不溶性画分より分取用 SDS-PAGEを用いて GSTchKiタン

パク質を精製した.矢印は GSTchKitを示す.レーン大腸菌体 溶

解物，レーン 2 精製した MBPchKit.
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図 4- 7 アフイニテイ精製抗 ch K i t抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト 解 析

GSTchKitタンパク 質を発現した大腸菌休溶解物のウエスタンプロ ッ

ト解析により アフィニティ精製抗 ch K i t抗体の力価を検討した. レ

ーン 1: 20倍希釈した 抗 ch K i t抗血清， レ ー ン 2:アフイニティ精製抗

c h K i t抗体のグリシン-1回分，レーン 3' ト リエチルアミンー 1画分 ，

レーン 4:抗 ch K i t抗血 清 .これらの抗体をそれぞれ 500倍希釈したも

のを 一 次抗体として用いた. 二 次抗体としてアルカリフォスファタ

ーゼ標識ヤギ抗ウサギ 1g G抗体を用い，抗体反応陽性バンドの検出に

は BC IPおよび NBTを用いた. 矢印は GSTKitタン パ ク 質 を 示 す .抗

c h K i tペ プ チ ド 抗 血清に反応した GSTchKitタンパク質より小さい分

子量のタンパク質は GSTchKitタンパク質の分解産物であると考えら

れる
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第 V章 真核細胞内における ch K i tタンパク貨の発現

V - 1はじめに

c h K i tタ ン パ ク 質の生化学的性状を調べる目的で，得られたニワトリ c-k i t遺 伝

子 cDNAを真核細胞発現川ベクタ -pSVLへ挿入し，野生担のニワトリ Ki tタ ン

パク質 (chKit+タンパ ク質)および，マウスの W42
変具 体 で 見 い だ さ れ ている

変異体型 Ki tタンパク質に相当する変具体型ニワトリ Ki tタンパク質 (chKit42

タンパク質)を発現する発 現ベクターを作製し ， これらを C0 S -1 細 胞 に 導 入して

c h K i tタ ン パ ク 質を発現させた .これ らの ch K i tタンパ ク 質 の 組 換 え ニ ワ トリ

SCF (chSCF) に対する反応性を調べる目的で， Cos-l細胞を ch S C Fで刺激後，

2種の ch K i tタン パク質中のチ口シン残恭に対するリン酸化の科皮をウエスタン

ブロット解析により調べた.さらに， chKit+タンパク穴および chKit42タンパ

ク質のリン酸化酵 素活性について検 討する目的で in vitroリン酸化反応笑験を行っ

た . そ の 結果 ，マウス， ヒトの Ki tタンパク質と同イ長に chKit+ タンパク質 もま

たリン酸化酵 素活性を有し，リ ガンドによる刺激に応答して活性化されることが

示 さ れ た .一方， chKit42タ ンパク貨はチロシンリン般化防索活性を持たないこ

と が示された.

V - 2 材不ヰおよび方 法

( 1 ) 細胞およびタンパク質発現川ベクターの作製

ニワ トリ c-k i t遺 伝 子 cDN A 巾の読み取り開始コドン ATG の If{ 上流にお~1h 配列

の 5'末端に Xh 01制限酵素切断言IS111:を何人する 11的で， P K i t N プラスミドをま/11Jl 

とし，プライマー[(5') CAGCAGGATGTCACTGTCTT (3') お よ び (5') GGCTCGA 

GCCATGGAGGGCGCGCAC (3')]を用いてニワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNAの 塩基配列の

l番 目か ら 373番目を PCRにより増幅した.増幅した DNA断片は Xh 01お よ び
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片は Xh 01および HincIIで消化し， pBlueskript SK(ー)プラスミドの Xh 01およ

び HincII切断部位に挿入し，得られたプラスミドを pMICとした.プラスミド

pKi tN (第 V章参照)の Sa J 1切断部位をリンカーライゲーションにより Not 1 

切断部位に 変換 した 後， cDN A配列を含む HincIIおよび Not 1切 断 断 片 を 精製し

た.次いでこの DNA断片を PM ICの HincIIお よ び Not 1切断部位に挿入し，この

プラスミドを pCCKitとした. pCCKitをNot 1で消化して切断末端を平滑化し

た後， X h 0 1消化を行った.これにより生じたニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAを合

む DNA断片を精製し， Cos-l細胞発現用ベクタ -pSVLの Sm a 1切断部位へ挿入

することにより，野生型 ch K i tを発現する発現プラスミド pchKit+を作製 した.

マ ウ ス の W
42

変異体に相当する ch K i tタンパク質の変異体を発現する発現ベクタ

ーを作製する目的で Saiki et a1
45

)の 2段階 PCR法により，ニワトリ c-kit遺

伝子 cDNA中の 2330番目のグアノシン残基をアデノシン残基に置換した.すな

わち， 2組のオリゴヌクレオチドプライマー[(5') AAAAGGCCGGTGAAATCTGG (3') 

(プライマー 1)と (5') TTGCTGCCAGATTCCTATGAATGCA (3') プライマー 2) ，およ

び (5') ACAGTGGTAGTAGTGAGTAA (3') (プライマ -3) と (5') TGCATTCATAGGA 

ATCTGGCAGCAA (3') (プライマ-4) ]を用い， pKi t:Nを鋳型として PCR反応 を 行

い，それ ぞれ cDNA配列の 2191呑 白 か ら 23 1 7番目，および 2343番目から 2973

番目までを増幅した . その結果得られた DNA断片の配列においては 2330番目の

グアノシン残基がアデノシン残 基 に 置 換 さ れ て い る . 次 い で ， こ の 2つの断片を

接続するため，これら 2つ断片を鋳型とし，プライマー lおよび 2を用いて PCRを

行った.この結果得られた DNA断片を制限醇素 BgJ 1および Sm a 1で消化し ，こ

れを pchKit+のBgJ I-Sma 1部分と入れ換えることにより， pKit42を作製した.

PCRで増幅した部分の塩基配列はシークエンシングで確認した.この点突然変

異の導入により ch K i t十タンパク質の 777番目のアスパラギン酸残基がアスパ ラ

ギン残基に置換した chKit42タ ンパク質が発現すると考えられる.
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(2) Cos-l細胞への DNAトラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

C 0 s -1細胞への DNAトラン スフエクションにはリポソーム法を用いた.リポソ

ーム法は， DNAを人工的脂質 小胞であるリポソームに取り込ませリポソー ムを

細胞膜と融 合 さ せ そ の 内 容 物 を直接細胞質内へ搬送する方法である.この方法に

は， リポフェクタミン (GIBCO BRLネ土)を用いた. 1 0μgのプラスミド DNAと

無血清培地OPTI-MEM (GIBCO BRL社)を混合して全量 500μlとした溶液と，

480μlの OPTI-MEM培地と 20μlのリポフェクタミンを混合した溶液とをポリス

チ レン チューブ内で混合し，室温で 20分間放置した.その後， DNAーリポフエ

クタミン溶液に 4mlの OPTI-MEM培地を加え全量 5mlとした.この溶液を oP TI 

-MEM培地 2mlで洗浄した C0 S -1細胞(細胞数約 1X 1 0 6個 )の 培養 皿に 加えた.

C 0 S 】 1細 胞を 37
0

C， 5.0%C02濃度の条件下で 5時間培養した後 20 %のウシ

胎児血清 (FC S )添加ダルベツコ変法イーグル基礎培地 (DM E) を 5ml加え一

晩37
0

C， 5.0%C02濃度の条件で培養した.翌日，培養血から培地を除き ， 1 ml 

のトリプシン -EDTA溶液 (GIBCO BRL社)で洗浄した後，再度 1mlのトリ プ

シン -EDTA溶液を培養皿に加 え 37
0

C， 5.0%C0
2濃度のインキュベーターの中

に5分間 静置した.細胞を培養 JTIlから完全に剥がして回収し， 800rpm， 5分間の

遠心によ り 細 胞 を 沈 殿 さ せ た .細胞を 10 mlの 10%FCS添加 DMEに懸;濁して，新

しい培養皿にまき直し， C 0 2インキユベーターで培養した.

( 3 )細胞タンパク質の 35 Sーメチオニン標識

DNAトランスフェクションを行ってから 72 n寺間後，細胞の 35 Sーメチオニン標

識を行った.細胞の入った培養皿から培地を除いた後， ] 0 %透析ウシ胎児血清

を含むメチ オ ニ ン 不 合 の DME (GIBCO BRL社) 5 mIを培養皿に加えた.これ

に 11 8 . 5μCiの 35 S _メチオニンを加え 37
0

C， 5.0%C0
2濃 度 の 条 件 下 で 5時 間培

養し た.その後，培地を除き PBSーで細胞を洗浄した後， 2.4 mlの冷 PBSーを培
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養皿に注ぎ細胞をはがした.次いで 3，000rpm3分間の遠心により細胞を沈殿さ

せた.細胞の沈殿を 2.4mlの免疫沈降用緩衝液 [50m Mトリス(P H 7 . 4 )， 1 5 0 mM  

N a C 1， 2 0 m M  E D T A， 1 % T r i t 0 n X - 1 0 0， 1 % デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ トリウ

ム， 0.1 %ラウリル硫酸ナトリ ウ ム lmM フッ化フェニルメチルスルホニル (

PMSF) ， 20μg/ml ロイペプチン， 1 mM オルトバナジン酸(v )ナトリウム]で

溶解した後， 22Gの注射針と 2.5mlの注射筒を用いて溶解液を 10回出し入れ した.

これを 30分 間 氷 上 に 静 置 し た 後， 15，000rpm 10分間遠心して上清を回収した.

一部の 実験において，細胞タンパク質の 35 S ーメチオニンラベルを行う際に終濃

度 10μg/mlのツニカマイシンを培地に加えることにより，細胞のツニカマイシン

処理を行った.

( 4 ) 免疫沈降

上記のよ う に 作 製 し た 細 胞 溶解液 1mlにプロテイン Aセフアロース CL4 B [以後

プロテイン Aセ フ ア ロ ー ス と 略する (Pharmacia) ] 100 μlを加え 4ocで 60分間

混和した後， 15，000rpm， 5分間遠心を行い上清を回収した.この上清に 5μ!の

抗 ch K i t抗血清および 10 μlのプロテイン Aセフアロースを加え， 4 ocで 一 晩混和

する事により免疫沈降を行った.その後， 1 5、OOOrpm， 5分間遠心を行い上清

を除いた.沈殿したプロテイン Aセフアロースに 500μlの免疫沈降用緩衝液を加

え 4ocで 20分間回転混和し，遠心 し て 上 清 を 除 い た . こ の 操 作 を 4回繰り返すこ

と によ りプロテイン Aセフアロースの洗浄を行った.洗浄が終了したプロテイン

Aセフアロースを 10μlの 3XSDS-PAGEサンプル緩衝液に懸濁した.この試料

を 100
0

C， 5分 間 煮 沸 し た 後 ， 7.5 %ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動した.

電気泳動が終了したゲルは固定液[1 0 %酢酸， 25% メタノールを含む水溶液]中

で 20分間振 とう して ゲル を固 定させた.続いて増感剤 [ENLIGHTNING(New

England Nuclear社)]中で 15分間振とうを行った後， 800C.1時間ゲル乾燥機
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でゲルを乾燥させオートラジオグラフィーに供した.

(5) chKit+タンパク質および chKit42発現細胞の SCF処理

C 0 s -1細胞をまき直してから 8時間後， 培地を 10mlの 0.5%FCS 添加 DMEに

交換し， 1 6時 間 培 養 し た . そ の後，すなわち C0 S -1細胞へトランスフ ェクショ

ンを行ってから 2日後に組換え chSCF (楼井通陽博士より供与)および組換えマ

ウス SCF (R&D Systems社)による処理を行った.すなわち， C 0 s ・ 1細胞の

培 地 か ら 4mlを抜き取り，これに 40μlの lmM オルトパナジン酸(v )ナトリウ

ム お よ び終濃度 100ng Imlの ch S C Fまたは終濃度 200ng Imlの マ ウ ス SCFを加 えた.

培養皿に残った培地を除いた後， S C Fの入った培地を加えて 370C， CO
2濃度

5.0 %の CO2インキユベターの 中 で 2分間 SCF処 理 を 行 っ た . そ の 後 直 ち に培地

を除き 1mlの溶解緩衝液 [50mMN- (2-ヒドロキシエチル)ピペラジンーN'-2ーエタンス

ルホン酸(以降 HEPESと略称する (pH7.2) ， 150 mM  NaCl， 10% グリセロール， 1 % 

triton X -100， 1. 5mM MgC12， ] mM EGT A， 10 mg/ml ロイペプチン， lmM PMSF， 200mM 

オルトパナジン酸(v )ナトリウム]で細胞を溶解した.この溶液を回収し， 22 G 

の注射針と 2.5mlの注射筒を mい て 10回出し入れした.これを 30分間氷上に静

置した後， 1 5、OOOrpm 10分間 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し て ， 細 胞 溶 解 液 と し た.

(6) chKit+および chKit42タンパク質のチロシンリン酸化の検出

333μlの細胞溶解液に 667μlの溶解用緩衝液を加えて体積を 1mlとした.この細

胞溶解液を 100μlのプロテイン Aセフアロースと共に 4oCで 16時 間 転 倒 混 和 を行っ

た後，遠心して上清を回収した . 上 清 に 5μlの抗 ch K i t抗血清および 10μlのプロ

テイン Aセフアロースを加え， 4 oCで 16時 間 転 倒 混 和 を 行 う こ と に よ り 免 疫沈降

を行った.免疫沈降物は， 500μIの溶解緩衝液を用いて 4
0

C， 20分間 4回洗浄

した後，遠心して沈殿を回収した.この沈殿を 10 μlの 3XSDS-PAGEサンプル
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緩衝液に懸濁し， 7.5 %ポリアクリルアミドゲル上で 電 気泳動を行った.

SDS-PAGE終了後ゲルを第 W 章 2節(3 )項 に 述 べ た 方 法 で イ モ ピ ロ ン -p 

ーメンブレン (Milipore社)にプロットした.次いで SCF処理による ch K i t 

+ タ ン パク質のチロシンリン酸化を検出する 実 験では，メンブレンを 5%ウ シ血

清 ア ル ブミンを含む PBS溶液中で 1時間 30分間，室温で振とうした後， TTBSで

20分間 1回 5分間 4回洗浄した.次いで 一 次抗体溶液 [3%ウシ血清アルプミ

ン， 0.02% Tween 20， 1μg/ml 抗フォスフォチロシンマウスモノクロー ナル

抗体 4G10 (UBI社)を含む PB S ]中で 4oc ， 一 晩反応させた後， TT BSで 20分間

1回， 5分間 4回洗浄した.続 いて 二 次抗体溶液1:3 %ウシ血清アルブミン，

0.02% Tween 20， 1000倍希釈西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ウサギ抗マ

ウス 1g G血清 (Jackson Immuno Research raboratories社)を含む PB S ]中

にメンプ レンを移して室温 2時間の振とうを行った後，同様に洗浄を行った.

chKit+および chKit42タンパク質の検出は， 5 %スキムミルクを含む PBSで

フィルターをブロッキングした後， 一 次抗体溶液として 1%スキムミルク， 0.02 

%Tween 20， 1000倍希釈抗 ch K i tウサギ血清を含む PB S ， 二 次抗体溶液とし

て 1%スキムミルク， 0.02%Tween 20， 1000倍希釈西洋ワサピペルオキシ ダ

ーゼ標識ロバ抗ウサギ 1g G血清 (Amcrsham社)を含む PBSを用い，抗体反応お

よびフィルターの洗浄はチロシンリン酸化酵素活性の検出と同じ条件で行った.

抗体に反応するバンドの検出は ECL (Amersham社)検出キットを用い，添付

されていたマニュアルに従った.

(7) In vitro カイネーション解析

第 V 章 2節(5 )項に既述し た方法を用いて 5分間の ch S C F処理を行った

C 0 s -1細胞および ch S C F処理を行っていない C0 s -1細胞の細胞溶解液それぞれ

500μlを 50μ1のプロテイン Aセフアロースと共に 4ocで 16 n寺間車三倒 1昆来日を行iった
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後，遠心して上清を回収した.上清に 5μlの抗 ch K i t抗血清および 10μ1のプロテ

イン Aセフアロースを加え， 4 ocで 16時間転倒混和を行うことにより免疫沈降を

行った.免疫沈降物は， 500μlの洗浄川緩衝液 1[P B Sに 0.5% TritonX-lOO 

200μM オルトパナジン酸(v )ナトリウム， 1 mM  P M S F， 1 0μg/mlロイペプチ

ン を 添 加した溶液]で 4
0

C， 20分間回洗浄した後， 500 μlの 洗 浄 用 緩 衝 液 2

[20mM トリス(P H 7 . 2 )， O. 5 M N a C 1， 5 mM E D T A， 2 0 0 μM オルトバナ ジン酸

( V) ナトリウム， 1 mM  P M S F， 1 0μg/mlロイペプチン]を用いて 40C， 20分間，

2回洗浄した.その後， 500 μlの 20mM ピペラジン-N ，N'ーピス(2ーエ タン

ス ル ホ ン酸) (以後 PIP E Sと略称 す る ) 緩 衝 液 (pH7.2) に懸濁した後， 遠心

して沈殿を 回 収 し た . こ の 沈 殿を 15μlのリン酸化反応用緩衝液 [20mM 

P 1 P E S (p H 7 . 2) ， 1 0 mM  M n C 1 2' 1 0 μM ATP， 10μCi [y _32p]A T P ]に懸:濁し，

37
0

C， 10分間反応させた後，直ちに 7.5μlの 3XSDS-PAGEサンプル緩衝液を

加え， 7.5 %ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動した.

V - 3 結果

(1) Cos-l細胞における ch K i tタンパク質の発現およびその検出

C 0 S -1細 胞 に は サ ル の 臆 蕩 ウイルスである SV 40のウイルスゲノムの 一 部分 が

組み込まれており，ウイルス DNAの複製に必要な T抗原が禿現できるようにな っ

て いる .一方，本研究で作製した発現用ベクターは， S V 40ウ イ ル ス の 複 製起点

を含んでおり，それらが C0 S -1細胞の中へ取り込まれると C0 S -1細胞で発現して

いる T抗原によりプラスミドのウ イ ル ス の 複 製 起 点 が 認 識 さ れ こ れ ら の プ ラスミ

ドが細胞中で多量に複製される.その結果，プラスミドから発現されるタン パク

質が細胞 内に多量に蓄積される.

C 0 S -1細胞に真核細胞発現用ベクタ -pchKit+およびpchKit42をトランス フ ェ

クトする事により，野生型 chKit+タンパク質 (chKit+)および変異型 ch K i t 
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タ ン パ ク質 (chKit42) を強制発 現 さ せ ， 細 胞 タ ン パ ク 質 を 35 Sーメチオ ニ ン標

識した後，第 N 章において作 製した抗 ch K i tタ ン パ ク 質 抗 血 清 を 用 い て 免 疫沈降

を行うことによりこれらの ch K i tタンパク質を検出した.

その結果， chKit+， chKit42タンパク質のいずれの場合においても 145kDa

および 130kDaの 2つのタンパク質の発現が認められた.ツニカマイシンは タン

パク質への N ーグリコシド型糖鎖の付加を阻害する抗生物質である. C 0 S ・ 1細胞

で発現した 2種の ch K i tタンパ ク質に N ーグリコシド型糖鎖が付加しているかを

検討する目的でこれらの ch K i tタンパク質を発現させた C0 S -1細胞のツニカマイ

シン処理を行った.その結果， pchKit +， pchKit42い ず れ の 場 合 に お い ても

110kDaのタンパク質の発現が認められた(図 5- 1 ) 

( 2 )抗リン酸化チロシンマウスモノクローナル抗体による

ウエスタンブロット解析

chKit+タンパク質および chKit42タ ン パ ク 質 を 発 現 す る C0 S -1細胞に 2分 間

の ch S C F処理を行った後，抗リ ン酸化チロシンマウスモノクローナル抗体を用

い た ウ エスタンプロット解析により， chKit+タンパク質および chKit42タンパ

ク質のチロシンリン酸化の程度を検 討し た. その 結果 ， chKit+タンパク質につ

いては， chSCF処 理を行わない場合でも 一 定 程 度 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 が 認 めら

れたが， chSCF処理によりこれが 顕 著 に 増 加 す る こ と が 認 め ら れ た ( 図 5-2) . 

一方，マウス SCFによる処理によっては chKit+タンパク質のチロシンリン酸化

の増加は認められなかった. chKit42タンパク質については， S C F処理の有無

に関わらずそのチロシンリン酸化は全く認められなかった.

(3) In vitroリン酸化反応解 析

C 0 S -1細胞に発現した chKit+タンパク質および chKil42タンパク質のリ ン酸
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化酵素活性を in vitroリン酸化反応により検 討 した .そ の 結果 ， chKit+タンパ

ク質では SCF処理の有無に拘わらず 見 かけの分子 量 130kDaおよび 145kDaの 自

己リン酸化した chKit+タンパ ク質が 認 められた(図 5- 3) .また， S C F処理

の有無に拘わらず chKit42タンパク 質 の 自己 リン酸化は 全 く認 められなか っ た.

V - 4 考察

(1) Cos-l細胞における chKit+タンパク質の発現

Reith et al.
42

)によってマウス Ki tに お い て は . K i tタンパク質のアミノ酸配

列の 512番目と 513番目の聞に， GNNKというアスパラギン残基を多く含むア ミ

ノ酸配列が挿入した KitA +と呼ばれるアイソフォームとこの挿入配列を含 まな

い Kit +と呼ばれるアイソフォームが共に存在することが報告されている.さ ら

に彼らは，この 2つのアイソフォームを C0 s -1細胞に発現させた結果，いずれの

場合も，見かけの分子 量 124kDaおよび 145kDaの タ ン パ ク 質 と し て 発 現 するこ

と，また ，ツニカマイシン処理の 結 果 ， い ず れ の タ ン パ ク 質 の 場 合 も 糖 鎖 が付加

していない分子量 l06kDaの Ki tタンパク質が発現することを示している 42) こ

の 結 果 は，これらの Ki tタンパク質が N-グリコシド型糖鎖を有する糖タンパク質

であることを示すものである.

pchKit+お よ び pchKit42をト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C0 S ・ 1細 胞 の 溶 解 液 を抗

c h K i t抗血清を用いて免疫沈降を行った結果，いずれの場合においてもマウスの

K i t +と同様に， 145kDaおよび 130kDaの 2つのタンパク質が発現すること

また， chKit+とchKit42タンパク質の発現レベルは互いに同程度であることが

示された.さらに C0 S -1細胞のツニカマイシン処理の結果， 110kDaのタン パク

質の み が 発現することが認められ， 145kDaと 130kDaのバンドが N-グリコシド

型糖鎖の付 加 の 程 度 が 異 な る ch K i tタンパク質のバンドであることが示され た.

ツニカマイシン存在下での ch K i tタンパク 質 の 見 かけ の 分 子量 (110kDa) はア
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ミノ酸配列から予想される ch K i tタンパク質の分子量 (105kDa) に近いことか

ら，マウス の 場 合 と 同 様 に chKit+タ ン パ ク 質 に 付 加 し て い る 糖 鎖 の 多 く が N-グ

リコシド 型 糖 鎖 で あ る こ と が 示唆された.

(2) chKit+タンパク質のチ ロシンリン酸化酵素活性

抗リン酸 化チ ロシ ンマ ウス モノクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解

析の結果， chKit+タンパク質は ch S C Fに 反 応 し て そ の チ ロ シ ン リ ン 酸 化レベル

が上昇したことから， c h K i tタンパク質も晴乳類の Ki tタ ン パ ク 質 と 同 様 にリン

酸化酵素活性を有し，そのリガ ンドに反応してその活性が上昇することが示唆 さ

れた.

Reith et a1
42

)はマウスの Ki t +および Ki t A +タンパク質をマウス SCFで処理

した実験の結 果か ら， Kit+， KitA+のいずれもマウス SCFの刺激に反応して

そのチロシンリン酸化レベルの上昇が見られること， しかしながら， K i t + の場

合はマウ ス SCFの 刺激 が無 い状態においても一定程度のチロシンリン酸化があ る

のに対し， KitA+の場合においてはチロシンリン酸化が全くないという点にお

いて両者の酵素活性に違いがあることを示している.

抗リン酸化チロシンマウスモノクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解

析の結果，マウスの Ki t十型アイソフォームの場合と同様に， chS CF処理を しな

い場合においても chKit+タ ンパク質でそのチロシンリン酸化が認められた.

pchKit+プラスミドに挿入されているニワトリ c-k j t遺伝子 cDNAの塩基配列は

マウスにおける Ki t +型のアイソフォームの配列に対応しているものであるこ と

が 第 E 章ですでに示されている . ま た ， 第 田 章 で ニ ワ ト リ の 脳 に お い て は マ

ウス の Ki t +型に対応する分子種 が ch K i tの主要な分子種である可能性が示唆さ

れているが，これに加えて，上記の結果から chK i t +型タンパク質がマウス Ki t 

+型タンパ ク 質 と 同 様 の 酵 素 学的特性を持っていることが示された.
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以上の 結果に対応して in vitro リン酸化反応実験の結果は， chKit+タン

パク質が自己リン酸化酵素活性を有するのに対し， chKit42タンパク質は酵素活

性を持たないことを示した.この結果は，抗リン酸化チロシン抗体を用いたウエ

ス タンプロット解析において見られた Ki t +の チロ シン リン 般化 が， K i t +タン

パク質自身による自己リン酸化の 結 果 で あ る こ と を 示 し て い る . さ ら に

chKit42タンパク質において置換されている 777番目の Asp残基は，マウス Ki t 

タンパク質と同様に， c h K i tタンパク質がチロシンリン酸化酵素活性を有するの

に必須のアミノ酸残基であることが示された.

また，マウスの SCF処理では chKit+タンパク質のチロシンリン酸化のレベル

は上昇しないことから， chKit+は ch S C Fに は 応 答 す る が ， マ ウ ス SCFに よ る

刺激には応答しないことが示さ れ た . Lev et alは，ラットの SCFはマウスの

K i tタンパク質と，また親和力 は低いもののヒトの Ki tタンパク質とも結合する

が，ヒト SCFはマウスの Ki tタンパク質には結合しないと報告している 23) 

ch S C Fとマウス SCFとのアミノ酸配列の同 一 性 は 53%であり 63 ) ヒトとマウス

SCFと の同一性(8 3 % )と比較し て か な り 低 い 同 一 性を示している. chKit+タ

ンパク質が mSCFによる刺激に 対して応答しないという結果はこの低い同 一 性を

反映するものであると考えられる.
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chKit+ および chKit42タンパク質の C0 S -1細胞における発現

発現用ベクタ -pSVL， pchKit+， pchKit42をトランスフ ェ クトし

た C0 S ・ 1細胞を 35S _メチオニン標識した後，免疫沈降を行った.各

レーンの上の+は 35 Sーメチオ ニン標識する際にツニカマイシン処理

を行ったもの，ーはツニカマイシン処 理を行っていないものを示す .

-104-



(kDa) 

200.0 

97.4 

66.3 

(kDa) 

200.0 

97.4 

2 3 4 5 

-・且 毒=
三里?哩重要

ヨ=

図 5-2 chKit+および chKit42タンパク質の SCF処理によるチロシンリン酸

化の 上昇

p S VL (レーン 1) ， pchKit+ (レーン 2，3，4) ， pchKit42 (レーン

5 ) 発現 ベク ター をトランスフェクトした C0 S -1細胞を ニワトリ SCF

(レーン 1，4 ， 5 )あ るいは，マウス SC F (レーン 3)で処理した . レ

ーン 2は， S C F処理を行わなかった細胞を 示す . これらの細胞溶解 液

をアフィニティ精製抗 ch K i t抗体を用いて免 疫沈降を行い ，この免疫

沈降物のウエスタンプロット解析を行った. 上段は ，抗リン酸化チロ

シ ンマウスモノクローナル抗体を用いたウ エスタンプロット解析の結

果を ， 下 段 は ア フ イ ニティ精製抗ch K i t抗体を用いたウエスタンプロッ

ト解析の結 果を示す . 矢印は ch K i tタンパク質のバンドを示す.
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図 5-3 
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chKit+およ び chKit42タ ンパク質の in vitroリン酸化反応

発現ベクタ -pSVL， pchKit+， pchKit42をトランスフェクトした

C 0 S -1細胞の 細胞溶解液を用いて in vitroリン酸化反応を行った.各

レーンの上の+および ー は ， ニ ワ ト リ SCF処理の有無を表す.矢印は

c h K i tタンパク 質を示す .
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第 VI章 ニ ワトリ生体内における Ki tタンパク質の発現

VI-l はじめに

ニ ワ トリ生体内において発現している ch K i tタンパク質の性状を検討する目的

で，アフイニテイ精製抗 ch K i t抗体を用いた免疫沈降により，ニワトリ脳中の

c h K i tタンパク質を検出した.次いで in vitroリン酸化反応実験を行うことによ

り，この ch K i tタンパク質がリ ン酸化酵素活性を有することを示した.さらに

c h K i tタンパク質のグリコシダーゼ処理を行い， c h K i tタンパク質にはシアル酸

が付加されていることを示した.

VI-2 材料および方法

( 1 ) ニワトリ脳からの細胞溶解液の調製

2ヶ月齢(家畜衛生試験場慢性毒性研究室山中典子博士より供与)のニワトリ

をクロロホルムを用いてと殺し た 後 ， 速 や か に 脳 を 採 集 し た . 採 集 し た 脳 は細切

して組織の湿重量 1gあ た り 5mlの溶解用緩衝液(第 V章 2節(5 )項参照) を加

えガラスホモジェナイザーですり潰した.これを]， 0分間氷上に静置した後，

15，000rpm， 15分間 遠 心 を 行い上清を回収し，細胞溶解液とした.この細胞溶

解液はウエスタンブロット解析およびグリコシダーゼ処理に供するまでー 200Cで

保存した.

( 2 )ウエスタンプロット解析

プロテイン Aセフアロースに非特異的に吸来するタンパク質を取り除くために

1 mlのニワトリ脳細胞溶解液にプロテイン Aセフアロース]0 0 μiを加えて 4oCで 1

時間転倒混和を行った後， 15，000rpm， 5分間遠心して上清を回収した.回収し

た上清に， 1 0μiのプロテイン Aセフアロースおよび 10 μlの抗 ch K i tタンパク質抗
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血清を加え一晩 4ocで免疫沈降 を 行 っ た . 次 い で ， 15，000rpm， 5分間の遠 心を

行い免疫沈降物を回収した.回 収した免疫沈降物を 500μ!の溶解用緩衝液に 懸濁

して 4
0

C， 20分間転倒混和を行って洗浄した.これを 4回繰り返した後， 1 0μlの

3XSDS-PAGEサンプル緩衝液に懸濁し， 7.5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用い

て電気泳動した.電気泳動終了後，第 N 章 2節 (3 )項に既述した方法を用い

てナイロン膜にプロットした.抗体との反応は，第 W 章 2節(3 )項に既述し

た方法に従って行った. 一次抗体 反 応 に は ， ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 抗 ch K i t抗体を 50

倍希釈して用いた.次いで 二 次抗体反応には西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロ

バ抗ウサ ギ 1g G抗体(アマシャム社)を 1000倍希釈して川いた.

( 3 )ニワトリ脳 ch K i tタンパク質の in vitroリン酸化反応解析

第 VI章 2節(1 )項に既述した方法により得られた 2ヶ月齢のニワトリの脳の

細胞溶解液 500μlを第 VI章 2節(2 )項に既述した方法で免疫沈降した.免疫沈

降にはウ ルトラフリー C3 (Milipore社)を川いて 20倍に濃縮したアフイニテイ

精 製 抗 ch K i t抗 体 10μlを用いた.免疫沈降物は，第 V章 2項(6 )節に既述した

方法により in vitroリン酸化反応実験を行った後" 100μlの 2XSDS-PAGEサ

ンプル緩衝液に懸濁し， 5分間煮沸 し た . こ れ に 900μlの溶解川緩衝液を加え

15，000rpm， 5分間遠心を行った後，上清を 2等分した.それぞれに 15μlのプ

ロテイン Aセフアロースおよび 20倍に波縮したアフィニティ精製抗 ch K i t抗体

1 0 μiあるいは陰性対照として 10 μlの抗 ch K i tタンパク 質抗血清の前血清を加え，

4 oCで一晩転倒混和を行うことにより免疫沈降を行った.免疫沈降物は既述した

方法で洗浄した後， 7.5 %ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動した.ゲルは乾

燥させた後，オートラジオグラフ イ ー に 供 し た .
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( 4 )ニワトリ生体内における ch K i tタンパク質のグリコシダーゼ処理

第 VI章 2項(1 ) 節 に 既 述 した方法により得られた 2ヶ 月 齢 の ニ ワ ト リ の脳の

細胞溶解液 500μlを第 VI章 2節 (2 )項に既述した方法で免疫沈降した.免疫沈

降には抗 ch K i tペプチド抗血清 10μ1を用いた.次いで免疫沈降物を ノイラミニ

ダーゼ (Genzyme社)およびエンド -α-Nー ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ダ ーゼ

(宝酒造)により消化した.ノイラミニダーゼ処理は， 30ミ リ ユ ニ ッ ト の ノイラ

ミ ニ ダ ーゼを加えた反応用緩衝液 1[0 . 1 M N a 0 A c (p H 6 . 5) ， 1 0 mM  

CaC12]50μlに免疫沈降物を懸濁し， 37' C で 1時間保温することにより行った.

エンド -α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ処理は，ノイラミニダーゼ 処理

を千子ったサンプルに 5μlの 0.1M Dーガラクトノ -y-ラクトン 2ミリユニットのエンド

-α-N-アセチルガラクトサミニダーゼを加え 37' C， 8時間保温することによ

り行った.酵素処理が終了したサ ンプ ルは 15，000rpm， 5分間遠心を行い 上清

を除 い て 3X SDS-PAGEサンプ ル 緩 衝 液 に 懸 濁 し ， 7.5 %ポリアクリルアミドゲ

ル上で電気泳動を行った後，ウエスタンプロット解析を行った. 一 次抗体として

抗 ch K i tペプチド抗血清， 二 次 抗体として西洋ワサピペルオキシダーゼ標識ヤギ

抗ウサギ 1g G抗血清をそれぞれ 1000倍希釈して用い，ウエスタンプロット 解析

の操作は第 W 章 2節(3 )項に既述した方法によって行った.

VI-3 結果および考察

( 1 )ニワトリの脳における ch K i tタンパク質の発現

ニワト リ 生 体 内 の Ki tタンパク質を検出する目的で 2ヶ月齢のニワトリ脳，心

臓，大腸 ， 小 腸 の 溶 解 液 を ア フ イニティ精製抗 ch K i t抗体を用いて免疫沈降を行っ

た後 ， アフィニティ精製抗 ch K i t抗体によるウエスタンプロット解析を行った.

その結果，脳で 145kDaの ch K i tタンパク質が検出されたが，心臓，大腸，小腸

においては ch K i tタンパク質と 思われるタンパク質は検出できなかった.心臓で
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は，ノザンロット解析により c-k i t遺伝子 mRNAの発現が認められた(第回章 3

節(5 )項参照)が，ウエスタンプロット解析の結果，タンパク質の発現が認め

られなかった.このことから， c h K i tタンパク質の発現は c-kit遺伝子 mRNAが

翻訳される段階で何らかの調節を受けていることが示唆された.

( 2 )ニワトリ脳の ch K i tタンパ ク 質 の リ ン 酸 化 酵 素 活 性

ネコの脳，およびマウスの各組織 の 細 胞 溶 解 液 を 用 い た in vitroリン酸化反応

実 験 の 結果，ネコおよびマウスの脳で検出される 145kDaの Ki tタンパク質 ，精

巣， 牌臓，胸腺から検出される 150kDaおよび 160kDaの Ki Lタンパク質がそれ

ぞれリン 酸 化 酵 素 活 性 を 持 つ ことが示されている 25 ) 

in vitroリン酸化反応実験によりニワトリの脳で発現している ch K i Lタンパク

質のリン酸化酵素活性について検討した.その結果， 145kDaの ch K i tタンパク

質 が ネ コ，マウスの Ki tタンパク質と同様に自己リン酸化酵素活性を持つことが

示された(図 6- 2) 

( 3 )ニワトリ ch K i tタンパク質のグリコダーゼ処理

Majumdar et alは，ネコの脳の細胞溶解液から検出される分子量 145kDaの

K i tタンパク 質 を ノ イ ラ ミ ニ ダーゼ，および糖タンパク質から N-グリコシド刑

糖 鎖 を 遊離させる酵素であるエンドグリコシダーゼ日およびエンドグリコシダ

ー ゼ Fの 3種類のグリコシダーゼで処理した結果，ネコの日記に存在する Ki tタンパ

ク 質 に は，シアル酸および N-グリコシド型;陪鎖が付加していることを示してい

る 25) ニワトリの脳で発現して いる ch K i tタンパク質への糖鎖の付加を検討する

目的で免疫沈降物のグリコシダーゼ処理を行った.本実験に使用したノイラミ ニ

ダーゼは，糖タンパク質中のシア ル酸残基を加水分解的に遊離させる酵素であ り

エンド -α-N-アセチルガラクトサミニダーゼは， 0-グリコシド型車E鎖とタン
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パク質との結合部位を特異的に切断する酵素である.免疫沈降物のノイラミニダ

ーゼによる処理の結果， c h K i tのみかけの分子量は 135kDaに減少した.ま た，

ノ イ ラ ミニダーゼおよびエンド』 αーN-アセチルガラクトサミニダーゼで処理し

た場合には， chKitの見かけの分子 量 はノイラミニダーゼのみによる処理後と比

べて変化 しなかった(図 6- 3) . デ ー タ に は 示 さ な い が ， 免 疫 沈 降 物 を N-グリ

コシダーゼで処理した場合には 明確なタンパク質のバンドが認められなかっ た .

これ は N-グリコシダーゼ標品中に混入するタンパク質分解酵素によるものと

思われる.以上の結果から，ニワトリ脳の ch K i tタンパク質に付加した糖鎖末端

には ， シアル酸が付加していること 方， 0 ーグリコシド型の糖鎖はほとんど

付加して いないことが示された.また，ノイラミニダーゼおよびエンドー α-N-

アセチルガラクトサミニダーゼ処理により検出された ch K i tタ ン パ ク 質 の 見かけ

の分子量はアミノ酸配列から予想される分子量よりも大きかった.この結呆は，

c h K i tタンパク質に対する N-グリコシド型糖鎖の付加を示唆するものであると思

われる. chKitタンパク質細胞外領域のアミノ酸配列中には 1 1の N-グ リコシ

ド型糖鎖付加配列が認められている.また，第 V章においては C0 S -1細胞で 発 現

している ch K i tタンパク質に対 する N-グリコシド型糖鎖の付加が示されている.

さら に，ネコの脳の Ki tタンパク質のグリコシダーゼ処理の結果は， K i tタ ンパ

ク質に対するシアル酸と N・グリコシド型糖鎖の付加を示している.以上の点も

ネコの脳の Ki tタンパク質と同線に ch K i tタンパク質においてもシアル酸の 他に

N-グ リ コシド型糖鎖が付加しているとの推 o/lJを支持するものである.
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図 6-1 

kDa 

200.0 -

97.4 -

68.0 -

43.0 -

2 3 4 

.""".-

ニワトリ各組織にお け る ch K i tタンパク質の発現

2 ヶ月齢のニワトリの脳，心臓，大腸，小腸の溶解液をアフィニテイ

精製抗 ch K i t抗体で免 疫沈降を行った後，ウエスタンプロット解析を

行った.一次抗体としてアフイニティ精製抗 ch K i t抗体を， 二 次抗体

と し て 西 洋 ワ サ ビ ペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギ 1g G抗体を用い

た.抗体反応陽性バンドの検出には ECL検出キットを用いた.矢印は

c h K i tタンパク質を示す. レーン脳， レーン 2 心 il， レーン 3

大腸， レーン 4 小 腸.
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図 6-2 ニワトリ脳の ch K i tタンパク質の in vitroリン酸化反応

ニワトリ脳の溶解液をアフィニティ精製抗 ch K i t抗体により免疫沈降

を行った後 in vitroリン酸化反応を行った.次いでこの免疫沈降物

を 100μlの 3xSDS-PAGE緩衝液に庁;濁し 5分間煮沸した後， 900μlの

溶解用緩衝液を加え上清を 2等分し，それぞれ抗 ch K i tタンパク質抗

血清の前血清(レーン 1)およびアフィニティ精製抗 ch K i t抗 体(レ

ーン 2)を用いて免疫沈降を行った.免疫沈降物は 7.5%ポリアクリル

アミドゲル上で電気泳動した.
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図 6-3 
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ニワトリ脳の ch K i tタンパク 質のグリコシダーゼ処理

ニワトリ脳の溶解液を抗 ch K i tペプチド抗 血清 に よ り 免 疫 沈 降 を行っ

た後 ， グ リ コ シ ダ ーゼ処 理 を 行 っ た .グリコシダ ー ゼ 処 理 した免疫沈

降物を 7.5%ポリアク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上で電気泳動した . レ ーン 1

グリコシダーゼ未処 理の免疫沈降物， レーン 2 ノイラミニダーゼ処

理した免疫沈降物，レーン 3 エンド -α-N-アセチルガラクト サ ミ

ニダ-ぜ処理した免 疫沈降物.
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第 1在I章総 括

本研究は，ニワトリ c-kit遺伝子の生物学的役割を明らかにする第 一 歩として，

ニワトリ Ki tタンパク質の構造・生化学的特性とその遺伝子の発現パターンを明

らかにする目的で行った.まず，ニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAのクローニングを

試み，次いで，得られたニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAを用いてニワトリ Ki tタンパ

ク質に対する抗体を作製し，ニ ワトリ Ki tタンパク質 (chKit) の生化学的特性

および生 体内での発現を検討した.

第 E章では，ニワトリの c-k j t遺 伝 子 cDNAをクローニングする目的で， P C R 

を用いてニワトリ c-kit遺伝子 cDNAの 一 部 を ク ロ ー ニ ン グ し ， こ れ が cDNAラ

イブ ラ リーをスクリーニングするためのプロープとして有効であることを確かめ

た

第田章では，第 E章で作製したプロープを用いてニワトリ脳の cDNAライプラ

リーから， 24個のニワトリ c-k i t遺 伝 子 cDNAクローンを得た.これらのうち l

クローンは，ニワトリ c-kit遺伝子 mRNAのほぼ全体に相補的な 5111塩基 対 の

cDN Aを含んでおり，これの全塩基配列を決定した.得られた cDNAの塩基配列

中には開 始コドン (ATG) および終止コドン (TG A) を含む長い (960アミノ

酸残基) 1つのオープンリーデ イ ン グ フ レ ー ム が 認 め ら れ た . こ の オ ー プ ンリ

ーデイングフレームの塩基配列か ら 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 が マ ウ ス の Ki tタン

パク質の アミノ酸配列と高い相向性を示したことから，得られた cDNAはニワト

リの c-k j t遺伝子の cDNAであることが強く示唆された.さらに，この cDNAを

プロープとして，ニワトリ各組織から抽出した polyA+RNAのノザンプロットノ

イブリダイ ゼー ショ ン解 析を 行った結果，約 5.5 k bの mRNAの発現が脳，フ ァ プ

リシュウス嚢，心臓，腎臓，肺，牌臓，胸腺，卵巣，および精巣で認められ ， 特

に脳，精巣において高い発現が認 められた.
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第 N 章では，得られたニワトリ c-kit遺伝子 cDNAを大 腸 菌 発 現 用 ベ ク ターに

挿入し て ， 大 腸 菌 内 で ch K i tタンパク質と大腸菌のマルトース結合タンパク質と

の融合タンパク質を発現させ ，さらにこれを精製して，ウサギに免疫する事によ

り，抗 ch K i tタンパク質抗血清を作製した.次いで大腸菌内で ch K i tタンパク質

の 細胞外領域とグルタチオンー S-トランスフエラーゼとの融合タンパク質を発現

させ，これを精製した後，これ をリガンドとしたアフィニティカラムを作製した.

このカラムを用いて抗 ch K i tタンパク質抗血清をアフィニティ精製することによ

り， chKitタンパク質の細胞 外領域に特異的な抗 ch K i t抗体を作製した.

第 V章では，野生型 ch K i tタン パ ク 質 (chKit+) および ASp777から A s nへの

アミノ酸置換を有する chKit42タンパク質を発現する真核細胞発現用ベク ターを

作製し， Cos-l細胞を用いて 強制発現させ，これらのタンパク質のチロシ ンリン

酸化酵素活性について検討した . 抗リン酸化チロシン抗体を用いたウエスタンプ

ロット解析 お よ び in vitroリン酸化反応実験の結果から，ニワトリ SCF刺激に

反 応 し て chKit+タンパク質のチロシンリン酸化酵素活性が顕著に上昇すること，

一方，マウス SCFに対しては ch K i tタンパク質は反応しないことが示された.こ

の結果は， 本 研 究 に お い て 得 られた cDNAが正常な生化学的活性をもっ ch K i tタ

ンパク質をコードするものであることを示した.また， K i t + タ ン パ ク 質 につい

ては， chSCFによる刺激のない状態においても 一 定程度のチロシンリン酸化が

認められ た の で ， こ の 結 果 と マウス Ki tタンパク質に関する類似の研究結果と の

関連について考察した.さらに， chKit42タンパク質はチロシンリン酸化酵素活

性を完全に失っていることから， c h K i tタンパク質の場合もマウス Ki tタン パク

質の場合と同様に， リン酸化酵素領域内の ASp777がそのリン酸化酵素活性にとっ

て必須の アミノ酸残基であることを示した.

第 VI章では抗 ch K i t抗体を用いることにより，ニワトリの脳において発現して

いる ch K i tタンパク質を検出し，それが 145kDaの見かけの分子量をもつこと
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少なく ともシアル酸残基を含むこと，および in Vilroリン酸化反応実験にお い

て自己リン酸化酵素活性を示すことを明らかにした.

本研究でクローニングされたニワトリ c-k i t遺伝子 cDNAは，鳥類においてはじ

めてクローニングされた c-k i t遺伝子である.このことは，崎乳類のみならず鳥

類でも c-k i t遺伝子が保存されていることを示しており，ひいては c-k i t遺伝子

が脊椎動物に広く保存しているという可能性を支持している.ニワトリ c-kit遺

伝子 cDNAの塩基配列から予想される ch K i tタンパク質とマウスの Ki tタン パク

質 と の 同一性は，マウスとヒトの Ki tタンパク質の同 一 性に比べて低かった.特

に細胞外 領 域 に お け る ア ミ ノ酸配列の同一性は低く，マウスとヒトとの同 一 性が

73%であるのに対し，ニワトリとマウスの同一性は 48%である.この低い同一

性 は ， ニワトリがマウスおよびヒトとは進化的に距離があるためであると考えら

れる.しかしながら，各組織におけるニワトリ c-k i t遺伝子 mRNAの発現は マ

ウス，不コの c-k i t遺伝子の発現パターンとよく対応していることから，ニワト

リにおける Ki tタンパク質の生物学的役割が崎乳類における Ki tタンパク質の生

物学的役 割と類似していることが 示唆された.また，本研究で得られたニワトリ

c -k i t遺伝子 cDNAがコードしているニワトリ Ki tタンパク質が ch S C Fに応 答す

ること，ニワトリの脳における Ki tタンパク質が自己リン酸化醇素活性を示した

こと，また，このタンパク質に 糖 鎖 が 付 加 し て い た こ と か ら ニ ワ ト リ Ki tタン

パク質は，ニワトリの生体内の 細胞の細胞膜表面に発現しており，マウスと同様

に ニ ワ トリの生体内における様々 な 細 胞 の 分 化 ・ 増 殖 等 の シ グ ナ ル を 伝 達 してい

ることが示唆された.

こ れ らの知見は，今後ニワトリの PGC等の生殖細胞，造血幹細胞およびメラノ

サイトなどの分化・増殖にニワトリ Ki tタンパク質が果たす役割の解明， PGCの

in vitro培養法の開発， PGCを用いた遺伝資源、の保存法，およびトランス ジェ

ニックニワトリの作出法の開発を行っていく上で重要な基礎となるものである.
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