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hampered　by　the　difficu1ties　invo1ved　in　puザifica’ヒion　of　七his　enzyme，

which　is　unstab1e　and　of1ow　abundance．However，the　adveΩ七〇f　pr〇七ein

Purification　and　recombinant　DNA　techno1ogy　has　obvia七ed　some　of七hese

difficωties．　Par七icu1ar1y，　七he　DNA　recombinan亡　七echno1ogy　auowed　us　七〇

iso1a七e　mouse　（4），hし1man　（5），and　ra七　（6）　renin　cDNAs，and　七〇express

these　cDNAs　in　石8cみθれc肋αco〃and　mamma1ian　ce11s　（7，8）．

　　A　cen七ra1Prob1em　in　eukary〇七ic　mo1ecu1ar　bio1ogy　is七〇unders七aΩd　the

mechanisms　by　which　specific　genes　are　expressed　in　a　tempora1or七issue

－specific　marmer　or　are　ac七iva七ed　inザesponse七〇ex七ザace11u－ar　inducers．

The　deve1opmeΩ七　〇f　me七hods　for　c1oning　aΩd　charac七erizing　individua1

genes　has　provided　七he　oppor七uni七y　士o　s七udy　七hese　mechanisms　a七　七he

mo1ecu1ar　　1eve1．

　　Recen七　s七udies　（9，10）　indica七ed　七ha七　genes　e×pressed　in　a　par七icu1ar

亡issue　con七ain　c68－actiΩg　eiements　which　are　required　for　their

七issue－specific七ranscrip七ion．Three　c1asses　of　such　e1emen七s　have　been

dis七inguished．Fiザs七1y，ups七ザeam　prom〇七er　e1emen七s，which　are　ioca七ed5’

＿regions　of　七he　TATA　boxes　（11）．　Second1y，　cenu1ar　enhancers　increase

transcriP七ion　ra七e　independen七1y　of　七heir　oザien七a七ion　and　distance　from

the　prom〇七er．FiΩa11y，七he　s七eroid　response．e1ements　（SRE），which　biΩd

s七eroid　hormone　receP七〇rs，have　eΩhancer－1ike　characteris七ics　（12）．

　From　these　sitし1ations，亡he　renin－angi〇七ensin　sys七em　may　provide　a　very

a七七ザactive　　mode1　七〇　　ana1yze　　how　　七hese　　七hree　　c1asses　　of　c主8－ac七ing

e1emen七s　con七ro玉gene　七ザanscrip七ion　in　diffeザent　ce11七ypes．　↑heトefore，

I　have　cIoned　and　sequenced　the　exon－intザon　junc七ions　of　the　human

renin　gene（！3）．However，1i七七1e　is　known　abou七七he　renin　gene　expザession．



　　　In　七his　七hesis，　七〇　examine　more　precise1y　the　regu1ation　of　renin

gene，　I　have　c1oned　and　characterized　七he　5’一f1anking　region　〈Prom〇七er

and　regu1a七〇ザy　regions）of七he　human　renin　gene　from　a　jux七ag1omem1ar

ce11　（JGC）　七umor　（14）　（Chapter　II），　and　de七ermined　七he　comp1ete

nuc1e〇七ide　sequence　of　ra七　renin　gene　inc1uding　i七s　5’一・　and　3’一f1anking

regions　（15）　（Chap七e　r　nI）．　Fur七he　rmore，　I　have　charac七e　rized　the

exPression　of七he　ra七renin　mRNA　in　ovary　and　u七erus　（61）（ChaP七eザIV），

and　of七he　human　renin　mRNA　in　an　i1ea1．carcinoma　（an　ec七〇pic　renin＿

secre七ing七umor）by　Nor七hern　b1ot　ana1ysis　（62）一
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IΩ七㌘◎duC亡iOΩ

　　Renin　is　an　asPar亡y1　Pr0七einase　and　ca七a1yzes　七he　ini七ia1　and　ra亡e＿

1imi七ing　reac七ion，which　p1ays　an　impo吋an亡ro1e　in　the　con七ro1of　b1ood

pressure　and　iΩ　七he　pa七hogenesis　of　hyper七ension．　Renin　is　main1y

syn七hesized　ir一　七he　JGqs　of　kidney，　which　are　1oca七ed　in　the　afferen・ヒ

aザ七erio1es　immediate工y　proxima1七〇七he　g1omeruh　（16〉．The　biosyn亡hesis

of　renin　is　considered　to　be　under　comp1ex　regu1a七ion，　which　rouses

in亡erest　abou亡七he　de七ai1ed　s亡mc七ure　of七he　gene，We　亡herefore　c1oned

and　sequenced　cDNA（5）and　genomic　cIones（13）．

　The　JGC七umor，a　benign七umor，secre’ヒes　very　1arge　quan亡i亡ies　of　renin

iΩt〇七he　b1oods七ream　（17，18）．This　tumoザprovides　an　exce1len七ma七eria1

for　s亡u－dying　七he　m〇五ecu1aザeven七s　con七romng　renin　gene　expression．　I七

is　interes七ing　七〇　know　the　mechanism（s）七hrough　which　norma1con七m1s

are　a1tered　in　七umor　tissue．

　　In　七he　presen七　s七udy，　I　have　c1oned　and　sequenced　七he　5’一f1anking

region　immediate工y　ups亡ream　fザom七he　s七a吋site　for亡ranscrip七〇n　of七he

human　　renin　　gene　　iΩ　　the　　七un，O　r　　七iSSue．

　　The　ゼesし且吐s　shows　no　difference　in　七he　nuc1e〇七ide　sequence　of　七he

5’一f1anking　region　between七he　norma1and七umor　renin　gene．Howeveザ，in

・ヒhis　region，　I　found　Potentia1　con亡ro工　e1emen七s　such　as　enhaΩcers，

s七eroi（i　hormol〕e　receP七〇r－binding　sites，and　cAMP－regu1atory　uni七s，which

may　con七ribu七e七〇七he　ce11－specific　expression　of七he　human　renin　gene．
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Hybridiza七ion　was　condし1c七ed　at　65℃　for　20　hr　and　七he　fi1七ers　were

subsequentia11y　washed　severa1七imes　in　（i）0．3Ml　NaC1／0．03M1sodium

ci七ra七e／　0．1％　SDS　a七　room　tempera七ure，　（ii）　the　same　buffer　at　65℃，

（iii）15mM　Nac｝／1．5mM　sodium　ci七rate／0．1％SDs　a七65℃，and　（iv）　（i）

buffer　a七room七empera七ure　and　exposed七〇Fuji　X寸ay　fi1m　RX－50wi亡h　a

DuPon七　Cronex　しigh七中ng　P1はs　screen．　Posi七ive　c1ones　were　picked　and

rescreened　a七1ow　p1aque　densi七y七〇achieve　high　p以ri七y．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（d）P〆伽ぴθ材θπ伽ηαηαZy8乏8

　pUX77was　cons七ructed　by　subc1oning　a770＿bp　XわαI　fragment　in七〇pUC19－

The　　100－bp　　Odθト0〆αI　fragment　of　pUX77，　1abe1ed　a亡　i七s　〃γαI

5’一end　wi七h　［グ02P］A↑P，was　used　as　a　primer．↑his　DNA　fragmen七was

dena七ured　a七90℃for5min　and七hen　hybridized　with　po1y（A）十RNA　from七he

JGC七umor　and七〇ta1RNA　from　norma1kidney　in80％formamide（deionized），

0．4M　NaC1，40mM　PIPES，pH6．4，and1mM　EDTA　for3h　aセ55℃。Af亡er

precipi七a七ion　of七he　DNA－RNA　hybrid，七he　pe11et　was　disso1ved　in　reverse

七ranscrip七ase　buffeザcon七aining50mM　Tris－HC1，pH8，3，100mM　KC1，10

mM　MgC12．and10mM　D↑T．↑he　primer　was　ex七ended　wi七h20u－ni七s　of　Roはs

’associa七ed　virus　（RAV－2）reverse七ゼanscザiptase，using　l　mM　each　of亡he

four　dNTPs．The　Primeトex七ended　cDNAs　were　ana1yzed　on　a7M　urea／6％

po1yacry1amide　sequenciΩら　ge1．　↑he　size　markars　used　were　M13　mp18

sing1e＿s七randed　　DNA．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（e）50α肋θ閉〃0舌απαZy558

A　20　μg　of　DNA　from　human　p1acen七a，　JGC　七umoザ，　and　kidney　weザe



diges七ed　with　various　restric七ion　endonuc1eases，　e1ec七rophoresed　on　a

0．7％　　agarose　　ge1，　and　　transferred　　七〇　　a　　niセroce11u1ose　　fi1ter　　（24）。

Hybridiza七ion　was　performed　as　described　above、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（f）〃oγ舳θ閉わZo舌αηαZy∫｛∫

　The　po1y（A）十RNAs　from　norma1kidney　and　JGC七umor　were　denatured　wi亡h

g1yoxa1　and　e1ec七roPhoresed　on　a　1．2％　agarose　ge1．　The　sePara七ed　RNAs

were　七ザansferザed　to　diazobenzy1oxyme七hy1－paper　according　七〇　七he

Procedu一ザe　of　A1wine　θ舌　α1。　（25）．　The　paPer　was　Prehybridized　a七　42℃

fo　r12h　in50％　fo　rmamide！0．75　M　Nac1／0，075　M　sodium　citrate／50mM

sodium　　phospha七e　　buffer，　pH　7．0／　0．02％　　po1yviny1pyrro1idone／　0．02％

Fico11／　0．02％　bovine　serum　a1bumin／　1晃　g1ycine／　0．2％　sDs／　100　μg

dena七ured　sa1mon　sPerm　DNA　Per　m1．The　PaPer　was　hybridized　a七42℃foザ

24　h　in　亡he　same　buffer　so1u七ion　excep七　七ha七g1ycine　was　omi七七ed　and

七ha七　七he　so1u七ion　contained　七he　32p－1abe1ed　Probe　described　above．　Af七er

七he　hybridiza七ion，七he　paper　was　washed　at42℃in0．45M　Nac1／0，045M

sodium　citra七e／0．1％SDS　and　subjec七ed七〇autoザadiography．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9）0〃8ε㈹8ηCθαηα1y8乏8

　DNA　sequencing　was　performed　by七he　dideoxy－chain亡erminatioΩme七hod

（26）fonowing　subc1oning　in七〇M13mp！0and　mp11．
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nOポma1thebe七weenreg10nf1ankin9七hef0SequenCeSDNACOmPare0r
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1
1
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very　simi1ar　to　the　consensu－s　or　comP1emen亡ary　sequence　for　severa1

enhancers，　since　　七he　　enhancers　　func七ion　　indePenden七　〇f　1ocation　　or

orieΩtation　and，　in　some　cases，　confer　tissue　sPecifici七y　（33）；　七he

exac七　Posi七ions　are二　Cl↑GGCAAG　（一1223　七〇　一1230），　GGGGAAAG　（一g73　七〇　一980），

CTACCCAC　（一573　七〇　一580），　GTTCCCAC　（十186　to　＋193）　simi1ar　亡〇　七he　SV40

enhancer　（34），　and　TGTCCATCA　（一669　七〇　一677），　TAGTGGAGA　（一635　七〇　一642）

simi1ar　to　the　po1yo㎜a　enhancer（35）、
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1　　2

噌28S

＜23S
＜18S

翻鈴16S

　　Fi9．　1．　No　r七he　rn　b1〇七　ana1ysis．　A　20一μ9　samP1e　of　mRNA　from　　h山nan

norma1kidney　（1ane1）and0．5μg　of　mRNA　from　JGC七umor（工ane2）were
subjec七ed　七〇　Nor七hern　b1〇七ting　as　described　in　Mla七eria1s　and　Mle．ヒhods．

Exposure　oΩX寸ay　fi1m　was　done　a七一70℃for24h　（1ane　1）oザ2h　（1ane
2）with　an　in七ensifying　screen．↑he　size　ma｛＾kers　used’weザe　ca1f　andε．

c0”　　rR　N　A。
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s
 

H H HK1 23 
XHJg 52 

XXX B
 

H K1 
XHRn88 

LJ lkb 

Fig. 2. Restriction maps of XHJg52 and AHRn88. Restriction 
ind icated as fo 110 w s : B , BamH I ; E , Ecor{ I : H , ll ind I 11 ; 

X, Xbal. Small black boxes represent exons; their numbers 
AHJg52 was cloned from the human JGC tumor genomic library, 
from the human fetal liver genomic library (13). 

sites are 
K , Kpn I ; 

are given. 
and AHRn88 
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　　　　　　　　　　　＜9．4

　　　　　γ糊噌6，6

籔鐵蓑＝き

　　Fi9．3．Sq・th・mb1・t…ly・i・・f9・・…i・h・・1・・DNパS・mP1…　f20
μ9州くf・㎝・h・m・・P1・㏄・ヒ・（1・…　1－3），J㏄・ヒ山…　（1・…　4－6），・・d

kidney　（1anes　7－9）　were　diges七ed　wiヒh　廿ie　res辛ric七ion　enclonucエeases，

ε。。Rl（1。。。。1，4，・・d7），此洲1（1・…　2，5，・・d81，・・κ州（1・…

3，6，・・d9）．ExP・・・・…　X一・・ymmw・・d・…　t－70℃f・・48h・si・91m
intensばying　screen．　λDNA　diges’ヒed　with　〃加dHI　served　as　a　size
m。。k。。（・i…　i・kbi・・igh七一h・・dma・9i・）．
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A　C G　↑ 12　3
　　　　　　　魑糊’
　　　　　　　　　　憎榊｛鋤鮒・

　　　　　　　　　　蜘卿級

神O一概磁　　　　畑納

　　　　　㎏
　　　　　㌻

130幽・　鰯織．’1
　　　　　　　　　　　　　㌔納㌔．
　　　　　細
　　　　　綿

　　　　　　　　　　　　　一聯畷∵．二
100一　　　一　　　　　・、＝｛

．怒灘 噌137

Xb訓 Ddd D帽1　　　Xb副

R㊧洞1n胴RNA屈咀固藺面咀咀曲宙囲曲奔

く一晒鴫畔1胴餅

　　Fig，　4．　Primer　ex七ension　ana1ysis　of　the　5㌧end　of　renin　mRNA　from

JGC七umor　and　norma1kidney．〈A）Au七〇radiograPh　ofセhe　Primer　ex七ended
cDNA　transcriP七s．Lane1，0．1μ9of　human　JGC　Po1y（A）十RNA；1aΩe2，50μ9

of　human　norma1kidney　po1y（A）十RNA；1ane3，10μ9yeas七七RNA．A　dideoxy
sequence　1adder　was　used　as　size　markers　（1anes　A，　C，　G，　丁）．　（B）
Schema七ic　　rep　resen七a七ion　　of　　七he　　pザime　r．　The’　asセe　risk　　denotes　　the

1abe1ing　position；　b1ack　box　represen七s　七he　firs七　exon．
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○胴蝸　　　　　　　　　　　　　　辮
　　　　TC↑AGACCAGGTA↑TGTGGCAAGGAAAG．rACC↑τATTCAGAGAACC＾GAAAACCAAGAAG

o11園5

　　　　A1’GGTGGACCAGCATGA1．AAAGAACCA．rCTGAAGTCAGCA↑GAACGTTAGGCTCTTC1一↑T

ol1幽
　　　　ATG↑TAAGGGAAGAGGAAGAAGAAGGGG＾丁↑GGGA了CAAGAGGGGAC↑GATGACCACAG＾

o1O蝿
　　　　CACCTGGG↑GCCAGCAAGGG↑ATACATAr「rTAACATAACA↑TG1r↑ATTTG－rCTG↑ATA‘r了

棚丁㏄汀締欄甲概躍甲欄甲甲。灘繍驚。。。。WT。㏄灯WπW舳。下十。

蜆g45
　　　　AACTGC＾AGCTA＾ACTCCTATAATTAGCTGGγCγATGTACAGAGCTAAGCAG＾AGCア丁丁T

○蟹国3

　　　　AGCTAAAGGA1－AA↑ACCCCTGGGGGTGCAGAGGC《AAATGGAG．rCAGγCA－rGCTAAG下C↑

　○超25

　　　　CCCTCCACTCTCT↑TCTT↑丁丁一「G分GATGGGATTTCACTCTTA－r了GCCAGGCGCGGAG↑AG

棚TGG6A↑GAτTC下CAGC↑CACTGCAA㏄T㏄GCCT㏄↑GGGCC洲GCA灯TCTC下TGCTC

棚CAG㏄↑㏄下G．GT．GCTG．G。丁τAC．GG搬㏄。C．CCC．GCTA。下丁πW．G

棚丁↑鰯TGGGGTTTCA㏄A↑TG了TGGTCAG㏄TGG↑CTGG。。Cγ㏄TGA㏄TCAG

○鯛5　　　　㈱　　　GTGATCTACCCACCTTGGCCTCCC＾AAGTGCTGGGACAGGTGTGAGCCACCATGCCTGGC

o523
　　　CCCTCTACTCTT＾1’AATTAAACCAGC．rG1・TGC．rT↑TCCTGCCAAGAAACCAGTCA1rGAAG

0榔AπCAC㏄A翻AGA下GGG舳ACTGGGCWAG㏄TGGGAGAGG㏄AGTCAGGGAC

・・皐05

AAAGCCAAAGT↑AATATAGAGAAτGGAGC↑TCCAGGG．rA1「AGGGGT’1－GGGTCTGGGC1．AG

0湖8駅駅麟駅㏄丁《GGTπTAC㏄汀駅搬脂甲押器貯器欄㏄CTGAGCAGTGC↑

・・竈園3

G’「TTC．rCATC＾GCCTCTGCCTGCTCCAGGGG下CAC＾GGGCCAAGCCAGATAGAGGGCTGC

榊TAGCG↑CACTGGACACAAGAT↑GCπT㏄CACA㏄瀞搬TCCTCCAG㏄CCTCTGCTC

州㏄CATCCGGAAA㏄TGGGT。搬竹縦搬鮒熾乎織鑓縦TGAGAπ下AT下

・103
　　　GCTGACTGCCCTGCCATCTACCCCAGGG1．AATAAATCAGGGCAGAGCAGAATTGCAATC＾

一仙　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　刈
　　　CCCCA↑GCATGGAGTGTATAAAAGGGGAAGGGCTAAGGGAGCCACAGAACCTCAGTGGA↑

　申16

　　　CTCAGAGAGAGCCCCAGACTGAGGGAAGCATGGA．rGGATGGAGAAGGATGCCTCGCTGGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ml）GWRRMPRW

　吟7＆

　　　GACTGC1’GCTGC↑GCTCTGGGGCTCCTG↑ACCγTTGGTCTCCCGACAG＾CACC＾CC＾CCT

　　　GLLLLLWGSC1一ドGLPTOT↑1’
舳m。。㏄。。。。πGGT舳丁。。。。C．G。。。A．G。。丁。。。。。。・GT・。・G。弩予搬・T

　　　　l＝　K　R

榊丁・・・・・・・・・・・…ππ㏄・・・・・・・…Tg・π・翻・・…丁・・・・・・・・…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　キコ5箇
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GGAAGTATGGACCTGTTGACA下AGGTCAAGTGACT了GCCCAA1．AAA下GACACTAGτAGTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋＝”昼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AG↑CTAGA

　　　　門9日5・N・・1・・七id…　q・㎝…　f七h・5㌧f1・・ki㎎・・gi㎝，fi・・ヒ。。。。，

・・dP・・七・fth・fi・・t　i・七・㎝一N・・1・・tid・・a・…　mb…d㎝th．1θ加
with　七he　caP　site，designa七ed＋L　The　Predic七ed　amino　acid　sequence　of

the　protein　is　disp1ayed　be1ow　　the　nuc五eotide　sequence．　The　CAAT　and
↑ATA　sequences　are　under1ined　l〕y　dashed　1ines．　↑he　nucleotide　residues

hoino1ogoust〇七hePu七ativees七rogeη（口），Progesヒerone（圏），and
g1u－cocorticoid　　（　▽　）　recePtor－binding　sites　are　　三ndicated．　C1osed　an（l

oPen　circ1es　indica七e亡he　sequences　homo1ogous　o1・comP1ementa1・y七〇SV40

帥dPo1yomaenhancercoresequ㎝ces，resPec七ive1y．Theseq鵬ncere1a七ed
七〇　cAMP一ザegu1ated　genes　is　indicated　（A）．
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purified　as　described　（21）．Genomic　and　purified　DNAs　were　diges七ed　by

res七ric七ionendonはc1eases，e1ec七roPhoresedona0．7％agarosege1，and

七ransfeげed　七〇　the　ni七roce11u1ose　fi1ter　（24）．　Hybザidization　was　carried

out　as　described　above　and　in　the　case　of　genomic　Southern

hybridiza七ion，　the　fi1七ers　were　hybridized　wi七h　32P¶ick一七rans1a七ed

gen◎mic　DNA　fragmen亡　（1－kb　εcoRI　fragmen七　from　λRRn－1）　at　65℃　for

42h，and　washed　four七imes　with0．1x　ssc／0．1琵SDs　at65℃．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（d）沙〃8θ卿θηCθαηα〃8｛8

　　　　DNA　sequeΩcing　was　pe　rformed　by　七he　dideoxynuc1eotide　chain

七ermina七ion　me曲od　（26）fo11owing　subc1oning　into　M13叩p18and　mp19．In

some　ins七ances，　a　se亡　of　over1apping　de1e七ions　was　genera七ed　by　セhe

procedure　as　described　（37）．　7－Deaza－2’一deo×yguanosine　5’＿七riphospha七e

was　used七〇P　revent七he　forma七ion　of　secondary　s亡ruc七uザe　（38）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（e）Pγ伽ぴθ対θη8乏0ηαηα1y8な

　　↑〇七a1RNA　was　PrePared　from　ra七kidney　and　1iver　as　described　（20）．

Po1y（A）十RNA　was　purified　by　o1igo（d↑）一ce11u1ose　affini七y　chroma七〇graphy．

The50－bPλ〃αII　fザagmen七fro岬exon1　1abe1ed　with　［γ一32p］ATP　was　used

as　a　primer．The1abe1ed　pザimer　coprecipi七ated　wi七h10μg　of　po1y（A）十RNA

was　dena七ured　at9『C　for5min，and　then　hybridized　in80％formamide，

400mM　NaC1，40mM　PiPes，PH6，4，and1mM　ED↑A　for16h　at60℃．Af七er

precipi七ation　of　the　ONA－RNA　hybrid，七he　pel1et　was　disso1ved　in　reverse

七ザanscrip七ase　buffer　coΩ七aining50mM　Tris・HC1，pH8．3，100mM　KC1，10

mM　MgC12，and　10　mM　di七hi〇七hreito1．The　primer　was　extended　with20

21



f0mM1uS1n9亡ranSCriP亡aSereVerSeVi叱Sassocia七edROuSfOuni亡S

6琵aOnana1yzedWerecDNAsphme卜ex七endedThe dN↑PeaCh

mp18dideoxy　sequencing31MnAurea　SequenCein99e1．M7／po1yacry1amide

1adderwas　used　formo1ecu1armarkeザs
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（29）．　Moreover，　we　n〇七e　the　presence　of　two　sequences，　T↑TCCAC　（at

Positions　－448　亡o　－454）　and　GTGGAAA　　（at　Posi七ions　－1116　to　－1202），

ideΩtica1wi七h　the　SV40enhancer　core　sequ－ences　（34）．There　is　another

Ω〇七ewor七hy　DNA　segmen七，CTGA↑GCCAG　（a七posi七ions　－477七〇一484），which

has80琵homo1ogy　to　the　sequenceΩecessary　for　the　induction　by　cAMP　in

七he　ra亡　soma七〇sta七in　gene　（45）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（d）加かoη和α切ザθ8

　　In七he　P　rocess　of　de七erminin9七he　DNA　sequence　of七he　ra七renin　gene，

I　found　　severa正　interes七ing　　features　　in　　the　　in七rons．　In　　七he　　firs七

in七ザon，　the　aveザage　size　of　38－bp　segmen七　coΩ七ainin会　〃coI　si七e　is

presen七as　46　七andem　repeats　wi七hin　1710　bp．　A　s七re七ch　of41　adenine

ザesidues　is　1oca七ed　c1ose　七〇　七he　5’　end　of　exon　2．　A　rePea七　〇f　（CA）27

preceded　by　consecu七ive54pyrimidine　residues　is　found　in七he　in七ron3．

Shor七　rePea七s　of　（GT）9　and　（CA）3．8　are　a1so　Presen七　in　七h6　in七ron　5　and

七he　3’一f1anking　region，　resPec七ive1y，　0f　n〇七e　a1so　is　the　Presence　of

七he　sequence　in　亡he　intron8　（a七positions　10235　to　10315）　七ha七shows

abou七　93琵　homo1ogy　t〇　七he　comp1ementary　s七ザand　of　七he　neurona1

id。。七1fi。ザ。。q。㎝。。（46）。
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AATTCTC細G〔；GCC↑C〈C〈「『OC　　　　　　　　　　　　　　C醐3↑AA舳m↑A㈱CAGC↑鮒CC～㎜CτCTC棚CA　＿H童g

　　　　　　　　擶翻鰍醐㎝　　　舳↑㎜㎝㎝㎜雄鮒D0：㎝Gα獅oc灯㎝孤㎜㏄A、亘。童、
　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CG＾↑GTC畑CATCGGT卿CCT㎜℃TCO：：〔㎜CATrn3AT　　　　　　　　　　　　　　　　＿　洲雪

　　　　　　　　　　　　　　　↑丁鰍C鮒㎜GG　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　819
G＾↑CGTCCATGGCCCπ↑　　　　　　　　　　↑兀㎜CCCATrn洲3TGA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ACT↑鳩G＿7貫雪

G螂TA畑丁㎜C㎜CT概訂TAAGTGCATr↑細G↑柳CTG↑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TAG＿舳g

GTCT　　　　　　　　　↑測丁TGATC概〔CATC＾＿雪岬C↑　　　　　　　　　　　00罰溺描撒丁棚↑κ脳TCπκ丁㎡予瀞　　　　　　　　　C舳㎜、遂、、

ATC棚A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AA↑ACAAAGGn’AATA↑棚：lG（T〔㎜CAAG㎝丁メGA　　　　　　　　　　　　　　＿　3亘g

　　　　　　　　　　　　CT＾↑0〔：TGTCT〔；T＾C0二TGA0二rrA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑CAGCCT　　　　　’　　　I　　　　　　　　　　　　＿　刎g

CCAGGCCA～棚C　　　　　　　　　　　　　　CAGCCA↑〔；π丁0CCACACTCGATT　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CC↑GC］丁ハTC0：：TCAC＿　u　g

CCAOCT㎜C↑C＾0GG；〔…CTACGAT↑TA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AA↑〈AATC㎜GτGGG↑GTG↑A↑AA〈畑A　＿　　亘g

伽α鵬㎞σ㎜A㎜GGCα邊棚A£A爬0■σrC兀；GGC＾σCπGT　、，
　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mb亡G1y　G1y　Arg　An茎Mさ七Pro　LeりTrP　A1a　Leu　Leuし

↑G　C↑C↑GG紅C　TC↑↑G↑！GC↑TC　AG↑C↑C　COG－CA　GAC　ACA　GCC　AGC↑τT　GユヘCG　G「rAACTTC㈱A　　　”⑫

euしeu↑ηP↑トポSer　Cys　Ser　Phe　Ser　Leu　Pデoτhr　AsP↑hr　A1a　Ser　Phe　G1y　Ar

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ムムムムムム
GαJ㎜測畑GG㎝㎝概蜘∬㎝概㎜酬凧㎜GOmTCC焔rCCπA㎜CC畑U氾卿㎜へWハ㎜℃CC1汀CTG250
畑GTCTGA酬CTハGCCCAAGGGT！㎜CCA↑AATTAATT　　　　　　　　　　　　　　　　C↑TT〔酬GTCAC＾↑OCAGAGGATGGG蜘CA〔…ACGGT　　　350

↑棚0二A↑CCCT〔1㎜TA棚　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A畑T　　　　　　　CT㎜て丁　　450

GC〈GGπAMm㎜CハC兀1GC棚A　　　　　　　　　　　CTCACCAA　　　　　　　TCTτGAAACAGGA↑GATA㎜C　”o

C了。　　　　　　m酬㎜醐棚　　　　　　　↑㎜W概舳一㎜CC㎜丁　舳
　　　　　　　　＾GT　　　　　　　　　　　　　ACGC〔；G鵬ATG－CACATTCQ二Tr　　　　　　　　　　　　　　　　　CT　750

㎜κ㎜　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CC兀鰍丁　　　　　舳
CGπ㎜CTCTQ㎜CC↑AGC　　　　　　　　CGTCCτ　　　　　　　　　　　　　Am℃TGCAGATGA↑GGTACCAGCGG　g50

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　仙㎜。。5。

棚㎝W　　　　　　　　　　　　　榊　　　　　兀㎜TCκ酊螂1閉
C兀m£T　　　　　　AAAGT＾　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　凧Cκ畑灯GTCC鰍↑C　亘25⑰

　　　　　　　　　　　　　　　　㎜GTC醐AGτGCTCA⊃CCCCACハCAQ二＾　，　　　　　　　　　　Aτ㎜WCC　1”o

CA㎜　　　　　　畑㎜　　　　　　　　　　　　　　　　　　C鰍CC・榊
Cハ　　　　　　　　　㎜㏄兀㏄W㎜測㎝：棚0G㎜〈　　　　’灯概GG州↑GG・榊
一凹山］血血血…□o”o帖一‘□o…・■凹声血日舳血凹…u一‘舳o．＾岨u一凹申山凹■・凹凹…血’■u山’山凹血吋山血］oo山
ACCC＾　　　　　　　　　　　　　　　　　C〈C㎜CCCA　　　　　　　　　　　　　　　ACT脳ATGCいCCC〈　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蝸50

GG洲1　　　　　　　　概㏄W㎜m㎜　　　　　概酬）W㎜CC＾㎜Cl㎜．1U「G・閉

GG卿卿㏄GG舳r㎜℃CCA　　　　脳理理㎜螂哩挫哩鯉△・舳
　　　　　　　　　　　　C＾Q孤A＾AτGGκCCA　　　　　　　　＾σC鰍TGG〈CCC灯G鯛G　岬50
一山o｝’“山凹血…山o□一一凹血uu血巾．’“】．＾………“一一］凹ou〇一｝■阯凹“］陣oo”u〇一・’一u．‘一““…一““o榊

GG舳㎜C㎝’　　＿＿＿哩理幽理連理幽鯉処幽幽哩蝉理脳・…
Gα弘㏄〈C1U㎜〔洲1㎜㎜　　　　　　C棚工舳㎜㎝　　　　　　　　㎜：CC刎・・
蜆凹血凹日晒血］■o岨u序凹凹・一｝・凹…凹血凹凶‘一｝日凹■阯□o阯凹〇一声日血…““■阯日山由■舳凹“』…血凹｝声u
灯　　　　　　　　κ鮒㎜CA　　　　　　　脳1鯉＿＿＿＿＿＿＿煙・2・o
理幽哩鯉一＿＿＿狸＿＿＿理螂匝哩樫理哩幽哩興理哩レ…
　　　　　　　　　　・兀㏄㏄〈　　　　　㎜舳㎜CCA㎜㎜じm脳C㎜舳1㎜・榊
CCCAmGQユ　　　　棚弘舳兀㏄㏄畑　　　　・畑1αC皿舳㎜℃㎝＿＿＿＿＿狙蝸・・
モ繭繭　　　　　　　　　＿＿＿＿＿1螂匹＿＿＿＿＿＿＿＿＿匹幽幽ユ坦獅・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C＾触AAAln：酬CCCATG㎜コ　　　　　　　A㎜AATGG　2750

珊阯］…　　　α氾測舳mXCC〈　　　　　　　1田㎝A孤㎜㏄㎝㎜蜘A醐
亘函亟⑬亟亟亜曇璽垣亟亟極亟：重1亟嚢璽璽璽嚢薮薬璽璽嚢・…
理哩幽型匹鯉独理鯉担＿＿＿幽迎理幽幽理哩＿＿一一一蛆・…
αC独　　　　　　m卿榊σ　1　’　　1㎜1㎜　　　’　洲1
肥卯’血　　　　　　　灯㎜nCCT　　　　　TCκ；CCπ　　　　　　　　　　　ん～鵬C畑㎜C3・5⑫

αO拠　　　　　　　　　W研鵬舳㎜兀㎜㎝W畑棚W㎜1洲丁　　1↑棚・
AW〈πC㎝W㎝：㎝㎜榊㎜：㎜岬んWWαC工畑㎝X㎜泌㎜㎜GTC舳丁榊1㏄蜘て淋蜘㎝∬蜘洲

㎝孤㎜mW細棚πGQ㈱㎝W洲r舳㎝舳㎜㎝鰍π概㏄洲・
28



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　兀παコCC畑岬＾㎜C1℃獅o

AT　　　　　　　㎜rm㎝TmlA　　　　　　　　　　蜘C鮒m。醐
W＝AAAAπん仏mUn1〔；AA　　　　　　TGCA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　m仏↑獅o

　　　　　　　　　　　㎜燃κm㎜　　　　　　　　　　　　棚丁㎜㎝㎜棚。
＾CACCCT概G↑ACC～℃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ATCTTCTGOC《CCT　　　　　　　　　　　　rCGT　　　　　　　　　　　　　CA〈n二蜘ATC＾　　刎5③

蜘灯畑㎝πA㎜TCCTA　　　　　　κ肌m㎝0蝋㎜㎜丁榊㎜兀酬m㎜㎜㎜螂。
㎝GG㎝畑　　　　　　W帆酬㎜㎜　　　　　　　　　皿㏄舳1側πATπ蜘んWT棚。
畑丁㎝鮒πATr『細↑舳丁ん棚C1□0洲㎝CA凧CCπσ㎜A～㎜mて酊AAπ醐↑納帥
GG㎝鵬π畑酬丁棚W　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㎝㎜πGG蛆妃棚。
丁蜘て㎜’TCC↑CTハT0㎜G　＾ATC↑TG　C下C　AAG　AAA　ATG．00C↑CG　GTC　CGG　GAA　ATC　CTG　GA〔；G　　463魂

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9I1e　Le汕Leuしys　Lys　Me七叶o　Ser　Va1Arg　G1u　I1eしeu　Glu　G

＾G　CGG　GG＾C↑A　G（C　ATG　＾CC　A〔1G　ATC　AGT　GCT　GAへ↑GG　GG「r　GAA　TTC　ATC　AAG　A〈G↑C↑TCC　TrT　ACC　Aへ↑GTr　A　　柵og

1u　Arg　G1y　Va1A事p　Mきtτhr　Arg　He　Ser　A亘a　G1u　Tηp　G亘y　G1u　Phe　He　Lys　Lys　Ser　Ser　Phe↑hr　Aヨn　Va亘↑

CC↑0二0CC　GτG　GTC　CTC　／CC　A｛C　TAC　TrG　GAT　GτG㎜τ↑CATCτGGTATrrCCTmCTCTGGGCCG卿CCCC肌↑　　4798

hr　Ser　Pro　Va1　Va工　じeu　↑hr　Asn↑yr　Leu　AsP

T0二㎜州W　　　　　　　　　　　　　　　　　AGA柳CCT　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　πAπA柵蝸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　㎝〕：㎜　　　　　　燃w蜘　　　　　　　　帥鯛
螂CπCT㎜㎝CπCC↑　　　　　概A正㎜蜘πA㎜酊Anπ㎜nW畑1棚πハm柵㎜CC＾5。囎
㎝棚σコw　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　舳。
C00CGへGTCOCCTGAコ：：↑CC＾TG↑CCCTハCτ丁τTC↑CTC㎜AGハCC　C＾G　TAC↑A↑GG↑G凶G　＾TC　GGC　＾↑T　GGT　ハCC　CC　　5286

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑hr　G1n↑yr↑yr　G1y　Glu　He　Giy　He　G1y↑hr　Pr

A　TCC　C＾G＾CC↑TC　AAA　GTC　A↑C　TTT　GACハCG　GGτTCA　GCC　AAC　CTC　TGG　G↑G　COC　T0＝：＾CC　AA〔…τG↑GGT　CCC　CT　　536量

oSerGIn↑hrPheLγsVa1I1ePheAsPThrG1ySbrAlaAヨ1Leu↑rPVa1ProSerThrLysCンsGIyproLe

C↑ACACTGCC↑GTGGTA－GAへ↑CA肌GCTCCτハTGAACτ〔㎜COCTC㎜へ　弘55
u　Tyr↑hザA1a　Cys　G

TCC　　　　　　　　CW＝柵CπCCπ弘AπG㈱C㎜㎜G　5555
TGTCCCA《GGATTC　　　　　　　　　　　　↑丁丁〔；TAAAGCC＾醐CCAATGA一’AGOCGT〈GTCAATGCCCTn鵬CTT〈C　　5655

TC醐TCT↑CTrIGGCAGTG↑ATC〔；GTGτTA↑CハA㎜AGAAτ↑CTrrGAA〈CAAAT〔；↑C↑CAGAA↑AATA＾GC＾TrTA鳩GCAAAAC　　5755

CA伽丁κ↑舳TnT畑C〔㎜↑A～舳↑κκ㎜C↑口て1TC1「CτC兀π汀σ㎜℃TCW兀TCTσ灯C　5蝸5
W：Tσσ兀丁㎝σπ↑C⑪αC㎜κκAひCκ／CAひC妃κ㎜κκ舳Cκκκ畑TCT仙㎝Cπσr納TC灯柳㎜丁概C5955

AτCCCr㎜CCT㎜CτGAGCCη□TACTT＾GA㎜↑0CTCτGCTハG＾G　A↑T　CハC　AAC　CTC↑AT　　604g
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lu　He　His　AsηLeu　Tyr

GハC　TCC↑CG　GAA↑CC↑CT　AGC↑AC　ATG　C三くG　AA↑CGGハCT　GAA　TTC！CC　A↑C　C＾C↑＾T　GG＾↑CA　GGG　A－G　GTC　AAA　　　舳刎

Asp　S3r　Ser　G1u　Ser　SeザSer　Tyr陥説G互u　Asn　G1y　Thr　G1u　Phe　Thr　I1e　His　Tyr　G互y　Ser　G1yしs　Vai　Us

GGT↑TC　CTC　ハGC　CAA　GAT　GτG　Gτ＾ACT　GTAへGτ㎜CCCT＾丁τTACα：CCA㎜丁0CGGTG了GGAATATA『GTGCTCCAG　　6刎5

Gly　Phe　Lεu　Ser　G1n　A§p　Va1Va1↑｝

0㎜GGAGC〔㎜TGGCAGCπ0孤　　　　　　　　　爪㎜　　　　　畑π仙舳5
σ訂舳㎜虹↑A舳π01：πCCT灯　　　　　　　　　　　　　　　　AπGW町㎜舳5
mWl℃㏄棚㎝　　　　㏄氾卿GQユ　　　　㎝鵬mじmC　　　　　概榊㏄舳舳・
↑灯κ蹴CC脳　　　　　　CC㎝㎜兀㎜淋　　　　　　　　　　　　　灯㎜蜘5
灯Qユ　　　　　∬畑狐κ酬　　　　　　　　　　　　兀κσ㎝㎝鮒πCTQ㎜Cπ灯㎜舳5
　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TTTGGOGAGAT＾GTC↑CACCT↑CACGGC’丁〔；丁舳〔；AACC↑G↑A　　68亘5

T00鮒πAWπ㎝じmα℃〈G㎝〕㎝’GGA舳1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Va1　G－y　G　iy

ATCAπ㎝3κAC畑κCWrCGA㎝3㎝：畑㏄㎝〕0α二㎝〕榊00二πC柵G㎝〕G0：帆；π㎝：G0〕棚・

llelleVa1↑卜rG㎞冊r晦GlyG山冶1WGlu㎞PmL㎝l1ePro腋附し創Ala㎏陥細Giy
㎝．㎝〕GQ二AmGQ二πCCCT㏄丁㎝〕㎝㎝．GATGGへ㎝二ATC㏄T㎝CπC㎝：C〈CAπ㎝二下CCC旭畑・・舳

V．1㎞Gly献G1y晦㎞州・G1・A1・V・1細G1y㎏1l1・㎞V・1晦細Hi・l1・㎞虹G㎞㎏
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G↑GCTA蜘GAG眺㎝3WW㎝C↑紅↑κ概畑㎝狐↑m㎝C棚㎜棚鰍蜘蜘℃㏄A。童雀。
Va1　Leu　Lys　G1u　G1u　Va1　P油　Ser　Va1　Tyr↑yr　Ser　Ar

　　　　　　α畑0蜘η丁舳兀↑0醐n鵬丁〔唖αη㎝㎜凧丁㎝畑蝋κ丁畑㏄州n舳W洲兀C鰍72蝸
㎝πOD㎝　　　　　鮒㎞㎝GOmCAWr㎝㎜棚πATCWCCm㎝m獅00肌mGCT㎝㎜℃、、、、
ひ㎜㎝〕TG㎝GG㎝CC棚㎝「GCκ畑rCC㈱T00■肌抑㎝帆棚mCAC↑G0：C概　　　　丁棚。、蝸
GT犯畑℃畑WCAπ㎝蜘舳㎜πσ㈱m二鵬㏄畑■C　　　　　㎝獅㏄rG0皿。。蝸
蜘㎜Wn㎜㏄　　　　　　鳩W舳　　　　　　　A榊㎜π㎜GT舳丁　　　　　　　　　76蝸

　　　　　　　㎜鰍　　　舳㎜酬㎜㎜1脳㎜　…㎜舳㎜77蝸
　　　　　　C↑α㎜㎝㎝㎜　　　　　　　αW鰍㏄蜘A柵℃㏄TA㈱↑榊↑㎝Q㈱G禍蝸
　　　　　　　　　AAGTOCACAAAA　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑TCA〈CAAAGA棚G＾↑G1「GGG〔；CAGOG↑GnG鰍「『CC〈GハGA　　7948

　　　　　　　CT蜘細κ酬㎜㎝鮎㎜酊㎜GOCA洲榊π㎜㏄κA㎜㎜。。蝸
㎝GG概㎞舳GGA柵概卿㏄鵬棚鮒㎜㎜↑Cπ㏄㎝’00㎝鰍、、、、
㏄CT棚↑ん卿C畑’GA㎝㎝DD℃細舳㎜㎝㎝κCACAW＾㏄＾mCQ伽祓柵㎝mT㎝㎝工舳丁畑WσTGT。。蝸
GT　　　　　　。　　　　　　　　丁TCTA鮒丁0二↑τCA↑ATA↑ハCA0㎝G↑ACCT↑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AGCATGATGC＾TG　　8348

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1㎜糊1㎜1㎝㎜1㎜醐

σ燃舳π卿㎝㎜㎜　　1㎜㈱帆㎜㎜㎝㎜㈱舳ATCTT　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CCACrATnCOCAG㎜TATCCCAGAATCATAC〔叫CCCTOCCハCACA↑CC柳CATCAG　　8648

畑C棚CC柳蜘m3㎝㎝00孤畑㎝㎝畑㎝㎜㎜m00独獅㎝㎜岨1伽鰍㏄舳n舳
TA：lCGCCAnTGCA↑CTA〕㎜0CτGTAACTAGAT㎜↑CTGGG〔鵬CA3TCGG㎜細AAAT㎜Gτ↑ハCAτ↑AAGQ湖G0＝：C　　8848

A工A燃A蜘て↑灯㎝㎝℃兀Cπ弘兀蜘丁舳CCnGCC柳CT鮒C　帥蝸
ACC＾GAC㎜CTCATCOCCT㎜G↑GTGTCTC↑A㎜CTT1「0こnT＾G　G　G＾G↑0C　CハC　C↑G　C↑G　GGG　GGC　　　g03g

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gG1uSer舳s㎞し創G1yG1y

㎝GTG㎝㎝GGA㏄蛆㏄㎝㎝㎝↑WC畑㎝帆TrrCκW岬．概ATC概湘GCC㏄舳
Glu　Va1Va1Leu　Gly　GIy　Ser　A…；P貯o　G1n　His　TyγG1n　G1y　Asn肺e　His　Tyr　Va1Ser　He　Ser　Lソs　A1a　G三y

↑CC↑GG　CAG　A↑C　ACC　ATG　AAG　GG　GτCAGCAGTTGTAA00σrTCCAAOCA↑CCAへA↑GCATGTCACCA↑GTGA↑CGGGGC〈GGATGGGGA下GG　　g206

Ser　Trp　G1n　He↑hr　Met　Lys　G1

㏄棚GGGGCC鮒π　　　　　A㎜π　　　　CC脳㎜㎜　　　　　■　　㎜GG。。。。
C泓CTC　　　　　　　　　　　　　　　　CTGG概rACCGT〔；τTGA　　　　　　　　　　　　　　　　A0＝：τrmTAJ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　g406

α舳rGT＾㎜丁α℃TC㎝1舳πG0㎜㏄A　　　　　　　　　　　　　蜘W概C。。。。
↑0二㎜GGTCWG肥GQGCCTQOCACCπG’mW㎝3㎝GGGCWATG㏄A㎝3㎝G㏄灯GOC鰍↑C。。。。
　　　yVa1SerVa1G1y㎞A1a↑hrL創㎏CysG1uG1uG1yCys幟州aVa1Va1畑WG1yWSe
C↑A↑ATCTCGGGCCCT＾CCAOCTCCCTGC〈G↑↑GA↑CATGCAAGCCCTGGGAG1℃AAAG〈GA《GハGAGCAAへTAA　g657

rTy川eSe・Gly㎞WSer虹㎞G1・し創i1・M・tG1・A1a㎞G1yV・1㎏G1・㎏畑Al・㎞A・

↑GT蜘㎜㎜棚㎜m3㎝㏄概㎜㎝㎜ACAC・…n

㎜r　　　　　　　㎜0㎜C1℃CC㎜1W㎜A㎜丁鮒口て：9・5・
畑丁㎜棚㎝狐　　　　π㏄蝋：κm㎝こ㎜柳OQ狐畑↑肥㎝．．㎝〕概TG↑概α氾㎝＾C・・仰
’｝，・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑yr　Va1Va1Asn　Cys　Ser　Gln　Va1P

CC＾CC㎝二CCC㏄ATC↑CCπCW㎝〕GGAGGC概；＾CC↑紅灯㎝：概：Aκ柵㎝：W㎝三㎝1榔Gm・独

m冊＾㎝㎞細11eS・r晦↑yr㎞GlyG1yA㎎WTy・W㎞S・ザ㎞献畑↑y・Va1G㎞㎏

蜘㎝WAATGTGC仙卿㎝CCT蛆㎜　　　　　　　　　・㎝・・
ATC畑舳Wm’κ；㎝m㎜灯㎜m：CTC㎜T㏄AACπm　　　鵬TA兀GG蛆πW・・…
TrrT　　　　’　　　　　　　杷π㎝W孤舳㎜畑畑1㎜Cr舳TCCCC蜘：C畑rAπG1・伽
G畑mT　　　　1πCAπA㎜CTA㎜㎜㎜．㎜丁㎝じm㎝CCAπ㎝K’　　　㎝㎜CL・棚
㎝兀η丁πCA　　　　　畑脇　　　　　　　　G～蛆　　　　　　　　　畑肥犯　　　　　’m1醐2

W㎜πGQ：㎜　　　　　　m湖舳A　　　　灯畑蝋丁紅畑て洲W棚TG㎝「Cl・棚
畑℃C㎜GG㎜㎜獅　　　　丁燃πCCT〔℃π㎝C0㏄州↑00二πC畑帆GAT㎝二㎝孤・・…
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Asn　Pro　Phe　Arg　AsnハsP　AsP㎏Cys

ATA㎝3GCT0℃CAへCGC㎝3GAC　AτC　CCA　CCA00C灯0DG㎝1㎝二↑〔C　G．℃σ陀㏄T00二くCCπC〈TC　COC107帥

11e㎞A1a㎞GlnGly㎞細11e㎞P・o㎞WGlypmVai↑rPV・1㎞GlyAiaW晦11eAr9
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AAG TfC TAT ACA GAG TTC GftC CGG CAT AAC AAT CGC ATC GCG TTC CCC TrG GCC CGC TAA GCTlccTCTGJcpcCC/~TGA ****. 

L)~ Phe Tyr Thr Gtu Phe Asp Arg His ,lsn A~) Arg lle Gly Phe Ala LLu Ala Arg *~~ 

C~r~TTTTAGGCCAAecCA~~TGG~TTCCTCa~CGCCATTCTcnlCn~rcrccCCCCMCAT~C~~l~AC/C/C~CCrTGATGAGrC * ..*. 
T/~~CTccATGTrr~~{;*,~craTTT~AAT~GTTCTTTrc~T * * . * . CTTUrcCCTT cpCCarT 

Tr ATGGTCACGCAJuca~N~~rATC~CAGATG,V~TGpGA~T~GTTrTGTT~TMAATCarl~rrrTC~GTG ****. 

TG4GGACCroAATr~ATCCCCACAACcc~MTTrAAp~~AAAA/~rriCGGCATGAT~CCATGTTTTAATCCro~ ' * * . * ･, 
GT~Grp~(~AA!WCAAATC~IGGjwrTGATACAA~~~TTaTICCfrrl:GGTT~CpC * * . * . pC~~CpCAC~TIC/~lC~3 

ACACI~l~~~ . AT~4C/CAr~AC,(~AGAOA3 pC * * + * . p~~~G,~ pCA~A 
GAC;/~AG pGAC/C~ C A~~/~pCpC AC~C,Cj~~~~~pCpC~~,CAGA * * .*. 

G,CACpCO3A~3GCTATACACkC~ATACAC~Cp~~C~ * * * * . pCj~~~~,(~ft~~ ' ATA 

~~A3~~~A3j~A3AGpG~~,AC~~A * * . * . CACACAT,C ' 
G,~~3pCU;Acoa3(~rATATAT~fsC~~ACACAO~a3CO3G~l'ACl~ * * * * . ACpCft~ ,GAN~/~A 

GpCMpC,CpC/~CpCO3MAA~pCpC~CCpGAGACATA3AC~T * * . * . lun3,CM~TACAT 
TCCC/CAC~ACACACAT/CAcrGA. TGTrTTTGTCrrGT~GTTCATGGCTTCrcTCT~TGTcc~CC,~ATTC,~A:r,GN~;TTrTTCAT~CAATTTTC * ..*. 

GCT~MAWr~TAAC~AT~~~a:rriGTccCTCT~CTT~ceGCTAT~CAGTA~/GTGTTAA~GT~TrTAATCTCAATrrG~,CAA~r *.**. 

CAATTA/~LwrmlGCTCCTCTGC/CTcrCTCTC~CcccATCOCTcc~A~ATCC~lUr~AATr~lnAAT 

CAl~TA~GT~p~CATTGTCOGccAAAA~~GCA~CAGG~A~ACTiccTccATGGTIC1:lCT~ACTrCCTG~rcc~TTCCroCCCrc * ..*. 

CTGTllGj~rCCr,GTarrGAcrri~rlll~lGATG~rGTCATCT~,VGTUT~GCC,~AGACC~rrnCCTiCGCCAAGlmGllCATGaTGTTllCAT * .* * . 

TCCA~ccrATGT~(~ 

Fig. 7. Nucleotide sequence of the rat renin gene and its flanking 
reg io ns . T he p u ta tive trans cri p tion s ta r't s ite ( nu cleo tid e I ) ¥~' as 

indicated by an arrowhead. The termination codon. TAA, is mal~ked by 
asterisks. The polyd~denylation site deduced from the rat renin CDNA (6) 
is indicated by shaded box. TATA boxes and polyadenylation signal are 
underlined by. double lines. ~~illed and or)en triangles indicate possible 
glucocorticoid and e_strogen-receptor binding sequences, respectively. A 
fille_d circle and a filled squd~ re indicate Lhe putative e,lilancet- cot^e 
sequence and CAM:P- responsive element, respectively. The idelltifier 
sequence, "A" stretch, and (CA). or (TG)~ ale undelllned The 38 bp 
tandem repeats are marked by bt-oken lines. 
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　　　Fi9．　8．　Sou七hern　　b1o亡　　ana1ysis　　of　genomic　　DNA　　and　　Phage　　DNA

con七ainin9七he　ra七renin　gene．Genomic　DNA　（10μ9）（1anes1－3〉or　Phage
DNA　（0．5　μ9）　（1anes　4－6）　was　diges七e4．wi七h　七he　fo11owing　res七ric七ion

enzymes二　X5αI　（工anes　　1　and　　4），　P8舌I　（1anes　　2　　and　　5），　and　　ρリ〃H

〈1anes3and6〉．PhageλDNAdiges七edwi七h〃三ηdIHservedasasize
marker（sizes　in　kb　in　righ七一ha口d．margin）・
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　　　　　1　　　　　10　　　　　’20　　　　　30　　　　　ω
曲1MGG－RR〃LW《LLLレW↑SCSFSしP↑0↑ASドGRlLしKKMPSVHlしε
n｛㎞一川DトRRMPLWAしLしL－WSPCπSしPTRTA↑PεRlPLKKMPSVH1LE
曲レ・MDトRRMPLWALしLL－WSPC↑FSしP↑GトπεRげしKKMPSVRεlLE
牌㎝MDGWHMPRWGしLLLLWGSC↑FGLP↑D↑↑↑ドKRけLKRMPSlRεSしK

　　　　　　　　、零　　　　　　　理　　　　マ　　　η　　　．　　　聖　　　　　　　理

伽’HGVDM↑RiSAεWGεHKKSSF↑NV↑SPVVし↑NYL0↑QYYGεlG1GT
n脇1ERGVOMTRLSAgWGVF↑KRPSL↑Nし↑SPVVL↑NYLNTQYYGεlGlGT
n温en＿21三RGVDM↑RLSA巨WDVFTKRSSLTDLlSPVVL↑NYLNSQYYGE亘GlG↑
冊e・HGVDMARLGP匡WSQPMKRLTLGNπSSVlL↑NYMD↑QYYGElGlG↑’

　　　　　　　　　　　　　岬嬢’　　110　　　　1著0　　　　1事〕
rRen　PSQTF一くVlFD↑GSANLWVPSTKCGPLY↑ACεIHNLYOSSl…：SSSYMεN
π駄、PPQTFKV亘ドD↑GSANしWVPS↑KCSRLYLACGIHSしYεSSOSSSYMl≡＝N
・駄・PPQπKVけbTGSANLWVPS↑KCSRLYしACGlHSしYESSOSSSYMEN
臨n　PPQ↑FKVVFl）↑GSSNVWVPSSKCSRLY↑ACVYHkLFDASDSSSYKHN
　　　　140　　　　　　　　　　　　　　　150　　　　　　　　　　　　　　　160　　　　　　　　　　　　　　　王70　　　　　　　　　　　　　　　工80

曲n　Gπ汀1HYGSG収V．KGFしSQDVV↑VGG〕VTQTFGεVTεしPL1汀MLA
・淋ユGSD汀1HYGSGRVKGFしSQDSV↑VGG1↑V↑QHGεV↑εLPL1打MしA
！脇＿2GDl）ド丁■HYGSGRVKGFLSQOSV↑VGGI↑VTQTFGgVγ1…lLPLIPFML＾
hRen　GTEしTLRYS↑G↑VSGFLSQDII↑VGGI↑V↑QMドGεV↑1…lMPALPFMLA

　　　　　　　　190　　　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　　210　　　　　　　　　　　　　220　　　　　　　　　　　　．　．　　　230

rRen　KFDGVしGMGrPAQAVDGVIPVドDH一しSQRVしKεi≡1VFSVYYSR一一一区S
巾レ・KFDGVLGMGFPAQAVGGV↑PVFDいしSQGVLKHVFSVYYNトー一GS
組2QFDGVLGMGFPAQAVGGV↑PVF1〕HILSQGVLKEKVFSVYYNR一一一GP
卜Pen　l≡二FDGVVGMGドIεQA－GRVTPIド0NIISQGVし一くεDVドSFYYNRDSl≡＝NS

　　　　　　　　　　　　　　　240　　　　　　　　　　　　　　　250　　　　　　　　　　　　　　　260　　　　　　　　　　　　　　　270

rPe∩　HLLGGEVVLGGSDPQHYQGNドHYVS1SlくAGSWQITMlくGVSVGPA↑LL
m胎n」1HしLGGεVVLGGSDPQHYQGNFHYVSISKTDSWQ一TMKGVSVGSS↑LL
n｛始n＿2HLLGGEVVLGGSDPl≡lHYQGDFHYVSしSlく↑1）SWQ正↑MKGVSVGSSTしL
hRen　QSLGGQIVLGGSDPQHYl≡：GNFHYINしIKTGVWQIQMKGVSVGSS↑LL

　　　　　　郷　　　畿耶　　　　耶　　　　310　　　理
rRen　C1≡＝εGCMAVVD↑G↑SYISGP↑SSL－QしIMQALGVK巨1くRANNYVVNCSQ
n㎞一CHGCAVVVD↑GSS□SAPTSSし一KL川QAしGAK巨KRほεYVVNCSQ
n㎞。CHGCEVVVD↑GSS〔SAP↑SSL一くL川QALGAKεKRLHYVVSCSQ
hPen一・．C　E　D　G　CしA　L　V　D↑G　A　S　Y　I　S　G　S　T　S　S　IεKし一MεA　L　G　A　l〈一K　RしF　D　Y　V　VκC　Nε

　　　　　　　　　　　禦　　　　零0　　　雫0　　　3侵0　　　耶
用㎝》P↑しPOlSFYしGGR↑YTLSNMDYVQKNPFRNDDLClL＾LQGLDlPPP
冊肌1VP↑LPDlSFDしGGRAY↑LSS↑DYVLQYPNRRDKLC↑しAしHAMDIPPP
。㎞、VP↑LPOlSFNしGGRAYπSSγDYVLQYPNRRDKしCTVALHAMDIPPP
1鮎GP↑LPOlSドHLGGKEY↑L↑SADYVFQεSYSSKKLCTLAHAMDlPPP

　　　　　　　　　　　　　　　　380　　　　　　諏〕　　　　　　400

冊㎝↑GPVWVLGATFlRKFYπFDRHNNRlGドAしAR
柵㎝一、↑GPVWVLGAT〔RKFYπFDRHNNRlGFALAR
曲レ。TGPVWVLGAπlRKFYTEFDRHNNRlGドAレAR
㎞↑GPTWALGA↑〔RKFYTEFDHNNR1GFAしAR

　　　Fi9画　9，　ComParison　of　ra亡　（rRθη），　mouse　（m灰θη一ノ，　m灰θη一2），　and

human　（hRθη）　PreProrenin　amino　acid　sequences－　The　sequences，
indica七ed　by　s七andard　1■et七er　amino　acid　abbreviations，　were　a1igned・

The　Pu亡a七ive　amino一七ermina1amino　acid　is　marked　by　an　aげowhead・The
ca七a1y七icauy　imPor七ant　asPa吋y1　residues　are　indicated　by　asterisks・
Gaps　l，ave　been　inserted七〇achieve　maximum　a1ignmen・ヒー
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　　　　　　　　　　　25bp

　　Fi9－　10．　Primer　ex七ension　ana1ysis　of　the　　rat　renin　gene．　　（A）　A

50－bP　fザagment　from　exon1was　kinased　wi七h［γ一32p］A↑P，hybridized　wi亡h

10μ9of　ra・ヒkidney　（1ane1）and　1iver（1ane2）mRNA，and　extended　with
reverse七ranscriρtase．An　M10mp18dideoxy　sequencin91adder（ユanes　A，C，
G，T）was　u－sed　as　for　mo1－ecu1ar　markers．↑he　nuc1eotide　1ength　of七he
Primer　（50　bP）　and　Primer　extension　Produc七s　（75　and　76　bp）　are
indicated　in　right－hand　maザgin．　（B〉　Schema七ic　represenヒa七ion　of　七he

primer．↑he　as七erisk　denotes　the　1abe1ipg　posi七ion；　B1ack　box　indica七es
七ムξ　　firs七　　exon．
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hybridized　wi七h　the32p■abe1ed　rat　renin　cRNA　for16h，亡hen　washed　in

0．1xSSc／0．1琵sDs　（1xssc：0．15M　sodium　ch1oride．0，015M　sodium　citra七e）

a七70℃．The　size　marker　used　wereε．　co〃rRNAs、↑he　fi1ter　was　then

subjected　　亡o　　au七〇radiogザaphy　　a七　　一70℃．
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　　Foザ　fur亡her　investigation，　it　is　necessary　七〇　find　ou七　aPProPria七e

ce111ines　which　synthesize　renin　cons七i七u七ive1y。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ii）　S亡r脳C七Ure　Of　㌘eni恥　葛eΩeS

　PePsin　and　chymosin，as　we11as　renin，aザe七he　we11－kΩown　members　of

七he　aspar七y1　proteinase　gザoup．　Recent1y，　亡heiザ　nuc1e〇七ide　sequences　and

七he　genomic　s七ructure　we　re　de亡e　rmined（64，65）．

　Since　i七has　been　pザoposed　that　the　members　of七he　aspar七y1pr〇七einase

fami1y　are　derived　from　a　common　ances七ra1　9ene　geΩera七ed　by　gene

duP1ica七ion　and　fusion　（66），　the　s七ザuc七ures　of　five　asParty1　P　r〇七einase

genes　were　comPared　（Fi9．　15）．

　　　As　shown　in　Tab1e　II，　i七　is　interes亡ing　to　note　七ha七　七he　intron

posi七ions　in七errup七ing　七he　amino　acid　codons　are　comp1e七e1y　conserved

among　these　enzymes　excep七for七he　exon6in七he　human　renin　gene一↑he

unusua1　snla11　exon　consis七s　of　g　nuc1eotides　and　codes　for　七he　extra　3

amino　acids〈13）n〇七found　in　mouse（36）and　rat（6）renins．

　　0七her　featu－res　indica七ed　among七hese　genes　are　as　f611ows；i）↑hese

genes　consis七s　of　g　exons　and8in廿ons　exc1uding七he　human　renin　gene．

ii）　The　七wo　cata1y七ica11y　impo吋an七　aspar亡y1　resi（lues　a　re　encoded　by

exon3and7，respec七ive1y（exon3and8in1ヒhe　human　renin　gene）．

　　The　simi1ari七y　in七he　s七ru－c七ura1organiza七ion　of　these　genes　indica亡es

七hat　　亡hey　　are　　evo1u七iona11y　　re1a七ed，　　suggesting　　that　　the　　aspaザ七y1

PrOteinaSe　gene　fami1y　iS　ariSen　frOm　a　COmmOn　Origin．
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sys七ema乍ic　circu1a七ioΩhas　been　known（72，73）．I七accoun七s　for70－90％of

七he七〇七a1p1asma　renin．↑he　ovary　and　uterus　a1so　c01廿ain　a1arge　amoun七

〇f　prorenin　which　comprises　we11oveザthe　七〇亡a1renin　（2）．　Renin　or　a

renin－1ike　enzyme　was　Presen七in　the　uterus　of　a11sPecies　examined．The

concentra七ion　of　renin　is　1ow　in　the　non－pザegnan七u七eザus　aΩd　increases

d・・i㎎P・・9・…y・M・・亡・㎝i・i…　七・・・…　i・七・早…　i…ti・・f・・m，

Prorenin．　The　enigma　of　七he　se1ec七ive　secre七ion　of　Pザorenin　in　these

tissはes　remains七〇be　reso1ved．Kidney　is　known　to　secre七e　on1y　a　sma11

amoun七〇f　proreΩin　〈74）、Therefore，七he　increase　of　prorenin　in　p1asma

during　pregnancy　or七he　mens七rua1cyc王e　might　be　derived　from七he　ovary

or　　u七erus．　　The　　regiona1　　and　　ce11u1ar　　1oca1iza七ion　　of　　a11　　of　　七he

componen七s　of　the　ザenin－angi〇七ensin　sys七em　in　the　ovary　and　u一七erus

sugges七s七ha七七hese　enzymes　and　peptides　are　c1ose1y　invo1ved　in　even七s

re1ated　　t〇　　七he　　ザeProduc七ive　　Process．
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艦齢・ く16S

Fi9．13． Norしhern 1）loヒanalysis．A 20一μ9 SamP1e of　mRNA frOm　　hurnan

nOrma1 kidney （lane1）， i1eal CarC1nOma （1ane 2），and nOrma1　SmalI

inteStine （Iane　3） WaS subjected　to Nor七hern b10’ヒting　aS described　1n

Materia1s　and　Me七hods （ChaPter　I〉． ExPoslげeonX寸aymmwasdoneat
一70℃　foザ　24　h Wi七h　an intensifying　screen． The　size　markers　used We　re

ca1f and　ε． C0〃 rRNA．
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CccTGGGi~~~~ATCAA~CAGAfTccTGTG- ----nd~eo- I ------AT ~CATC~TIG JG~~~~3AA3CCTCA3 
~0 - lO * *~ 

ri~ CT~CTGCCAT(~ccarGaX~~~~ATCAC pccA~aGCC]GTG- ------ ------ ------a3TGTGi~~~ p~ ~~ccTCA3 

** 

hlbl CT~C]GCClITCTACCccA ~~C~i~ATC~~C,WOC - - -'GA/lTllecAATCA/CUCATGCATal~lGi~~~,~~G~G- -AIG 

wikr~l GGTCT~G~- ~T A 

-1 

rRen --TCT-~CX~--~CT-~ 

hRerl - -~TA~cn~cc~A 

Fig. 14. Pairwise alignment of the sequences around the promoter 
region of the rat, mouse, and human renin genes. Shadded box indicates 
the putative transcription start site. "TATA" boxes are displayed in the 
negative format. Asterisks indicate mismatches; dashes indicate gaps 
introduced for optimal alignment. 
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human　and　ra七　renin　genes　migh七accoun七　for　a　mediator　of　estザogen

signa1　がα　i七s　sPecific　recePtor　on　the　gene　regu1a七ion．　However，

七he　re　　is　　no　　direc七　　evidence　　that　　彦〆αη8－ac七ing　　facto　rs　　bind　　七〇

tenta七ive　c麦8－ac七ing　sequences　in　七he　renin　genes　and　renin　mRNA

syn亡hesis　is　initia七ed　by　七he　interaction　of　fac七〇rs．

　　　　Since　angi〇七ensin　　II　（AH）　affects　　in亡race11u1ar　ca1cium　　and

PhosPho1iPase　ac七ivi七y・，　there　are　many　p〇七en七ia1　ro1es　for　Prorenin

ひ6α　AH　ac七ion，　ranging　from　　an　effec七　〇n　pi七ui七a∫y　1uteiΩizing

ho　rmone　re1ease　（78）　to　faci1itation　of　e99　extrusion　（79）o　r　a1亡e　ra七ion

of　ovarian　s七eroid　biosyn七hesis　in　a　manner　simi1ar七〇七he　knowΩaction

of　　angi〇七ensin　　on　　adrena1　cor七ica1　s七eroid　　biosyn七hesis　　（80）．　　The

comming　years　shou1d　see　exci七ing　new　research　in七his　regaザd．Renin　has

been　found　in　the　ma1e　repoduc七ive　sys七em　（57），but　it　remains　to　be

dete　rmined　whe亡heザ　p　ro　renin　is　syn七hesized　in　the　testis　iΩ　a　manne　r

ana1ogous七〇七ha七in　the　ovary　or　u七erus．Wha七ever七he　outcome，it　seems

1ike1y　七ha七　a　new　form　and　func七ion　of　七he　renin－angiotensin　sys七em

exis七s　　七ha七　　〇Pe　ra七e　　iΩdePerlden七1y　　of　　changes　　in　　circu1a七ing　　ac七ive

renin，and　the　effec七〇f　which　is　regu1a七ed　by　changes　in　proザenin．

　　　↑his　new　prorenin　sys七em　seems　七〇　be　invo1ved　in　ザeproductive

fu－nc七ion．　Fu七ure　work　to　e1ucidate　ovarian　and　u一七erine　Prorenin　func七ion

may　have　c1inica1　imp1ica七ions　　iΩ　七he　　fie1ds　of　bir七h　con七m1，

infer七i1ity，　and　七〇xemia　of　pregnancy．
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