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137　　　 hCGβサ ブ ユ ニ ッ トにお けるセ リ ン結

合性糖鎖の付加部位認識機構

138　　　　 1n　situ 　hybridization法 を用 い た

卵管特異糖蛋白質発現の解析
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［目的］hCGβサ ブユ ニ ッ トに は
，

血 中半減期な

どの 生物学的特性保持に重要な役割をは たす， 2

箇所の ア ス パ ラギ ン （Asロ）結合性糖鎖 と 4箇所の

セ リ ン （Ser）結合 駐糖鎖が 存在する．　 Asn結合性糖

鎖の付加部位認識には普遍性がある

（Asn−X・Ser　 or 　Thr）の に対 し，
　 Ser結合性糖鎖の

付加部位認識に つ い て は特定の 配列は認め られ て

い ない ．本研究で は in　 vitl
’
o　mutagenesis を用

い て hCG βサ ブ ユ ニ ッ トの Ser結合性糖鎖の 付加

部位認識機構を検討 した．

［方法］オーバ ー
ラ ッ プPCR 法を用い て 種 々 の 長

さ にC末端側を短縮 した hCG βサブ ユ ニ ッ ト変異体

遺伝子を作成 し発現 ベ ク タ
ー

に組み込んだ後，

CHO細胞 に遺伝子導入 した ．
35S

標識ア ミ ノ酸添加

培養液中で産生 された蛋白に対 し
， 免疫沈降反応 ，

SDSポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動，オ
ー

トラ

ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を行な い ，分子量 の 変化を比 較す

る こ とで 糖鎖の付加の 有無を検討 した。

［成績ユ最 もN末端 に 近 い Ser結 合 性糖鎖 の 付加部

位で あるSer121を含み，ア ラニ ン 123をC末端 とす

る hCGβサブ ユ ニ ッ ト変異体は CHO細胞に て 産生 さ

れる際 ，糖鎖の 付加 を受けなか っ たが，こ れ よ り

C末端側 を正常の ア ミ ノ酸配列に従 っ て順次延長

し た場合 ， 変異体蛋白は
， そ の 延長の 程度に応 じ

たSer結合性糖鎖の付加 を受けた．

［結論］hCG βサ プユ ニ ッ トに お け る 4 箇所の

Ser 結合性糖鎖付加部位 は各々 独立 した認識信号

に より糖鎖の付加 を受ける もの と思 われる．その

認識信号の C末端側 に おけ る 境界は糖鎖付加 を受

けるSerか ら次の 糖鎖付加部位にあたるSer まで

で ある こ とが示唆 され た．

目的　哺乳動物の卵管上皮よりある種の糖蛋白質

が分泌され受精、初期胚発生に関与す ることが報

告され て きた。今回我 々 はハ ム ス ター卵管特異糖

蛋白質oDNA の 単離に成功したので、これを用い i皿

situ 　hybridization（ISH）1こよるmRNA の 組織上にお

ける局在 と発現の解折を試みた、

方法　卵管特異穩蛋白質塩基配列決定時に作製し

たdeletion　mutant 　pD 崩 を用い 、非対称 PCR法 に

よ りジ ゴ キ シ ゲニ ン標識一本SUBNAブ ロ ーブを調整

した。次に ノザンプロ ッ トにより目的 とするmRNA

の存在を確認後ISHを施行 した。組織は4％PFA／PBS

により固定 しパ ラフ ィ ン切片を用い た。発色は

NBT／BCIPを基質 とするアルカ リフ ォ ス フ ァターゼ

シ ス テム に て行 っ た。

成績　ノザ ン プ ロ ッ トでは、ハ ム スター卵管に約

2、4Kbの 鮮明なシグナルが検出され た。卵管以 外の

組織では検出 されなか っ た。ISHを施行した ところ、

卵管上皮に特異的にシ グナル を認めた。卵管膨大

部は卵管峡部に比較 し特にシグナルが強がっ た．

細胞内で は基底側及び核周囲部 に 局在を認めた。

性周期、
「
個萍発生を検 討 した

1
ところ、性周期で は、

proestrus 期に 明らかなシ グナルの減弱を認めた。

また、局在もestrus 期からdiestrUE＃Eにかけて卵

管膨大部のシ グナルは増強される傾向を示 し
．
た．

個体発生では 2週令 ごろよ り弱い シ グナルが発現し

5週令に て 成熟ハ ム ス ターと同様の発現 パ ター
ンを

示した。

結論　卵管特異糖蛋白質は性周期及び性成熟に 同

調して 卵管上皮に発現されることが明 らか になっ

た。こ の事からこの物質の発現は、性ホルモ ンに

制御 され る こ とが示唆される。
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