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蛋白質遺伝子 の 構造解析

350　　　 LPA （lysophosphatidic　 acid ）の 胚輸

送に及 ぼす影響に つ い て
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【目的1 卵管特異糖蛋 白質は 哺乳動物聞 に広 く存在

して い るが、そ の 生殖 生理学的活性は未解明で あ

る。同分子 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を作製し生 体内意

義を明らか にする た め遣伝子構造解析 を行 っ た。

【方 法1 我 々 の 報告 した マ ウ ス 、ハ ム ス タ
ー

及 び

ウ シ卵管特異糖蛋 白質 cDNA の ア ミ ノ 酸配列 よ り

相 同性 の 高 い 部 分 を選択 し、こ の 部分に相補的な

プ ラ イマ ー
（20　−25 皿 er）を合成 し、　 Long 　PCR を施

行 し た 。 ゲ ノ ム DNA を Kpnl で 処理後、　T4 −rigase

を 用 い self　 ligation させ 、熱処理法に よ り 環状

DNA に ラ ン ダ ム に nick を導入 し 、
こ れ を 鋳型 と

し た 互 い に 逆向き に 設定 した プ ライ マ
ー

を用 い

Inverse　PCR を施行 した。　 【成績】マ ウ ス cDNA を

数箇所 に分 け て PCR を施行 した。　 塩基数83−311間

1．2kb、83−456間3．Okb、349−1103間7．3kb、349−1444

間8．6kb 、 1066−2037間1．9kbとそ れ ぞ れ増幅 され 、

PCR 産物 は 電気泳動 上明瞭な バ ン ドと して 認め ら

れ た 。 マ ウ ス 卵管特異糖蛋白質を コ
ー

ドす る 遺伝

子を含む ゲ ノ ム DNA は こ れ らの 結果 よ り、エ ク

ソ ン の 5倍長 の イ ン トロ ン をもち、約 12kb 以上

ある こ とが推定された 。 イ ン トロ ン は塩基数 83．

456 間　エ ク ソ ン 374bp に対 し約 970bp、349−1103

間 エ ク ソ ン 755bpに対 し約 6500bp 、1066・2037 間

は エ ク ソ ン 972bpに対 しイ ン トロ ン 950bp含む と

予想 さ れ 、ゲ ノ ム 前半部分 に 巨大 なイ ン トロ ン が

存在 して い た Q ゲ ノ ムDNA を Kpn∬ で消化後、　 self

ligationし た 鋳型 を用 い た Inverse　PCR で は、約

3．8kb の 増 幅物 が 得 られ た 。 こ の 増 幅物 は 再度

Kpnl で 、1箇所の み 切断される こ とを確認した 。

【結論】PCR ，　 Inverse　PCR に よ りマ ウ ス 卵管特異糖

蛋 白質遺伝子 をプ ロ モ
ーター

領域を含み 増 幅す る

こ と成功 した 。

【目的】LPA （lysophosphatidic　acid ）は 、卵胞液中

に 多量に含まれ ラ ッ ト子宮お よ び腸管の 平滑筋の

収縮 を促進す る な ど様々 な生理活性 を有す る こと

が 報告 されて い る 。 今回我 々 は子宮 と同様に平滑

筋 を有する卵管 の 胚輸送に対するLPA の 影響 と そ

の 作用機序 につ い て 検討 した。　【方法】6週齢 の

ICR雌 マ ウ ス をPMSG とhCG で過 排卵刺激 した後同

系雄と交配させ 、hCG 投 与48 時間後に 卵管を摘 出

し、以 ドの 実験を行 っ た。 1）摘 出した卵管 をlos

〜
工O　s｝vlの LPA を加えた培養液（Whitdngham

’
s　T6

＋ 0．4％BSA ）中 で 24時間培養 し、全回収胚数に対す

る卵管外へ 排出 された胚数の割合（胚輸送率）に及 ぼ

すLPA 濃度の影響を検討 した 。 さらにLPA105M 加

培養液中 で 培養 して い る卵管 の 胚輸送能に 対する

2 ＞indomethacin　10μM お よび verapamil 　10μM の 培

養 液 へ の 添 加 の 影 響 な らび に 3 ）Pertussis

toxin （PT ）200ng ／ml の 前処 置の影響を検討 した 。

【成績】 1 ）卵管の 胚輸 送率は LPA10bM 群で は

60．5％であ り対 照群の 33．1％ に比 し有 意 に高率で

あ っ た（p 〈 0．05）。 2 ＞LPA105M に verapamil 　lOμM

を添加す る こ とに よ り、LPA の胚輸送促進作用は

消失 した（LPA 群 vs 　LPA ＋ verapamil 群 ：60、1％ vs

20 ，4 ％、p〈 0 ．Ol ）が 、　 LPA10sM に indomethacin

10μM を添加して も、LPA の 胚 輸送促進作用 を抑制

しなか っ た（しPA 群 vs 　LPA ＋ indomethacin群 ：62．6

％ vs　 56，0％）．、3）PT　 200ng／ml の 前処置に よ り

しPA の胚輸送促進作用は消失 した（LPA 群 vs 　LPA ＋

PT 群 ：58，0％ vs 　26．1％、　p＜ 0．05）。　【結論l　LPA

は卵管に お ける胚輸送能を促進す る こ とを明 らか

に したが、その 作用はG 蛋白に連結 した受容体を介

し、Caチ ャ ン ネ ル を作動 させ る こ とに よ り起 こる

と考えられる。
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