
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

159

　　　　　　　　　　　　　　　　 シ ン ポ ジ ウ ム （異生物間で の 遺伝子導入）　 33

ヤ ギ 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 の ク ロ
ー ニ ン グ と 家 畜 育 種 の 展 蟄

（京 大 ・農 ・農 化 、　＊ 畜 産 ） O 駒 野 　 徹 、 酒 井 　 裕、　山 野 好 章 、　＊ 入 谷 　 明、

＊ 内 海 恭 三

　 1 ） 目 的。　 微 生 物 で 得 ら れ た 分 子 育 種 に 閲 す る 知 見 は 次 第 に 高 等 生 物 に 応 用 さ れ、 特

定 の 遺 伝 子 を 目 約 と す る 生 物 に お い て 発 現 さ せ よ う と す る 試 み が 多 く な さ れ て き て お り、

有 用 物 質 の 生 産 に、 医 薬 の 諸 分 野 に 応 用 さ れ て い る 。 本 研 究 は 成 艮 性、 泌 乳 性 を 向 上 さ せ

る た め の 家 畜 の 分 子 育 種 を 目 的 と し た も の で、 一
巡 の 研 究 を 通 し て 動 物 の 育 種 に 役 立 っ こ

と を 念 願 と し て い る 。

　 2 ） 方 法 。 　 ヤ ギ 成 長 ホ ル モ ン （gGH ）cDNA は 、 ヤ ギ 脳 下 垂 体 よ り poly （A）RNA を 抽 出 、 精 製

し た 幾 、 Okayama − Bergth に よ り 調 製 し、 ウ シ 6HcDNA を プ ロ ーブ と し て 分 離 し た 。 成 長 ホ ル

モ ン ゲ ノ ム DHA は、 ヤ ギ 脾 臓 よ り 高分 子 DNAを 杣 出 し、 こ れ を 制限 酵 素 旦鍵 II、 旦璽 雕 で 消 化

し、 GDNA を プ ロ
ー プ と し て サ ザ ン ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 16 −21　 kbp 画 分 の DNA を

シ ャ ロ ン 28、お よ び EHBL3 の HamHI 切 断 部 位 に ク ロ ーニ ン グ し て ス ク リーニ ン グ を し た 。 そ

の 繕 渠、 陽 性 シ グ ナ ル を そ れ ぞ れ 得 て 9GHI お よ び ggH2 と 命 名 し た e 　 gGH を 罵 い た 形 質 転 換

マ ウ ス を 作 製 す る た め に 、 gGH の 上 流 に メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遣 伝 子 の プ ロ モ ータ ーを 達 結 し た

も の を 受 稲 卵 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り導 入 し た 。 形 質 転 換 マ ウ ス を 検 出 す る

た め に マ ウ ス 個 体 か ら DNAを 袖 出 し、 精 製 し た 後 、　 cONA を プ ロ ープ と し て ス ロ ヅ ト プ ロ ッ ト

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ーシ ョ ン を 行 っ た 。 陽 性 の シ グ ナ ル の で た も の に つ い て サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ーシ ョ ン で 確 認 し た 。

　 3 ）結 果 。 　 gCH の 全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果、 ウ シ 、 ラ ッ ト、　ヒ ト の GH と gGH と は ア ミ

ノ 酸 配 列 に お い て 99Z ，83X ，66Z の ホ モ ロ ジ ーを 有 し て い た。 9GH の cDHA の シ グ ナ ル ベ プ チ

ド 部 分 の 下 流 に あ る 制 限 酵 素 切 断 部 位 で 切 断 し、 そ の 上 流 部 位 に 合 成 DNA を 連 結 し て メ チ オ

ニ ル GH を ク ロ ー ン 化 し、 大 腸 菌 に 形 質 転 換 し て aH の 生 産 を 試 み た と こ ろ、　 Uestern −ELISA7 去

に よ り G 日の 生 産 が 確 認 さ れ た。

　 得 ら れ た 2 種 類 の DNA ク ロ ー ン の う ち、 9GHI に は 1 っ の GH遺 伝 子 が 、 9GH2 に は 2 っ の GH遺

伝 子 が 存 在 し て い た 。 gGHIは 5 つ の エ キ ゾ ン 、　4 つ の イ ン ト ロ ン か ら な り、 第 1 イ ン ト ロ

ン に は グ ル コ コ ル チ コ イ ド リ セ プ タ ー
の 結 合 部 位 が 存 在 し た。　ま た 繰 り 返 し 配 列 が 3 っ の

遺 伝 子 の 上 流、 下 流 に 同 じ よ う に 存 在 し て お り、 Alu フ ァ ミ リ ー な ど と 同 じ よ う な 特 徴 を 持

つ こ と か ら、 遺 伝 予 重 複 に 何 ら か の 役 割 が あ る も の と 考 え ら れ る。

　 約 500 個 の マ ウ ス の 受 精 卵 に DNA 溶液 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン で 導 入 し、 約 400

個 が 物 哩 的 に 生 き 延 び た。 一晩 培 養 し た 後 320 個 が 2 細 胞 に 分 裂 し．た 。
こ の う ち 260

個 を レ シ ビ ェ ン ト マ ウ ス の 卵 管 に 移 植 し た 結 果 、　30 匹 の 子 孫 マ ウ ス が 得 ら れ た 。 マ ウ ス

の 尾 の D甑 を 用 い た ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン で 隅 性 の シ グ ナ ル が え ら れ た

も の は 6 個 体 で あ っ た 。
こ の う ち 2 個 体 が サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ヨ ン に よ り 形 質 転 換

マ ウ ス と・確 認 さ れ た 。 形 質 転 換 法 に っ い て も 討 論 を 行 い た い 。
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