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310 マ ウス に お ける ヒ トGross　cystic 　disease　fluid　protein15（  DFP15 ）相同蛋 白の 発現

およびそ の 遺伝子解析

山形 大

吉田 雅人　齊藤英和　廣井正 彦

（目的）Gross　cystic 　disease　protein　15（GCDFP15 ）は ヒ ト乳腺腫瘍 に お い て 最初に見つ か っ た 15〜20kDa
の 糖 蛋 白 で あ り、唾液、母 乳．精 漿な どの 体 液 に も 含 ま れ て い る 。ア ン ドロ ゲ ン や プ ロ ラ ク チ ン な ど の 生 殖

ホ ル モ ン 反応性である こ とよ り、 生殖生理 の 面 で の 役割が推測され る。今 回 われわれは マ ウス にお い て ヒ ト
GCDFP15 と 相 同 性 の 高 い 蛋 白 を 検 出 し、そ の 遺伝 子 構 造 を 解 析 した の で 報告 す る。（方法） DBA ／2 マ ウス

よ り顎下腺を摘出後、盟
一PCR 法を行 い 、約 14kDa の マ ウ ス 顎下腺蛋白の cDNA を得た 。 これ をもと に プ

ライ マ ーを設定 し、マ ウス ゲ ノ ム DNA を材料と して PCR を行い 、　 GCDFP15 遺伝子 の 塩基配列 を決定 し、
さ らに ヒ トGCDFP15 との 相同性 を調 べ るため に配列内の 構造 を 比較検討 した。（成績）貯 一PCR 法 に よ り、
約 0．6kb の 単

一
なバ ン ドが得 られた。マ ウス ゲ ノ ム DNA を 用 い た PCR の 結果 よ り、　 GCDFP15 遺伝子 は約

4．6kb の大きさで 、0．1kb の エ ク ソ ン 4 個と 3 個の イ ン トロ ン （2．2kb、1．6kb、0．3kb）で構成さ れて い た。
これは ヒ ト   DFP15 遺伝子 と ほ ぼ同 じ構成で あ っ た。コ

ー
ドして い る ア ミ ノ酸 は 146 個 で 、47 ％ が ヒ トと

相同で あ っ た。またホモ ロ ジ
ー

検索 （FASTA ） で は、　 seminal 　vesicle 　autoantigen （SVA ）などの 遺伝子

構造 の 似 た 糖 蛋 白 は確認 で き た が、相 同な も の は な か っ た。（結論） マ ウス に お い て も ヒ ト   DFP15 と相

同な 蛋 白 が 発現 して い た 。 そ の 機能は ヒ ト蛋 白同様 に明 らかで はな い が、今後他の 発現臓器 の 同定やホル モ

ン 反応性 の 有無等を検討 しなが ら、GCDFP15 の 役 割 を 解 明 して い く予 定 で あ る 。

311 ヒ ト子 宮内 膜 に お い て 月経周期 に よ り変動す る遺伝 子 の 解析
一cDNA 　expression 　array 法 に よ る検討
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［目的 ］ 月 経周期 と と もに 子宮内膜 局 所で の サ イ トカ イ ン、成長 因子 、接着 分 子、細 胞 外 マ トリ ッ ク ス 等 の 発現 の 変
動が み られ、着床や そ の 後 の 妊娠維持に おける これ らの 果た す役割 が示唆 さ れて い る。しか し．ヒ トの 生体 内に お い

て どの よ うに 制御 され て 作 用 す る の か は 不 明 な 点が 多 い。本 研 究で は、ヒ ト子宮内膜 にお い て 月経周期 に よ り変動 す

る 遺伝子 の 解析を試み た。　［方 法 ］患者の 同意の もと、手術 に よ り得 られ た 増殖期 と分泌 期 の 子宮内膜 よ りRNA を

抽 出 し、cDNA 　expression 　array 法 を施 行 した。　 cDNA 　expression 　array に は．既知 の サ イ トカ イ ン、増 殖 因子、シ グナ ル

分チ 、転 写 因 子の ユ ニ ークな cDNA 断片が 含 まれ 遺伝 f発 現 の 分 析 が 可 能 で あ る 。また 子 宮内膜 間 質 細胞 を分 離 培養
しプロ ゲス テ ロ ン存在 下 で 培養 しRNA を抽出 し、　Northern・blot法 にて 遺伝 子 発 現 を 比較 した。　［成績1 両月経周期 と

も同様 に 発現が 認 め られ た
一

つ にEPS （EGF −pathway・sllbstrate ）15が あ り、　Northern　b］ot で 子 宮 内 膜 組織 に 同様 にEPS15
の 発現 を 認 め た。また 分泌期 にお い て 発現量の 増加が 認 め られ る ス ポッ トを選別 し た と こ ろ、こ の

一
つ が

IL（lnter］eukin ）
−15で あっ た 。 子宮内膜組織 のNorthern・blotにお い て も増 殖期 に比 べ 分泌期 に お い て IL−15の 発現 の 増 加

を 認めた。さ ら に ヒ ト子 宮 内膜 間 質 培養細胞 に お い て プ ロ ゲ ス テ ロ ン添 加 培養 に よ る 細 胞 分 化 （脱 落膜 化） 誘導 に よ

り［L−15の 発現が増加 した。　［結論］ ヒ ト子宮 内膜 局所に お い て ．IL−15は プ ロ ゲス テ ロ ン に よ り誘導 され る 局 所 因子

の 　つ で あ る こ とが 判 明 し た。

312 妊娠 初期 ヒ ト絨 毛 に お け るX 染色 体不活化解析
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［目的 】マ ウス 絨 毛 で は 父 性 （父 親由来）X 染色体が 選択的に 不 活化 さ れ 妊娠維持 の 鍵 とな っ て い る 可 能性 が あ る が 、ヒ

ト絨毛 で は 明確な結論 が な い た め検討した。Ih法］妊娠7〜8週 の 人 工 妊 娠中絶時 に了解 を得て 絨毛お よび 妊婦末梢
血 を採取 し、絨毛の 染色体検査 と と もにgellomic　DNA を抽 出 した。一部 の 絨 毛 は ホ ル マ リ ン 固 定 後 パ ラ フ ィ ン 包埋

し切片 よ り トロ ホ ブ ラ ス ト細胞塊をmicrodissecIionしDNA を得た n
　 x 染色体不活化解析 は、不活化 にf半うDNA メ チ ル

化 部位 を切 断 しな い 制 限酵素 （」Vpall）処理 後、　X連鎖遣伝子PG κ （phosphoglyceratc　kinasc　gene）　exon 　1近傍 をPCR 増 幅

（増幅領域内にHpaJI切 断部位が存在）し、増幅領域内の BstXl切断部位 を多型解析す る こ とに よ っ た 。 ［成績］絨毛検

体46例中21 例が46 ，XX で あ り、21例 Hi　BstXl　k 型 ヘ テ ロ で あ っ た（不 活化 現 象 が評価 叮能 で あ っ た）検体 は 11例 で 、そ

の うち6例 は母親が BstXl多型 ホ モ であ っ た。　 PCR 増 幅BstXl処 理 産 物 の 泳動 に よ る定 量的 検討 にお い て 、6例 中5例
で 父親 由 来 バ ン ドビー

ク が 母親 由来 ピー
ク よ り優 っ た が 優位性 は 1｛〕．− 3倍 と多様で あり、残 り1例 に は 差異が な か っ

た 。 micmdissecti 【m に よ る トロ ホ ブ ラ ス ト68検体で は、27検体 で 父親由来バ ン ドの み、9例で 母親由来バ ン ドの み が

検出 さ れ た が 、32 検体で は 両 親 由 来 の バ ン ドが 検 出 され た。［結論］結果は 父 性 u且leleが メ チ ル 化 に よ FJ　IlpulJ切断 さ

れずPCR 　temp ］ate 中に 相対的に 多 く含 まれ た ため PCR 増 幅 BstXl処 理 産物量 も多 く得 られ た こ とを 意味 し、ヒ トで

も父 性 X 染色 体 が 多 く不 活 化 され て い る こ とが 示唆 さ れ る n しか し ヒ ト絨毛 で は マ ウ ス よ りそ の 程度が 小 さ く、ヒ

ト発生段階 で の X 染色体不 活化開始は マ ウ ス よ り遅 い 01 能性が あ る 。
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