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P−1　39　　ヒ ト20 α
一
水酸化ス テ ロ イ ド脱水 素 酵素 〔HSD ）の 遺伝子 構造 の 解析

関 西 医大 産 婦 人 科、同 医化 学 ＊

中 嶋達 也、西 澤幹雄＊ 、安田勝彦、岡 田 英 孝、実 積 真 由美，斉 藤淳 子，伊藤誠二 ＊ 、神崎秀 陽

　20 α
一
水酸化 ス テ ロ イ ド脱 水 素酵 素 （hydroxysteroid　dehydrogenase：HSD ）は，プ ロ ゲス テ ロ ン代謝 の 屯体 とな

る 重要 な酵素で ある。すで に ラ ッ トで は、2〔工α
一HSD の ク ロ

ー
ニ ングが行われて、遺伝子 構造が明 らかに なっ て い

る。しか し、ヒ トで は、生殖器系に おける20 α
一HSD の クロ

ー一ニ ングは行われて おらず、遺伝子構造は、まだ明 らか

に な っ て い な か っ た。　 ［目的］ ヒ トに お け る2e 　or　−HSD の 遺伝子 構造 を解析す る こ と。　 ⊂方法1 イ ン フ ォ
ー一

ム ド ・コ

ンセ ン トを得 た患者か ら作製 した ヒ ト遺伝 子 ライ ブラ リーを、ラ ッ ト20α
一HSDcDNA プ ロ ー一一ブを用 い たハ ィブリダ

イ ゼーシ ョ ン に よ っ て ス ク リ
ー

ニ ン グし た。こ の 方法 に よ っ て 得た 陽性 ク ロ
ー

ン を遺 伝子 に特 異 的な プラ イ マ
…

を用

い た PCR 法 によ っ て 分類 し、塩基配列 の 決定を行な っ た。　：成績］ ヒ ト20 α
一HS 　Dme 伝子 の 構造 を決定する こ とがで

きた c ハ イブリダイゼー
シ ョ ン による ヒ ト遺伝子 ライブ ラ リ

ー
の ス ク リ

ー
ニ ングで は、少なくとも4種類の 遺伝子を

得た が、そ れぞ れ を 区別で きな か っ た。しか し、遺 伝子 に 特 異 的 な プ ライ マ t−一を 用 い たPCR 法 を 用 い る こ とに よ っ

て，そ れ らを 区別 して 同定 す る こ とがで きた。そ して、ヒ ト20 α
一HSD 遺伝 子 と構造が非常に よ く似て い る別 の 遺伝

子 が、少 な く とも3種類存 在す る こ と もわ か っ た。 ［結謝 ヒ ト20 α
一HSD 遺伝 子 構造 を初め て 明 らか に し た。生体

内で の プ ロゲ ス テ ロ ン 濃度は、生合成 と代謝に よ っ て 調節 を受けて お り、本研究が、生体内で プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃度の

調節が ど の ように行わ れ て い る の かを解明す る
一
助 とな る こ とが期待 され る 。

P− 1　40　 マ ル チ プレ ックス PCR 法を用い た着床前遺伝子診断の 基礎的研究
一

マ ウス単
一一

割球か らの 性別診断

兵 庫医大，同 先端医学研 発生生殖
＊

阪田和子 ， 澤井英明  小森慎二 ，長谷川昭子Z香II晧二

［目的］着床前受精卵 の 割球を用い た 遺伝子 診断 は重症な遺伝性疾患の 診 断 方 法 として 、欧米で は すで に臨床 に応用され

てい る。その 方法としてPCR法または FISH法、もしくはこれらを組み合わせた方法が研究されて い る。多くの 遺伝性疾患で み
られ る単

一
遺伝子 変異で は FISH法を用い ることは 困難なため 、　PCR 法による診断 にな るが、我 々 は基礎実験として、　PCR 法

の 精度 に影響を与える要因につ い てマ ウスの 単
一

細胞 （白血球、受精卵）を用い てその 精度を検討した。
〔方法］マ ウス の Y染色体特 異 的 プライマ

ー2種類（SRY ，ZFY ＞とX染色体特異的 プライマ
ー1種類（NDS ）を混合したMultlplex　PC

RをNested　PCRで行 う方 法を検討した。　Multiplex　PCR を行うことで、　PCR 法の 増幅失敗を最小 限とし、　Nested　PCR を行うこと
で 、単

一’
細胞中の DNA か らの 安定した増幅を目指した 。

［成績ユ本研究方法 にお い ては、PCRの Taq　p 。lymeraseの 種類 で は
一

般に 増幅効率の 高い とされるPE 　Taq　Geldで は安定し

た増幅 が得 られ ず、む しろ耐熱性 に 優れた PE　Stoffel　Fragmentで 良好な結果を得た。また PCR 反応液中の Mg濃度を標準域
よりか なり下げることで 目的とする遺伝子 の 正確な増幅が得られた。またNested　PCR の 2周期 目を複数サ ン プル で 行 うことが

増幅失敗を最小限に抑えると考えられる。これらの 条件を厳密 に設定することで、ほ ぼ100mに近い 正 確な性別判定をマ ウス

単
一

細胞 か ら行うことができた。

［結論］PCR 法による着床前遺伝子診断 の 基礎実験としてマ ウス 単
一
細胞か らの 性別判定を試 み、信頼性 の あ る結果が得ら

れた。

P−141 ヒ ト卵胞刺激 ホ ル モ ン （FSH ）βサ ブ ユ ニ
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【目的 】FSH を始 め と す る グ リ コ プ ロ テ イ ン ホ ル モ ン の 各 サ ブ ユ ニ ッ トは そ の 構造の 麺 似 性 か ら 叩s面皿e森 not 撃owth

Lftctcrsの ス
ーパ ー

フ ァ ミリ
ー

に 分類 さh る。cysd血 e−knCt は 分子 構造の 錐 持、その 生 物学的活 性 に 重 要な 役割 を果 た

す で あ ろ うこ と は 示唆 され て きた が、FSH βサ ブ ユ ニ ソ トに お け る cristine −knot 構造の 役割に つ い て は、不 明 な点が

多い 。FSH βサ プ ユ ；
ッ トの Cystille−knot構造の 役部に つ い て 分子生物学的 手法 を用 い て検討 した。【方法】PCR を

用 い た S重te．directed　mutagenesis を 行 い 、　FSH βサ ブ ユ ニ ・
ソ トに お け る disulfide　bOnd（S−S　bOnd）の うち、Cytitine−knuC

捕」造 に 関与 し な い Cys20CyslO4閏 の Sお bomd を な く し た もの （Cys20−104）と 〔tystine−imot 搆造 に 関 与 す る

CyS28Cys82　N の S−S　bond をな く した もの （Cys28−82）を作製、チ ャ イ ニ
ー

ズハム ス タ
ー細 胞 で 発現 させ 、そ の 細 胞 内

外の 安定性 jn 　Vitroに お け る生 物 学 的 活性 な ど を検討 した 。
　Cys2alO4

，
Cys28−82 と も に a サ プ ユ ； ッ ト との ヘ テ ロ

ダ イマ リゼ イ シ ョ ン が過剰 に抑 制 され た た め、ヘ テ ロ ダ イマ リゼ イシ ョ ン を無視 で きる よ う単一分 子構 造 で 検 討 した。
【成績】細 胞 内外 の 安定性 は Cys20−104 につ い て は 野生型 と 比較 し麦化 なか っ た が、　Cys28−82 に つ い て は 分泌 速度 が

遅 く、培 養液中の 回 収率 も悪 か っ た。FSH 　receptor 　bindingは Cys20−104 につ い て は 野生 型 と 比較 して 結 合能 が 低 く、
C四 28尋2 に つ い て ttry 生型 と ほ ぼ 同程 度の 結 合 能 を認 め た。1結 論 】FSH βサ ブ ユ ニ ッ トに お け る cys1 加 e．  ot 構造

は 分子構造 の 安 定性に は 関与す る もの の ．その 生 物 学的 滲性 に は 関与 し な い 可能蛙が 示唆 さ れ た、
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