
公募研究:2000年度
c G M P 系 関連遺 伝 子多 型 に基 づい た循 環器 疾 患遺 伝 的要 因の解 明 と

その 医療 へ の応用

●斉藤 能彦

京都大学臨床病態医科学第二内科

研究の目的

心血管保護効果が報告されている2つのcGMPをセ

カンドメッセンジャーとするeNOSとGC-A系に注目し

てその遺伝子多型と循環器疾患との関連研究を遂行す

ることが、本研究の最終目標である。

検討結果と考察

邦人に多発する冠攣縮性狭心症の成因を研究する上

で、この成因にeNOS遺伝子異常が関与しているとの

仮説に基づき、冠攣縮性狭心症と健常対象者それぞれ

10名のDNAを用いて、 eNOS遺伝子全エクソンと5'

転写調節領域1.6Kbpにわたり、 SSCP法で点変異を検
索した。その結果、エクソン7のミスセンス変異

(Glu298Asp変異)と、 5'転写調節領域に、 3カ所の点

変異(T-786C,G-922C, T-1468A変異)を、見つけた。

5'転写調節領域の3つの変異は同一対立遺伝子上に

存在していたが、ゲルシフトアッセイによると-786C

変異プローブのみでシフトバンドが認められ、変異型

の非標識プローブではバンドは消失したが、野生型の

非標識プローブでは競合せず、変異型の配列により親

和性が高く結合する蛋白質の存在が示唆された。さら

に、 T-786C変異部位を11bp欠失させた変異リポータ
ーを作製してルシフェラーゼアッセイを行ったとこ

ろ、この欠失クローンは野生型クローンと同等までル

シフェラーゼ活性が回復した。これらの結果より、 T-

786C変異にサプレッサー蛋白質が結合しいることが

示唆された。 T-786C変異近傍は既知の転写調節配列

と相同性が認められず、このサプレッサーを精製する

ことにした。こ`の蛋白質を精製するにあたりHela細胞

の核蛋白質を300mg調整し、 2段階のイオン交換クロ
マトグラフィー、アフィニティービーズにて、 SDS-

PAGE上50Kdのシングルバンドに精製することに成功

した。この蛋白質をゲルより抽出し、アミノ酸配列を

決定した。この決定されたアミノ酸配列はreplication

protein A(RPA)の部分配列と100%一致した。さらに

ゲルシフトのシフトバンドはRPAに対する抗体でスー

パーシフトし、また、リコンビナントRPAを用いても

同様のゲルシフトが確認された。さらに、 RPAの転写

開始点付近の塩基配列を基にしたアンチセンスを

HUVECに導入すると変異型リポーター活性が有意に

回復することが確認された。これらの一連の結果より

変異型eNOS遺伝子の転写はRPAを介して抑制されて

いることが証明された。
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