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緒 言

近年 の遺伝 子工 学の進 歩 は著 しい ものが あり,

次 々 と数 多 くの 遺伝 子が クローニ ングされ,従

来 タンパ ク質か らの アプ ロー チが 困難 であ った

物 質 で も,そ の構 造 が遺伝 子 レベ ル で明 らか に

されて きてい る.そ して血液 学は 診断 ・治療 の

両 面に お いて,こ の恩 恵 に最 も浴 して い る分 野

であ る よ うに思 われ る。 ヒ トの遺伝 子 と して初

めて ク ロー ニ ン グされ た グロビン遺 伝子1) 2)は,

現 在 で もその構造 と発現機 構 が最 も解明 され た

遺 伝子 で あ り,サ ラセ ミア症候 群 では種 々の遺

伝 子異常 が報 告 され て い る3).血液 凝 固の分野 に

おいて も,現 在 判明 してい るすべ ての凝 固麹 子

の遺伝 子がす でに クロー ニ ン グされ,凝 固異常

症 の なか で も血 友病 にお いて は病 態の解析 及 び

保 因者 診断 ・出生 前 診断 に貢献 してい る4).

ヒ トの キニ ノゲ ン遺伝 子のcDNAの 単離 は

Takagakiら5)に よ つて行 われ,そ の塩基 配列 が

決定 され てい る6).それ に よ ると構 造遺伝 子は全

長約27kbで, 11個 のexonに よ って構成 され て

い る.そ して特徴 的 な こ とは,図1の よ うに こ

の一 つの 遺伝 子 よ り, RNAプ ロセ ッシングの違

い(alternative splicing)に よ り2種 類のmRNA

が生 成 され,高 分 子 及び低分 子 キ ニ ノゲ ンが そ

れ ぞれ合 成 され る とい うこ とであ る.即 ち,両

者 に共 通 なN末 端 のheavy chainと ブ ラ ジキ

ニ ンを含 む領域 はexon 1～9とexon 10の5側

78ヌ ク レオチ ドで コー ドされ,そ れ ぞれ に特 異

的 なC末 端 のlight chainは 高 分子 キニ ノゲ ン

ではexon 10の 残 りの3側 で コー ドされ るのに

対 し,低 分 子 キニ ノゲ ンではexon 11に よって

コー ドされ てい るこ とが 明 らか に され て いる.

第1編 で述べ た ご と く,高 分子 キニ ノゲ ン欠損

症 には 高分 子 キニ ノゲ ンのみが 欠損す る症例 と

高分 子 ・低分 子の両 キニ ノゲンが欠損 す る症 例

が あ り,こ れ らの 欠損症 の発現機 構 の違 いは極

め て興味 の あ る問題 であ る.し か し現 在 までに

キニ ノゲ ン欠損 症の 遺伝子 につ いて の解析 は全

く行 わ れてい ない.

著 者 は第1編 にお いて本 邦にこおけ る キニ ノゲ

ン欠損症 の タンパ ク質 レベ ル での解析 をモ ノ ク

ロー ナ ル抗体 を使用 したimmunoblottingに よ

り行 い,結 果 として異常分 子が 認め られず,完

全 欠損 であ るこ とを確 認 した.本 編 では,遺 伝

子 レベ ルでの解 析 を ヒ トの キニ ノゲ ン遺伝 子の

cDNA (phKG 36)を プ ロー ブ と してSouthern

 blottingにこよ り行 った成績 お よび正 常 日本 人

で制 限酵素MspIに み られ たRestrlction Frag

ment Length Polymorphism(以 下RFLP)に

つ いて報 す る.

方 法

第1編 と同 じく本邦 で報 告 されている高分 子 ・

低分 子両 キニ ノゲン欠損症4家 系7-10)の発 端者 と

調査 可能 であ った第1家 系.第2家 系のヘ テ ロ
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症例,及 び高 分子 キニ ノゲ ン、単独 欠損症 の1家

系11)の発端者 とそのヘ テロ症例,さ らにこ血 縁関係

にない正 常 日本 人15名,ま たMspIに よるRFLP

の確認 には 更に血 縁関係 に ない正常 日本 人33名

を対象 に追加 検討 した. Southern blottingは 通

常 の方 法12)に従 った.プ ロー ブには ヒ トのキニ ノ

ゲ ン遺 伝子 のexon 10の 高分 子 キニ ノゲ ンにこ特

異的 な領域 を除 く他 の全 ての領域 を コー ドして

い るcDNAク ロー ンphKG365)を 使用 した.

図1　 ヒ トの キ ニ ノゲ ン遺伝 子 の 発現 様 式

BK: bradykinin

HMW: high molecular weight

LMW: low molecular weight

1. 高 分 子DNAの 抽 出

未 梢 血20mlを ヘ パ リン加 で採 血 し,デ キ ス ト

ラ ン 法 に よ り 白血 球 層 を採 取 した. PBSに て2

回洗 浄 後, 10mM Tris-IOmM disodium EDTA

 (pH 7.5)に 白血 球 を107cells/mlと な る よ うに 浮

遊 し た.そ の 白 血 球 浮 遊 液 に0.5%SDS (sodium

 dadecyl sulfate)及 びproteinase K (Sigma,

 St. Louis, MO) 100μg/mlを 加 え, 37℃ で6～12

時 間 加 温 した.そ の 後, NaClを150mM加 え,

フ ェ ノー ル抽 出 を2回 行 っ た.フ ェ ノー ル は0.05

M Tris (pH 8.0)で 飽 和 後0.1% 8

-hydroxyquinolineを 加 え, 4℃ で保 存 してい る

もの を使 用 した.続 いて クロロ フォル ム-イ ソ

ア ミルア ル コー ル(V/V=24:1)で 同様 に2

回抽 出 を行 っ た.最 後 にこ得 た水 層 に, 2倍 量の

100%エ タ ノー ル(-20℃)を 加 え, DNAを 沈

澱 させ,先 端 を封 じたパ スツー ル ・ピペ ッ トで

釣 り上げ た, 70%エ タ ノー ル と100%エ タノー ル

で順 次洗 浄脱水 した後に乾 燥 させ た.そ の後,

 10mM Tris- 1mM disodium EDTA (pH 8.0,

以下TE液 と略 す)に 溶解 して保 存 した.

2. 制 限酵素 に よるDNAの 切 断 と電気 泳動

エ ッペ ン ドル フ ・チ ューブ に,上 述の 方法に

よ り得 た高分 子DNAを 約5μg入 れ,必 要量

の制 限酵素 及び添付 の緩衝 液 を加 え, TE液 を

追加 して計20μ1と した.真 核細 胞のDNAの

切断 には,原 核細 胞 の5-10倍 量 の制 限酵素活

性 が必要 であ る.混 和 後,遠 心 し, 37℃(但 し,

制 限酵素TaqIは65℃)で 約4時 間加 温 した.

反 応終 了後, 70℃ で5分 間処 理 し,制 限酸素 を

不 活化 した.今 圏検討 に常 いた制限酵 素 はEcoR
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I, HindIII, BamHＩ, PstＩ, ScaＩ, Bgl.II,

 PvuII, MspＩ, AluI, HaeIII, RsaＩ(Nippon

 Gene, Toyama), XbaＩ(Toyobo, Tokyo),

 HpaＩ(Takara Shuzo, Kyoto), TaqＩ(Beth

esda Research Laboratories, Gaithersburg,

 MD)の 計14種 類 で あ る.以 上 の 操 作 に よ り得 ら

れ たDNA断 片 を平 板 ア ガ ロ ー ス ・サ ブ マ リ ン

型 電 気 泳 動 装 置(Marysol, FA-8420, Tokyo)

に て, 20mAで 約12時 間 泳 動 し た.ア ガ ロ ー ス

(Sigma, St. Louis, MO)の 濃 度 は4塩 基 認 識

の 制 限 酵 素 で は1.2%, 6塩 基 認 識 の もの では0.8

%と し た.マ ー カー 用 の 色 素 に はBPB (Bromo

phenol blue)を,サ イ ズ ・マ ー カ ー と し て は λ/

HindIII digest,φx174/HaeIII digest (Nippon

 Gene, Toyama)を,泳 動 用 緩 衝 液 に はTSE液

(0.089M Tris-borate, 0.089M boric acid,

 0.002M EDTA)を 使 用 した.

3. DNA断 片 の メ ン プ レ ンへ の 移 行

電 気 泳 動 終 了 後,ゲ ル をEthidium bromide

 (Sigma, St. Louis, MO)で 染 色 し,ト ラ ン ス

イ ル ミネ ー タ ー(Vilber Lourmat, TF-35M,

 France)上 で,ポ ラ ロ イ ド写 真 を撮 影(Polaroid,

 MP-4).そ の 後,ゲ ル を0.25M HCl液 中 で 約

10分 間 振 盪 し,蒸 留 水 で 濯 い だ 後,ア ル カ リ変

性 液(0.5M NaOH, 1.5M NaCI)中 で 約45分

間 振 盪 し,ゲ ル 中 のDNA断 片 を1本 鎖 に した.

再 び 蒸 留 水 で 濯 い だ 後,中 和 液(1M Tris-HCl

 pH 8.0, 1.5M NaCI)中 で 約60分 間 振 盪 し た.そ

の 後,通 常 の 方 法 に よ り13),プ ロ ッ テ ィ ン グ を行

っ た.ま ず,ト レ イ の 中 に20×SSC (3M NaCl,

 0.3M Trisodium citrate)溶 液 を 入 れ, 2×SSC

に 浸 したWhatman 3MM濾 紙 を ガ ラ ス板 の

上 に の せ,変 性 ・中 和 を終 え た ゲ ル を濾 紙 の 上

に 置 き, 2×SSCに 浸 して お い たnylon mem

brave (Amersham, Hybond-N, UK)を 乗せ た.

メ ン プ レ ン と 同 寸 大 のWhatman 3MM濾 紙

を2×SSCに 浸 して そ の 上 に 置 き,さ らに ペ ー

パ ー タ オ ル,続 い て ガ ラ ス板 をの せ,約1kgの

重 し を か け た.こ の よ うに 毛 細 管 現 象 を 利 用 し

て, overnightで トラ ン ス フ ァー した.翌 朝,以

上 の 組 立 をは ず し,メ ンプ レ ン を2×SSCで 濯 ぎ,

ペ ー パ ー タ オ ル で 水 分 を 取 っ た 後,サ ラ ン ラ ッ

プ でつ つみ, DNAが 吸 着 して いる面 に紫 外 線(312

nm)を 約5分 間 照 射 し て,ハ イ ブ リダ イ ゼ イ シ

ョン ま で 室 温 で 保 存 し た.

4. ハ イ プ リダ イ ゼ イ シ ョ ン

プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ンは,ま ず 超 音 波 ・

加 熱 処 理 後 の サ ケDNA (1㎎/ml, Sigma, St.

 Louis, MO)を95℃ で5分 間加 熱 後 急 冷 し, 1

本 鎖 に 変 性 させ て お く.プ ラ ス チ ッ ク ・バ ッ グ

(Kapak/Scotchpak, Minneapolis, MN)に ご紫

外 線 照 射 の 終 っ た メ ン ブ レ ン を 入 れ,上 述 の サ

ケDNA200μl及 び ハ イ ヅ リダ イゼ イ シ ョ ン緩

衝 液(0.5% SDS, 6×SSC, 5×Denhardt's

 solution=0.1% bovine serum albumin+0.1

% Ficoll+0.1% polyvinyl pyrollidone)を5

ml/100m2membraneと な る よ う に加 え た 後,空

気 を 追 い 出 し,ポ リシ ー ラー(Fuji MFG, PS-

210E, Osaka)で 閉 じる.こ の 状 態 で,恒 温 振 盪

器 にこて65℃ で1時 間 以 上 加 温 し た.

プ ロー ブ の 作 製 はRandom Primed DNA

 Labeling Kit (Boehringer Mannheim GmbH,

 WG)に よ り行 っ た.即 ち,エ ッペ ン ドル フ ・チ

ュ ー ブ に ヒ トの キ ニ ノゲ ン遺 伝 子 のcDNAク ロ

ー ンphKG 36を50ng入 れ , 95℃ で5分 間 加 熱

後 急 冷 し. 1本 鎖 と す る.そ れ に3μlのdATP,

 dGTP, dTTP mixture及 び2μlのreaction

 mixtureを 入 れ, [32PI dCTP (3000Ci/mmol,

 ICN Radiochemicals, USA)を5μl (50μCi)

加 え,蒸 留 水 で 計19μlと し た 後, 1μlの

Klenow enzymeを 追 加 し,緩 や か に 混 和 した.

 37℃ で30分 間 反 応 させ た後, 2μlのEDTA(0.2

M, pH 8.0)を 加 え 反 応 を 終 了 さ せ,エ タ ノー ル

沈 澱 を し て適 当量 のTE液 に 溶 解 して お く.得

られ た 比 活 性 は平 均1.0×109dpm/μgで あ った.

プ レハ イ ブ リダ イゼ イ シ ョ ン終 了 後,ハ イ ブ

リダ イゼ イ シ ョ ンに 移 る.ま ず,サ ケDNA 200

μlび プ ロー ブを95℃ で, 5分 間 加 熱 後 急 冷 し,

 1本 鎖 と して お く.プ ラ ス チ ッ ク ・バ ッ グ の 封

を切 り,中 の 液 を捨 て,ハ イブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ

ン緩 衝 液 を前 回 同 量 及 び 上 述 の サ ケDNAと プ

ロ ー ブ を 入 れ る.再 び 空 気 を追 い 出 し,ポ リ シ

ー ラー で 閉 じ る.こ の 状 態 で,恒 温 振 盪 器 に て

65℃ で12時 間 以 上 加 温 す る.

5. オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー

ハ イ ブ リダ イ ゼ イ シ ョン 終 了 後,プ ラ スチ ック ・
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バ ッ グか ら メン ブ レ ン を取 り出 し, 6×SSC+0.1

%SDS液 中65℃ で15分 間 振 盪 し た.続 い て,

 2×SSC+0.1%SDS液 中 で 同 様 に60分 間 振 盪

し,最 後 に, 0.1×SSC+0.1% SDS液 中 で 同様

に15分 間 振 盪 し た.洗 浄 終 了 後,ペ ー パ-タ オ

ル で メ ン プ レ ンの 水 分 を と り,サ ラ ン ラ ッ プ に

包 ん だ.

カセ ッ ト(ELK, PL 8×10, Tokyo)の 中 に

DNAが 付 着 して い る面 を フ ィ ル ム(Fuji, RX

 8×10)に 付 け る よ うに して メ ン ブ レ ン を 入 れ,

増 感 紙(Dupont, Cronex lightning-plus)の 存

在 下 に-70℃ でovernightオ ー トラ ジ オ グ ラ フ

ィー を行 っ た 後,現 像 ・定 着(Fuji, Rendol &

 Renfix)を 行 っ た.

図2　 制 限酵素EcoRIを 用 いたSouthern blotting

に よ る解 析

上 段 に は制 限 酵素 の 切 断部 位 を示 す.

異常 バ ン ドは → に て示 した.

B1: Fujiwara trait

B1: Fujiwara traitの ヘ テ ロ症例

B2: Tachibana trait

B2: Tachibana traitの ヘ テ ロ症例

B3: 宗像 らの症 例, B4: Kishino

H1: 塚 井 らの 症例

H1: 塚 井 らの ヘ テ ロ症例

NR:正 常 人

結 果

1. 制 限酵 素 地 図 の 完成 して い るEcoRＩ,

 BamHＩ, HindIIIに よ る検討

Kitamuraら の報告6)に よれば,ヒ トの キニ ノ

ゲ ン遺伝 子 にお いて,制 限酵素 地 図の完 成 して

い る もの はEcoRＩ, BamHＩ, HindIIIの3種

類で あ る.従 って先 ず これ らの 制 限酵素 に よる

検討 を行 った.

1) EcoRＩ

図2に 示 す ご と く,正 常 人に お いて は, 19.0

kb, 7.6kb, 6.4kb, 5.4kb, 4.4kbの5本 のバ ン

ドが得 られ,制 限酵 素 地 図に合 致す る所 見 であ

った.両 キニ ノゲ ン欠損症 では4家 系 とも正常

人 と同様 の結果 が得 られ,大 き な異常 を認め な

か った.一 方,高 分 子 キニ ノゲ ン単独 欠損症例

では, 7.6kbの バ ン ドが 消失 し,新 た なバ ン ド

の 重複が6.4kbに み られ た.そ のヘ テ ロ症 例 で

は, 7.6kbに ヘ テ ロ ・バ ン ドを認め た.

図3　 制 限酵 素BamHＩ を用 い たSouthern blot

tingに よる解 析

上段 には 制 限酵 素 の切 断部 位 を示 す.

略 号 は図2に 同 じ.

2) BamHＩ

図3に 示 す ご と く,正 常 人 に お い て は, 27.0

kb, 8.8kb, 3.0kbの3本 の バ ン ドが 得 られ,
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これ も制 限酵 素地 図 に合致 す る所 見 であ った.

またこの 酵素 に おい て も,両 キ ニ ノゲン欠 損症

例 では大 きな異 常 を認め なか った.一 方,高 分

子 キニ ノゲ ン単 独欠 損症 例 では, 8.8kbの バ ン

ドが消 失 し,新 たに8.2kbの バ ン ドが 出現 した.

そのヘ テ ロ症例 で は, 8.8kbと8.2kbに ヘ テロ・

バ ン ドを認め た.

3) HindIII

図4に 示す ご と く,制 限酵素 地 図 よ りみれ ば

正常 人 にお いて本 来 バ ン ドは6本 あ るべ きであ

るが,実 際 に は, 18.0kb, 10.5kb, 7.6kb, 3.6

kb, 1.6kbの5本 のバ ン ドが得 られ た.バ ン ド

の長 さ よ り推 測 すれ ば,エ クソン7の 一 部 とイ

ン トロ ン7の 大 部分 を含 む 断片が 認識 され てい

な いよ うであ る.原 因 としては,ハ イブ リダ イ

ズす るエ クソ ンの部 分 が短 く,今 回の条件 では

バ ン ドとして得 られ なか った可能 性 が最 も考 え

られ る.こ の 酵素 で は,両 キ ニ ノゲン欠損 症例

の みな らず,高 分 子 キニ ノゲ ン欠損 症例 にお い

て も大 きな 異常 を認め なか った.

図4　 制 限酵 素HindIIIを 用 いたSouthern blotting

に よる解 析

上 段 に は制 限 酵素 の切 断部 位 を示 す.

略 号 は 図2に 同 じ.

以上 の 結 果 よ り,両 キ ニ ノ ゲ ン 欠 損 症4家 系

で は い ず れ もdeletion, insertion, rearrange

mentな どの 大 き な 異 常 を認 め な い こ とが確 認 さ

れ た.ま た,高 分 子 キニ ノ ゲ ン 単 独 欠 損 症 例 で

は,図5に 示 す ご と く, EcoRＩ とBamHＩ の 結

果 か ら イ ン トロ ン7の 部 分 欠 失 を疑 わ せ る 所 見

を認 め た.

2. 制 限 酵 素TaqＩ に よ る検 討

両 キ ニ ノゲ ン欠 損 症 例 に お い て 大 き な 異 常 を

認 め な か つ た こ と よ り,次 にone point mutation

が お こ りや す いhot spotで あ るCpG部 位 を認

識 す る制 限 酵 素TaqＩ14)を 用 い て 検 討 した.

正 常 人 に お い て, 4.4kb, 2.8kb, 2.3kb, 0.82

kb, 0.54kbの5本 の バ ン ドが み られ た が,両 キ

ニ ノ ゲ ン欠 損 症 例 及 び高 分 子 キニ ノゲ ン単 独 欠

損 症 例 に お い て も,正 常 人 と同 様 の パ タ-ン が

認 め ら れ た.

3. そ の 他 の 制 限 酵 素 に よ る検 討

1) ScaＩ

図6に 示 す ご と く, ScaＩ は, 5'フ ラ ン キ ン グ

領 域 に1ヵ 所 切 断 部 位 が 確 認 さ れ て い る が,制

限 酵 素 地 図 は 完 成 さ れ て い な い6).こ の 酵 素 を用

い る と,正 常 人 に お い て, 10.5kb, 8.6kb, 3.7

kb, 2.7kb, 2.3kb, 2.0kb, 1.8kbの7本 の バ

ン ドが 得 られ た.両 キニ ノゲ ン 欠 損 症 例 で は,

や は り大 き な 異 常 を 認 め な か っ た が,高 分 子 キ

ニ ノゲ ン 単 独 欠 損 症 例 で は, 10.5kbの バ ン ドが

消 失 し,新 た に13.0kbの バ ン ドの 出 現 が 認 め ら

れ た.そ の ヘ テ ロ症 例 で は, 13.0kbと10.5kbに

ヘ テ ロ ・バ ン ドが 認 め ら れ た.

2) BglII

図7に 示 す ご と く, BglIIは イ ン トロ ン9と エ

ク ソン10のjunction部 位 に1ヵ 所 切 断 部 位 が 確

認 され て い る が,制 限酵 素 地 図 はや は り完 成 さ

れ て い な い6).こ の 酵 素 を用 い る と,正 常 人 に お

い て, 13.0kb, 5.4kb, 4.9kb, 3.7kbの4本 の

バ ン ドが 得 られ た.両 キ ニ ノゲ ン 欠 損 症 例 で は,

同 様 に 大 き な 異 常 を認 め な か っ た が,高 分 子 キ

ェ ノゲ ン単 独 欠損 症 例 で は バ ン ドの 濃 度 よ りみ

て, 5.4kbと4.9kbの バ ン ドが 消 失 し,新 た に

4.9kbと4.6kbの バ ン ドが 出 現 して い る よ うに

思 わ れ た.

そ の 他 に も, PstＩ, PvuII, XbaＩ, HpaＩ,

 AluＩ, HaeIII, RsaＩ を 用 い て検 討 し た が,両

キ ニ ノ ゲ ン 欠 損 症 例 に も高 分 子 キ ニ ノゲ ン 単 独
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図5　 高分子キニノゲン単独 欠損症で推測されたイン トロン7の 部分 欠失部位

欠失部位 を斜線にて示す.

図6　 制 限酵 素ScaＩ を用 い たSouthern blotting

に よる解 析

上段 に は制 限酵 素 の切 断部位 を示 す.

略号 は 図2に 同 じ.

図7　 制 限酵 素BglIIを 用 い たSouthern　 blotting

に よる解 析

上 段 には 制 限酵 素 の切 断 部位 を示 す,

略 号 は図2に 同 じ.
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欠損症 例 に も異常 を認 め なか った.

図8　 制 限 酵素MspＩ でみ られ たRFLPに よ る保 因者 診断 の 試 み

P1: Fujiwara traitお よびKishinoのproband,

P2: Fujiwara trait (case 2),P3: Fujiwara trait (case3 ),

●,□:家 系 内 のヘ テロ症 例, NR:家 系 内 の凝 血 学的 正 常者

4. 制限 酵素MspＩ でみ られ たRFLPに つ い

て

制 限酵素TaqＩ と同様にone point mutation

のhot spotで あ るCpG部 位 を認識 す る と言 わ

れ てい る制限 酵素MspＩ14)を 用 いて検討 を行 っ

た ところ,上 述の13種 類 の制 限 酵素 では認 め ら

れ なか っ たRFLPを 観察 した.即 ち, 2.6kb,

 1.8kb, 1.3kbの3本 のバ ン ドは共通 にみ られ た

が, 3.2kbと2.5kbにpolymorphismが 認 め ら

れ た.そ こで,血 縁 関係 にな い正常 日本 人の検

討例 数 を計48名 に 増 した とこ ろ,各 々 のfre

quencyは0.70と0.30で あ った.

次 に,こ のRFLPが 保 因者診 断 に利用 可能か

ど うか,家 系 調査 が可能 であ った両 キニ ノゲ ン

欠損 症第1及 び 第4家 系(第1編,図2, 4参

照)に つ いて検 討 を試 みた,結 果 を図8に 示す.

第1家 系(Fujiwara)で は,左 よ り第1・ 第2・

第3レ ー ンが 欠損 症例 で, 3.2kbの バ ン ドのみ

を認 め た,第4レ ー ンが そのヘ テ ロ症例 で,3.2

kbと2-5kbの 両方 の バ ン ドを認 め た.し か し,

同一 家系 内の 凝血 学的正 常 者に お いて も欠損症

例 やヘ テ ロ症例 と同様 のパ ター ンが認 め られ,

保 因者 診断 には利 用 で きな いこ とが判 明 した.

また 第4家 系(Kishino)で は,左 よ り第1レ ー

ンが 欠損症例 で, 2.5kbの バ ン ドの み を認 めた.

しか し,こ れ もヘ テ ロ症例 と同一家 系 内の凝血

学的正 常者 の間 に差 は見い だせ ず,保 因者 診断

は不可 能 であ った.

5. 高分子 キニ ノゲ ン単 独 欠損症 におけ るイン

トロン7の 検 索

高分 子 キニ ノゲ ン単独 欠 損症 例 にお いて イン

トロン7の 部 分 欠失 を疑 わせ る所 見 を得 たため,

次に 同部位 を含 むgenomic cloneλhKG-A6)を

用い て欠 失の確 認 を試み た.即 ちgenomic clone

λhKG-AをHindIIIで 切 断後,イ ン トロン7を

含む 断片 を回収 し,こ れ をプ ロー プ と して 同様

にSouthern blottingを 行 った.し か し結果 は

バ ン ドが ス メアー状 にな り, Alu familyに 代 表

され るrepetitive sequenceの 存在 が示 唆 され,

欠失 の確認 に は至 らなか った.

考 察

本 邦 で報 告 され てい るキニ ノゲ ン欠 損症5家

系 を対象 に,ヒ トの キニ ノゲン遺伝 子のcDNA

をプ ロー ブ として使 用 したSouthern blottingに
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よ る遺伝 子解 析 では,高 分 子 ・低 分 子両 キ ニ ノ

ゲ ン欠損症4家 系に お いてい ずれ も各種制 限酵

素 に よ る切 断パ ター ンは正 常 人 と比 較 して大 き

な変化 が み られず,数 百塩 基対 にこ及ぶdeletlon,

 insertion, rearrangementは 考 えに くい よ うに

思 われ た。 この よ うにSouthern blottingに よ

る解 析 にお いて大 きな変 化 を認め な い とい う結

果 は血 友病 にお いて も では な く,異 常 遺伝 子

の 同定 が可能 な もの は5%に 過 ぎない と言 われ

てい る15).このよ うな場 合考 えられ る異常 として

は,数 百塩基 対 以下 の小 さなdeletion, insertion

やane point mutation,あ るいは タンパ ク質 の

プ ロセ ッシ ン グ ・分 泌 にtrans-actingに 関わ る

他 部位 の 遺伝 子異常 な どがあ る16).なかで もone

 point mutationに よる異常 は,遺 伝 子工 学的 手

法 の進 歩 ・普 及に伴 い 多 くの 報告 がみ られ るよ

うにな って きて い る.例 えば,血 友病Aの 場合,

第Ⅷ 因 子の構 造遺伝 子 が186kbと 今 まで クロー

ユ ングされた ヒト遺伝 子で も最火の もの17)で全例

において塩基 配列 を決定す るのは不可能 であ り,

また血 中蛋 白量 が極め て微 量 で変 性 しや す く,

蛋 白よ りの アプ ロー チ も困難 であ るため,好 ん

で制 限酵素TagＩ に よるone point mutation

の検 出が用 い られ てい る18).そしてCGA→TGA

の終止 コ ドン出現 に よるナ ンセン ス変異19)や,

 CGA→CAAに よ る ミスセ ンス変 異20)が報告 さ

れ てい る.一 般 にナ ンセンス変異 では活性欠如 ・

抗 原 陰性 の重症 で あ るが,ミ スセ ンス変 異では

軽症例 が 存在 す るこ とを考 えれば,両 キニ ノゲ

ン欠 損症 はナ ンセ ンス変 異に よ る ものか もしれ

ない.一 方,血 友病Bで はす でに タンパ ク分 析

が な されて い る症例 もあ り,ま た 第IX因 子遺 伝

子 が第皿 因子 遺伝 子に比べ33.5kbと 比較 的短

い21)こと もあ り,全塩 基配 列の検 討が行 わ れ,抗

原 陰性 の重症例 での, one point mutationに こよ

るsplice junctionの 異常22)や単塩 基欠失 に よる

frameshiftか ら終 止 コ ドン を形成 した症 例23)も

報告 されて い る.他 にサ ラセ ミア症候 群 では プ

ロモー ター領 域のATAボ ックスの変 異24)や,

ポ リA部 位 の約20bp上 流 に あるAATAAA切

断 シグナルの変 異25)なども報 告 されている.以 上,

種々 の遺伝 子 異常 が考 え られ るわ けで あ るが,

ここで非常 に興 味深 い こ とに,高 分 子 キニ ノゲ

ン欠損 ラ ッ トではその病 因が ヒ トα1-アンチ トリ

プ シン異常 症 でみ られ る分 泌 異常 に ある とい う

報 告26)があ る.つ ま り,一 つの ア ミノ酸 置換 に よ

り翻 訳後 の高次構 造 形成 が う ま くいか ず,輸 送

に障害 を きたす27)とい うもので あ る、当 然,ヒ ト

にお いて も同様 の遺伝 子 異常 が考 え られ る。 そ

こで 以上 の よ うなone point mutationの 有無

を検 出す る 日的 で, hot spotで あ るCpG部 位

を認 識す る制 限酵素TaqＩ に よる検 討 を試 みた

が,正 常 人 と異 な るパ ター ンは得 られ なかっ た.

従 って,ヒ トの高分 子 ・低 分子 両 キニ ノゲ ン欠

損症 にお け る機 序に つい ての これ以 上 の検 討 は

やは り塩基 配列 の決 定にこよらねば な らない と思

われ る.

高 分子 キニ ノゲ ー 独 欠損症 の1家 系 にお い

て は,複 数 の制 限酵 素にこお いて正常 人 と異 なる

バ ン ドが 出現 した.制 限酵 素地 図 の完成 して い

るEcoRＩ, BamHＩ で の結果 よ り,イ ン トロ

ン7の 部分 欠 失の あ るこ とが強 く示 唆 された.

そこ で欠失の確 認の ため, genomic cloneλ

hKG-AをHindIIIで 切 断後 イ ン トロン7を 含む

断 片 を回収 し,そ れ をプ ロ-ブ としてSouthern

 blottingを 行 ったが, Alu familyで 代 表 され る

repetitive sequenceの 存在 のた めか,バ ン ドは

ス メアー 状 とな り,こ の 方法 では確 認す ること

はで きなか った.こ れ以 上 の検 討 はや は り塩基

配列 の決 定 に よらねば な らないが,こ の異常が

alternative splicingに 影響 を与 え,高 分 子 キニ

ノゲ ンが産生 され ず,低 分 子 キニ ノゲ ンのみが

産 生 されて い る可能 性は あ る と思 われ る.

mRNAの スプ ライシングの機 構 につ いてはい

まだ不 明 な点 が 多い28).ま ず イン トロ ンの5'ス

プ ライス部位 が切 断 され,そ の結 果生 じた5'末

端 が3'末 端 付近 のブ ランチ部 位 と呼ばれ る配列

と結合 し,ラ リアー ト構 造 を形成す る,続 いて

3'ス プ ライ ス部位 の切 断 と, 2つ のエ クソンの

連 結 が起 こる と言 われ てい る.現 在 認 め られ て

い る共 通配列 は イ ン トロ ン両端 のGT・AGで

あ り,ブ ランチ部位 の配 列 は必 ず しも厳 密 に保

持 されて はまい ない とい う29).そして,ス プ ライス

部 位 の 認識 に関 与 す る 因子 と して核 内低 分 子

RNA・ 蛋 白複合体(snRNP)の 存 在が知 られて

い る.今 回高 分子 キ ニ ノゲ ン単独 欠損症 で疑 わ
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れ た よ うなイ ン トロ ンの 共通 配列 部位 以外 の欠

失 また は挿 入 で も,ス プ ライ シン グの効率 に影

響 が で る とい う報告 が あ り, mRNAの スプ ライ

シングにその2次 構 造の関 与が示 唆 されている30).

しか しこれに対 しては否定 的 な報 告 も有 り31),い

まだ検 討 の余地 が あ る ところ であ るが,イ ン ト

ロ ンの部 分 欠失 の ためmRNAの2次 構 応に変

化が生 じ, alternative splicingに 影響 を与 えた

こ とも考 え られ る.

一 方
,一 つ の遺伝 子 よ りRNAプ ロセ ッシン

グの 違 い にこよ り機 能 の 異 な る2種 類 以 上 の

mRNAが 生成 す るalternative splicingは,ヒ

トで も既 に多 くの報 告 があ り32),代表的 な もの と

しては免 疫 グロプ リン遺伝 子33)・カル シ トニン遺

伝 子34)があ る.免 疫 グロブ リン μheavy-chain

遺伝 子の発 現 において, B細 胞の分 化 にこ伴 いIgM

の 膜結合 型か ら分 泌 型へ の変化 がalternative

 splicingに よ って行 われ,こ の際 ポ リア デ ニル

化部 位 の選択 機構 が重 要 な調節 を して い るとい

う33)そ して その調 節 にtans-actingな 因子 の

関 与が示 唆 され てい る35).また,カ ル シ トニ ン遺

伝 子の発 現 にお いて も,カ ル シ トニ ンとCGRP

と呼ば れ るペ プ チ ドの産生 がや は りalternative

 splicingに よ り38),組 織特 異 的に調 節 され てい

る とい う36).同様に発 生過 程 あるいは組織 によっ

て特異的 なスプ ラ イ シン グが起 こる ように制御

されて い るラ ッ トの トロポニ ンT遺 伝 子では,

複数 のtran-sactingな 因子 が筋形 成過程 で誘導

され るこ とが 報告 されてい る37).キニ ノゲ ン遺伝

子 にお け るaltemative splicingの 調節機 構 は

不 明 であ るが,今 回疑 わ れた イ ン トロンの欠失

部位 が何 等か の 関与 をしてい る可能 性 も考 えら

れ る.イ ン トロンが重要 な働 きを持 つ例 として,

イー ス トの ミ トコン ドリアで は,イ ン トロ ンが

maturaseと い うタンパ クを コー ドしていて,そ

の酵素 に よって スプ ラ イシ ングが行 われ てい る

とい う報告 もあ る38).ま た,ヒ トにおい て も,免

疫 グロブ リン遺 伝 子39)やコラゲン遺伝 子40)のイン

トロンに エンハ ンサー が存 在 して いる とい う報

告 が な されて い る.

また喜 多村 らはラ ッ トの キニ ノゲ ン遺伝 子の

構 造解 析 の結果,興 味 あ る報 告 を してい る41).ラ

ッ トには,ヒ トと同様に一つの遺伝 子からalterna

tive splicingに よ り2種 類 のmRNAが 生 成 す

るK型 と,低 骨子 型のmRNAの み生成 す る

T型 とが あ るが}こ の両 型の遺 伝 子の発現 様式

に違 いを与 える と思 われ る3'端 領 域の塩 基配列

を比 較 した ところ, K型 遺 伝子 の高分 子 キニ ノ

ゲンmRNAの ポ リアデ ニ ル化 シグナル として

のAATAAA配 列がT型 遺伝 子 ではAAT-

CAAと な リポ リアデエル化が起 こらないように

なって いた とい う.ま た, K型 遺伝子 の高分 子

キニ ノゲ ンに特 異的 な領域 に.T型 遺伝 子 では

1-2塩 基の欠失 があ りframeshiftの ため正 常

な高分子 キニ ノゲ ンのC末 端 を作 れない ように

なって いた とい う.今 同の 高分 子 キニ ノゲ ン単

独 欠損症 で疑 われ た イン トロンの欠失 が,実 際

には影響 を与 えず,こ の よ うな ラッ トでみ られ

た小 さな変 異 が ヒ トにお いて も原因 とな ってい

る可 能性 にこつ いて検 討す る余 地は残 され ている.

ヒ トのキニ ノゲ ン遺伝子 については未 だRFLP

の報 告が ないが,血 縁 関係 にな い正 常 日本人15

名 を対象 に, 14種 類 の制限 酵素 を用い て検討 を

行 つた とこ ろ, MspＩ の みにRFLPが 認 め られ

た. MspＩ はTaqＩ 同様one point mutation

のhot spotで あ るCpG部 位 を認 識す る と言 わ

れて い る制 限酵素 で あ る.そ こ で検 討例数 を計

48名 と した ところ, polymorphismが 認 め られ

た3.2kbと2.5kbの バ ン ドのfrequencyは 各 々

0,70と0.30で あった.ヒ ト遺 伝子 には個 々の 人

に よ り約数 百塩基 に一 つの割 合 で塩 基の 置換 が

起 こって い る.こ の変 異は通 常 イン トロンにこあ

り,表 現型 に影響 を及 ぼす もの ではな いが,た

また ま,こ の変 異の部位 が制 限酵素 の認 識部位

であ った場合, RFLPと して検 出 され る.前 述

した よ うにこ,血 友病 にお いてSouthern blotting

に よ り異常遺 伝子 の 同定 が可 能 な もの は5%に

過 ぎない ため,こ のRFLPが 保 因者 診断 ・出生

前診 断に盛 んに利 用 されて いるわ けで あ る.そ

こで家 系調査 が可 能 であっ た高分 子 ・低分 子両

キニ ノゲ ン欠損症 第1及 び 第4家 系につ いて検

討 を試 み たが,残 念 なが ら保 因者 診断 には利 用

で きない こ とが判 明 した.

最 後 に,低 分子 キニ ノゲ ン単独 欠損症 の存在

はい まだ報告 が ないが,遺 伝 子異常 とい う立場

か らみ れば,高 分 子 キニ ノゲン単独 欠損症 と同
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様 に スブ ライシ ング異常 等 で発生 して も不思議

では な い.現 在 の ところ報告 が ないの は,第1

編 で述べ た ご と く,低 分 子 キニ ノゲ ンのlight

 chainに 特異 的 な働 きが発 見 されて いな いため

で あ り,将 来 その存在 が認 識 され るよ うにな る

か も しれ ない.

結 論

本 邦 で報告 され て いるキニ ノゲ ン欠損症5家

系及 び血 縁関 係に な い正 常 日本 人 を対象 に,ヒ

トの キニ ノゲ ン遺伝 子 のcDNAを プロ-ブ とし

てSoixthern blottingを 行 い,以 下 の結 果 を得

た.

1. 高分 子 ・低 分 子両 キニ ノゲ ン欠損症4家 系で

はいず れ も,正 常 人 と比較 して大 きな変 化 がみ

られず,数 百塩 基対 に及ぶdeletion, insertion,

 rearrangementは 考 え に くい よ うに思 われた,

また, one point mutationのh0tspotで あ る

CpG部 位 を認識 する制 限酵素TaqＩ による検討

で も変化 はみ られ なか った.

2. 高分 子 キエノゲン単独 欠 損症の1家 系では,

複数 の制 限酵 素に お いて正常 人 と異な るバ ン ド

が 出現 し,制 限酵素 地 図の完 成 してい るEcoR

Ｉ, BamHＩ に よる結果 か ら,イ ン トロ ン7の

部 分 欠失が 強 く示 唆 され た.こ の 欠失部 位が キ

ニ ノゲ ン遺 伝子 のalternative spliclngに なん

らか の影響 を与 え てい る可 能性 が考 え られ た.

3. 血縁 関係 にな い正 常 日本 人15名 を対 象 に,

 14種 類の制 限酵素 を用 いて検 討 を行 った ところ,

 MspＩ にRFLPが 認 め られ た.そ こで検 討例数

を計48名 とした とこ ろ, polymorphismが 認 め

られた3.2kbと2.5kbの バ ン ドのfrequencyは

各 々0.70と0.30で あ った.家 系 調査 が可 能で あ

った高分 子 ・低 分子 両 キニ ノゲ ン欠損症 第1及

び第4家 系 につい て検 討 を試み たが,こ れ らの

家系 内でにま保 因者診 断 には利用 で きなか っ た.

稿 を終 えるにあた り,御 指導 ・御校 閲を賜 った恩

師本村郁郎教授 に深甚の謝意を表す るとともに,終

始御懇篤なる御指導 を賜った林久智講師に深謝いた

します.

またヒ トのキニノゲン遺伝 子のcDNA clone

 phKG36お よびgenomic cloneλhKG-Aを 供与 し

て戴いた喜多村直実教授(関西医科大学群臓研究所)

ならびに各欠損症家系の採血の労 をお取 り戴いた主

治医の先生方に深謝致 します.
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Molecular genetic survey of 5 kindreds 

with kininogen deficiency in Japan

2. Southern blot analysis of the kininogen gene

Fumihiko ISHIMARU
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(Director: Prof. I. Kimura)

Southern blot analysis of genomic DNA was performed after digestion with 14 restiction 

endonucleases in four Japanese families affected with total kininogen deficiency and one 

Japanese family with isolated high molecular weight kinioogen deficiency, as well as in 15 

normal subjects. The blots were hybridized with a kininogen cDNA probe (phKG36).

In cases of total kininogen deficiency, the kininogen gene appeared to be grossly normal at 

the level of whole genome Southern blotting, suggesting that there were no major deletions, 

insertions or rearrangement in the kininogen gene.

In a case of isolated high molecular weight kininogen deficiency, a partial deletion in intron 

7 was identified. This deletion might have some influence on the mechanism of alternative 

splicing.

Restriction fragment length polymorphism was detected with Msp I, but carrier detection 

in these deficient families was impossible.


