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存者言言

コリンアセチル転移酵ぷ (acctyICoA:cholinc Q-acetyltransfcrasc; ChAT、

EC2. 3.1. 6) はアセチル CoAとコリンから神経伝達物質アセチルコリン (ACh) を

合成する醇来である。 ChATは現在のところ、コリン作動性ニューロンの機能状態

を示す最も特児的なマーカーである。この両手案は 19~3 年に発見されたが l 】、

微f誌かっ高比活性なため 100万倍以上に精製しない限り純品は得られず、このた

め府案タンパク質としての実体およびその活性調節機構は長い間不明であった。

ChATの cDNAは 1986年に伊藤らにより Drosophilaから初めて巾離された 2)。

崎乳動物の ChATの cDNAは現在までに、プタ川、ラット 4・6)、マウス引および

ヒト引について報告されている。

ChATの短期的、長期的活性調節機構についての知凡は現在でも傾めて之しい。

神経活動により伝達物質の放11¥が高まると、不足した伝達物質を補充するための'1.

合成がすみやかに高まることが知られているが、 AChlこ関するこのメカニズムはわ

かっていない。 ChATは種々のタンパク質リン酸化酵素によりリン様化を受けると

の報告があるが7)リン酸化の活性調節に対する寄与は不明である。長期的訓節に

ついては、 1970年代に神経由来の細胞株や初代培養系で、さまざまな凶子や培養

条件が ChAT活性を附加させることが示されている U.マウス胎児仔髄の初代培長

系で、運動ニューロンは標的細胞である筋細胞との共培養により ChAT活性が著し

く上昇する・】ことや、ラット新生仔の上頭部交感神経節の初代府養系で、 leukemia

inhibitory factorや ciliaryncurotrophic factorなどが交感神経節細胞のぷ

現引を、アドレナリン作動性からコリン作動性に変換させる 10. 1 1)ことなどが知ら

れている.これらの長期的活性調節には ChATの転写レベルでの発邸調節が関与す

ると考えられるが、そのメカニズムは不明である。 一点、アルツハイマー病や筋萎

縮1'1:側索硬化症などの神経変性疾忠でコリン作動性ニュー ロンの変性、脱繕が示さ

れている 12. 13)。

特定のコリン作動性ニューロンがどのようにして AChを伝述物質とするぷ現唱

を獲得してゆき、正常時や病態!l寺iこChAT遺伝子の発現がどの織に制御されてい

るかを解析するためには、 ChAT遺伝子のクローニングとその遺伝子発現機構の解

析は必須の課題である。そこで著者は、ラットおよびマウスの ChAT遺伝子の転写



調節領域を解析し、以下の新知見を得た。

1. ChATの mRNAには 5・非翻訳領域の異なる複数の分子極が存花し、これらは

3カ所のプロモーターからの転写開始とエクソンのオルタナティプスプラ

イシングiこより産生されることを明らかにした。

2. 上記のプロモータ ーのうち、コリン作動性細胞砕を用いた DNA トランスフ

ェクション法により、マウスの ChAT遺伝子の故も主要なプロモーター領域

(M-lype promoter) を同定した。またこのプロモーターの下流のイントロ

ンにエンハンサー活性があることを発見した。さらに、M-typcpromotcrの

発現に神経細胞特異性があることを示した。

3. マウスの ChAT追・伝Fのサイクリック AMP (cAMP)反応性に|則与する領域を

同定し、 cAMPが ChAT遺伝子の転写を制御していることを証明した。

DMEM:Dulbecco' s modificd Eaglc's medium 

EDTA:ethylcnediaminetetraacetic acid 

h:hour(s) 

kb:kilobasc(s) 

min:minutc(s) 

PCR:polymerase chain rcaction 

5・-RACE:rapidamplification of cDNA 5・-ends

SDS:sodium dodecyl sulfale 

TLC:thin laycr chromalography 

以 tの知凡により、着工布のクローニングしたiE伝子領域には、 ChATの神経細胞

特災的発現と cAMPへの反応性を規定する DNAエレメントが存在するとの結論に

達した。

以下、これらの知見について、 3編に分けて論述する。

なお、本文中ならびに凶表中で使用した略語は以下の通りである。

ACh:acetylcholine 

8-srcAMP:8-bromo cyclic AMP 

bp:base pair(s) 

BSA:bovinc serum albuoin 

cAMP:3'，5'世 cyclicAMP 

CAT:chloramphenicol acctyltransferasc 

ChAT:cholinc acctyltransferasc 

CIA:chloroform & isoamyl alcohol 

CRE : cycl i c AMP世 rcsponsivcelemcnt 

DBcAMP:N・.02-dibutyrylcyclic AMP 
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多再 1 悲痛

コリンアセチル転移酵紫 mRNAの 5'非翻訳領域の

オルタナティプスプライシング

第 1宮

ラット脊髄での 5種の ChATmRNAの同定および

ゲノム DNAのクローニングと構造解析

ラット脊髄で、従来知られている種顕 (Fig. 1)以外の ChATmRNAが発現して

いるのか否かを明らかにする目的で ChATの mRNAとゲノム DNAの解析を行った。

石井らは 1990年にラットおよびマウス脊髄からそれぞれ 1搾穎の ChAT

cDNAをクローニ ングし、その椛造を決定した S】。両者は翻訳領域に高い相向性

(9'(~) が認められたが、 5・非翻沢領域のー38 bpを境として、その上流の構造は

大きく異なっていた (Fig.l)。また、プタ叫およびヒト引の ChATcDNAの 5・非

翻訳傾域はともにマウスと高い相向性が認められた。 実験方法

Mouse CTGGGTACTGGCAACTTCGTCGGAGGC'l'CTぽ TACAGAACC'l'AGGT(おCGG∞CCAACCTCTGGTACTGC引にCACCCCCTCCCTGGC ・120.. .... .. 
Rat AAGCCAGGAC~C~CA~TTGTGCAGCACCCCCGGAA司GA

1.特異的プライマーをJHいた cDNA1 i braryの作成

cDNA 1 i brary作成のアウトラインを Fi g. 2 ，こ示す。
CCTTCTGGCTCACGCAGCCGCCTCCAGCCCTGCTTGGTGTGGAACAGTGCCGGTTCGGTGCGldaCAGCCCAGGAGAGCAGGTCGGCAGCTCTGCTACTC -20 

AGGTGAGCCTTCc.AAr~CTCTACTGACA官CAAAGCTGCACAGGCCCTTGCGCGTGAGACCCAGAAGCTTCCAA. CACTTGTCTACAGCTC令GCTACTC

Het pro 11・LeuGlu Lys Val Pro pro Lys 
TGGATTAAGAATCGCTAGGI ATG CCT ATC CTG GAA AAG GTC CCC CCA AAG 

千GGAOCGA'冶GTCACTACAIATG CCC ATC CTG GAA AAG GCT CCC tAA AAG 
"e巴 Pro11・LeuGlu Lys Ala Pro Gln Ly.s 

Fig， 1. Comparison of 5'-noncoding region of cho1ine acetyltransferase cDNAs 
c10ned合omspinal cords of mouse (upper) and rat (1ower). Asterisks show the 
nuc1eotides common to both cDNAs. Coding regions are boxed， An in-frame 
termination codon upstream of the initiation ATG is underlined. 

CCCCCC 

5・非翻訳領域はゲノム上のプロモーター領域を同定するために喧要であるため、

上記の相違が動物種の迩いによるものか、もしくは ChATの raRNAには 5・非翻訳

領域の異なる組数の転写産物が仔在するのかを明かにする必要がある。そこでラ

ットとマウスのそれぞれについて ChATの 5・領域を含む cloncを効率良く得る

ため、翻訳領域の一部に相補的なプライマーをJlJいて cDNAlibraryを作成し、

cDNAクローニングを行った.またこのi可動物持のゲノム DNAlibraryから 5・領

域を含むゲノム DNAcloneを巾離し、その構造を解析した。

CCCCCC 
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lnsert凶 λgl10
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Fig. 2. Construction of cDNA library directed by specific primer. 
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Wistar ラット有髄から guanidiumthiocyanate法で totalRNAを抽出し、

oligo(dT)ーcellulosecolumn chro・atography'りにより poly(A)+RNAを得た。
first strand cDNAは poly(A)+RNA20μgから ratChAT cDNAの 639-655bp 

iこ相補的な 17-mcrの 01igonuc 1 cot ideと mycloblastosisvirus reversc 

transcriptaseを用いて作成し、未反応の nuclcotideと primcrは Sepharosc-

CL 4B columnにより除去した。 tcrminaltransferascで firststrand cDNA 

の 3・-cndに dC-tail を付加したのち、 secondstrand cDNAは p(dG) .2 ..をプ

ライマーとするl.and らの}j法.&)により作成したocDNAの両端に EcoR1 /Not 1 

linkcrを付加後、常法により 2・2λgllOの EcoR1 si tc に挿入した。

4.塩基配列の決定

cDNA c lonc. ゲノム DNAcl oneおよび PCR産物は制限府泉で切断後、 pUC18

にサプクローニングし、 didcoxy法..)で塩基配列を決定した。

2. ゲノム DNAlibraryの作成

ラットのゲノム DNAは Wistar ラット脳から SDSと EDTAι布下に
proteinase K処.811し、フ zノールおIIIHを用いる常法 l刊により得た。Sau3AI での

部分切断後、 sucrosedcnsity gradicntで分両し、 10-20kbの DNAを EMBL3 

の Bams1 sitc に挿入した。

5. polymcrase chain reaction (PCR)および PCR産物のサザンプロット解析

PCRは Chcl1y らの方法.U)に若干の修正をJmえた。

ラット合髄の poly(A)+RNA20μgと特異的プライマー 25pmol を用い上記の

刀法で first strand cDNAを作成した。未反応の primcrと nuclcotidcを除

去後、 cDNAの1/12を GcncAmpKitと ThermalCycler (Pcrkin-Rlmcr Cctus) 

を用いて噌幅した。反応は 25pmol の forwardpr i merと 25pmolの rcvcrsc

primcrを川い 50μlの反応液中で 25サイクルの増料(科サイクルは 94oc、

40 sec; 65 oC.2 lDin; 72 oC.3 min)を行い、最後に 72oC、15minの伸長JxJむ

を追加した。特異的な forwardprimcrは Fig. 3に示した。共通の revcrsc

primcrはラット ChATcDNAの 139-162bp Iこ相補的な 24-mer (5・GCTCTTCCTG

AACTGCTCTTCAGG-3・)を用いた。 PCR産物は 3%Nusive GTG Agarosc gcl (FMC 

Bioproducts)で分離後、 GcncScreenPlus (Du Pont-NEN) に移した。プレハイブ

リダイゼーションは 30完 formamide、1M NaCJ 、 10~ dextran sulfa 旬、 1第 SDS

および 150μg/ml sonicatcd salmon sperm DNAを含む前液中で 42oC、2h行

った。プロープはラット ChATcDNAの梅基ト24bp Iこ制柿的な 24mer (5・4

TGCCCATCCTGGAAAAGGCTCCC-3・)を用い、 [7_12p]ATPで 5・ラベルし、上記溶液に

5 X 10& cpm/ml になるように加えて uoCで一晩ハイプリダイゼ ションした。

フィルターは 2x SSCで室温下、軽く 2回すすいだのち、 0.1%SDSを含む

2 x SSC '1'で 45oC、30mim洗浄し、 X線フィルムに露光した。

翻訳領域を増幅するためには 50pmolの p(dN).を primerとして first

strand cDNAを作成した。全翻訳領域をオーパーラップするよう 3つの sub-

rcgion (rcg ion-I、1-663; rcgion-2、616-1323; rcgion-3、1276-1920)にう}け、

それぞれを仁記の条件で 25サイクル附幅した。使用した primerは以下の通り

である。

region-l: 5・-ATGCCCATCCTGGAAAAGGCTCCC-3・

5.司 CAGATCACCCTCACTGAGACGGCG-3.

3. cDNA 1 i braryおよびゲノム DNAlibraryのスクリーニング

cDNA library およびゲノム DNAlibraryはラット ChATcDNAの翻訳倣域の

N末部分 (Hi nd III Sph 1、170bp)をプロープとして plaquehybridizationで

スクリーニングした。プロープは Multiprimelabeling system (Amcrsham) と

[α_
12
p] dCTPを川い、比活性ト10x 10・cpm/μgにラベルした。 phageDNAは

ニトロセルロースフィルターに移行後、 5x SSC (1 x SSC: 150 mM NaCl、15mM 

sodium citratc. pH 7.0)、5x Denhardt・ssolution (1 x Denhardt・s:0.02兎

BSA、0.02%Ficoll、0.02完 pOlyvinylpyrrolidone)、30完 formamidc、O.1% SDS 

および 100μg/mlsonicated salmon sperm DNAを含む綿液中で 42oCで 2h 

プレハイブリダイゼーションした。 ト記溶液に 5X 10& cpm/ml となるようにプ

ロープを加え、 42oCで一晩ハイプリダイゼーションを行った.その後フィルター

は O.U SDSを合む 2x SSC中 42oC、30minの洗η，を 3回行い、 X線フィル

ムlこrd光した。
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rcgion-2: 5・ーGCTTTGGATGTTGTCATTAATTTC-3・

5・-TCTCTGGTAAAGCCTGTAGTAAGC-3・

rcgion-3: 5・-TTCATCCAGGTGGCCCTCCAGCTG-3・

5・-AGATTGCTTGGCTTGGCTTGGGCC-3・

実験結果

1.異なる 5・非翻訳領域をもっラット ChATcDNAのクローニング

ChAT-spccific pri.erを月jいて作成したラット脊髄の cDNA1 ibrary (1. 7 x 

10・indepcndentphage)を、以前iこラット脊髄からクローニングした ChAT
cDNA fi) の翻.J~領域の N 本部分をプロープにしてスクリーニングしたところ、約

200偶の陽性シグナルが得られた。このうち無作意に 29cloneを単離し、その

頃法配列を決定した。 -38bpから下流は全ての cloneで同 a であったが、それ

より上械の構造で 4種類に分額された。Fi g. 3に 4積類の cDNAの塩基配列を、

Fi g. 4に各構造の比絞および噌離した cloneの数を示した。

Rl・type
削凧Z ‘ 

191 主匂:f~1担当m;~官民江~Q.<;!:!(IT!:.~qç主匂Ç_C~çr~9"_ç!.C~笠!!f，JIi.C.ðIi.C.ð
・131C!cs.工白銀側ECPMcm:CTAACCCTCTAσ臼 C似 M 刷 T仰臥開:CCT

・71 CCCCCCTC叫悶t叫AACC竹百tAAGCC~げ中TCTA似はTCTGCTACTCTC制収CA

・11 GACTCACT‘CAATGCCCATCCTCCAAAACCCTCCCCAAAACATCCCTCTAAAC必CTTCTA
MPI I. EKAPQK 刈 PVKASS

50 CCTC<:CACCACCTCCACTT ACCT AAATT ACCACTGCCCCC芯CTCCACCAAA
- EEL  D L PKL  P V P P I Q Q 

R2・type 田

辺5・ AC‘AAAC守CCAATCTCAACAÄ~AC' ACTATCCCCAATCτCAGぞTTACTG ，̂-A TCCTC 

・1・4TCTCCTGCCACTCTGTGACCCCAACGCCC氾壬crCA占CTGCCATCTACC氾TCAAAACTCCT，nt2 ‘ 

134 CCCAωCACACA行ωGCCCA~Ç史悦~_g生活盟主ç.ð話国~~~巴

・ 74 盟主辺住但抱強控目立匂袋必~主峰吋TACA∞吋TCCTACTCT羽AC

・1・rCAGAGTCACTACAATGCCCATCCTCC冶AAACCCTCCCCAAAAGATr.cCTCTAAACCCTT
M P r L F. K A P Q K 川 P V K A S 

47 CTAGCTCCCACC鴻CCTGCACTTACCTAAATTACCACTCCCCCCGCTGCACC
s w tE  LOtPKL  P V P P Lq  

-8 -

M幽type

-518 AC沼CATCCCCACTAACCCACTC'TCCCCTCCCCCCCCACAACCTTCT百CACCCCT

-458 TCCC~CACC芯TAAATCTCATCCCACTCCA心CAACTCATCTC心CAACCTATCCTACACACA

・398T1TITCAAG正;CAC‘AC冶TCCCAATCCCCC唱CACCCCACACCATCCCCTACCCCCACCACT
・338C屯ACT官T官ACCAAGAGACCCAGCCACCCCAAACCCCCACCCCAAAAAGACAAGACCCCCA

M ‘ 

-278 ∞ば;ACCA∞副将∞AGCCAロ'CCAGA品GCTGT'CぽT∞判守切TCCCAc:t:Ç~!m:初I

-21・<:~停照照宮子保n;~$;M~ç:J:Ç，限切羽係長期:~Ç.T~~~~ω:r:~~照

-158 ~Ç"~Ç.ÇM占切切'CACACTもCT百!，ç~ç.ç~ç:J:Ç!σ~TÇ.ç:ry照明白'Ç.. ~~~l1M~Ç~q 
-);Wi…ー ‘ -

48  ~ç .. ，!;Ç!;ç:ffiÇ刀刃切受B・~~!1Ç高!;Ç照JY.Ç灯式視線係M!;~.係鮫枝空丹~伊丹Rf::T

-38 CTACACCTCTCCT‘，CTCTCGACCCAGACTCACTACAA千GCCCATCCTCCAAAACCCYcCC
州 PI l- FKAP

25 CAAAACATCCCTCTAAACCCT守'CTACCTGCC‘CCACCTGCACTTACCTAAATT‘CCAGT'C
Q K 刈 PVKASSWt;EI DLPK l- PV  

・5CCCCCCCTCCACCAAA 
P P 1 Q Q 

Nl・type

-732 TCACACGTTCACTCCACACCTGAGCACCACCCCAAGCCCTCAACCCTCTTTCCTGCCTCC 

・672TAAA~CAACCCAAACCACCCCTCTCCCCCATCιATATTCACAACACACACACACACACAC 

・612 ̂ CACACACACTCACACACACACACACACACACACACCAACCATACACAGACACACACACA 

552 GACACACAGACACACACTCTCTCCCTTCCAAGTCCACTCTACCACCTCCACCTTCrACCC 

・92口ACCCACCCTCAGCATCTGCCTGGCCTTGCAGCATACCT'CCCACCACCAATTTTCCGTGC
432 r ACC~CTGCCCTTTCCT ACACAGTCCCAACTCGεTTCATCTTCTCAAC‘AACCC~r，('TCT 

Nl ー

・372TTTCTGCAGAGAAC~CGACCTACTCCCCTCTTTTACCGTCC旬CCcTcCCCACAσrGTTC

・312ATTMCCATTCACCCTでTTTCTCTCAAGACT'C~CACCACACTTACCT唱すむCATCCCCCTC

.252 TCCTCAGTCCTGAATGイ:AAAATGCAAGT.'与~c:t:Ç.~~T!<9R長:Ç!:F鮫T貯r~f.!，ÇJ~~!:~.

・192ACliTCCTCTGACCCTCTACTACACAACCT‘CCCCCCCCCCCAACCTCT'CACAC"l'CCTCCC 
一ー…l.IhIl' •.. 

・1:12 ACCCCTrCTTCATCCTTrTCGCTCACAGAACCCCCTCCACCCCTGCγrGCTGTAĈ GCAC -
・H r.V罰百戒f-:Ç~Ç~.，制限付保全E何事中'CTAC府町市判例τT仰CCC

・12‘c‘GTCACTACAA TGCCC ATCCTr.cAAAACCCTCCCCAAAAGATGCCTGT AAAGC<'TTCT 
'1 Pl l. tKAPQK 苅 P V K A S 

49 ^GCTCCGAGCAGCTr.C^tTTACCT^AATTACCAGTGCCCCCGCTGC^GC~AA 
気. t t 1 D 1 P K 1， r V P P 1 Q 

Fig. 3. Nucleotide and deduced amino acid sequences of four types of cDNA 
clones encoding the 5'-region of rat choline acetyltransferase. Nuc1eotide 
residues are numbered in the 5' to 3' direction starting with the initiation ATG 
as number 1. Regions commonωthe four types of cDNAs are boxed. The 
regions commonωR1 and R2-types， and commonωM and N1勺pesare 
under1ined with dashes and dots， respectively. In-frame termination codons 
upstream of the initiation ATG are underlined. One letter amino acid notation 
is used. Only 100 bp of the 5'-coding regions are shown. Honzontal aπows 
above sequences indicate the synthetic primers used in PCR analysis. 
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16お(MOr N) 

と R2-lYPCcDNAおよび Nlと M-typecDNAの共通領域にとった。ラット有髄の

poly(A) ~RNA から first strand cDNAを合成し、 PCR法で 25サイクル地相し

た。増幅産物をエチジウムブロマイドを含むアガロースゲルで'Lu気泳動したとこ

ろ、 Mおよび Nl/Mpr i ・crをH1いたレーンにのみバンドが認められた。さらに
DNAをニトロセルロースフィルターにプロッテイングし、 upでラベルした翻UR

領域の 01igonucl cot idcでハイブリダイズした (Fig. 5)0 

Rl/R2 primcrでは Rltypc mRNAに相当する 354bpと R2-typcmRNAに相吋

する 275bpの 2ノドのバンドが検出されたo Rl primerでは子怨される 234bp 

のバンドが検出された。 R2primcrを用いた時、 R2-typemRNA に判官lする.-114

bpの強いシグナルと、さらにその上方に 493bpの静いバンドが検11'，された。こ

のバンドは Rl-typcmRNA ，ζ白米すると考えられ、 Rl-typcmRNAも cDNAとして

得られている部分の 5 ・ ~IIJ'こぢらに R2-type mRNAと同じ構造を行している ことを

示している。 Nlprimcrでは，Nl-typemRNA ，こ相当する 514bpのバンドがぶめ

られるが、その下に 327bpのバンドも検出された。このバンドを切りtBし出法

配列を決定したところ、新たなタイプ (N2-type)であった.N2-typcは Nl-typc

の構造のうち Nlと M-typcの共通部分 (Fig. 3の -225からー39bp)が欠大

した構造をしていた.Mおよび M/Nlprimerではそれぞれ予知、される 418bpと

248 bpのバンドがそれぞれ検出された。

Numbcr of clones isolated 

.117.38 655 
Rトtype -191 酔里=司E骨骨、、 I I 

4 

R2・type .254 
d a 

E11111111トーーーーーーーーーーーーーーー
'
 
、、、
、

2 
225 

M-ザpc ‘516 bタタシククジラクタタ小沢、ぷ一・E・- 6 

Total 29 

Fig. 4. Comparison of structures of cDNAs and nurnbers of clones isolated. 
Nuc1eotide residues are nurnbered as shown in Fig 3. The sixteen clones 
rnarked by an asterisk terminated in the cornrnon region of M and Nl-types. 

29 cJoncのうち 4cJonc (Rトtype) は以前にラット脊髄から'11離した cDNA

と，.i]ーであったが、 5・mリにさらに 69bp伸びていた。 R2typcの 2cloncは

Rt-typcと共通の 74bpの領域を持っていたが、その両側が冗なっていたo M-

lypcの 6cloncと.Nl-typcの 1cJoneは -226bpよりド抗は'tjJ日であったが、

それよりよ流が見なっていた。 M-typeと Nl-1ypcの共通制峨は、マウス ω、

プタ U およびヒト引の ChATcDNA と高い相向性があった。 5・~端がこのJti垣領域

内で止まっていたものが、さらに 16cloneあった。 Fi g. 3にノ1"したように、 R2、

M、Nl-typcの符 cDNAは initiationATG codonの上流に in-framcで slop

codonが舵認されたo Rl-typc cDNAの initiationATG codon (舵定)の Ufriに

は in-framcの stopcodonら ATGcodonも認められなかった。

ChAT mRNAの 5・非制収領域で見られたオルタナティアスプライシングが翻ぷ領

域にも見られるか伶か PCR法で検討した。

全翻訳領域をオーパーラップする様に 3つの subregionに分け、それぞれを

PCR法で 25サイクル附刺し、アガロースゲルで分離した (Fig. 6)0 3つの

subrcgionともに cDNAの椛j2263から予想される長さのバンド (Ianc1.663 bp; 

lanc 2，708 bp; lanc 3.645 bp)のみが検出された。さらに、ニトロセルロース

フィルターにプロッテイング後 12pでラベルした全翻，.R領域をプロープとしてハ

イブリダイゼーションしたが、他のバンドは認められなかった。

2. ラット ChATmRNAの 5・非翻訳領域および翻訳領域の PCRM析

cDNA クローニングでねられた 4 極の cDNA が実際に発現しているか~かを

PCR法で検討した。

共通の rcvcrscprimcrと 6穂の forwardpr imerを Fig. 3と Fig. 5 ，こ示

したo Rl. Nlおよび Mprimcrはそれぞれの cDNAの特民的領域に、 R2prilllcr 

は R2由 lypccDNAの 5・木端に配置した。 R1/R2と N1/Mpr i IDcrは、それぞれ R1

ー 10- ー 11-
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Fig. 5. PCR amplification of 5'-regions of choline acetyltransferase mRNAs 
from rat spinal cord. Each type of transcript was amplified for 25 cycles using a 
specific forward primer and a common reverse primer. The amplified products 
were separated on a 3% agarose gel， transferred to a filter membrane and 
hybridized with a 32P-labeled oligonucleotide corresponding to the common 
coding region. 
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Fig.6.PCR amplification of coding region of choline acetyltransferase mRNA 
from rat spinal cord.The whole coding region was divided into 3subregions 
(1・663，lane 1; 616-1323， lane 2; 1276・1920，lane3)and a-mplified for 25cycles-
The products were separated on a3%agarose geI contamir1g etNdium bromide. 

3. ラット ChATの 5・傾域をfEむゲノム DNAのクローニングと椛造解析

ラットのゲノム DNA1 i brary を作成し、翻 ，J~領域の N 本部分をプロープにし
てスクリーニングして 2クローン (RG7と RG8)を得た。両省・ともに Rl、R2、

Nl および Mprilllcrのすべてにハイブリダイズしたo F i g. 7 A 1':' {I;!J 限M.lf~地収!と
エクソン イントロン椛道および 5純の mRNAとの関係を()(]小した.すべてのエ

クソンとエクソン イントロンの境界部分の出民配列を決定した。

F ig. 78に小す械に、エクソン イントロンの境界はすべて GT/AGrulc:l・3 に

合致していた。 1:記の椛造から、Rl/R2 と Nl/N2-typcmRNAはそれぞれエクソン

のオルタナティブスフライシングiこより毘生され、 R、N、M-lYPcmRNAはそれぞ

れ見なるプロモーター制域からの転写!日l始により注生されることが示された。

-13 -



A 
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• • 
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R2・type
11 
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外4L/ペ!111 
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B 

TypeofcDNA 5'00間r 3・acceplor

RI CAAGCCACITglgagωcac Clgt回cagGTCTACAGCT 

R2 CGGAAGGAAGglgagccllc clguccc・gGlでTACAGCT

NI AAAA TGGAAGglagalggal IlgclCgcagTCAGTCAGTC 

TGGAGAGCAGgIgagaagga clgllcccagGTCT AC AGCT 

N2 AAAA TGGAAGglagalggal clgllCccagGTCT ACAGCT 

M TGGAGAGCAGglgagaagga clgllcccagGTCT ACAGCT 

Fig. 7. Structure and sp1icing of the 5'-region of rat cho1ine acetyltransferase 
gene. A: A map of the 5'-region of choline acetyltransferase gene is shown at the 
top of the Figure. Upen and fi11ed boxes indicate the 5'-noncoding and coding 
regions of mRNAs， respectively. Restriction sites for AccI (A)， BamHI (B)， 
EcoRI (E) and HindIII (H) are shown. A comparison of the structure of choline 
acetyltransferase gene and the five types of mRNAs is shown below. B， The 
nucleotide sequences of the gene at exon-intron boundaries of the five types of 
mRNA species. The sequences of exons are shown in capital letters， and those 
of introns are in lower case letters. 
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考察

cDNAクロ ーエ ングと PCRによりラット脊髄で 5・非翻誠領域の見なる 5純の

ChAT mRNAをfliJ定した。さらにゲノム DNAをクローニングし、 cDNAと構造を比

較することにより、これら椋数の ChATIIIRNAが 3カ所のプロモーターからの転

写開始と、スプライシング部位の選択によって産生されることがlリjかとなった

(Fig. 7AB)。

cDNAクロ一一 ングで得られたクローンの数はそれぞれの mRNAの発現日の相対

比を反映しており、 5純の ChATmRNAのうち M-typcがi止も多く発現していると

与えられる。またこのことは PCR解析で、 M-typemRNAのシグナルが肢も強いこ

とと 一致している。さらに、ブタ a)、マウス引およびヒト引の ChATcDNAがヂ

ベて M-lypcであ ったことは M-lypcmRNAが最も主要な転ワ陀物であることを支

持している。

Rl-lypcをのぞいた 4純の cDNAは、 ATGcodonの上流に in-framcで slop

codonが必められた。 しかし PCR解析の結果 (Fig， 5)から、 Rトlypcも上流に

R2-lYPCとI，i)じ構造を持っており、この部分に in由 frameの slopcodonがdめ

られる。したがって 5純の ChATmRNAからは同ーの ChATタンパク質が翻訳さ

れると巧えられる。5・;)1，観ぷ領域の異なる mRNAの生理的怠義は現庄のところ不

明であるが、 IIRNA の安定性や翻~効率に影響する司能性が与えられる 。

被数のプロモーターが存夜することの怠義については以下の吋能性が巧えられ

る。

1) 1つのコリン作動1ftニ品ーロンが発生・分化の過程でプロモーターを使い分

けている。

2) コリン作動ftI:ニA ーロンには、運動ニューロン、交感、副交感神経節liiiニュ

ーロン、 I，¥IJ失感伊11符節後ニューロンや中枢のコリン作動判.ニ品ー ロンなど火

なる純類が知られているが、それぞれで異なるプロモーターを使っている。

3) NGFなど幾つかの lrophicfactorが、特定の神経細胞の ChAT活性を b昇

させることが知られている。この過程において、異なる lrophicfactorが

別々のプロモーターを介して CbATの転写を制御している。

ー 15-



これらの可能性を解析するには、それぞれの ChATmRNA に特異的な cRNAプロ

ープを用いる in-situハイプリダイゼーションや初代培長系での ChATmRNAの

解析が必要である。この様な解析はコリン作動性ニューロンの発生・分化のメカ

ニズムを解明する上で噌要な手がかりになると考えられる。

-16 時

第 2市

マウス脊髄での 7種の ChATmRNAの同定および

ゲノム DNAのクローニ ングと構造解析

マウス脊髄においても 5・非翻訳領域の異なる組数の ChATmRNAが存在するの

か否かを明らかにする目的で第 1市と同械の解析を行った。またさらに Rapid

Amplification of cDNA 5・-Ends (5・-RACE)解軒により M-typc mRNAの発現屯

を検討した。

実験方法

第 1草と向様の点法を用いたが、相違点のみ以下に記す。

1.特異的プライマーを用いた cDNAlibraryの作成

cDNA libraryはマウス脊髄の poly(A)+RNA10μgと mouseChAT cDNAの

642-658 bpに相補的な 17-.erの oligonucleotide(Fig. 8、Rev-1) を用いて

作成した。

2. cDNA 1 i braryおよびゲノム DNAlibraryのスクリーニング

cDNA libraryはマウス ChATcDNAの IIi nd m -Sca 1 断片 (455bp)をプロー
プとしてスクリーニングした。マウスゲノム DNAlibrary (in Charon 28) を

JCRB遺伝子パンクから得てマウス ChATcDNAの全長をプロープにしてスクリー

ニングした。

3. Rapid Amplification of cDNA 5'-Ends (5'-RACE) 

first strand cDNAはマウス脊髄の poly(A)十RNA10μgと M-typeエクソン

に相補的な 30-meroligonucleotide (Fig. 14、RACE-l)を用いて作成し、 5'末端

に dC-tailを付加した.この cDNAの 1/10を 100μiの反応液中で、 10pmol 

の (dG)I 7-adaptorと 25plDolの adaptorおよび 25pmol の M-typeエクソン

-17 -



に相補的な 01 i gonuc 1 cotidc (F i g. 14、RACE-2)を用いて、 Frohmanら2けの}j

法で増幅した。(dGL 1申 adaptorと adaptor は Sal1 と EcoR 1 sitcを含み、

配列は以Fの通りである。

(dG) 11寸 daptor: 5・-CTGAGAATTCGTCGACGTACGGGGGGGGGGGGGGGGG-3・

adaptor: 5'ーCTGAGAATTCGTCGACGTAC-3'

5・-RACE産物は o. 5第 SDSと 5・MEDTAを含む 200 μl の反応液中で
200 μg の Prolcinasc K で 56 oc、30 min処理し、 フェノール抽出、 CIA抽出
ののちエタノール沈澱した。沈澱した DNA は 100 μi の 1120に溶解し、 このう

ち 2μ l を 3完 アガロースゲルで分離後、 ニ トロセルロースフ ィルタ ーに移行し

た。 ハイプリダイゼーションには M-lype エクソンに相補的な 01 i gonuc I cot idc 

(ドig. 14、RACE3) をプロープとしてmいた。

実験結果

見なる 5・;11，翻沢領域を持つマウス ChAT cDNA のクローニング

特異的フライマーを川いて作成したマウス脊髄の cDNA library (1.6 X 10・
indcpcndcnt phagc) を mousc ChAT cDNA の N末部分をプロープとしてスクリ ー

ニングし、約 300個の陥性シグナルを得た。 このうち無作怠に 21 cloncを巾離

し出足配列をik~ したところ、 2 揮に分類された。 f'ig. 8 に最も長い 5.-cndを
持つ clonc の組j占配列と、名 cloncの数を示した。 両者は -38 bpからド流は

同 -であったが、 それより上械が異なっていた。 M-lypemRNAは以前にマウス升

髄かられ}られた clonc とI司 ーであり、 さらに 5. sTl!こ 47 bp伸びていた。

R1-typcは以前にラット作髄から得られた cDNAiこfl.れ、相[.iJ性がdt!められた。

M-lype cDNA は initiation ATG codon の上7Iriに in framcで slop codonが必

められたが、 Rl-lypecDNA にはなかった。

18 由

A. M-Type (19/21 c1ones) 

品山.ω…‘…叩掲鞠守干前
19抑l'‘町r甘 n.fπCG叫心‘臥‘ n毘巴口τ刊.も， T刊.r向‘b凶‘'"品'"山A似4 守帽‘匝G∞c車ε町εM(;CロTC甘T臼恥~TAC-口守GCτ判(;c

1:'-4 (A('‘¥nnnτrrn守C引辺'“tT円守引1守'C;CCTf!¥t‘H:{j("A似《日淀ε。悶CCT町c引tA‘“:芯CCTむn

H 山口跡(;.GTT('守甘で吋叩日盟型《叫c江ιω品岨中ω GM'CTCX"TArtcTtiCAT

14 T"...ι.....ra;n-AG臼間町マ.TCCτ凪 A叫嶋田'CCC(X("^("\TOCCTCl.~( .4.-\CCTI 、"， I 1 • "‘， p .・‘ p 、Q ^ ~ . Rn.2 
‘， (守...r.('f¥.iTCACG.o¥出汀'"τ制比CTrArti A.AGTTÇCèA~TtiCC:CCCAC1'GC T;C.c M~CCC 

~ ¥ト，、 I 0 l l' K 1 P 、l' r l Q Q T I 
-同 7T1AAι‘CCT、cl"MtAtT(;.( ~‘.TGCW'AC(守"GCT4CCtt."'(.."C".( ACTf( O¥Cι_"AGA伍 C‘τ、I Q C .，. 0 胴 t、..~ f: Q t rI jo;， i・

1 ・v 制ゐ‘ CATfCT(;‘_..t;C~XCC口昭副CTOQXτ=制'，"CCCTGC 典~CC
'‘ l 、~ M t G A r C G l G [ t t Q f ~ l 

2'2' 1fT1CA';"C.‘れ‘r叫んAt~M(>ArA.<A(0¥'" TτtivGTCTCTt.UT A('官;CCTGÂτ'{.o¥ro¥'fGT
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Fig. 8. Nucleotide and deduced amino acid sequences of two types of cDNAs 
encoding the 5'-region of mouse cho1ine acetyltransferase. Nuc1eotide residues 
are numbered in the 5' to 3' direction starting with the proposed initiation ATG 
codon as number 1. Regions common to M and Rl-type cDNAs are boxed. An 
in-frame termination codon upstream of the initiation ATG is underlined. One 
letter amino acid notation is used. Horizontal arrows above sequences indica旬
the position of primers used in the construction of the cDNA 1ibrary and in PCR 
analysis. 

2. マウス ChAT IIRNA の 5・非翻ぷ領域および翻ぷ領域の PCR解析

共通の rcvcrse prlmer (Rev-2) と ChAT mRNA の各相類iこ特異的な forward 

pfl mcr (M-1、M-2、R)を F ig. 8 に示した。 マウスの cDNA libraryからはラッ

ト脊髄で同定dれた Nl、N2-typecDNA は得られなかったが、クロ ーン化したマウ

スのゲノム DNA 1:の N-type エクソンに相当する領以 (Fig 12、後述)を[.;}定

し、 これに相補的な N pri.cr (5・-GGATCCAGGCTCTATCATCTGAGG-3.) を作成した。

PCR法で 25 サイクル噌恥1し、翻，.R領域の oligonuclcotidc をプロ ブとしてサ

ザンプロッティングで解析した (Fi g. 9)0 R pri.erでは Rl-typemRNAに相当

する 300 bp のバンドの他に、 220bp (R2)、488bp (R3) 、 ~09 bp (R4) の 3 

ノドのバンドが必められた。 これら新たなバンドを切り出し、 pUC18 にサプクロー

ー 19-



ニングして組処配ダIJを決定した (Fig. 10)0 N primcrでは 2本のバンドが，忍め

られたので、これらの泊以配列も決定した (Fig. 10)0 R2、N1、N2-lypemRNAは

それぞれ第 1なでItjJ定したラット ChATの符転写産物と頬似していたo R3と

R4-lyPC mRNA はラットでは得られていない純類であった.M-l と M-2primcrで

はそれぞれ予想される長さのバンドがぷめられた。M-2 pri.cr は 4 経 (R3 、 R~ 、

Nl と M) の mRNAを増恥iするため、強いシグナルをうえた。 7純の ChATmRNA 

のうち Rl-lYPc以外は initiationATG codonの 1:流に in司 framcで slop

codonが確認された。

翻叔制域についても、第 1 市と同織に、全翻rJ~f1i域を 3 つの subrcgion

けて解析したが、 cDNA61から 子怨される長さのバンドのみが検出された。

lこう〉

:;:三三
???グ二

jfiF 

R N M・1M・2

Fig. 9. PCR amplification of the 5'-region of 
choline acetyltransferase mRNA expressed 
in mouse spinal cord. Each type of transcript 
was amplified for 25 cycles using a specific 
forward primer and a common reverse 
primer (Rev・2).The products were separated 
on a 3% agarose gel， and then transferred to a 
filter membrane and hybridized with a 32p_ 

labeled oligonucleotide corresponding ωthe 
common coding reglOn. 
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R2 ・110

R3 ・378

R‘・299
1'11 ・328

1'12 :39 

R2 -38 

a3 -288 

R4 -227 

1'11 -288 

1'12 -99 

R2 -38 

R~ -198 

R‘ -:98 
NI -198 

1'12 -38 

R2 -38 

"3 -108 

Fミ‘ -108 

1'11 -108 

1'12 -38 

決2 -18 

R3 -18 

E込‘ -~8 

ド" -18 

1'12 -18 

CATAGGCTGATCTGTTCAGCCTGTCGCCT亘CAAATCAGGACGCTCAGCGTGTGCAGCCCTCCCGGAAGGAA骨・・・・・ー・・・・ーーーー・・・・
ATAGGCTGATCTGTTCAGCCTGTCGCCTGCAAATCAGιAごGCTCAGCGTGTGCAGCCCTCCCGCAAGGAActTGAGCCTTCCTAACCCT

CATAGGCTGATCTGTTCAGCCTCTCCCCTGCAAATCAGCACGCTCAGCGTCTGCACCCCTCCCGGAACCAA~・ーーー------------­

・GGATCCAGCCTCTATCATCTGAGGAATGAGAAAACAGTTA
屯ATCCAGGCTCTAT仁AT~TGAG(iAATGA，;AAAACAGTTA

CTACTGACAGCAAAGCTGCAGAGGCCCTGCTGCGTGAGACCCAGAAGCTTCCACGCCACTlTcAGTCAGTCGGGGCGGCTGCTG芯GATCT

------------------------， ----------------- -----.-tt' :AGTCAGTCGCGGCGGCTGCT百GGATCT
CCCATGGATCTGCCTTTTCTCAGTCATGAAAGTTGGAATGGAAAACGGAAGGAAGATTC吋TCAGTCAGTCGGCCCCGCTCCTGGGATCT

CCCATGGATCTGCCTTTTCTCAGT' ATGAAAGTTGGAAT' 'AAAAI :G' ，AAGGAAGAfTGA'lI一 ・・・ーー・・・・・ーーー・・・----_..._--

GGCAACTTCGTCGGAGGCTCTGCTACAGAACCTAGGτGGCGGGCCCAA:CTCTGGTACTGCTGCCACCCCCTCCCTGGCCCTTCTGGCTC 

GGCAACTTCGTCGGACCCTCTGCTA~AGAACCTAGGTGGCGGCCCCAACCTCTCGTACTGCTGCCACCCCCTCCCTGGCCCTTCTGGCTC 

CGCAACTTCGTCGGAGGCTCTGCTACAGAACCTAGGTGGCGGGCCCAA:CTCTGGTACTGCTGCCACCCCCTCCCTGGCCCTTCTGGCTC 

------------・・・・・ー・・・・・・・ー・・・・・・・働・・ー--------------------------------fjTCGGCAGCTCTGCTACTCT
A:GCAGCCGCCTCCAGCCCTGCTTGG.GTGCAACAGTGCCGGTTCGGTGCGTAA:AGCCCAGGAGAGCAQGTCGGCAGCTCTGCTACTCT 

A ;CAGI .CCTCCACCCCTGC7τGGrG':"GGA"CAGTGξCGGTTCGGTGCGτAACAGCCCAGGAGAGCAGr，TCGGCAGCTCTGCTACTCT 

一-一一一一一一一一一一-一一-一一一一一一一一一一一一一一一一一一_-r.司TCGGCAGCTCTGCTACTCT
ヱユ

GGATTAAGAATCGCTAGGATGCCTATCCTGCAAAAGGTCCCCCCAAACATGCCTGTACAAGCTTCTAGCTGTGAGGAGGTGCTGGACTTA 

GGATTAAGAATCGCTAGGATGCCTATCCTGGAAAAGGTCCCCCCAAAGATGCCTGTACAAGCTTCTAGCTGTGAGGAGGTGCTGGACTTA 

GGAτTAAGAATCGCTA~GATGCCTATCCTGGAAAAGGTCCCrCCAAA~ATGCCτGTACAAGCTTCTAGCTGTGAGGAGGTGCTGGACTTA 

GGATT AAGAA TCGCT AGGATGCCT A TCCTGGAAAAGGTCCI . ':CCAAA， ，A rGCCTGT ACAAGCTTCT AGCTGTGAGGACCTGCTGGACTT A 

GGATTAAGAATCGCTAGGATGCCTATCCTGGAAAAGGTCCCCCCAAAGATGCCTGTACAAGCTTCTAGCTGTGAGGAGGTGCTGGACTTA 

R2 73 C .TAAGTTGCCAGTGごCCCCACTGCAGCAAACCCTGGC

R3 73 TAAGT・GCCAGTGCCCCCACTGCAGCAAACCCTGGC
R4 73 ~LTAAuTi百CCAGTGCCCCCA:TGCAGCAAACCCT百GC

l¥'; 13 I 'TAAGT":GCCAGTGCCCCCACTC.Aλ.AAA、:CTGGC
1'12 73 CCTAAGTTGCCACTGCCCCCACTGCAGCAAACCCTCGC 

Fig. 10. Nucleotide sequences and a1ignment of choline acetyltransferase 
cDNAs from PCR products. Nuc1eotide residues are numbered as shown 
in Fig. 8. Sequences are aligned with inserted gaps represented by dashes (・).
Identical sequences in each mRNA type are enclosed in boxes. 
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A のクローニングと構造解析DNA 5'領域を含むゲノムのChAT マウス3. 

ロ
宅
呂
田

同
∞
償
国
岡
山
JF'F

阿
国
自
国
∞

同
同
盟
〉
弘

ロ同
O
U
同

の全長をプロープとしてスChAT cDNA libraryをマウスDNA マウスのゲノム
円
問
。
回
中
由

阿国

au内
2aω 

同
一

-ug明
岡
山

問問
U
司

ω

回目ヨ
〉
仏

をf~tこ。 EcoR 1 (5' -end) /H i nd LU (MG 35) クリーニングし、 5'領域を合むクローン

の各腫類の栴造とのtこ示す。 ChATmRNA 11 の出j占配列を Fi g. 領域 (4060bp) 

‘._.砂
3∞bps 

エクソンは含まれていなかった。つのエクソンをluj定したが、 R-type3 比較から

エN-typc エクソンは1:で R-typcDNA ラットのゲノムERに吊した通り、第 1

'401・勉d!ll;CTTTCCTccMπ:CC廿円l:CCTCACCCCTCCCAC吋 TMCCCCCTCTCCMACACM7TCCTATTtA'lTCACGCMT畑町日制日CATT唱
EcolU 

・3・14 CCC1"CTTCCCAGAGC'T右τACCGGτGATCACCAACCACCT ACT百AGAGCCCCCMCTACACTCATGCATl:TCTTTCTCCTTCCTGCGCATl:TTTCCAGTGC
・S・3・CMACTTGGTCTACTACACCCT喝CTGCCTCCGGCCT唱MTTMTMACCATATl:TCTCTCACιAGGCCAACTCTCγTTACTCA TCAGGGCTCGGCAGTGT 
3"'.・CACACMMCCτAAGCi‘CACTGC<古1i'CACAτ'c1守l:AATCCAGCACTCAGCACGGGT'CCAAGCTCT官MCA1τCTTTACTCCCTCGGMMC埠MACMC
・3・1・CCCMTl:CCCCCCCCCCCCCCACACばACACACACACGATA回'CTCTCCTTTtCMGCCCACTGTAGCAC定時制GGTTtCACCCCACGCMCCTCAGCA
351. Tl:TCCCTGGCCTCGCAGGACAGCTGGCACCAAGGGCTTTtACACAGTGGCACCTCGCCTCA TCTTCTl:AAGAGAGCAGCACMG∞叫CTGCTT'陀TGCA

3414臥仙白畑町mαCATTTTATA附附CGGCCT抑制CACTCTTCA叫 GATl:CA蹴 TCTATCAreTCAGGMTCA仙 AACA開問
-33141CATGCATCT唱CCTTTTCTCAcreATCMACTTGCAATGGωACGGMGGM臥問中A刷 ACTCATGCTAAretCT相官CA民間陀CTCAAT
・321・ATACTGGCCGCTCAGGσTTATCCGGGGTGGGCCTGAGGCTGGCGGCTCCCGGCTTCATTTCCτACCATGCAGGCCCAGGCTGAAGGCAG河rACACTCATTt
-311‘CTCMτ'CCT屯ATCCCTGC叩ATCGGACTCTTTl:Al明 CAGGG千GMCAGGCACTTCGGCTAGGCTMCCT百T宮TATCCAC∞GGMGCTC干GCACTTGCT
301・Glτ時柑守町'C1'CCTl官πTGAGreTTtT・問TCTMCACGG∞TT'C1'Cre1官TCTCTCTGTCTGre1官TCT併 CC甘$判守臥creγTT門前'C1'GACAC

2・2・CTCT田千GCT叫GGGCACTACTTGTCTCTl:TCCCTCCCτcτ官四CCT官TCTATCCTTCACTCAC苧CTCTTT宮TCTM品AT印刷，CACTACTTTCCCTCGC
2・1. AGCACTCT'官T百TCGGCCTCT唱GTTGAGGCTTTMACAACTCCCACT判CCATCAGACTC勉"晶~GC'T'CTCTTCTCTGGπ芯TCCCTTCCCMA

T¥IIl 11 I 
・271. CMCCTCCAGGMTTGCATGCTMMCMMCAAGGCACCTCTTACTCTGGCCAACCMClτCTTAATTTTTMTATTTTMAGGGCTGC 、~CTAACA'nï

・2・1・CACCCTT官τ‘ACCACC誕X克MMTTreττ'CTCACTCMCCACT'CCCCAGGCTTCTGCATAAGCAGCTCCCCACCACCCCCTCCCAT唱GGGCACTATCGGC 
251・ACTGGGCTGGGGGGCAGGCTGGGG初 =CGT田 GGAGGCAAT官TTl:初旬CCCCTI'π:CMGGCCTAAGreTCATCCCACT恥 ACCMCTCATCCCGG
・2・2・MCCTCTCCTACACACCTTTTCAGGGCACMMCAGGGMACGCAGGGCAGACTCTCCGGTAGGGGCAGC叩TGGACTCTC鴻GGMCAGACCシCACGGMC
2314山叩開山川CACMCA陥仙仰仰仰向刷弘官枠制臥回附蹴TCCTTTGCT叩和川町向E

・221・IGCTCCTGGGA Tl:TCGCMCTTCGTCGCAGGCTでTGCTACAGAACCT AGC'T明記GGCCCCMCCτ℃官;cr‘CTGCTCCCACCCCCTCCCTCGGCCTTCTGG
山 lCTCACGG胤 CGCCT'CCA低 CCTCσl'CCTCTGGMCACTCCC∞TTtGG問 CTAAC胤仰剛山中臼仰はTCGGCAGCACTCC何

201・GGGGTGAAGACCCC芯CCCACCCAGGCCTTCτ'CCCTGGCGGCT唱CGGGGGCGGGCAGGCTGCCCGGCGGACC旬千CCTTCTCCGGAG喝ACT官TCCACC刷 c
1114 GCACAGCTTtCCAGCCCCAGAGATTtCCCCACGCTCA品 CTCTACAωm刷叩αACTACTCGTCCCCCTACATCTA抑制鳴子野臥市

川 14GGCCTCGG叫 GGCTTCATTATCAGGCCTTCGGACTTCCCTT ATCTT円'CCC汀CTTTACTT廿ACTTI'(認定T芭ACAreTCCCAATCCCMCσreT官TCCT

-171・TTTGreG干GTTGTACC芯GGGCCGTTACTMTATC芯CTGGCCCTCACTTTCCTCCACCCATTCTTCAGAACCT百CGGACTGGTGGC方TTMCTCCCACATC

・1&14T百CGAGACAC干GACACCACTCAGACCCTCGGMACCAC出ACACACT唱GTCTTCCACCTTCAGGCCACACCAGAGGACCCCCMG・rccCCCCACAA品CCAC

・ISI・GGCMTACMGGACMATCGGAGACTACCMACCCC'ACMACACMATAC鴻TTtMATTl:TCTMCCCTGGATCMCACCCTTAGGACCMGGACCTGGC
・2・2・c町 T官TCGGACACTGGMTACCCATCAGCATGTCAGA TCCCACCGTCC‘CTCTCCTCT官C沼TTMCCぽ=ACTCTTTT間伐TTtCCACTTCTCAC
131・ATCCCCCMMGGAGAATTACCTCCATMTC沼GTACACCCTTCATTAACTl唱ACCTTGGCTTCCTTCACC守CACAACTMTCMCAGMCACCCACATAC
1214 TCATCCTGCCAT円'CTAGGTACACT=AGGACTA判官官TC∞;ACTCCACTCTACACGCCCγrTCTATCCTCTCT百TTCAGTCCCACCAGCCAT
1114 GCACCMCTCTTCTACTCTTAGCTCTGCTTl:TTCCTCCTTCTGGATCCTCTCTCCCCCGMCCMCTCACCCTTATCCCACC'ACC時前~

• 1014 CTGCTGGTGCTGCTGCCTCCTGGT唱=σTGGTGGTCCTGCTGCCCCMCAccm出ATCTA心CTTTAGGCTCT干む‘ιGG

・・2・cτMTMACCCACCTTCCTTCMATCT干CACTCTACATCTA TCCACGT円判GTTTACTGGGCCAGAGGCTCTATCCTACAAMCTCCCCTCTCTCCTTA

・・8・ccrrAccrrATTTCTACTCCACCTTtCMATTMTC可司副CCTTTCCTMGGCTGTCAGGACACTCτACAGCC宅CTCACTACCTCCTCCCCACMCGTATl:'、

-71・τ'CCCCTTCCGTAGl寸CCCTCATACCCMCCTTGGACCCTCCTGCCCATACACTACCCAACττMCACTCTGCTMCAC.CCCACAGTCCTCMGMCCCC
-d14 C刷 ATATCACCCAGACTACAGGCCTTAGAATAC門官TCGGCATTtMGGACACTCTCATTATACATACACATACACACACACCCTTGGGCACCTT陀TGA

・51・ACTCACG'γGGCCTCTACTCTA T ACCTCACεCMCCCAGCCATCTCAGAGG品MATCTCMC河CCACCACATATACT1寸T唱CAC1・TCACACCTACAGACTTC
・・8・GGGCMMGTTCAT官TTG(おCAGAGAT1芯ATA1守'GAGTTCCAGGCAMCC鴻ACCTGCTCTAGτGCTCT官ATCCCA心MAT'C守CCCACT官TCCMCCAGGC

・31・CAGCTCCTCCCMTCCATCCTCCAATGCTCAGCTACCCTTGGCTCATAGGAGCTTtATGAA心CA心CTCTTTCCTGστccCTCMGCCAGACCCMTCTCT
・2'4CCCTCTGGATTCAGAGAGTACACTGTCCCCAGGAACACAGGGCTG‘GC'T'CTιACATGGCAGTCATACAGCCGCAGACTTCCCTACACACTACTGTCACTG 

・"'開花CTTCTCCACγ協同TAAGGCT"叩 ATTtATTtACGCTCTCTCTGATGCTCACTCTCCTCTC'円問中CCCC附 TCTCC7TACTCTGGA T I 
.14IrMCMTCccrA晴間百CTIITCCTGGAi山，GGTCCC-CCCAMCATCCロ灯時給広江'

= HI咽川

B エクソンを合ん

との相!則をDNA 

R-lypc 

とゲノム

3. 7 kb上流iこ位同していることから、 MG35は

ChAT mRNA 7種の12 でいないと巧えられる。 Fig. 

クソンの

イントロンの境界は GT/AGrulc20】に合致していた。

が認めら(またはその頬似配列)エレメントDNA の出)_J配列iこは以下の

示す。全てのエクソン

11 Fi g. 

れた。

TATA-box械 AT-ricb配列;-3777-ー3768、世2651--2632

{逆向き)、寸734、ー1513、-305、ー223

AP1-結合配列 (TGACTCA)23) a a) ;ー2584

CCAAT-box ; -3613、-2702

-Z:$ 

cAMP一反応性配列 (TGACGTCA)a 4) ;ー1249

κB配列 (NFκB-結合配列、 GGGACTTTCC)2 fi) ;一17850

Fig. 11. Nucleotide sequences of EcoRI.HindIII (4060 bp) fragment of mouse 
choline acetyltransferase gene. A， Restriction maps of the EcoRI.HindIII 
region of genomic clone MG35. Open and filled boxes indicate the 5'.noncoding 
and coding regions of mRNA， respecttvely This DNA c10ne contained N. and 
M.type exons， but not R-type exon， B， Nucleotide sequence of the EcoRI.HindIII 
region. Nucleotide residues are numbered in the 5'ω3' direction starting with 
the initiation codon (ATG， double underlined) as number 1. Exons are boxed. 
Restriction enzyme sites used ωconstruct expression plasmid DNA are 
underlined. 
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5・-RACE解析のChAT mRNA マウス4. 

どれのうち、M) と(R3、R4、NlChAT mRNA エクソンを含む 4柿矧のM-typc 

マウス脊髄の13 )。(F i g. で解析した5'-RACE がI止も多litに発現しているかを
呂
田
国
£
ト

を作成し、 5'ノ刷出にfirst strand cDNA p r i mc r -C: RACE-1 po!y(A)'RNAから
回
目
円
匂

5
1

=
=
£
ト

同
甲
山
巴
何
回

同
区
。
υ凶

を川

の |二流

(dG) 17-adaptor 

(RACE品 1primer 

sccond strand cDNA は

RACE-2 primcr とadaptor 

を付加した。

cDNAを

(15-20 bp) 

このいて作成した。

dC-tai! 

をナイロンフィを川い PCR t}~ で別相し、 'l{j Xl.詠勤で分離した。 DNAに{な刊する)

でハイブリダイズしたところ、 130bp Upでラベルした RACE-3ルタ ーへ移行し

この13A)。(F i g. 2ノドのバンドが検出されたの(band-2) 90 bp と(band-l) 

コロ ニー ハイブリダイにサブクロ ーニングした。pUC18 2 ~のパンドを切り出し

クローンねて、塩基配列を決クローン、 band-2を3 をゼーションで band-l

13B)o band-2か らのクローンはすべてスブ Jイス部位の手前で停

か らのクロー ンはスプライス部位をス プライスせずに結え

B 

Band ~ 

• • • • • •• • nωTCGAGAGAGGTGTGGCTGGTγTGCTτGCAGTCAGTC:AGTCGGGGCGGCTGCTGGGATCTG 
o • • 

EミACf..‘
_ Band.1 

- Band.2 

130 -

ロ
的
色

百EJ|
Rl 

R2 

Band I 

band-1 

M-typc田RNAであった。

Qngm 

(ドig.

止していたが、

る

A 

定した

R3 

R4 

N2 

Nl 

M 

221則 GCAACr守CGTCGGAGGCTCTGCTACAGAACCTAGGTGGCGGGCCCAACCTCTGGTACTGC

RACFl RACI，.2 90 

Coding 
Exon 

M-Typc 
Exon 

N-Typc 
Exon 

R-Type 

Exon 

5'-RACE products.The filled circles indicate the position of the g.ends of RACE 
clones， and the open circle shows the 5'-end of cloned M-type cDNA (Fig. 8). The 
filled iriangle indieaus the splicing site within M-type exon(Fig.10. 
Honzontal aπows indicate the position of primers used. Nucleotide residues 
are numbered as shown in Fig， 11. 

Fig， 13. 5'-RACE analysis of choline acetyltransferase mRNA species 

containing M-type exon-A，Poly(AY RNA from the mouse spinal cord was 
reverse transcribed with a pTImer(RACE-1)，and PCR amplification was 
performed WIth the second primer (RACE-2).The product was separated on a 

3%agarose gel，blotted on a filter membrane and hybridized with the 32p. 
labeled third primer (RACE-3).B，Identification of sequences of the g.end of 

ー 25

Fig. 12. Schematic diagram showing the splicing patterns of multiple choline 
acetyltransferase mRNA species from mouse spinal cord. Open and filled 
boxes indicate the 5'-noncoding and coding regions， respectively. Since R-type 
exon was not found in MG35 clone， it is positioned based on analogy to the rat 
choline acetyltransferase gene (Fig. 7). 
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考察

マウス脊髄から 5・非翻訳領域の異なる 7符の ChATmRNAを同定した。このう

ち 5極はラット脊髄で同定した ChATmRNAと同じ騒類に属していたが、新たに

R3、R4-type.RNAを得た。ゲノム DNAの解析からエクソン イントロン構造と

スプライシング横式はマウスとラットでほぼ等しいことが判明した。

Rl-type mRNA以外は initiationATG codonの上流に in世 frameで stop

codonが確認された。 RトtypcmRNAの initiationATG codonと推定される部位

の上流にさらにオープンリーディングフレームが存在するか荷かは今後の検討諜

題である。

7極の ChATmRNAのうち M-typemRNAが祉を〉多itlに発現していることは以ド

の知見から明らかである。

1.単離した 21 クローンのうち 19クローンが M-typeエクソンを含んでい

た。このうち 4クローンは M-lypecDNAであり、残りは M-typcエクソ

ン内の R3、R4、Nlおよび M-typeIIRNA ，こ共通の領域内で停止していた

(Fig. 8)。
2. M-typeエクソンを含む ChATmRNAの 5・-RACE解析で 2本の主要なパン

ドが得られたが、 1ノドは M-typcmRNAに相当し、他はスプライシング部位

の手前で停止していた。 (Fig. 13)。

3. M-typc mRNA ，こ相当する PCR庄物のシグナルが他のシグナルに比べて最も

強かった(Fig. 9)。

ゲノム DNAの EcoRI/HindID領域に多くの DNAエレメントが認められた。こ

れらが実際に機能しているか否かを明らかにするためには、レポーター遺伝子を川

いた DNA トランスフェクション法などによる解析が必要である。第 2編および

第 3編にマウス ChAT遺伝子の機能解析について記す。

-26 -

穿~ 1 結": ノJ":r舌

1. ラット脊髄から 5 利、マウス脊髄から 7 符の 5・非翻.J~領域の災なる ChAT

mRNAを同定した。

2. ゲノム DNAの解析から、 1:心の ChATmRNAは 3カ所のプロモータ ー傾属

からの転写1m始と、スプライシング部位の選択により陸生することが判明し

た。

3. 被数の ChATmRNA分子種のうち、ラットおよびマウスの脊髄で M-typcmRNA 

が最も多filに発現していた。
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主再 2 拘d

コリンアセチル転移酵ぷ遺伝子のプロモーター領域

およびエンハンサー領域の同定

第 1編において ChAT遺伝子には 3カ所のプロモーター領域がι在すること
をぷしたが、これをl直接にd正明するためには DNA トランスフェクション法などに

よるゲノム DNAの機能解析が必要である.ゲノム DNAの下流にレポーター遺伝子

をつなぎ、培益細胞に導入してプロモーターやエンハ ンサー活竹を測定した。培益

細胞株はコリン作動性やアドレナリン作動性など、表現型の異なるさまざまな

ncuroblastollaが利用可能なマウスの cell lineを用い、マウスの ChATiU伝f

を解析した。

28 -

第 1]言

NS20Yおよび NGI08-15で発現している ChATmRNAの解析

マウス山来で ChATを発現している ncuroblaslomacell 1 ine (NS20Y) と

neuroblastoma & glioma hybrid ccll linc (NGI08-15) の ChATmRNAをノーザ

ンプロットと PCRで解析した。

実験万法

1.ノーザンプロット解析

坑益細胞から guanidiumlhiocyanate法で lotalRNAを抽出した。 20μgの

lolal RNAを 1お forllaldehyde-agarosegelで分離後、ナイロンフィルターへ移

行した.プレハイブリダイゼーションは 50%formamidc、1M NaCl 、10完 dcxlran

sulfate、1完 SDSおよび 150μg/mlsonicated salmon spcrll DNAを含む溶液中

で ~2 oc、2h行 った。上記溶液に 12pでラベルした mouseChAT cDNAの全長

を 5x 10 fi cpm/m 1の濃度となる械に加え、 42ocで一晩ハイプリダイゼーション
した。その後フィルターは 2x SSCで室温下、軽く 2回すすいだのち、 1%SDS 

を合む 0.2x SSC中で 60oc、30min洗浄し、 X線フィルムiこ鍔光した。

2. PCRとサザンプロット解析

m1編第 2~と同織の方法を用いた。

実験結果

NS20Yと NG108-15の ChATmRNAをノーザンプロットで解析したところ、どち

らの細胞も 4.0kbの 1本のバンドが検出された (Fig. lH)。これはマウスの

脊髄および脳で検出される ChATmRNAと同じ長Zきであった“。シグナルは

NS20Yの}jが強く、 ChAT活性の強志と相関していた(後述)。

PCRとサザンプロット解析では、第 1編第 2章に示した 7極の ChATmRNA 
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のうち、 M-typcmRNAのみが検出窓れ、他の免.IJLは微剥であった(ドig. l~B) 。

J考察

DNA トランスフ 1 クション実験を行う前iこ、まず2純知のコリン作動性Nti"S:細

胞株で先現している ChATmRNAの解析を行った。ノーザンプロットでは脳や有髄

と同じ~. 0 kbのバンドが検出された。 PCR tl~ による 25 [IIJの別料では 7純の

ChAT DlRNAのうち M-typcIIIRNAのみが検出され、他は検出限界以ドであった。脊

髄の poly(A)+RNAを用いたときは、 IriJじ条nで 7種の ChATmRNAのすべてが検
出されたこと (Fig. 9) を考践すると、 NS20Yと NG108-15では M-typemRNAの

発現が他の樺類に比べてfi=倒的lこ多いと考えられる。このため、これらのコリン

作動性制胞は Rlypc mRNAや N-typcmRNAの転73の解析には小r;，jきであるが、

M-typc lDRNAの転写解析には有用なモデルであると考えた。
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Fig. 14. Northern blot and PCR analysis of choline acetyltransferase mRNA 
expressed in cholinergic cel1 lines. A， Total RNAs (20μg) prepared from 
NS20Y (Iane 1) and NG 108・15(Iane 2) cells were separated on a 1% 
for~~ldehyde-agarose gel， blotted on a filter membrane and hybridized with 
the 32P-labeled mouse choline acetyltransferase cDNA. B， Poly(A)+RNAs 
from the cel1s were analyzed by PCR with the specific forward primers and the 
common reverse primer. Primers used were; R (lane 1)， N (lane 2)， M・1(Iane 
3)， and M・2(lane 4). The lengths of hybridization bands are shown on the left in 
bp. For autoradiography of NG 108・15，a three times longer exposure was 
required compared to that for NS20Y cells. 
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第 2立

DNA トランスフェクション法による ChATの 5・転写削節領域の解析

第 1編第 24Lでクローニングしたマウス ChATの 5・領域を含むゲノム DNA

Iこレポーター遺伝子としてクロラムフ zニコールアセチル転移酵素 (CAT)遺伝子

をつなぎ、ノド編第 1市で解析した 2純のコリン作動性細胞や、他の神経細胞や

JI:神経細胞に導入してゲノム DNAのプロモーター活性を解析した。

実験方法

1.発現プラスミドの作成

pSV2CAT2 ・}の l1indID/Baml11 (CAT unit、1651bp) を slucscriplSK-

(Slratagcne)のlIindllI/BamllIsitcに組み込んだ (pBlucCAT)oSV40の

poly(A)'付加シグナル (135旬、IIpa1 /BaIlH 1 )を pSV2CATから切りIHし平市本
端にして、 pBlueCATの KpnIsite(宇治末端化)に組み込んだ (pslucOCAT)。

lnserlの向きは出足配列により確認した.マウスのゲノム DNAクローン (MG3 5) 

の EcoR1 (、ド滑末端化)/Hindlll (4054 bp)を pBlucOCATの Hi n c Il /11 i n d m 

sitc に剥iみ込みこんだ。続いてlIindUI で切断し、平滑~~由化後に Xba linkcr 

(5・-CTCTAGAG-3・)を挿入した (pBlucOEIJCAT)。この constructは ChATの

initiation ATG codonの下流に inframcで slopcodon (TAG) を配附すること

で、レポーター (CAT)タンパク質の翻訳が自身の ATGcodonから始まる織にし

たものである。 pslucOEHCATから Xho1 /Tthl11 I と Xho1 /Ps t 1 を切り取り、ド

市本端化後に sclf-ligationし、それぞれ pBlucOTlICATと pBlueOPlICATを得た。

pBlueOTTCATの作成は MG35のTth111[ /TthsB8 1を平滑ぷ端化し、 pBlueOCAT

の ClaI sitc を、I~m点端化して組み込んだ。以上の CAT 発現ベクタ ーの作成 iこ

使用した制限酵素 siteを Fi g. 11Bに示した。

2. 細胞収益とDNAトランスフェクション

細胞は 10兎 felalcalf scrumを合むダルベッコ変法イーグル培地 (DMEM)で
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1.9 で1.7倍、 NGI08-15(pBlucOTlICAT)、プロモーター活性は NS20Yでたs!jの代ただし NI1I3T3は fetalbovine scrum 37 oc、市 COz存在下で培養した。
にサプレッサーエレメンこの結果は、 EcoR1 /Tthll1 1 倍の増加が観察された。μM 1 x IIAT液 (10010完bovinecalf serumをJUい、 NGI08-15にはわりに

もしくは転写を弱める構造上の問控があることを示している。トが存在するか、トラを追加した。 DNAμM aminopterine、16μMthymidine) hypoxanthinc、O.4 

まで欠失させた時 (pB1 ucOPIICAT)、プロモーター活性は-1823 bp (Pst 1 ) さらに(5 x 105ccll s) 6-cm dish ンスフェクションはリン酸カルシウム法 37)で行い、

TATA-box織エクソン1:7fitのまた、 M-typcパックグランドレベルまで低下した。と(Bluescript) carrier DNA のμg 4 ド、CAT発現プラスミのμg 5 あたり

四 2259bp (Tlhlll 1 /TthIlB8 1 )領域を挿入した時からー2751の配列を含むを!日いた。 DNAを加え(pactβ-galU ))  ドプラスミcontrol intcrnal のμg 

(ps 1 ueOTTCA T)、行意なプロモーター活性が認められた。63-66 h培養した。細胞はさらに4時間後にグリセロ ールシ ョックを行い、た

iこプロモーターがが在し、TthIls81 /11 i nd JO 以 1:から、Tthlll1 /TthIlB8 1 250 mM Tris-Cl(pll 8.0)中で超汗波で破砕した。のμ
 

150 凶収したのち、

エンハンサー版活性があることが示された。
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崎
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D-galactopyranosidcを法質とβーガラクトシターゼ活性は O-nilrophenyトβ

NGl悌・15NS20Y 
をM質(57 IIC i/IIIDO 1) cbloramphcnicol [1-1・C]して測定した=・)0 CAT活性は

アセチル化産物は37 oc、30min反応させ 31)、のタンパク質でμg 5-20 とし、
518 9 pBlueOEHCA T 

をImaging Systcm TLCで分離した。放射活性の絶対抗は AmbisRadioanalytic 

962 15 pBlueOTHCA T の方法草川により測定した。用いて測定した。 ChAT活性は FonnulI

22 pBlueOPHCA T 

186 4 EコpBlueOTTCA T 
実験結果

27 2 No ・InsertpBlueOCAT 

Fig. 15. Transient CAT assay in cholinergic cell lines. The structure and 
restriction enzyme sites of the 5'-noncoding and coding regions are the same as 
those shown in Fig. 11. The open boxes indicate the regions of choline 
acetyltransferase gene inserted in旬 theCAT expression plasmid. CAT activity 
is given as a percentage of that in the cells transfected with pSV2CAT. Duplicate 
transfections were performed in each experiment， and the values are the means 
of two independent experiments. 
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mulliple の

プロモーターの解析

BJuscript 

M-type mRNA 

トランスフェクションのためのベクターとして

コリン作動性細胞での

DNA 

このベクターを細胞に導入(pBl ueCAT)。を挿入したCAT unit cJoning site Iζ 

パックグランドの転写が強く、プロモーター活性の評

poly(Aγ付加 シグナ ルを挿入したの上流にCAT unit 

CAT活性を測定し たが、

そこで

し

価が困難であった。

1完以下とな った。 各樟ゲノム断(pBl ueOCAT)、パックグランドの転写はとこ ろ

PCR解析のmRNA (CAT) レポータ ー2. ポジ15 )。(F i g. の間に挿入したCAT unit poly(A)+付加lシグナルとこの片は、

の転写が細胞内で正しく行われているか得かをトランスフ ェク ションした DNAにおいNGI08-15 との発.Blは、 NS20YpSV2CAT ティプコントロールとして用いた

16)。(F ig. PCR法を用いて解析したであっ1. 06完 substrateacetylation/μg protein/30 lIin とてそれぞれ 3.20 
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は pBlucOEHCATに比べると発現はかなりランドと同ね皮であった。 pBlueOTTCATを用いforward pr imer TATA-box様配列の上流のくは M-typcプロモーターの

-}J、これ低くなるものの、 3搾の神経由来の細胞では有意な発現が検出窓れた。エクソン内のサザンプロッティングを行った。 M-typePCR法で増幅し、て

(CAT)活性と内在性 ChAT活性との相関は認レポーターらの神経細胞において、pBlueOTHCATを導入した細胞で正しいスとprimerを用いた時iこ、 pBlueOEIICAT 

CAT ActivilY (% ofpSY2CAT) Cholinc Acetyltransferぉc
Cell Lmes Origin ActivJty 

pBlueO<ごAT pBlueOEHCAT pBlueOTTCAT (pmoVmg protem/min) 

NS20Y Neuroblasloma 2 10 5 262 

NG108-15 Neuroblasloma 24 499 220 188 & Glioma 

N18TGI Neuroblasloma 5 19 15 12 

LCel1s Connective 
3 4 3 <1 

l.JSsue 

Balbβ1'3 Em防yo <1 2 <1 

NJH!3T3 Em肱yo 2 2 <1 

められなかった。-}j、上

このpri mcrを川いた時にはいずれの細胞でもバンドが検出されなかった。

のバンドが認められた。384 bp プライシングを受けた長dlこ柑当する

if.tの

の転写が Mtypeプロモーターから始ま

6 5 4 

り、かっ転写産物が正しくスプライシングを受けていることを示している。
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Fig. 16. PCR analysis of CAT transcripts in NG 108・15cel1s. 
RNAs from NGI08-15 cells transfected with pBlueOEHCAT (1anes 1 and 2)， 
pBlueOTHCAT (1anes 3 and 4)， and pBlueOPHCAT (1anes 5 and 6) were 
analyzed by PCR. The reverse primer was complementary 切 thecoding region 
ofthe CAT gene. The forward prirners were selected frorn the most 5'-end ofM-
type exon (M・1in Fig. 8， lanes 1， 3 and 5)， as wel1 as the 22・mero1igonuc1eotide 
(5'-CTTACTGTGGCCAACCAACTCC) located irnmediately upstrearn of the 
TATA box-like sequence (1anes 2， 4 and 6). The products were separated on 
a 2.5% agarose gel and analyzed by Southern hybridization as in Fig. 9. 

TabJe 1. Transient expression of CAT activity and intrinsic choline 
acetyJtransferase activity in various cel1 lines. 

Jt察

4・トPCR 
--

Nおよ5・傾岐の泊J占配列でChAT遺伝子の1編第 2~に示したマウスの第

プロモーターのTATA-box械の配列が認められた。ヱクソンの1:hltにび Mtype 

トランスフェクDNA 存在をi町接lこ，証明するためには、レポーター遺伝子を用いる

transcription assayなどを行う必裂がin-vitro ション法か紘抽出波を用いる

と(NS20Y) ncuroblastoma cell 内在f'I:ChAT活性が検出される著者はある。名種!t1il細胞を用いたプロモーター活性の解析3. 

トランスフェクをJlJい、 DNA(NGI08-15) ncuroblastoma & glioma hybrid ccll エレメントDNA ChATの神経細胞特民的発現を規定する領域にEcoR 1 /Hind m 

ChATのゲノム領域のプロモーター活性の検討を」みション法でクローン化したにぷしたマウス由米の名手E培養Tablc 1 が合まれているか否かを検討するため、

の転写織式を調べたところ、 M-lypemRNA ChAT mRNA まずこれらの細胞でのた。また各細pBlucOTTCATを導入し、 CAT活性を測定した。とpBlueOEIICAT 細胞に

の発却が圧倒的に強く、他の発現は微弱であった。従って上nGの細胞は M-type(Table 1)。ポジティブコン トロールおよびネ胞の内在性 ChAT活性も測定した

のプロモーターを解折する上では有JlJであろうと巧・えた。実際、本実験でmRNA をmいた。pBlueOCAT とそれぞれ pSV2CATガティプコントロールとして、

TATA-boxを含む領域の欠失はプロモーター活性を消失さ

この結果は、著名・の用いたむしろプロモーター活性を強めた。
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エクソン t流の

せるどころか、

N-typc の発現は NGI08-15

で中程度に発現したが非神経細胞での発現はパックグ

34 -

pSV2CATはすべての細胞で強い発現がみられた.pBl ucOEHCAT 

N18TGl とで強く、 NS20Y



2種のコリン作動性細胞では N-typemRNAのプロモーターはほとんど機能してい

ないことを示している。現在までのところ、昨type以外の ChATmRNA分子持を

主要に発現する細胞株は知られていない。

著者は DNA トランスフェクション法により、 M-type.RNAのプロモーターを

Ttbl11 I /TthHB8 1領域に同定した。また、この領域のプロモーター活性はド流

に M-typcエクソンおよびイントロンがつながって存在しているときに増強され

た。この原因としては、①TthHB81/llindID領域にエンハンサーエレメントが存

在する、② nativcなエクソンーイントロン構造が効率のよい転写開始に必躍で

ある、との 2つの司能性が与えられる。TthllB8I/HindID領域の転写増強メカニ

ズムは今後の電要な課題であると考えられる。

本編の結果は、 Jj省のクローニングした ChAT.遺伝子の 5・領域には ChATの神

経細胞での特異的発現を規定する情報が含まれていることを示している。しかし、

神経細胞間での内在性 ChAT遺伝子の発現とトランスフェクションしたレポータ

ー遺伝子 (CAT)の発現との問には相関が見られなかった。この結果はクローン化

した領域 (EcoRI/llindID)には ChATの神経特異的発現を規定するエレメントは

存在するが、コリン作動性特異的発現を規定するエレメントは存イEしないことを

示しているのかもしれない。あるいはこの領域にはコリン作動性特異的発現を規

定するエレメントが実際には存在するが、各細胞での内必性 ChAT活性が転写肉

チ以外のファクター(遺伝子構造の変異など)により決定されているため、見か

け上相関性を示さなかったと考えることもできる。いずれにせよ、さらに多くの

細胞株やトランスジェニックマウスを用いた解析により、 ChATのコリン作動性特

異的発現のメカニズムが明らかになることが期待できる。

由 36-

気吉 2 続可 ノJ"長E

1. 2種類のコリン作動性細胞 (NS20Yと NGI08-15)は M-typemRNAを他の柿顕

に比べ圧倒的に多く発現しているため、 M-typemRNAのプロモーターを解析す

るための有用なモデルである。

2. マウスの ChAT遺伝子の Tthll11 /TthsB8 1領域に M-typemRNAのプロモー

ターを[liJ定した。また、Tthlls81 /11 i nd阻領域にエンハンサー織活性を認、めた。

3. M-typc mRNAのプロモーターおよびその下流のイントロンには ChATの神経細

胞特Y4的発現を制定する領域があることが判明した。
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第三 3 紙百

サイクリック AMPによるコリンアセチル転移酵来遺伝子の転写剥節

サイクリック AMP(ĉMP)誠導体や細胞内の cAMP濃度を附加させる特種薬物

が ncuroblastomaccll や初代培養神経細胞の ChAT活性を増加させることが知

られているい、口、口、 34)。しかしこの ChAT活性の増加が、 ChAT遺伝子の転匂レ

ベルでの噌加によるものか、 ChATタンパク質のリン酸化等の翻.R後修飾によるら

のか、そのメカニズムは明らかではない。

第 1編第 2 i吉にぷしたマウスの ChAT遺伝チ上には cAMP反応性エレメント

(CRE) に類似の配列が必められた。そこで著者は NGI08-15を!日い、クローン化

した ChAT迫伝子の cAMP反応性を検Jした。

実験Jj法

PCRとサザンプロット解析は第 1知第 2~に、ノーザンプロット解析は

第 2編第 1市iこ、細胞培養と発現プラスミドの作成および各純酵素活性の測定

は第 2編第 2I;iにそれぞれOGしたJj法に準じた。

DNA トランスフェ夕、ンョンはトc・di sh (5 x 10・cclls) あたり 2μgの
CAT発現プラスミドと 3μgの carricrDNA (Bluescript) を川い、第 2編第

2 ~の方法で行った。 グリセロールショックの 15 h後に、培地を交換し各施薬

物を添加してさらに 48h明益した。

Stable ccll 1 ineの樹立は、 Sac1 で切断した pBlucOEUCAT12.5μgと

pSV2nco 2.5μgとを co-transfection し、グリセロールショックの 48h後に

細胞を集め、 1・g/mlの G418を含む坑地に交換して 10-cmdishにまき直した。
2週間の培長の後に G418-rcsistantなコロニーを選択した。
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実験結*

1. Dibulyryl cAMP (DBcAMP) による NGI08-15の ChATmRNAの地加

DBcAMP (5 mM;予備実験による最適濃度) 存立下および非存花ドで 48h培益

した NG108申 15から lolalRNAを抽出し、 ChATの発現をノーザンプロッテイン

グで解析した (Fig. 17)0 4.0 kbの ChATmRNAのシグナルは DBcAMP投与によ

り約 2倍に増加した。ド記に示す通り、この増加の程度は同じ条件で培益した細

胞の ChAT活性の附加の紅度と良く一致していた。

DBcAMP非仔イピド、 94 1 6 pmo!/mg prolein/min (n=3) 

DBcAMP存在ド、 177 1 5 pmol/mg prolein/min (n=3) 

DBcAMP-
lrealmenl _ + 

Origin-

9.5 -
7.5 -

4.4 -

2.4 -

1.4 -

Fig. 17. Northern blot analysis. 

Total RNA (20μg) prepared from NG 108・15cel1s cultured 
for 48 h in the absence (-) or presence (+) of 5 mM  0 BcAMP 
was separated on a 1% formaldehyde-agarose gel， blotted 
on a fi1ter membrane and hybridized with the 32P-labeled 
mouse cho1ine acetyltransferase cDNA. 

2. DBcAMPで附加する ChATmRNA分子純の PCR解析

第 1編第 2なに示した 7純の ChATmRNAのうち、 DBcAMP投 t長でどの分子純

の転写が附加するのかを PCR法で解析した (Fi g. 18AB) 0 DBcAMP 非存仕ドでは

第 2編第 1;-;tの結果とluJ臓に、M-lYPCmRNAのみが検:Hdれた。 DBcAMP(5 mM) 

投与により M-lypcmRNAのほか、 Rl、問、 N2-lypemRNA も検出されたが、発現

は M-typcmRNAが最も強かった。この結w:は、 NGI08-15においては DBcAMPの

存在、，.11:存在にかかわらず、 M-lypemRNAが最も効率よく転写されていることを

ノJミしている。
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8-BrcAMPはrlj]じ濃度においてがJ2倍 1:引させたにすぎなかった。明加させたが、三
-5
2
丑

butyraleを放出することが知は細胞!院を透過したのち細胞内で分解してDBcAMP 

は単独でレポータ-iS伝子の発現を約sodium butyralc また、られている・ 630

の相加効butyrate との劇的な効果が cAMPDscAMP 4 f告に附加した.この*，11*は
lheophy 11 i nc投守は細-}j、prostaglandinEI *であることをぶしている。

と横紋筋とのシナプス形成を著しく促進cAMP浪肢を上.}.'.させ、 NGI08-15j抱内の

thcophy 11 i nc投与はすることが知られている z・)0 prostaglandin EI 

2 f苦に噌加させた。vchiclcに比べレポーター遺伝 fの発現を
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トラこの結果は、(Tablc 2)。においても伝効であった以上の薬物はI.cc I1 

ChATを発現しない細胞

ChAT泣伝子の転写を cAMPが促進しうることを示

ンジ ザントなト ランスフ ェクション解析では、内花性の

においても、外から導入した

ソマトスタチンの有効性は、cAMP この織なトランジエントな系でのしている。

チロシン水般化酵よi込伝fなどでもぶされている S1 • 1ft)。ili伝子や、

cAMP反応性にはどの領域が必須であるかを、領域のうち次に、 ~:coR I /11 i nd 111 

およドをJIJいて検.:，tした。 pBlueOlillCAT、pslueOTIICATi~iS分的に欠失したプラスミ

に導入し、 DBcAMP存花ド、非NG108-15 ドをの3杯のプラスミpsI ucOTTCAT ひ

pBlucOTIICAT はと19)0 pBlucOlillCAT (F i g. CAT 7，Ct'1.を測定したιィ五ドで収益し

Fig. 18. PCR amplification of the 5'-region of choline acetyltransferase 
mRNA. Total RNA from NGI08-15 cells cultured in the absence (・)or 
presence (+) of 5 mM  DBcAMP was PCR・amplifiedfor 25 cycles using specific 
forward primers and a common reverse primer. The products were separated 
on a 3% agarose gel， and transferred ωa  filter membrane and hybridized with a 
32P-labeled oligonucleotide. Specific primers used were selected from R-type 
exon (lane 1)， N-type exon (lane 2) and M-type exon (lane 3). The length of 
hybridizatlOn bands are shown on the left in bp with the type of mRNA 10 
parentheses. B， Splicing pattems of choline acetyltransferase mRNA species 
detected in the PCR analysis. Open and filled boxes indicate the 5' -noncoding 
exons and the N-terminal coding exon， respectively. Positions of the specific 
primers are shown by asterisks. 

一}j、pB1 ucOTTCA T 8. 3 f~~'こ発現が増大した。DBcAMPによりそれぞれ 10.9mと
(3. 9 f台、これは butyraleによるI:H3.6 f告のJ:叫が観銭されたが、では

とMれl主であ った。Tablc 2) cAMP反応fJI.の検討のDNA ChATゲノムトランスフェクション法によるDNA 3. 

制域のド此EcoR J /11 i nd皿ChAT迫伝子のの市で小したマウス2編第 2第

にトI. ccll とNGI08-15 ナ
~ (pB 1 ucOEIICA T) ドCAT unitをつないだプラスミ

CAT AcuvilY (fold-inαcase) 

Lccll 

Table 2. Effects of cAMP 
derivatives， sodium butyrate， 
and prostaglandin El plus 

theophylline on transient 
expression of pBlueOEHCAT. 
Values are the mean fold 
increase :t SEM (n=3). 

3.2土0.4

6.0:t0.2 

10.1士0.6

2.0:f: O.S 

2.3:t 0.2 

3.91:0.4 

2.3土0.3

l.3 t 0.1 

1.3土0.11.3土0.1

DBcA'vfP (l mM) 

DBcAMP (S mM) 

8.BrcAMP (l mM) 

8-BrcAMP (S mM) 

Sodium BUlyratc (10 mM) 

Vehiclc (0.4 % Ethanol) 

Proslaglandin El (4μM)& 
Theophylline (1 mM) 

Drug (conc.) 
ランスフェクションし、 cAMP，m導体の投与によりレポ ータ一迫伝子の発現が附)JII

NGI08-1S 
に類似の配列 (TGACCTCA)領域には CREするか否かを験.Hした。 EcoRI /U i nd 111 

1編(第エクソンのド流にfIlji'(するイントロンに認められたfJ~ M-type 

DBcAMP、をトランスフェクションした惣HにId地に.-;.:) 0 pBI ucOEHCAT 2 第

thcophy11incを加えまfこは prostaglandinEI (8-BrcAMP) 8-sromo cAMP 

52に印した通り、 cAMP2 2編第(Tab1c 2)。郊CAT活性を測定した48 h後に

3.1土0.1
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2.6土0.1kt.J 

10 f行)

でNGI08-15 

(約50伏強)Jであ った。DBcAMP段うはレポータ-iS伝子の発現を顕著に

-~ O 

に比べL cc 11 の発現はpB1ucOEHCAT 誘導体非作イ1:，，-における
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cAMP誘導体や細胞内 cAMP濃度を増加させる薬物が ChATさまざまな細川胞でn.8土2.52.1 :t 0.4 

.\I，~p< hon 、'~p<l‘酬

pBlucOEHCAT 
活性を 1:対させることが示されているが I1 ， 32・11，S 

のChAT活字"の増加が ChATmRNA でのNGI08-15 によるcAMP ではない。著名・は
21.5 :t 5.4 2.6 t 0.4 pBlucOTHCAr 

タンパク質のリン酸化等の翻.J(後修飾

のシグナルのChAT mRNA 

または ChAT

ノーザンプロット解析での

転写の!{(I加に山米するのか、

に由来するのかを検討した。

I.!i :t 0.1 0.5士0.1仁コpBlucOγrCAT 

-致し

ChAT 

のれ!立と良く

もしくはこのtJJJ艮は DBcAMP が ChAT 追伝子の転写を，!~めるか、

は ChAT活性の増加(1.9抗)(2. 0倍)DBcAMPによるWI)Jtl 

ていた。

この吋能性のうち、.r，-!'iは DNAトランの安定性を'!.:Jめることをぷしている。mRNA 

ChAT活性の町l加が ChAT.ill スフゴクション訟による解析で、 DBcAMP投与によるDBcAMP以応性の検討1 incでのstable ccll 4. 

ヒト町;盤から{ヰチの転写のm加に誌づくことを証明した。 Bruccand "crsh7)は、cAMP Ix応性を刻定するのに卜分領以に内在性 ChAT.ii!伝子のEcoRI/lJindls 

calcium/calmodulin-depcndenl protein kinascやはChAT 部分和製したを樹立して検村した。J i nc stablc cclJ なエレメントが含まれているか否かを

calcium/phospholipid"dcpendcnt protcin kinaseによりリン酸化を受けるが、stablc G418で選択し、してco骨 transfectionpSV2neoをとpBlueOEIJCAT 

によってはリン酸化されないと報行(A kinasc) cAMP-dcpcndcnl protcin kinasc 内在性 ChAT48、96h後に、(5 mM)投与後 O、J incを樹注した。 DBcAMPcell 

したがって、 cAMPが Akinaseを活性化し、 ChATタンパク質をリンしている。20)0 DBcAMP (F i g. 活性とレポータ-ig'伝子 (CAT)活性をそれぞれ測定した

いずれのタンバまた、般化することにより活ヤ1:を上日・8せている可能性は低い。であった。3{行)よる活性の!{(/)JlIは両将でほぼ l ，iH~皮 (2

の活性上昇がおこるとChAT リン酸化によりク質リン般化M，R~を介するにせよ、は細胞のiS伝 fに組み込まれて先DNA 1 i ncでは外から導入したstable cell 

の報行はまだない。この状態でのレポータ-ili伝子の先現が、 |時間的にら、強j立におい現している。

の効果の8司 BrcAMPとDBcAMP トランジェントなトランスフ ェクション解析でChAT -致したことは、EcoRI /11 i nd皿領域に内在性 ChAT.ii!伝子の発現とても、

必皮には顕著な注いが比られた。 DBcAMPは細胞肢を透過したのちに分解してcAMP反応t'I:を規定するのに卜分なエレメントが含まれていることをボilj-伝 fの

butyratcを放出することが知られている 15)。また butyrateはトランスフェク

ションの効率を尚め、 外から加えた遺伝子を発現する細胞の数を増やすことが知

さらに.r.-~の tfiられており 、実際にこのは的のために使HJされることもある"¥

したの転7J.を高める働きはよ宮、められなかった。自身には ChATbutyratc *では

のトランスフbutyratc の効果とDBcAMPでみられる劇的な効果が cAMPがって

ェクションの効ヰiに対する効果の相加効果であるロ]能性が向い。実際 butyrate

レポーター込伝子の

DBcAMPはトランジェントな系ではレポータ -ig

トランスフェクションの効唱が影押しな
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トランジェントな系において、の単独効果を調べたところ、

10倍に明大させたが、

また4倍にm加させた。
伝子の発現を約

発現を

Fig.20. E仔'ectof DBcAMP on choline 
acetyltransferase and reporter gene (CAT) 
activi ty in stably tran sfected NG 108・15.
NG108-15 cells were stably transfected with 
pBlueOEHCAT and pSV2neo. A stable cell 

line was seeded at a density of 5 x 105 cells 
in a 60・mmdish. 
Both choline acetyltransferase and CAT 
activities were determined at 0， 48 and 96 h 
after the addition of 5 mM  DBcAMP. Values 
are the fold-increase土SEMcompared with at 
time 0 activity， calculated from triplicate 
cultures. 

している。
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Fig. 19. Transient CAT assay using partially deleted DNA constructs. 
The open boxes indicate the region of choline acetyltransferase gene inserted 
into the CAT expression plasmid. Transient transfection and treatment with 
DBcAMP were conducted. CAT activity was analyzed 48 h after the addition of 
5 mM DBcAMP and is given as mean :!::: SEM (n=3)， 

。o 



いスティブルな系ではその効果はトBrcAMPの効果と同程度の 2"""3倍であった。

本編の結果は M-typcエクソンの下流に位同するイントロン領域が CRE類似の

配列を含み、これが ChAT追伝子の cAMP反応性に必須であることを示している。

しかしながら現在のところ、この CRE械配列が実際に機能しているか否かは断定

できない。cAMPが ChAT遺伝子の発現に関与する他の転写調節閃子 (CRE-

binding protcin以外)の転写を高め、その結果として二次的に ChAT遺伝Fの

発現が高ま っている可能性も合定できない。いずれにしても著占の同定したイン

トロン領戚のぷ細な解析により ChAT.iu伝子の cAMP反応性のメカニズムが明ら

かになることが期待できる。

-44 -

多宇~3 結言 ノJ、f舌

1. NGI08 15での cAMPによる ChAT活性の増加は、 ChAT遺伝子の転写の噌加に

基づくことを明らかにした。

2. ChAT 遺伝子の cAMP反応性を規定するエレメントは M-typeエクソンの下流

に{屯刊するイントロン領域にU在する。

国 45-
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著者はコリンアセチル転移静来の遺伝子発現機構に関する研究を行い、以下の

知見を得た。

1. ChAT の mRNA には 5 ・ ~I:翻訳領域の異なる桜数の分 F杯~ (ラットで 5穂、

マウスで 7種〉が存在し、それらは 3カ所のプロモーターからの転写開始

とスプライシング部位のnJ変的A択の組合せにより産生する。

2. 行髄および 2純のコリン作動性収益細胞で最も発現虫の多い M-typcmRNA 

のプロモーター領域をマウスの ChATiu伝fのTth111 I /TthHs8 I領域に

IIIJ定した。またTthHs81/lIindffi領域にエンハンサー織的性を必めた。

3. M-type mRNAのプロモーターおよびその下流のイントロンには ChATの何1粁.

細胞特民的発現を規定する領域が存在する。

.f. ChAT迫伝子の転写は、細胞内の cAMP濃度の1:.il.により附加する。この

cAMP Ix応性に必須の領域はTthlls8I/lIindill領域である。

以上の知見は ChAT遺伝チの発現調節機構を明らかにするとともに、コリン作

動性ニユーロンの発生、分化および変性の機摘を研究する上での民礎を民供する

ものである。
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