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要旨

晴乳類の大脳神経回路網形成で最も重要な過程は ｢1余剰な神経細胞,シナプスの産生｣,｢2

高感受性期における活動依存的神経回路の選抜｣,｢3低感受性期への移行｣である.この過程を

支える分子機構を明らかにする第一歩として,生後マウスの大脳において時期特異的に発現する

遺伝子の検出を試みた.まず新しい遺伝子発現比較法の開発に着手し,この結果,Poly(A)'

mRNA丘ngerprintingbyarbitraryprimers(PRAP)法という新しいDifferentialdi8PlaypI))壁
遺伝子発現比較法を開発した.PRAP法で得られる遺伝子断片は,mRNAの3'末端非翻訳領域を

選択的には増幅せず,翻訳領域の配列情報を高確率で入手することができるようになった.さら

に,従来のDD型遺伝子発現比較法全てに対して適応可能な遺伝子検索の確率論的基盤を整備し

た.次にPRAP法を用いて生後0,1,2,4,6週齢のマウス大脳における遺伝子発現を比較し,発現

に差の見られたいくつかの遺伝子断片についてノーザンブロット解析と塩基配列決定を試みた.

パイロット研究の結果,相同性をもった複数種のGタンパクが,生後のマウス大脳において,時

期特異的に発現していることが示された.

1.はじめに

1-1 大腰神凝固戯粛形成における発生学上の好摩偉

大脳神経回路網の形成は個体の組織形成において極めて特異な位置を占めている.通常の組織形

成においては,その最終的な機能と形態はおおむね先天的に決まっている.すなわち,遺伝的プロ

グラムが,安定な肱の内部環境において遂行されることにより,一定の形態と機能をもった組織が

形成される 1111.しかし,大脳神軽回路網形成においては,外部からの入力刺激によって,内部環

境 (回路網の活動)は変化をとげ,それにともなって遺伝プログラムの発現状況もまた変化する.す

なわち,大脳神経回路網の形態と機能は,先天的には定まっておらず,外部環境からの刺激と,そ

れによって異なってくる神経回路網自身の活動に依存して,様々な形をとりうるのである.

しかしながら,大脳神経回路網の形成が遺伝的プログラムの支配を免れているわけではない.む

しろ,様々な外部入力に応じて,活動依存的に神経回路網の機能と形態を変化させうる,柔軟な分

子機構を創出する遺伝プログラム,およびその具現である分子機構が存在すると考えるべきである.

112 大腰神凝固彪粛腰虜の本質

それでは,大脳神経回路網形成における柔軟な分子機構の本質とはなんなのだろうか?わたしは,

晴乳類の大脳神経回路網形成においてもっとも重要な過程は,余剰な神経回路網形成と活動依存的

な神粧回路網選抜に対する感受性の変化であると考える.この観点から,噂乳類の大脳神経回路網

形成を次の3つの過程に分類する.すなわち ｢1余剰な神経細胞,シナプスの産生｣,｢2高感受性
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期における活動依存的神経回路の選抜｣,｢3低感受性期-の移行｣である.
まず生後の噂乳類大脳において,神経細胞は多数の側枝を伸ばし,多数の標的神経細胞と余剰な

シナプスを形成する (マウスでは生後0-2週齢)･つぎに,神経回路綱は高感受性期を迎え,この

時期に活動依存的な神経細胞とシナプスの削除が大規模に展開する(1-4週齢).最後に神経回路

網は徐々に低感受性期へと移行し,小規模で定常的な可塑的変化が大規模な回路網選抜にとってか

わる (～6週齢) 【3,30,31,38ト

1-3 神凝固戯粛彪虜の併発状況

現状では,大脳神経回路網の形成過程を余剰な神経回路網形成と神経回路網選抜に対する感受性

の変化という面から探ろうという研究はあまりおこなわれていない.特に分子レベルでの研究はま

だ全くなされていないといってよい.

一方,神経回路網形成の分子機構の研究全般に関して,重要な知見が蓄積されつつある.まず第

1に例として挙げられるのは,神経回路の配線に関わる研究である.これには,成長円錐の誘導,軸

索経路の選択,標的細胞の認識等が含まれる.Te8Sier-Lavigneらのグループは成長円錐の誘導を制

御する物質としてNetrinを同定した【9,18,37).また,G00dmanらのグループとChibaらのグルー

プは,ショウジョウバエの神経配線突然変異体の解析によって,FasciclinIII等,神経配線に関与

する多数の分子の同定とそおの横能解析に成功している (6,7,19,24129,32,39,42).さらに,

Bonhoefferらのグループはニワトリ視覚中枢神経系の神経配線が,Ephファミリーのリセプターチ

ロシンキナーゼの濃度勾配によって調節されていることを見出した 【1,10,40,49】.

第2の方向性は,神経配線の多様性を裏付ける分子的多様性の研究である.Axelらのグループは

晴乳類喚覚中枢神経系において,数千の喚覚受容体がゲノムにコードされていることを明らかにし

た 【4,5,34,35,43,44).また,ShdhofらのグループはNeurexin (神経細胞認識分子の候補)が

オルターナティブスプライシングにより,数百から数千のアイソフォ∵ムとして存在しうることを

示した 117,45-48】.

黄3の方向性は,大まかな神経回路網が形成された後の活動依存的な神経回路網の微調整の研究

である.TonegawaらのグループはNMDA受容体欠失ノックアウトマウスの解析により,中枢神経

回路網のパターン形成が神経細胞の活動に依存していることを示した 120ト

これらの研究によって,神経回路網における神経細胞の配線の大まかな枠組みの決定機構,その

配線の多様性,および活動依存的な神経回路網の微調整といった現象の分子的背景が解明されてい

くだろう.しかし,これらの研究を進めていくだけでは,大脳神経回路網の形成過程において,外

界からの入力に応じて,様々な形態 (神経回路網のパターン)と機能 (神経回路網の活動)を創出

させうる柔軟な分子機構の本質を解明することは不可能である.

114 研究戯解･

そこで,わたしは,大脳神経回路網形成のエッセンスである3つの過程,｢1余剰な神経細胞,シ
ナプスの産生｣,｢2高感受性期における活動依存的神経回路の選抜｣,｢3低感受性期-の移行｣に
関与する分子機構解明の第一歩として,これらの倣定に関与する分子群の系統的 ･網羅的な分子検

索をおこなうことにした.

この遺伝子検索は次の2つの仮定に基づいている.まず第 1は,｢大脳神経回路網形成の3つの過
程に関与する分子は,生後の晴乳類の発達段階に伴い,発現量を変化させる｣という仮定である.棉
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乳類湖 削こおいて刈 茜神経回路網形成が起こるのは生後であることから考えれば,これは妥当であ

る･第2の仮定は･｢晴乳類の湖 削こおいては,神経回路網の形成の時期依存性が高く,領域依存性
は低い｣というものである･羊の根拠となっているのはRackieらの観察である.彼らは,サルの大

脳の様々な領域について,発達時期ごとのシナプス密度の変化を測定した結果,｢大脳は,部位ごと
に機能が分化しているが,部位が異なっても,発達時期が同じであれば,発達段階もほぼ同じとい

う特徴を持っている｣という結論に逢した t33ト

これら2つの仮定に基づき,これまでにわたしは,生後のマウス大脳において,遺伝子発現量が

時期依存的に大きく変動する遺伝子群の系統的･網羅的検索を開始した.現在までに,本研究に適
した遺伝子検索法として

poly (A)+ mRNA SubtractiveCloning型遺伝子発現比較法
fingerprinting by

arbitraryprimerS法

(PRAP法)を開発した.

また,その確率論的基盤

の整備と小規模な検索に

よるパイロット研究を終

了している.本箱ではこ

れまでのパイロット研究

での成果を報告する.

2.PRAP法の開

発

211 遺伝子発凍此野

法の選択

本研究で極めて重要な

のは,遺伝子発現の比較

方法の選択である.現在

広く用いられている遺伝

子発現比較法は大きく分

けて2種類の系統がある.

ひとつはSubtractive

cloning(SC)型の方法,ち

うひとつはDifferential

displayPD)型の方法で

ある.

これらの方法の概念を

説明するため,いま仮に,

2つの遺伝子発現状態,

A,Bを想定する.SC型

遺伝子検索法では,Aに
特異的に発現している遺

B A A特異的遺伝子群

Differentialdisplay塑遺伝子発現比較法

畠㌔ 異的遺伝子
図 1 Subtractivecloning塑遺伝子発現比牧法とDifferential
display型遺伝子発現比戦法.

遺伝子発現状態AとBを比較するにあたって,subtractivecloning型
遺伝子発現比較法では発現遺伝子群AからBを差し引いて,両者に共
通に発現する遺伝子群を取り除き,Aに特異的に発現する遺伝子群を
検出する.Differentialdisplay型遺伝子発現比較法では,発現遺伝子
群をpcRによっていくつかのサブグループに分割する.各サブグルー
プの電気泳動パターンを比較し,発現に差のある遺伝子を検出する.
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伝子を見つけるため,Aか

らBの引き算をおこなう

く図1,2〉.原法では,Bの

d)NAライブラリーを作成

し,AのmRNAとハイブ
リダイゼーションをおこな

い,ハイブリダイゼーショ

ンから漏れた1本鎖の

mRNAをAに特異的に発

現する遺伝子として検出し

ていた 【14).その後,

di飽rentialhybridi2ation

法との範み合わせ 【41】や

PCRの利用 116】等の改良

が進んでいる.

SC型の遺伝子発現比牧

法は有用な遺伝子発現比較

法ではあるが,本研究には

適していない.まず第 1の

問題は,複数の遺伝子発現

比鞍点を此軟することが困

遺伝子発現状態AのcDNA 遺伝子発現状態BのmRNA

ii浬 寧璽 ′ヽ _ヽ..〟
r ヽ k ㌦

iii璽 『 E

ii～零E iii運電
iii:寧E

iii琵琶 iii声零璽
′､ゝ _一一一

Pqu pMhu
ハイプリ

一､ヽ一一 ′ヽ-へ_.-′ヽヽ-.-■
′ヽ_ヽ..■'

′■＼一一-ヽ_■
′ヽ-ヽ■′ヽ 一ヽ一iii3-
』～『 『 』iコ『

イゼ-ション

篭 憲 ､

璽E iii浬J
Aに特異的な遺伝子

図2 Subtractivecloning塑遺伝子発現比戟法.
subtractivecloning法では,遺伝子発現状態A由来のcDNAをB由来
のmRNAとハイブリダイズさせる.ハイブリダイゼーションの起こ
らなかった1本鎖のcDNAをAに特異的な遺伝子として検出する.

難であるという点である.

例えば,5つの発達段階における遺伝子発現を比較する場合,20回の引き算を行わなくてはな
らない.しかし,このような手間のかかる実験は通常の研究室では実現不可能である.さらに第

2の問題は,SC型の遺伝子発現比較法では遺伝子発現状態AとBに対して,つねに全体同士の引

き算しかできないという点である.このため,発現に差のある遺伝子群は全発現遺伝子中どれく

らいの割合を占めているのかは全くわからず,遺伝子検索の過程を確率的に把撞できなくなって

しまう.

一方,DD型遺伝子検索法では,まず発現遺伝子集団(mRNA)AおよびBから,3'末端poly(A)

配列に結合するT12AG (原法の場合 (211)のようなアンカープライマーによってcDNA合成をお
こなう.このとき,AGの部分を系統的に変イヒさせ,全発現遺伝子を,いくつかのサブクラスに分

割する.次に,このアンカープライマーと任意の配列を持つプライマーを用いてPCRをおこな

い,数十から官数十種類のPCR増幅産物を得る.これによって,発現遺伝子集団AおよびBは,

アンカープライマーnとおよび任意プライマ一mによって増幅可能なサブグループAnm,Bnmに
分割される.これら一つ一つのサブグループについて,電気泳動のバンドパターン (バンド数は

通常50-100)を比較し,これによって,発現に差のある遺伝子断片を検出する 【21-231:く図
3〉.

212 DD塑遺伝子秀男.比教法のノ野虜

DD型遺伝子発現比較法は,きわめて有望な可能性をはらんでいる方法ではあるが,それらが有

効に生かされているとはいいがたい.まず問題としてあげられるのは,遺伝子検索効率の確率論

的基盤が脆弱である点である.DD型遺伝子発現比較法においては,原理的には発現に差のある遺

伝子が全体の全発現遺伝子中どの程度割合を占めているか,また,どのくらいの効率で遺伝子検

索をおこなっているかを系統的に把握できるという利点がある.しかし,実際にはDD型遺伝子
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通常のdifferentialdisplay法

莞二二⊥二三二二二二Ⅱ
mRNA

5'非翻訳領域

pRAR法

3'非翻訳領域

アンカープライマー(GVT12)に
よるcDNA合成

CDNA

任意プライマーとアンカー

プライマーによる3'末端非翻

訳領域中心の増幅

mRNA

R*

AAAAAn 3'

AAAAAnT′Tヽ
GVT12

-4* GVT12

3'末端非翻訳領域 に由来

する遺伝子断片

5'非翻訳領域 3'非翻訳領域

アンカープライマー(NVT12)に
よるcDNA合成

CDNA
R■■-

任意プライマー1種類に

よる3'翻訳領域に束縛さ

れない増幅

翻訳領域に由来する遺伝子断片

AAAAAn3-

図3 PRAP法と通常のdifferentialdisplay法の相違.
通常のdifferentialdisplay法では,pcR時にアンカープライマーを使用するた
め,mRNAの3'末端非翻訳領域に由来する遺伝子断片が増幅されてしまう.これに

対して,PRAP法では,任意プライマー1種類によってPCR増幅をおこなうため,
mRNAの3'末端非翻訳領域中心の増幅は起こらない.このため,PRAP法では翻訳
領域由来の遺伝子断片が得られる確率が高くなる.
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発現比較法における遺伝子検索の効率は十分には定式化されておらず,確率論的基盤を確立する
必要がある.

さらに,Liangらによる原法ではPCR時にmRNA3'末端のpoly帆)配列を認識するアンカープ

ライマーを用いるため,mRNA3'末端の非翻訳領域が選択的に増幅されてしまうという問題が

あった･3-末端の非翻訳領域は配列多型が大きいため,LiangらのDD法で得られた遺伝子断片の
塩基配列は,配列情報としては,あまり価値が高いものではない.

しかし,DD型遺伝子発現比較法の中でも3-東端poli(A)醍列を認識するアンカープライマーを

用いないものも存在する･We18hらによって開発されたRNAfingerprintinどbyarbitrary

priners田AP)法は3-末端poly(A)配列に対応したアンカープライマーによるサブクラス分けをお

こなわない･この方法では,アンカープライマーとして20塩基前後?任意プライマーを用いて

cDNA合成をおこない,さらにもう1種類の別の任意プライマーを加えてPCRをおこなう (50).
SokolovとPr∝kopの改良法では,6merのランダムプライマーによってmRNAからd)NAを合

成した後,1から3種類の任意プライマー (20mer程度)によって,PCRをおこなう 136ト した

がって,RAP法は,これら2つの技術的問題からは免れていた･ところが,RAP法では,サブグ
ループすなわちPCRで増幅される遺伝子断片の数が,20種類程度と少ないという欠点があら

た.

2-3 PRAP法の原発

このように,本研究に通した遺伝子検索法は存在しておらず,新しい方法を開発する必要が

あった.ここで目指すべき方法は,LiangらのDD法のように1回のPCRで増幅されてくる遺伝

子断片の数が多く,We18hらのRm 法のようにmRNA3'末端の非翻訳領域に依存しないという

特徴を兼ね備えたDD型遺伝子発現比較法であると考え,このような方法の開発に着手した.そ

の結果,両者の利点を兼ね備えたpoly(A)+mRNAfinger･ptintingbyarbitraryprimerS伊RAP

法)という新しいDD型遺伝子検索法を開発した･この方法では,T12VNⅣ:A,CadG;N:A,
C,GandT)という1種類のアンカープライマーによりcDNAを合成した後,10塩基の任意プラ
イマ-1種類 (複数でも可能)によってPCR増幅をおこなう.使用する任意プライマーの種類は

実験規模により異なるが,効率の良い検索をおこなうためには数十種類は必要である.この方法

はPCRにアンカープライマーを使用しないので,3'末端の非翻訳領域が選択的に増幅されてくる

ことはない.さらに,PRAP法では50から100種類の遺伝子断片がPCRで増幅されてくるの

で,RAP法のようにサブグループのサイズが小さすぎるという問題もない.

3.DD型の遺伝子発現比較法による遺伝子検索の確率的基盤

3-1 遺伝子倹索効率の定式化

pRAP法も含めて,DD型の遺伝子発現比較法では,1回のPCRでせいぜい100種類の遺伝子

断片を増幅してくるにすぎない.これは,晴乳類の脳で発現しているといわれる5万種類以上の

遺伝子群のほんの一部分にすぎない.このように多様な遺伝子群を対象とする以上,確率論に基

づいた系統的な検索は必要不可欠である.しかし,確率論的基盤に関しては,Bauerらが原法に

ついて確率論的な考察を試みたのみで (2I,広義のdi飽rentialdiSplay法全てを包括する議論はま

だなされていない.このような状況を鑑みて,われわれは広義のdiffe托ntialdiSplay法について

確率論的基盤の整備を試みた.

まず,遺伝子検索の効率pを定式化にあたって,4種類のパラメーターを考慮する必要がある.

以下に各パラメーターについて説明する.

発現している遺伝子の絵数,すなわちmRNAの種類をTとする.このTは,遺伝子検索の対
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象 すなわちmRNA抽出のサンプルに固有の値であり,人為的には調節できない.このTの値を

実験的に求めるのは極めて困難である･最善の見積もりとしては,mRNAとcDNAのハイブリダ

イゼーション速度の測定することによって,遺伝子発現数を推定する試みが70年代に広くおこ

なわれており,これが,現在最も信頼できる遺伝子発現数の推定である･晴乳類の場合,遺伝子

発現数Tは,培養細胞で約1万5千種類,通常の組織で約2万種類,脳で約3110万種類と推定さ

れている 【12,13,51ト大脳の遺伝子発現数は測定されていないが,われわれは脳全体の遺伝子発

現数を約5万種と推定し,大脳ではそれよりやや少ない約4万種程度が発現していると見積もっ
ている.

T種類からなる発現遺伝子群(mRNA)の全体は,cDNA合成の際に,アンカープライマーの種

類に応じて,サブクラスに分割される.このとき用いるアンカープライマーの種類をAとする.

すなわち,発現遺伝子群はA種類のサブクラスに分割される.このAは,使用するdifferential

diSplay法に応じて自動的に決まる.Liangらの改良法では,A-4でありt221,one･ba8e･

anchoreddifferentialdi8play法では,A=3である 【23).また,RAP法や 【50】,われわれの開発
したPRAP法ではサブクラス分けをしないため,A=1となる.

次に,各サブクラスを構成するd)NAについて,任意プライマーとアンカープライマー,ある

いは,任意プライマーのみを用いたPCRがおこなわれる.このとき用いる任意プライマーの種類

をDとする.なお,RAP法のように複数種の任意プライマーを同時に使用する場合は,nは任意

プライマーの観み合わせ数を意味する (ただし,この場合,任意プライマーはaとb, Cとdとい

検索では,pはDに最も依存することになる.

このPCRで増幅された遺伝子断片の種類の平均値を月とする.ある任意プライマーとアンカー

プライマーの組み合わせによってPCR増幅される遺伝子の部分集団をサブグループと表現すれ

ば,βはサブグループのサイズを意味する.BauerらはPCRで増幅される遺伝子断片の数と,電

気泳動で分離されるバンドの数を別のものとして考えた.これは,電気泳動の分解能の限界のた

めに,同じ移動度を持つ遺伝子断片が多数存在すると考慮したためである.しかし,実際には,1

レーンに展開されるバンド数が100程度の場合にはバンドの重複はほとんど起こらないことが

Bauerによって確認されている 121.したがって,事実上 PCRで増幅される遺伝子断片の数と,
電気泳動で分離されるバンドの数を同一に考えても問題はない.このBの値は,PCR条件を変化

させるなどの工夫により,実験的に調節することも原理的には可能であるが,実際には,使用す

るdi飽rentialdisplay法と遺伝子比較対象に応じて自動的に決まる値と考えたほうがよい.RAP

法では,Bは20程度と少ないが 150),LiangらのDD法 (211231とPRAP法では,50から100
程度である.

これらの4種類のパラメーターによって,遺伝子検索効率pを表すと式 (1)が得られる.

p-1-(1-? (i)
p:*##*

A:アンカープライマーの種類 (サブクラスの種類)

n･.任意プライマーの種類 (サブグループの種類)

B:PCRで増幅される遺伝子断片数 (サブグループのサイズ)
T:全遺伝子発現数

本研究ではPRAP法を用いて,マウス大脳の遺伝子発現パターンを比較しているが,この場合,

各パラメーターの値は,A-1;β-80となる.この値を用いて,T-20,000,40,000,50,000とした

場合のPとnの関係を表すと,図5のようになる.この図から,n-200付近までは,Tの値がい

ー70-



｢複雑系の展望一複雑系若手の立場から｣

ずれであっても,ほぼ直線

的に遺伝子検索効率が上昇

していることがわかる.研

究室規模の実験系では,

n=200程度までは取り扱い

可能であることも考慮すれ

ば,この程度の遺伝子検索

をおこなうことが妥当であ

る.T-40,000と見積もった

場合,n=200の検索やは

p-33%となり,全発現遺伝

子の約 1/3を網羅する検索

がおこなえる.

以上の確率論的考察から,

われわれは,最終的に,200

種類の任意プライマーを用

いて全発現遺伝子の約 1/3

を網羅する検索がおこなう計

画である.

70

n ■ 60

50

掛 40

棄 30

墓 ≡…

0

0 400 800 1200 1600 2000

任意プライマーの種類 n

図4 任意プライマーの種類Dと検索効率pの関係.
PRAP法における任意プライマーの種類nと検索効率pの関係を,
全遺伝子発現数7ヒ50,000,40,000,20,000の場合について示して
ある.その他のパラメーターの億は,アンカープライマーの種類
A-1,PCRで増幅される遺伝子断片数β=80と設定してある.

3-2 任意 プライマーの

アニーリング効率

これまでの議論では,PCR産物の数から,遺伝子検索効率を推定する方法について説明したが,
発現遺伝子の配列と任意プライマーのアニーリング効率について考慮することもまた必要である.

まず,任意の遺伝子における塩基配列には,その配列と完全に相補性のある任意プライマーだ

けが結合すると仮定する･このとき,J残基からなる任意プライマーが帯合する確率QJは

Q,-去 (2)

と表せる.

いまこの遺伝子の長さをmとすると,任意プライマーがこの遺伝子と結合する確率R.nは,任意

プライマーが1種類の場合,

Rm-Q,m (3)

と表せる.

通常のDD法では,アンカープライマーによって,3'末端が固定されているため,1種類の

pcR増幅遺伝子断片では1種類の任意プライマーの認識部位は1カ所である.しかし,アンカー
プライマーを用いないdilrerentialdiSplay法では,任意プライマーの結合株式は異なっている.1

種類の任意プライマーによるPRAP法では,1種類の任意プライマーは1種類のPCR増幅遺伝子
断片において5'末端と3'末端の2カ所で結合している.また,PRAP法やRAP法で,複数の任
意プライマーを用いた場合,例えば,aともという2種類の用いたとすると,PCR増幅遺伝子断
片の構造はaa,ab,ba,bbの4種類存在することになる.したがって,複数の任意プライマーを用い

た場合についても,議論を拡大する必要がある.

まず,PRAP法について考える.この場合,任意プライマーは1種類であり,これがPCR増幅
断片の5'末端と3'末端の2カ所に結合する (実際には,PCR増幅断片の各相補鎖の5'末端).任
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意プライマーの結合確率Rmは,

R仇-(Qlm)2 (4)

として表せる.

次に,Rmを,1回.のPCR増幅に複数の任意プライマーを用いた方法について議論を拡張する.

任意プライマーの種類をkとすると.たとえば,-k-2として,aとbの2種類の任意プライマーを

用いた場合,PCR増幅断片の各末端の構造の種類はaa,ab,ba,bbの4種類である.一般的には

PCR増幅断片の各末端の構造の種類は,k2となる･したがって･任意プライマーの結合確率Rm
は,

Rh-(kQpl)2 (5)
となる.

このようにして求めた1遺伝子に対する任意プライマーの結合確率Rmと,前述の議論に用いた

各パラメーター,すなわち,A:アンカープライマーの種類 (サブクラスの種類),B:PCRで増幅

される遺伝子断片数 (サブグ)I,-プのサイズ),T:全遺伝子発現数との関係を求めると,

BE 監 (6)
A

となる.

しかしながら,この式は,(1)任意プライマーと対象配列が完全に一致する,そして,(2)

発現遺伝子群が任意プライマーによって認識され,PCR増幅されうる標的配列を持っている場合

は,必ずPCR増幅がおこる,という仮定の上でしか成立しない.実際の実験では,当然このよう

な仮定は成り立たない.

われわれのPRAP法では10merの任意プライマーを用いているが,この任意プライマーが認識

する対象配列は10merの完全-敦とはならず,実際には,多少のミスマッチを許容した配列認識

が起こっていたく図6〉.ミスマッチの許容に関して,便宜的に ｢仮想プライマー長｣という概念
を導入する.これは物理的な任意プライマーの長さとは関係なく,実験上での任意プライマーの

性質から求めた見かけ上の任意プライマーの長さである.例えば,物理的には10merのプライ

マーが,見かけ上6.7

merのプライマーと同

様な確率的振る舞いを

するような場合,この

見かけ上のプライマー

の長さを仮想プライ

マー長と考える.実際

の実験上は,プライ

マーと標的配列の完全

一致のみを許すような

条件設定は不可能であ

るため,上武における

任意プライマーの長さ

Jを,仮想プライマー

長として認識し,概念

上の変更を加える必要

がある.

10mer任意プライマー

}-

5TGCCTGATAGCTAACCGTGATCGATC3I
3TGATCGGTAGT5I

図5 PRAP法における任意プライマーのアニーリング.
pRAP法において,任意プライマーが標的配列を認識する際,多少の
ミスマッチを許容する.
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さらなる間選は,発現遺伝子群が任意プライマーによって認識され,PCR増幅されうる標的配

列を持っているのにも関わらず,増幅が起こらない場合である.この原因には大きく分けて2種

類である.

まず,PCR増幅の失敗が任意プライマーの標的部位の塩基配列自体に内因する場合がある.任

意プライマーが,ミスマッチが多い標的配列を認識の際には,この任意プライマーと対象配列の

結合は,起こりにくくなると考えられる.さらに,2次構造をとりやすい遺伝子配列についても,
任意プライマーの結合が起こらない場合がある.

さらに,PCR増幅の失敗が実験的な限界に起因する場合も考えられる.たとえば,増幅対象と

なる遺伝子の発現が極めて少なく,PCRの検出能以下という場合には,この徴量遺伝子のPCR

増幅は起こらない.また,任意プライマー同士,あるいはアンカープライマーと任意プライマー

の標的配列が長い場合,PCR増幅は起こりにくくなる.さらには,RNA抽出の際に,RNAの分

解が起こり,徴量遺伝子が失われるという場合も起こりうる.

このようなPCR増幅の失敗について,上式に補正項を加える必要がある.理論的には,内因性

の問題についてはQLに補正項ciDtを掛け合わせるべきであり,実験上の限界については,Rmに補

正項 ce.tを掛け合わせるべきである･これにより,式 (5),(6)はそれぞれ

Qn-(C血kQm)2 (7)

B=姐 (8)
A

と修正されるが,CextとC.･ntを厳密に分割することは不可能である･したがって,より一般的な選

択として,裾 こCe.tとC.･Dtを合わせた補正項Cを掛け合わせるのが安当である･これにより,式

(8)は

B= 迅
A

と修正される.

現状では,この補正項が

どの程度の値を持つのかは

予想がつかない.しかし,

##,differentialdiSPlay

法により,多数の遺伝子が

クローン化され,物理的プ

ライマー長と仮想プライ

マー長の関係が明らかに

なっていけば,ある程度補

正項の推定は可能である.

この補正項の推定は,とり

もなおきず,diqerential

diBPlay法の実験的限界を明
らかにすることでもある.

したがって,このような補

正項の設定には意義があると

いえる.

次に,実際の数値を当ては

(9)

2

2

1

1

g

藤
生
毒

杯
出
癖

蜜智

0

0

5

0

0

0

0

5

0

5

0

6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10

仮想プライマー長 J

図6 仮想プライマー長JとpcR増幅遺伝子断片数月の関係.

pRAP法における仮想プライマー長JとpcR増幅遺伝子断片数βの

関係を,補正項C=1,0.5,0.1の場合について示してある.その他
のパラメーターの値は,アンカープライマーの種類 A-1,遺伝子
の平均長m=4.000,全遺伝子発現数 T=40,000と設定してある.
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めて,PRAP法における,任意プライマーの仮想プライマー長とPCR増幅バンド数,すなわちサ
ブグループのサイズの関係を調べる･発現遺伝指数については前述のようにT=40,000と想定す
る･また,遺伝子の平均長mについては,晴乳類の場合,通常mRNAの平均的長さは2kbであ
るが,脳の場合はmRNAはそれよりも長くなっている (8,51】.したがって,m=4000と想定す
る･補正項CについてはC=1,0.5.0.1と3つの場合を考える.式 (10)に基づいて任意プライ
マーの仮想プライマー長)とpcR増幅バンド数Bの関係をグラフにすると図7のようになる.わ
れわれの実験系では8-80程度であるので,仮想プライマー長は7ないし8になると考えられる.

物理的プライマー長10merの任意プライマーが2つか3つのミスマッチを許容すると考えれば,
この値は妥当である.

このように,われわれは任意プライマーの遺伝子配列認識について,広義のDD法全てに適応
可能な確率的基盤を整備した.今晩 DD法による遺伝子のクローン化が進むにつれ,任意プライ
マーの標的配列認識の性質が次弟に明らかになっていくはずである.このような知見が十分に蓄

積すれば,コンピューターシミュレーションにより,任意プライマーの標的配列認識と増幅遺伝

子数の関係をより詳細に関連づけることが可能となってくるだろう.

4.PRAP法による生後マウス大脳における遺伝子発現の比較
4-1 遺伝子発凍.比密の美原

つぎに,実際の遺伝子検索の経過について報告する.

まず,PRAP法を用いて,生後0,1,2,4,6過齢のマウス大脳における遺伝子発現の変化を比軟
した.生後0,1,2.4,6週齢のマウスから,大脳を嫡出し,AGPC法を用いてRNAを抽出した.

次に,T12VN(Ⅴ:A,CandG;N:A,C,GandT)アンカープライマーを用いて,cDNA合成をおこ
なった.このようにして得られたcDNAをテンプレートとして,10merの任意プライマーを用い
て,PRAP法のプロトコルに従い,PCRをおこなった.増幅遺伝子断片は35SdATPにより内部標
識されている.このPCR産物を非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し,その泳動
パターンのオートラジオグラムをⅩ線フイルム上に得た.

図8に10merの任意プライマーR2(5-TGGATTGGTC)によるPRAP法の遺伝子発現パターン
を示してある.マウスの発達投階に応じて,発現に差のあるバンドがいくつか見られる.

まず注目すべき点は,通常のDD法では500bp以下の短いバンドが増幅される傾向があるのに
反して,PRAP法では500bp以上の長いバンドが増幅される傾向があるという点である.増幅さ
れてくるバンドが長ければ長いほど,増幅断片が翻訳領域に由来する確率は高くなり,有用な塩

基配列情報が得られることになる.増幅断片がmRNA3'末端の非翻訳領域に来港されないという
特長とともに,これはPRAP法の重要な利点である.
また,増幅されたバンドの塩基配列を決定した結果,増幅遺伝子断片は確かに任意プライマー

により増幅され,そのうちの何部かは翻訳領域に由来するものであることを確認した.

4-2 時瀞好男Bg発虜遺伝子 :R2-600の場合

上記のようにして得られた遺伝子発現のフィンガープリントをもとにして,いくつかのバンド

を切り出し,クローン化をおこなった.これらについて順次ノーザンブロット解析と塩基配列決

定をおこなっている.本稿では具体例としてこのうちの2例について取り上げる.

まず,図8のR2-300に着目する.これはR2任意プライマーによって増幅された300bpの遺
伝子断片である.R2-600はPRAP法のフィンガープリントでは1週齢以降に発現が見られた.

ノーザンブロット解析の結果,約3kbの単一バンドが得られ,やはり1適齢以降に発現が見られ
たく図9〉.次に塩基配列を決定したところ,ひとつの問題に直面した.本来PRAP法では翻訳領
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域を中心とした増幅がおこるはずである･増幅断片が翻訳領域に由 o謂2尋6
来する場合,塩基配列を決定すれば,表と裏の6つの読み枠のう

ち,1つの読み枠に数百塩基にわたって終止コドンが存在しない

オープンリーディングフレーム(ORF)が見つかる.3kbのmRNA

に由来する600bpという比較的長い遺伝子断片がORFを全く含ん

でいないということは不自然ではある.たまたまR2-600がmRNA

3'末端の非翻訳領域由来のものであったとも考えられるが,実はこ

のように比較的長い遺伝子断片でORFを含まない遺伝子断片が割

合多く見られるのである.脳のmRNAは他の組織のmRNAに此

乾して,数倍の長さを持つということを考慮すると,大脳の

mRNAは長い3'末端非翻訳領域を持つ傾向があるという可能性も

考えられる 18,51ト

この場合,なぜ脳のmRNAは長い3'末端非翻訳領域を持つのか

という新たな疑問も生じてくる.mRNA5'末端の非翻訳領域はプ

ロモーター領域等を含み,遺伝子発現の調節に重要な役割を果たし

ているが,3'末端非翻訳領域の生物学的役割はほとんどわかってい

ない.しかし,脳のmRNAのみが長い3'末端非翻訳領域を持つと

なると,3'末端非翻訳領域にはなにか未知の機能を持っており,そ

れが脳の機能となんらかの関わりを持っているのではないかと考え

たくもなる.しかし,残念ながら,現段階では厳密な議論をするこ

とは不可能である.

4-3 時期好男舟発虜遺伝子 .'R2-640の虜合

次にl,図8のR2-640に着目する.これはR2任意プライマーに

よって増幅された640bpの遺伝子断片である.R2-640はPRAP

法のフィンガープリントでは1週齢以降に発現が見られた.この遺

伝子断片について塩基配列決定をおこなったところ,6つの読み枠

の1つに全く終止コドンの存在しない,ORFが見つかった.この

塩基配列をアミノ酸配列に変換し,ホモロジー検索をおこなった.

ちなみに,このような作業は3'末端非翻訳領域を選択的に増幅す

る従来のDD法ではほとんどおこなえなかったものである.ホモロ

ジー検索の結果,R2-640はヒトのGタンパクの一種,HSGSTlと
高いホモロジーを持つことがわかった I15トホモロジーの度合い

は,塩基配列で97%,アミノ酸配列で99.5%であった.ホモロ

ジー領域は,HSGSTlタンパクの全長2192残基のうち,943-
1559残基であり,HSGSTlタンパクの翻訳領域中部に相当してい
る.

HSGSでタンパクは,細胞周期の制御に関与するタンパクで
あり,G期からS期の転換を調節していると考えられている.

したがって,この遺伝子は細胞分裂の盛んな細胞で多く発現し

ているはずである.しかるに,1過齢以降の大脳においては,

神経細胞の分裂は既に終わっているので,R2-640がHSGSTl
由来のものであるとすれば,神経細胞由来ではなく,グリア細

胞由来のものであると推定する.
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図7 PRAP法のフィンガー
プリント.

pRAP法で得られる典型的な
フィンガープリントを示してあ

る.R2プライマーにを用いて,
0,1,2,4,6週齢のマウ
ス大脳の遺伝子発現パターンを
比較してある.



特 集

次にR2-640について,ノーザンブロット解析

をおこなった結果,図9に示すように,5種類の

バンドが検出された.このうち4.5kbのバンド発

現パターンは1過齢以降特異的な発現パターンを

示し,PRAP法フィンガープリンティングにおけ

るR2-640の発現パターンと対応していた.した

がって,R2-640はこの4.5kbmRNAに由来する
ものである可能性が高い.

他のバンドに着日すると,7.3kbと2.5kbのバ

ンドはR2-640とは逆に初期中心型の発現パター

ンを示していた.また,5.5kbと3.3kbのバンド

は発現量が高く,構成的な発現を示していた.

このように多様なバンドが検出された原因とし

図8 R2-600のノーザンブロット解析.

R2･600遺伝子断片をプローブとして0,

1,2,4,6週齢のマウス大脳のPoly(A)+
mRNAとノーザンブロット解析をおこなっ

ては,まず隼 1に考えられるのは,オルターナ た.

ティプスプライシングによる複数のアイソフォー

ムmRNAの創出である.あるいは,第2の可能性として,R2-640とホモロジーの高いmRNAが

数種類存在し,それらが検出されキ場合も考えられる･

HSGSTlmRNAの翻訳嶺域の全長が2192残基とすると,mRNAの全長は3kb程度であると
予想される.しかし,ノーザンブロット解析で検出されたmRNAのうち少なくとも3つはそれよ
りも長いものである.オルターナティブスプライシングにより長いmRNAを発現しているのか,
あるいはゲノムにHSGSTlと高い相同性をもつ長い遺伝子が複数存在するのか,いずれの場合に

しても,ある種の相同性をもったGタンパクが複数種存在し,神経回路網形成過程の大脳におい

て発現量を変化させているということがこの結果から示唆される.

しかしながら,実際にR2-640がこれらのmRNAの中のどれに由来するものなのかを同定し,
そのmRNAをクローン化することは困難であ
る.cDNAライブラリーを作成し,そこから
各mRNA種のクローン化を試みた場合,ほと
んどのクローンが発現量の高い5.5kbと3.3

kbのmRNAに由来すると予想される.この
ため,百種類程度のクローンを解析しなけれ

ばならないが,これはきわめて効率が悪い.

したがって,R2･640の内部配列からプライ

マーを作成し,ポリA領域に対応するとプラ

イマーと共にRT-PCRをおこない,ノーザン

ブロット解析で検出された5種類のmRNAを
それぞれクローン化する予定である.その後,

ゲノムDNAとサザンブロットをおこない,
ノーザンブロットで検出された5種類の

mRNAがはたしてゲノムレベルの多様性に由

7.3kb
5.5kb
4.5kb

3.3kb

2.5kb

OVV ,1W 2W 4W 6W

図9 R2-640のノーザンブロット解析.

R2-640遺伝子断片をプローブとして0,

1,2,4,.6過齢のマウス大脳のPoly(A)+
mRNAとノーザンブロット解析をおこなっ
た.

来するのか,あるいはオルターナティブスプラ

イシングに由来するものなのかを検証していく予定である.
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｢複雑系の展望一複雑系若手の立場から｣

5.まとめおよび今後の展望

晴乳類の大脳神経回路網形成のエッセンスである3つの過程,｢1余剰な神経細胞,シナプスの
産生｣,｢2高感受性期における活動依存的神経回路の選抜｣,｢3低感受性期への移行｣を支える
分子機構を明らかにする第一歩として,以上に述べたように,生後マウスの大脳において時期特

異的に発現する遺伝子の検出を試みた･まずわたしは新しい遺伝子発現比較法の開発に着手した.

この結果,･PRAP法という新しいDD型遺伝子発現比較法を開発した･PRAP法では,Liangらの

DD法のようにmRNAの3'末端非翻訳領域を選択的に増幅してしまうという問題は解決され,翻

訳領域の配列情報を高確率で入手することができるようになった.またWe18hらのRAP法と比較

して1回のPCRで得られる遺伝子断片数を増加させることに成功した.本研究の副産物として得

られたPRAP法は様々な遺伝子発現の比較に応用可能である.また,わたしは従来のDD型遺伝

子発現比較法全てに対して適応可能な遺伝し検索の確率論的基盤を整備した.現状では,このよ

うな確率論に基づいてDD型遺伝子発現比軟法による遺伝子検索を試みている分子生物学者はほ

とんどいないが,将来的にはこのような確率論的基盤が必要になってくると考えている.

次にPRAP法を用いて生後0,1,2,4,6適齢のマウス大脳における遺伝子発現を比較し,発現に

差の見られた一いくつかの遺伝子断片についてノーザンブロット解析と塩基配列決定を試みた.本

研究ではそのうちの典型的な2例について例示した.まず,R2-600の例は,脳のmRNAが長い

原因は3'末端の非翻訳領域が長いためであるという可能性を示唆するものであった.さらに,R2･

640の例は,脳における多様な遺伝子発現はオルターナティブスプライシングによるものである

か,あるいはゲノムに高い相同性をもつ複数の遺伝子がコードされているという可能性を示唆す

るものであった.

本研究は新しい遺伝子発現此軟法の開発とその確率論的基盤という2つの有用な副産物を生み

出したという点では評価すべきである.しかし,本来の日動 すなわち,大脳神経回路網形成に

おいて,様々な外部入力に応じて,活動依存的に神経回路網の機能と形態を変化させうる柔軟な

分子機構を解明するという点では,まだようやく第一歩を踏み出したばかりである.今後の成果

に期待していただきたい.
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