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序論

近年、消費者は水産物に限らず食品の鮮度や安全性、そして、おいしさへの

関心を高めている。そして、消費者の約 8割が水産物を「できれば利用したいJ

または「積極的に利用したいJと考えており、水産物への関心は極めて高い 1)。

そのような背景の中で、魚介類のテクスチャーの改良・保持法を開発すること

は消費者に美昧しい魚介類を提供することになり、消費者のニーズに応えるも

のである O 紙面を海に囲まれているという特徴を持つ我が国には、刺身・すし

などを生で食べる文化がある。これらのおいしさの指標には、うまみだけでな

く魚肉のテクスチャーが大きなウエイトを占めている。例えば、ヒラメやタイ

では硬い食感を楽しみ、マグロは柔らかい口触りを楽しむ。しかしながら、死

後冷蔵保存中に急速にテクスチャーが失われる現象(死後軟化現象)が、食用

鴫乳動物に比べて、魚介類では急速に進行し、大きな特徴となっている。この

ことは、食品として魚介類を取り扱う上で大きな問題となっτいる。すなわち、
漁獲後、速やかに流通させないと良好な肉質が失われ、商品価値が低下してし

まう。これまでに、この魚類の急速な死後軟化現象機構の解明に関する様々な

研究が行われてきた。その結果、現在では細胞外マトリックスの分解が、軟化

現象の原因であることが示唆されるに至っている 2-5 )。

生体組織は、多様な細胞と種々の細胞外マトリックスから構成されている。

細胞外マトリックスとは組織内で細胞外の隙聞を満たしている生体高分子の複

雑な集合物であり、組織構造を維持するだけでなく、細胞の足場あるいは、環

境の一部として、細胞増殖のみならず、文化・発生・形態形成など幅広い細胞

の機能を制御している。細胞外マトリックスは、コラーゲン、エラスチンなど

の繊維性タンパク質、プロテオグリカン、グルコサミノグリカンなどの複合糖

質、フィブロネクチン、ラミニン、ビトロネクチンなどの糖タンパク質からな

り、生体の恒常性を保つために絶えず構成成分の制御された破棄と新生が行わ

れている。

その細胞外マトリックスの分解をになう酵素として、マトリックスメタロプ

ロテアーゼ群 (MatrixMetalloproteinases; MMps)がしられており、そ
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の MMPsの働きを特異的に抑制する物質として組織メタロプロテアーゼイン

ヒビター (TissueInhibitor of Matrix Metalloproteinases; TIMPs)の

存在が知られている 6-8) 0 MMPsは、現在までに、約 20種類が報告されて

おり、主に一次構造と基質特異性から 5群に分類されているが、基本的なドメ

イン構造はよく保存されており、これら複数の MMPsが協調して細胞外マト

リックスのほとんどのタンパク質成分を分解できると考えられている o

TIMPsは、これまでに4種類が報告されており、 TIMPsの種類に関わらず、

基本的には全ての MMPsの活性中心と結合することにより 1: 1の安定な複

合体を形成して MMPsの活性を阻害するとされている。食品学的見地からし

ても、これらの酵素 MMPsおよびその内因性阻害物質 TIMPsは、非常に重

要である。つまり、先述のように、魚介類のテクスチャーは主に、筋肉中の細

胞外マトリックス、特にその主成分であるコラーゲン、の分解に起因していて

ると考えられており、魚介類の死後生じるこのテクスチャーの損失が商品価値

を低下させるからである。

これまで行われてきた死後軟化現象の研究は、軟化機構ぞ生化学的解明が

種で、現実的に利用できるなんか抑制法の開発研究は皆無である。そこで、本

課題研究の最終目標は、「現実的に利用できる死後軟化抑制法の開発Jとした。

これまでの研究結果から、生きている魚肉のコラーゲンの状態は、コラーゲン

の合成とコラーゲンを分解する酵素である MMPs、そして MMPsの内因性阻

害物質である TIMPsのバランスで決まるコラーゲンの分解が均衡していると

考えられる。死後、この均衡状態が失われ、コラーゲンの分解に傾き、テクス

チャーが損なわれ、ひいては商品価値の定価につながると考えられる。そこで、

死後の魚類のテクスチャーを保持する新規な方法として、コラーゲン分解を担

う MMPsの内因性阻害物質である TIMPsを活用することが効果的であると

考えるに至った。 TIMPsのを生体内での存在量を増加させる方法として、そ

の遺伝子を導入し、強制的に多量に発現させる“遺伝子導入"方法も考えられ

るが、現在の社会情勢として、遺伝子導入生物を食品として利用するには社会

的同意が得れれていない。このことを考慮し、魚が生存中に、外部刺激や何ら

かの操作(例えば、 uv処理、熱刺激、高浸透圧処理など)により、本来魚、が

持っている TIMPs遺伝子の発現量を増加させ、魚、肉中の TIMPsを増加させ、

Z 



死後の肉質の保持をはかる、といった技術の提案を試みた。

本課題の研究機関では、上記の技術を開発するための基盤研究として、ヒラメ

TIMPs遺伝子の発現制御領域の単離とその解析を行った。
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第一章

ヒラメ TIMP2遺伝子の組織別発現量の検討

4 

j 
p 



緒言

TIMPs遺伝子は多種多様な細胞で発現しており、ほとんどの組織、体液に

存在するとされている。しかしながら、軟体動物から初めて単離されたカキ

( Crassostre丘 gigas)TIMPは血液細胞でのみ発現していた 9)。これまでに

魚類の TIMP遺伝子の組織発現分布を検討した例はない。現在までに、ヒラ

メ TIMP2にはアイソフォーム (TIMP2a および TIMP2b)の存在が、こ

れまでの我々の研究で明らかとなっていた O この二種のヒラメ TIMP2は、い

ずれも他の動物種で報告されている TIMP2遺伝子と高い相同性が確認され、

TIMP 1 ~ TIMP 3、TIMP4とは相同性が低かった。そこで、本章では RT四PCR

法を用い二種のヒラメ TIMP2遺伝子の組織発現分布を明らかにし、いずれの

遺伝子が肉質保持を目的とする本研究目標に合致するか検討した O

材料と方法

畳表主

4 ... 

鳥取県水産試験場の山本栄一先生が作出されたヒラメヘテロクローン(1.8 

クローン)を分与していただき、本実験に用いた。

Total RNAの調製

ヒラメ各組織に対し 10倍量の氷冷した 4MGTG溶液 (4Mグアニジンチ

オシアネ-~ ~ 10mME D T A 、2%sodium N四laurylsarcosil， 50mM 

Tris四HCl，pH 7.6)を加えてポリトロンホモジナイザーによりホモジナイズ

した後、室温で 3，000x g、 1 0分間遠心分離し、不溶性の沈殿を取り除い

た。こうして得られた上清を、 HITACHI5PA tubeにおいて 1.5mlの5.7M

塩化セシウム上に重層し。 50PA口ーター(HITACHI)をもちいて、 36，000

rpm 1 50Cで 13.5時間遠心分離を行った。得られた RNA沈殿を 70%エタ

ノールで洗浄した後、 1.5mlマイクロチューブに移し、 DEPC処理水に溶解

し、水飽和フェノールを用いて不純物を抽出除去し、クロロホルムを用いて残
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存するフェノールを除去した。この後、 3回のエタノール沈殿処理を行い、適

量の DEPC処理水に溶解、 totalRNAとした。 totalRNAの濃度は、

GeneQuant Pro"S" (Amersham Pharmacia Biotech)により測定した

260nmにおける吸光度の値をもとに決定した。

逆転写 PCR

ヒラメ各組織 totalRNA 1μg を鋳型として逆転写酵素 200U

(Superscript 11， GIBCO BRL)および 50pmol randam 6 merを含む緩

衝液(50mM  Tris-HCl， pH8.3， 37.7 mM  KCl， 1.5 mM  MgClz， 10 mM  

DTT， 1 mM  each dNTPs) 中で 250C、 1 0分間の後、 420C、50分間

反応させ、一本鎖 cDNAを合成した。その後、 7OOC、 1 5分間処理し、逆

転写酵素を失活させ、これを PCRの鋳型とした。

上記の方法で得られた cDNAを鋳型をして、 PCRを行った O プライマーは

TIMP2aFド、 TIMP2aProbePrimer2 、 FW3~ RV2、β-actinFW*、β四

actinRV*を用いた。 PCRは、 1unit ExTaq (TAKARA)を含む反応液(10 

mM  Tris開HCl，pH8.3， 50 mM  KCl， 1.5 mM  MgClz， 0.2;<mM each dNTP) 

中で行った。 PCR反応条件は、 95 oC 2分、で鋳型を変性させた後、 95 oC 

3 0秒、 60 oC 3 0秒、 720C 1分で 35サイクル行った。使用した primerの

塩基配列を以下に示す。

TIMP2aFl * : 

FW3: 

RV2: 

β田actinFW*:

β-actinRV*: 

GACTCCTGAAAAGACCAC 

CTACGATATGGGCTGCGA 

AATGCTGGAGATCCTCA 

ACTACCTCATGAAGATCCTG 

TTGCTGATCCACATCTGCTG 

結果

ヒラメ TIMP2遺伝子アイソフォームの組織別発現様式
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クローンヒラメより、エラ、眼球、筋肉、後腎、頭腎、心臓、精巣、胆嚢、

腸、脳、白血球、牌臓、ヒレ、幽門垂、卵巣、肝臓の全部で 16の組織から total

RNAを調製し、逆転写 PCRを行った。 (Fig.1)内部コントロールとして、

β四アクチン遺伝子の増幅も行い、使用した全ての組織でその増幅が確認され

。
た

エラ、眼球、筋肉、後腎、頭腎、心臓、精巣、胆嚢、腸、脳、白血球、牌臓、

ヒレ、卵巣では、 TIMP2aおよび TIMP2bのそれぞれに特異的なプライマー

ペアーにより予想される PCR産物が、いずれも観察された。しかしながら、

幽門垂では、 TIMP2bの増幅産物だけが確認され、 TIMP2aのそれは観察さ

れなかった。肝臓では、いずれの増幅産物も確認されなかった O

考察

ヒラメ TIMP2遺伝子アイソフォームの性質の検討 j 

TIMPs遺伝子は、多種多様の細胞で発現することが知られており、今回の

ヒラメにおける観察も、その例外ではなかった O 無脊椎動物であるカキでは血

球細胞にのみ発現するという報告があるが、下等脊椎動物のヒラメでは、その

ような結果は得られなかった。しかしながら、ヒラメにおいても血球細胞であ

る白血球、および、造血・血球細胞の分化に関わる頭腎において、他の組織に

比べて、 TIMP2aおよび TIMP2bのいずれも多量の増幅産物が見られたこと

は、カキでの観察と一致し、血球細胞と TIMPsの関係を示唆するもである。

肝臓において、内部コントロールである β四アクチン遺伝子の増幅効率も他

の組織に比べて低かったことを考慮すると、今回の PCR条件が必ずしも、肝

臓サンプルには適切ではなかったとも考えられる。肝臓において、今回いずれ

の TIMP2遺伝子も増幅されなかったが、今後より詳細な検討が必要であると

思われた。

興味深いことは、幽門垂では TIMP2b遺伝子のみ増幅が観察されたことで

ある。他の動物では、 TIMP2遺伝子のアイソフォームの存在が知られておら

ず、現状ではヒラメのみに TIMP2遺伝子のアイソフォームが存在する。ヒラ
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メでは、このアイソフォームの機能分化が行われており、幽門垂では TIMP2b

が特化した機能を有するという仮説を可能にする。この件に関しては、今後さ

らなる研究が期待される。

いずれの TIMP2遺伝子が肉質保持を目的とする本研究目標に合致するのか

さて、本研究の最終目標は“肉質保持を目的"としている。

それでは、いずれの TIMP2遺伝子を用いればよいのか検証する。まず、筋肉

では、いずれの TIMP2遺伝子の発現も他の組織に比べて高くはないが、この

ことは問題になるであろうか。 TIMPsは細胞外分泌性のタンパク質であるこ

と、機能すべき所はコラーゲンの存在する細胞外であること(つまりリンパ液

(白血球など)が存在する環境であること)を考え合わせると、必ずしも、筋

肉で強く発現している必要はない O もしろ、今回、白血球でいずれの TIMP2

遺伝子の強い発現が確認されたことは、 TIMP2遺伝子を“肉質保持を目的"

に使用することは合理的であると考えられる O では、 TIMP2aまたは TIMP2b

のいずれを用いるかであるが、今回の検討の結果から、いずちも広範な組織で

発現する事から、どちらを用いても大差はないと考えられた。そこで、 TIMP2b

遺伝子は TIMP2a遺伝子の発現部位に加えて、幽門垂においても発現する事

から、少しでも広範な組織で発現する方を採用するのが得策であると考え、今

後は TIMP2b遺伝子を用いて研究を遂行することにした。

8 



第 2章

ヒラメ TIMP2b遺伝子の転写調節エレメントの検索
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緒言

TIMPsはこれまでに 4種が同定されており、これら組織特異性、溶解性、

制御のような多くの点で異なっているが、すべての MMPsの活性中心と結合

してその酵素活性を阻害するという点で共通している。 MMPsとTIMPs閣の

バランスはECMの代謝回転をコントロールする重要な要因であり、それらの

発現は MMPsと TIMPsの転写調節をする多種の成長因子やサイトカインの

影響下にある 8)。たとえば、 TIMP-1，TIMP-3 は、 TPA(12-0四

tetradecanoylphorbol-13四acetate)、 TGF四 β(transforming growth 

factor)によって転写が促進されるが、 TIMP2は逆に転写が抑制される 10 

-1 2)。また、 cAMPが TIMP2の転写を活性化すること 13)， shellのダ

メージのような外的刺激にも TIMPが発現誘導されることなどが報告されて

いる 9)。そこで、本章ではヒラメ TIMP2 b遺伝子の上流領域、コーディン

グ領域、下流領域の塩基配列を決定し、成長因子やサイトカイン、吻外的刺激に

応答するエレメントの検索を行った。

材料と方法

クローンヒラメゲノム DNAの調製

〆，. 

クローンヒラメの肝臓64mgを液体窒素中で乳鉢、乳棒を用いて凍結粉砕

した後、 2mlの DNAZOL(GIBCO BRL)を加え、ガラスホモジナイザーを

用いてホモジナイズした。 40C、15，000rpmで10分間遠心分離し、上清

を1.5ml微量遠心チューブに移した。この上清に、 0.5ml100%エタノー

ル/1ml DNAZOLの割合で、 100%エタノールを加えチューブを反転混和

後、室温で 1---3分放置し、 40C、2，000rpmで2分間遠心分離した。得ら

れた沈殿物を 95%エタノールで 2回洗浄した後、室温で 10分間放置し、

DNAを風乾させた。 8mMNaOHを組織 10---20mgに対して、 0.2---0.3 ml 

の割合で加え、 40C、3日聞かけて溶解させた O その後、 HEPESを加えて、

DNAの pHを 7.2に調整し、 260nmにおける吸光値と、電気泳動法によ

10 



り濃度を測定した。

Inverse PCR (I~Cru 

クロンヒラメゲノム DNAをEcoRI， Not 1， Pst 1， Sal 1で完全消化した後、

(Not 1処理ゲノム DNAは、フェノール処理を挟んで)エタノール沈殿し酵

素を失活させ、 70%エタノールで洗浄し、沈殿物を滅菌水に溶かした。制限

酵素処理済みのゲノム DNA 1μgをT4DNA ligase (GIBCO BRL)を用

いて、 1 6 ocで一晩セルフライゲーションさせた。反応液をエタノール沈殿し
た後、 70%エタノールで洗浄し、滅菌水に溶解した O これを IPCRの鋳型と

した。プライマーは未知領域近傍の制限酵素認識部位を参照して設計した o

IPCRに用いたプライマーおよび手順を Fig.2および Fig.3に示した。

IPCRの反応条件は、 95 oC 1 0分の後、 95 oC 4 0秒・ 56 oC 3 0秒・ 7

2 OC 5分を 30サイクル、最後に 72 oC 1 0分としたoIPCRはすべてホット

スタート法を用いて行った。この IPCR産物を鋳型として、 NestedPCRを

行い、得られた断片をおのおののプライマーに付加した制限酵素で処理後、

pBluescript KS 11 + (STRATAGENE)の同制限酵素サイトにサブクローニ

ングした。

塩基配列決定

ALFred DNA シークエンサー (AmershamPharmacia Biotech)， 

ABI373シークエンサー (ABI)，CEQ200 (Beckman Coulter)を用いて、

蛍光ジデオキシ法により塩基配列を決定した O

結果

デ上流域の塩基配列決定

クローニングしたデ上流域、約 3.5kb中には遺伝子発現に必要な TATA

ボックス(-47-"四33)、逆 CCAATボックスト97-.，田86)が予想される転写開

始点(+1)の上流に認められた(Fig.5)。それぞれコンセンサスは 93%，94%
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であった。主な誘導的遺伝子の発現に関わる転写制御因子のエレメントとして

は、 CRE-BP1，AP-1， CREB， CRE-BP1/c-junなどの結合エレメントが認め

られた。 CRE-幽BP1結合エレメントは一カ所しカか￥存在せずず、¥、既報のコンセンサ

ス配列と完全に一致した(←闇454---閑446)ド。， AP子田1，CREB， CRE.圃圃.圃占-

合エレメントは複数箇所存在し、既報のコンセンサス配列との相向性は最大の

ものでそれぞれ、 95%ト921----911)，94 %ト164---四 153)，87%ト762---

闇755)であった O また、既報のコンセンサス配列との相同性が 85%以上の

STRE結合エレメントが 9カ所存在した。これらの代表的なエレメントの塩基

配列および位置を Fig.4および Fig.5に示した。

コーディング領域および 3'下流域塩基配列の決定

コーディング領域および 3'下流域塩基配列の約 8.5kb中には主な誘導的

遺伝子の発現に関わるエレメントとして、 CRE-BP-1/仁田jun，CREB， AP-1， 

STREの配列が確認された。それぞれの既報のコンセンサス配列との相向性

は、 100%， 100 %， 97 %， 97 %であり、全て複数箇所に事在していた。ま

た、 AATAAAに代表されるポリ Aシグナルがデ下流域に3カ所(それぞれ、

終止コドンより、 70---75，290---295，1922---1927)に確認された。

考察

5'上涜域に存在する誘導性遺伝子に存在する各種シスエレメントに関

Lヱ
ヒト TIMP2の 5'上流域は転写開始点から上流-300bpまでの閣の 76% 

を G/Cを占めており、典型的な CpGアイランドを形成している 14)。これ

は組織特異的な発現を示さないいわゆるハウスキーピング遺伝子であることを

示唆するものである。それに比べ、ヒラメ TIMP2 bの 5'上流域はにおいて

は、ヒトのそれとの相同性は 48%とかなり低い。そのためヒラメ TIMP2b 

の 5'上流域に存在するシスエレメントはヒトのものとは異なることが予想さ

れる。ヒト TIMP2の 5'上流域は、 PEA帽3や SPlにとむのに比べ、ヒラメ
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TIMP 2 bの該当領域には CREBP1やCREBに富む O しかしながら、逆 CCAAT

ボックスが存在することや、 AP1に富む点では共通している。ここで興味深

いのはヒト TIMP2 b 5'上流域で解析されている 2.5kbには CR芯BP1や

CREBが結合するエレメントが全く存在しないことである。ヒラメ TIMP2b5'

上流域ではクローニングした約 3.5kb中に CR忘BP1結合エレメントの完全

コンセンサスが 1カ所存在し、 CREBの結合エレメントは 6カ所存在し、

CRE-BP1/]un結合配列は 5カ所存在する。このことは同じ遺伝子でありなが

ら、ヒラメ TIMPs2 bは、ヒトのそれとは異なり、ハウスキーピング遺伝子

として働くのではなく、誘導的に働くことを示唆している。現在、まだ 5'上

流域が解析されていない TIMP2aがハウスキーピング遺伝子として働くのか

もしれない。 CRE-BP1，CREBはもともと、細胞内 cAMPの上昇に伴い発現が

誘導される遺伝子に共通して存在する CRE(cAMP responseelement)に

結合する因子としてクローニングされたもので、現在では、 CREに結合し類

似の構造を有する因子が多数同定さてれ、ファミリーを形成していることがわ

かっている 15)0 CREB/ ATFファミリーは全て C末端領域に塩基性アミノ

酸クラスターとロイシンジッパーからなる b田ZIP構造を有ーしこの領域を介し

てホモダイマーあるいはヘテロダイマーを形成し、 2量体として CREに結合

する O 今回 TIMP2 b 5'上流域にみられた完全コンセンサスの CRE-BP1結

合エレメントは他の CRE/ATFファミリーの因子は結合せず CR芯BP1のみが

結合することがわかっている 16)0 CRιBP1は炎症性サイトカイン(TNFα)

やストレス (UV、熱刺激、高浸透圧、 γ先照射など)により、 SAPKが活性

化されると SAPK自身に直接リン酸化され活性化することがわかっており 1

7 )、今回の研究目的である外的刺激から TIMP2 bを誘導発現させる上でタ

ーゲットになる可能性の高いエレメントであると判断できる O また、完全コン

センサスでるだけでなく、 TATAボックス近傍(-454--四446)にあることか

らも、実際に機能しているものと期待される。

コーディングおよび T 下流領域に存荘する誘導性遺伝子に存在する各

種シスエレメントに関して

コーディング領域、デ下流領域には多数の CRE-BP1/c四]un，CREBの結合
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エレメントが存在した。しかしながら、これらの因子はプロモーター内あるい

はプロモーター付近で構成的転写の活性化に働くとされておりすATAボック

スからの距離を考えると、機能していない可能性が高い。また、 CREBは、

CRE-BP1と異なる経路で活性化され、今回の外的刺激から TIMP2 bを発現

誘導するという目的の上では適切ではないと考えた。その他に、発現誘導可能

な転写因子の結合部位は塩基配列の相同性からは確認できなかった。

複数のポリ A付加シグナルの存在

ヒトの TIMP1遺伝子の mRNAが1種類 (O.9kb)であるのに対して、ヒ

トTIMP2のmRNAは2種類 (1.2kb，3.Skb)存在することがしれれている。

ヒラメ TIMP2 bの 3'non四codingregion (3 'UTR)の配列を検討すると、

ポリ A 付加シグナルが 3カ所存在することが示唆された O このことから、ヒ

ラメ TIMP2 bの mRNAは、ヒトの TIMP2と同様に複数存在することが示

唆された。
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第 3章

ヒラメ TIMP2 b遺伝子の発現誘導
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緒言

第 2種で構造的な存在が明らかになった CRE-BP1(ATF-2)結合エレメント

が外的刺激の選択をする上で最適なエレメントと考えた O 第 1章の考察でもも

述べたように CRE-BP1(ATF-2)は、炎症性サイトカインやストレス (UV、

γ線照射、熱刺激、高浸透圧など)により SAPKが活性化されると、 ATF-2

が直接リン酸化され、活性化することが知られている O そこで、実際使用可能

な種々の外的刺激 (UV、γ線照射、熱刺激、高浸透圧など)が CR仔BP1エ

レメントを介して TIMP2 b遺伝子の転写を活性化させるかどうかを検討する。

ヒラメ培養細胞株 HINAEにルシフエラーゼ遺伝子と検討するエレメントを含

む DNAコンストラクトを導入し、一過的発現実験を行った。

材料と方法

ヒラメ BACクローンの調製

j 

p 

RI標識したヒラメ EST-WE12-6をプロープとして、ヒラメ BACライブラ

リーより陽性クローン 50個を単離した。次に、そのクローンを鋳型として

EST皿WE12-6の塩基配列を元にしてデザインしたプライマーで PCRをおこな

い、真の陽性 BACクローンを 2つ単離した O これらは DNA精製用 DEAEカ

ラム(GIAGEN)を用いて精製した O なお、ヒラメ BACライブラリーは、東京

水産大学、青木先生、広野先生、片栴先生および慶応大学の清水先生、浅川先

生よりご提供いただいた。

細胞導入用ベクターの構築

Eco RIで処理した BACクローンを、 1%低融点アガロースゲルで電気泳動

後、 TIMP2 bの 5'上流域(-3.Sk--闇O.Sk)の断片を切り出し、 pBluescript

KS (+)の EcoRIサイトにサブクローニングした。同時に BACクローンを

鋳型として FW11*とUSRV1プライマーを用いて PCRを行い、TIMP2 b 5'上

流域トO.Sk--開始コドン直前)の断片を増幅し、 pBluescriptKS ( + )の Eco
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R1/Xho 1サイトにサブクローニングした(これを pBS四日とする)。その後、

pBS四日の塩基配列を確認した後、 Xho1および Sac1で切り出し、ルシフエ

ラーゼ遺伝子を含むベクターである pGL3(promega)の XhoI/Sac 1サイ

トにサブクローニングした(これを pGL3-E1とする)。続いて、pBluescriptKS 

(+ )にサブクローニングしておいた T1MP2 b 5'上流域ト3.5k--0.Sk)を

Eco R1で切り出し、 pGL3-E1の EcoR1サイトに挿入し、挿入方向を確認し

た(これを pGL3占E1とする)0各コンストラクトの精製はすべて Q1AGEN

の DNA精製カラムを用いた。

*FW11: cgtagaattcctgcagCCCATATATTGTCCCCTCTG 

T1MP2 bの 5'上流域 deletion seriseの調製

pGL3-EE1をSma1， Kpn 1で処理し Exo111 (double-stranded nested 

deletion kit， Amersham Pharmacia Biotech)を用いて d"eletionserise 

(pT1MP2b-2524，四1940，933，-380， -144)を作成し4た。 deletion

constructの塩基配列の確認を行い、実験に用いた。

COふ7細胞株の培養

COS-7細胞は 10%FCS， 100 unit/mlペニシリン、 100μg/mlストレ

プトマイシン、 0.16% NaHC03を含む DulbeccoMEM培地(ニッスイ)

を用いて、 370C、5% C02中で培養した。

H1NAE細胞株の培養

H1NAE細胞は 10%FCS， 1100 unit/mlペニシリン、 100μg/mlスト

レプトマイシンを含む Leibovitz'sL-15 medium (G1BCO BRL)を用いて

2 OOCで培養した。なお、 H1NAE細胞は、北海道大学 吉水先生よりご提供

いただいた。

COふ7細胞への遺伝子導入

対数増殖期の COふ7細胞、 1x10犬7個を 700μ1の PBSに懸濁し、 10μ
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gのレポータープラスミド pGL3-TIMP2b-promoterおよび 500ngの内

部コントロールプラスミド phRL-tk(Promega)を加え、 GENEPULSER 11 

(BIO RAD)を用いて、 220v，975μFの条件で、パルスを 1回与えた。電圧

の実測値はいずれの場合も 220---250Vの間であった。パルスを与えた細胞

は、室温で 5分間静置した後、 10mlの血清入り DMEM培地(ニッスイ)で

懸濁し、 96穴プレートに 100μ1づっ撒いた。 24時間培養後に種々の実験

を行った。

HINAE細胞への遺伝子導入

対数増殖期の COふ7細胞、 1x10*ア個を 700μlの PBSに懸濁し、 10μ

gのレポータープラスミド pGL3-TIMP2b田promoterおよび2μgの内部

コントロールプラスミド phRL-tk(Promega)を加え、GENEPULSER 11 (BIO 

RAD)を用いて、 300v，625μFの条件で、パルスを 1回与えた。電圧

の実測値はいずれの場合も 328---330Vの闘であった。パルスを与えた

細胞は、室温で 5分間静置した後、 10mlの血清入り Lφbovitz's L-15 

medium (GIBCO BRL)で懸濁し、 96穴プレートに 100μlづっ撒いた。 2

4時間培養後に種々の実験を行った。

外的刺激

熱処理は細胞の入ったプレートを 3OOCの恒温水槽に 30分間浸した。 uv

処理は、一時的に培地をのぞき、 80J.m*2のuvを与え、のぞいた培地を戻

した。浸透圧刺激は、プレート内の培地を NaClの濃度の異なる 150，200， 300， 

400， 450， 500， 600 mOsm/Kgのいずれかの浸透圧に調製した MEM培地

(ニッスイ)に交換することにより行った。

Dua1四luciferase assav 

細胞に種々の外的刺激を与えて後、おのおのの実験に適した時間に上清を除

き、 PBS(-)で 2回洗浄する。 double-luciferasereporter assay system 

(Promega)の PLB(Passive lysis buffer)にて細胞を溶解する。ルシフエラ

ーゼ発光測定は、 1420ALVOsx(WALLAC)を用いておこなった。まず、firefly

18 



luciferase 活性を dual四luciferase assay kit (Promega) の LAR

II(luciferase assay reagent 11)を細胞溶解液に入れ、 2秒の delay後、 1

O秒間測定した O 続いて STOP& Glo reagentをLAR11と同量加えて、 2

秒の delayの後、 10秒間 Renilla1 uciferase活性を測定した。ヒラメ TIMP

2 bのプロモター活性は、 Renillaluciferase活性に対する Firefly

luciferase活性の相対値で表した O

結果

以下の実験は、ヒラメ細胞株 HINAEを用いて行った。

熱およびuv刺激によるルシフエラーゼ活性の経時的変化
熱およびuv刺激によるルシフエラーゼ活性の経時的変化を Fig.7に示す。
刺激を与えなかった細胞(control)では、経時的にルシフエラーゼ活性の減少

がみられた。 30 oC 3 0分の熱刺激を与えた場合、 contorol-rとの明瞭な違い

は観察されず、経時的に徐々にルシフエラーゼ活性は減少じていった。 uv刺
激を与えた細胞では、細胞に大きなダメージが与えられたためか、培養後3時

間でのルシフエラーゼの活性は低く、その後も低レベルでのルシフエラーゼ活

性を示した。

浸透圧刺激によるルシフエラーゼ活性の経時的変化

浸透圧刺激によるルシフエラーゼ活性の経時的変化を Fig.8に示す。浸透

圧に変化は与えず、培地交換だけの処理をした control(300 mOsm/Kg)で

は、培地交換後 12時間までは、ルシフエラーゼ活性に大きな変化はみられな

かったが、 24時間後に急速に間活性が低下した O 低浸透圧処理を施した細胞

( 200mOsm/Kg)では、ほとんど変化がみられなかったが、刺激後 12時間

後まではわずかにルシフエラーゼ活性の上昇がみられた。高浸透圧刺激を与え

た場合、刺激の強度に関わらずルシフエラーゼ活性の上昇が観察された。 400

mOsm/Kgおよび 450mOsm/Kgの浸透圧刺激を与えた細胞群ではルシフ

エラーゼ活性は6時間後にピークを迎え、 1 2時間後までは変化がみられず、
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その後、活性が低下し、 24時間後には、 3時間後と同等の活性を示した。 500

mOsm/Kgの刺激を与えた細胞では、 9時間後に活性のピークを示し、その

後活性は低下し、 24時間後には、 3時間後と同等の活性レベルにまで減少し

た。 600mOsm/Kgの刺激を与えた細胞では、経時的にルシフエラーゼ活性

の上昇がみられ、観察終了時の 24時間後でも、なお、活性は上昇傾向にあっ

。
た

このようにヒラメ TIMP2 b遺伝子の発現調節領域は、高浸透圧刺激に応答

し、発現誘導をもたらすことが示された。そこで、より詳細な高浸透圧応答配

列を検討するために、発現調節領域の deletionseriesを作成し、高浸透圧

応答性の検討を行った。

deletion seriesにおける高浸透圧応答性の検討

外部刺激を与えていない培養細胞の基本転写活性は、 5'側より削り込むに従

い、一貫して減少した (Fig.9)0 pTIMP2b-144dでは、 pTIMP2b四2524

の5分の 1の活性まで減少した。特に、 pTIMP2b-933とpyIMP2bJ80に

基本転写活性の大きな差が見られた。 300mOsm/Kgの培地で培養した細胞

(浸透圧は変化していないもの)と 500mOsm/Kgの培地で培養した細胞(高

浸透圧処理群)との活性の比は、どのコンストラクトにおいても 1.6--2.1倍

であり、CRιBP1結合エレメントを削除しても高浸透圧に応答した(Fig.10)。

考察

外的刺激処理による誘導活性の経時的変イむ

上記の結果から、熱刺激、 uv刺激に対してヒラメ TIMP2 b遺伝子の 5'上
流域は応答しないことがあきらかとなった。また、低浸透圧処理に対しても、

ルシフエラーゼ活性がわずかに上昇するものの、レスポンスエレメントがあり

それが、応答しているとは言い難いものであった。等浸透圧である 300

mOsm/Kgにおける 24時間後のルシフエラーゼ活性の急激な低下は、新し

い培地に交換した上に通常の培養条件下で培養しているので、細胞がコンフル
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エントになり、増殖が低下したためであると考えられた。高浸透圧刺激におい

ては、 400mOsm/Kgから 600mOsm/Kgと生育条件が厳しくなるにした

がい応答時間の遅れが見られるようになり、また、応答レベルが増加するとい

う傾向の原因としては共通して細胞の viabilityの低下が考えられる。応答時

閣が浸透圧の上昇と共に遅れる現象は、この様な厳しい生育条件になればなる

ほど細胞の viabilityが低下し、その環境に対応するための遺伝子応答の必要

性が増加するためであろう。つまり、その環境に対応してから、 TIMP遺伝子

の発現が行われるためであろう。応答レベルが増加する現象においても

viabilityの低下により TIMP2b遺伝子発現が厳しい状態になり、存在する

TIMP2タンパク質の量が減少したためと考えられる。つまり、必要な TIMP2

bタンパク質量が増加し、応答レベルが振渥あるの上昇と共に増加したと考え

られた。 400mOsm/Kgのように通常の 300mOsm/Kgに近い生育条件下

では、穏やかにではあるが TIMP2b遺伝子の発現は行われているが、 500

mOsm/Kg、600mOsm/Kgになるとほとんど発現できる状態ではないのだ

と考えられた。実際、顕微鏡観察によっても明らかなように升00mOsm/Kg 

の条件下では細胞は 300mOsm/Kgのものとほとんど違いは見られないが、

500 mOsm/Kg、600mOsm/Kgという条件下では死んでいる細胞が多数

観察されたからである。

高浸透庄応答エレメントはどこなのか?

基本転写活性が CRE-BP1を含むプロモーター領域 (pTIMP2b-933)から

CRE-BP1を含まないプロモーター領域(pTIMP2b-380)になると大きく減少

した。また、 CRE-BP1を含まないプロモーター領域に高浸透圧刺激を加えて

も、応答性が保持されていた。これらのことから CR匹BP1は構成的発現に大

きく関与していると考えられた O そして、外部からの刺激を与えても、既に活

性化されている同エレメントは、もはや新たな活性の誘導を引き起こさないの

であろうと考察された。では、高浸透圧応答性エレメントはいついどこなので

あろうか?残された可能性は、 2つある。 1つ日は、今回 deletionを行って

いない皿144--+ 199までにその配列が存在する可能性。もう一つは、今回実

験に用いた pGL3vector内にその配列が存在する可能性である。後者の可能
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性に関して、 pGL3の塩基配列を検討したが、高浸透圧に応答しそうな配列は、

4筒所に点在している STREのみであった。しかし、この配列はヒラメ TIMP2b

遺伝子の 5'上流域 3.5kbp内にもコンセンサス配列が 9筒所で確認されてお

り、また、 deletionseriesでそれらの配列を削っても高浸透圧応答性が減少

しなかったことから、 pGL3vector内の STREが機能するとは考えられない O

となると、前者の可能性が有力となるが、これを検証するために今後さらなる

詳細な解析が必要である。

今回、データは示さなかったが、 coふ7細胞でも同様の一過性の発現実験
を行った O しかしながら、ホタルルシフエラーゼ活性を全く測定することがで

きなかった。このことは、細胞の由来、つまり、どの生物由来であるか、どの

組織由来であるか、を精査して発現解析実験を行わないと、誤った結果を引き

出すという危険性を示した。
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付録

ヒラメ TIMP2bタンパク質の肉質への影響の検討
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緒言

軟化現象の原因はコラーゲン分解であり、コラーゲンを分解を担うのが

MMPsであるという仮説とその証拠が、近年、徐々に蓄積されてきている。

この仮説を直接的に証明するには、 MMPsの特異的インヒビターである TIMP

を過剰発現させ、 MMPsの働きを抑制し、軟化現象が起こるかどうかを観察

すればよい。そこで、 InVivo Gene SHUTTLE (QUANTUM)を用いて、ヒ

ラメ生体内で TIMP2bタンパク質を多量に発現させ、軟化現象に対する同タ

ンパク質の影響の検討を試みた。

材料と方法

整担

ヒラメ(体重 1.0---1.25 kg)を株式会社 近畿活魚、より騎入し、人工海水

で24時間飼育後、 InVivo injectionに使用した。

発現ベクターの構築

メダカ骨格筋アクチン遺伝子の発現調節領域ト1430---+ 7 4 3 )を含む

GFP発現ベクター (pOlMA1-EGFP，Kusakabe et a1.， Int J Dev Biol， 43: 

541-554. 1999)から、制限酵素 Sa1I/Not 1を用いて EGFPを切り出した

後、同制限酵素サイトに、デ末端に FLAGエピトープをコードする配列を付

加したヒラメ TIMP2b遺伝子を連結した (pOlMA1-TIMP2b)。

In Vivo Inie仁tion

リポソームのさくせいには、 InVivo Gene SHUTTLE (QUANTUM)を用

いた。

1.5 mlマイクロチューブ中で、 D5W90μ1にリポソーム 60μlを加え

混和する。別の 1.5mlマイクロチューブ中でベクター 150μgに最終容量

150μlになるように D5Wを加え、混和する。それぞれの混和物を混ぜ合わ
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せ、サンプルとする。このサンプルをヒラメ尾柄部血管に 23Gの注射針を用

いて注入した。その後サンプルを注入したヒラメは、海水に戻して実験に即し

た時間に脊髄切断により郎殺し、勢断強度測定およびウエスタンブロット解析

に供した。

また、 controlとして pOlMA1-EGFPをもちい、試験区には pOlMA1-

TIMP2bを用いた O

ウエスタンプロット解析

組織抽出液を 13.5%ポリアクリルアミドを用いた SDシPAGEを行い、タ

ンパク質は PVDF膜に定電流 90mAで約 1時間転写した。その後、膜を 5%

スキムミルク/Phosphatebuffered saline tween20 (PBS四T)に一晩浸潰

し、ブロッキングした。 1%スキムミルク/PBS-T20 mlに FLAG抗体溶液

(SIGMA)を1次抗体として 1ml加え、膜を 40Cで一晩浸演した。 1次抗体

反応後、 PBふTで5分間 5回洗浄した後、 1%スキムミルク/PBS-Tに2次抗

体 10mlを加えた 2次抗体反応液と室温で 45分間反応さ戸た。 2次抗体に

はアルカリフォスファターゼ標識された抗ウサギ IgG抗体を用いた O その後、

PBS-Tで5分間 5回洗浄した後、 PBSで5分間 1回洗浄し、発色試薬(100mM  

Tris-HCl， pH9.5， 100 mM  NaCl， 5 mM  MgCl， 20 mg/ml Nitro Blue 

Tetrazolium， 150 mg/ml 5.幽幽幽幽幽幽幽幽幽幽幽忍幽

Toluidine Salt)でシグナルを+食出した。

勇断強度測定

筋肉の硬さを評価するために、勢断強度測定を即殺直後および死後6時間後

に行った。サンプルには、背部普通筋から体軸方向に対して垂直に 10mmx 10 

mm  x 40---50 mmの棒状の筋肉を切りだし使用した。レオメーターは、

R芯33005(山電)を使用した。テーブル速度は 1mm/secで行った。プラ

ンジャーとしてカッターナイフの替え刃を使用し、切り出した筋肉を刃が筋細

胞の方向に対して平行になるように、また、筋隔膜にあたらないように注意し

ながら切断し、筋肉の努断が最初に起きたときの加重を記録し、勢断強度(g)

とした。
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結果

インジェクションを行わなかったヒラメ 3個体の即殺直後の努断強度を

100%としたとき、 6時間後のそれらは、 84%，74%，59%であった(Fig.11) 0 

pOlMA1-EGFPを用いた結果を Fig.12に示す。この場合、 2個体用いたが、

結果が大きくばらつき、有効なデータは得られなかった。

TIMP2b発現ベクターをインジェクションしたヒラメ 3個体の努断強度は、

同様に即殺時のものを 100%としたとき 6時間後のそれらは、 83%， 89 %， 

102 %であった(Fig.13)。

インジェクションした発現ベクターから予定通り TIMP2b四FLAG融合タン

パク質が産生されているかどうかを検討するために、勇断強度測定に用いた筋

肉をウエスタンブロット解析に供した。今回、検出には抗 FLAG、抗体を用い

た。複数の筋肉片を解析に用いたが、残念ながら陽性シクナヂは検出されなか

った。

考察

ウエスタンプロット解析によって TIMP2b-FLAG融合タンパク質が検出で

きなかったことから、 TIMP2bタンパク質の軟化現象への関与を議論するの

は早計であるが、 TIMP2b四FLAG融合タンパク質発現ベクターをインジェク

ションした個体群の方が、インジェクションしなかったヒラメより死後6時間

後の努断強度が高く現れた。このことを好意的に解釈すると rTIMP2bが軟

化現象を抑制する」とできる。もちろん、先述のようにウエスタンプロット解

析によって検出できないこと、また、個体差が大きかったこと、測定個体数が

少ないことなど多くの問題点がある。

今回採用した InVivo Gene SHUTTLE方は、目的のタンパク質を国体で

発現させ、その影響を観察するのに優れた方法であると思われる。今後は、本
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法により習熟し、正確な結果を得られるようにすることが必要であろう。
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Fig.l 各種組織におけるTIMP2aおよび、 TIMP2bの発現様式

a，τ1MP2a、b;TIMP2b、A;s-アクチン、 M; 100pbラダー
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5'-CGTACTGCAGTCGACTCTTGTGCCTGGT ACAGA岨3'

5'-CGTACTGCAGTCGACCCTT AACTCCACCACTGT岨3'

5'-CGTAGAATTCGTCGACGGTGAGCAGCTGCTTTGT -3' 

ターCGTAGTCGACGAATTCCCCAGCTCATCCTCAGCA -3' 

5'-CGT AGAA TTCCTGCAGTGACTGACTGACAACT AGAG情T

ターCGTAGAATTCCTGCAGCTTCTCAGGAGCATATTTCCC帽3'

5'-CGT AGAA TTCCTGCAGGCCTGCTGATTTCGTGAGAC岨3'

5'_ CGT AGAA TTCCTGCAGCCCAT AT A TTGTCCCCTCTG圃3'

5'_ GCTAGTCGACTGCAGCCCATATCGTAGCGCT -3' 

5'-CGT ACTGCAGTCGACAACACT1‘CAGGTTCTCT -3' 

5'_ CGTAGAATTCGTCGACTTGGGTCCACCTGAAGT -3' 

5'_ CGTAGTCGACGAATTCTGCTTGTCAAACTCCACA -3' 

5'_ CGTAGAATTCCTGCAGGTGAAGGTGTTctGCTCTGG _3' 

5'-CGTAGAA TTCCTGCAGCCACCTTACAACCCCACCCC由3'

Fig.3 InversePCRに使用したフライマ一一覧

34 



宗一

溢lIIiIIIIa...

name Consensus TIMP-2b sequence Score 

CRE-BPl TIACGTAA TIACGTAA 100 
TIACGTAA TIACGTAA 100 

AP-1 NNTGACTCANN AATGACTCAAT 95 
NNTGACTCANN ACTGACTGACT 88 

CCAAT NNNRRCCAATSA CTCAGCCAATGA 94 

CREB NNGNTGACGYNN CGGGTGACGTGG 94 

TATA STATAAAWRNNNNNN GTATAAATAGGGTGG 93 
STATAAAWRNNNNNN ATATAAAATCCCACC 88 
STATAAAWRNNNNNN TIATAAAAACITACG 86 

C/EBPbeta NKNfTGCNYAAYNN TICITGCATAACC広 91 

Sp1 GRGGCRGGGW GGGGTGGGGT 90 

CRE-BP1/c-Jun TGACG1YA TGACCITA 87 

USF NCACGTGN CCACCTGA 87 

Fig.4 各種転写調節シスエレメントのコンセンサス配列とヒラメTIMP2b遺伝子5'上流
域にみられる相同配列
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-505 

-445 

-385 

-325 

-265 

-205 

-145 

-85 

-25 

+36 

+96 

+.156 

/ 

GATCAGATGGAGGTCAAACCAGAGCAGAACACCTICACAGATAATIATAGTGATIACAGG 

GGTGGGGTIGTAAGGTGGCCAGTGCTACCTIGGGTITITGGACGAATTAAACAACCAAGA 

CATAACATGTIAATAAATIGGGTTTAGTAGTGCTGGTATτTTTGGACAGAGCCAGGCTIG 

CTGTTICAAGTTTTAAGGTIAAGCTAAACTGACTGACTGACAACTAGAGATICATATTTT 

CTTTCCTGCTTATCTICTCAGGAGCATATTTCCCAAAATTTCAAATACCCTTAATTTTAC 

TGCAGATGTICAGGGATIGTAGAAACCCTATICCTCCATIGACTTTGTCTCTGTCATGCA 

CTGAATIGAGTCATICACGCCCCAGTGGACATATTTGGCGATTTTCTGTGAATAGTIAAG 

CTTICACGGCAAAACCACAAAATACTIGCCTGCTGATTICGTGAGACACAAATGTACTCA 

CATAAGATAATIAGATGAGGACATICCTGAGATAATGACATAATGACCTIATTTTTAATC 

TGTTTAACCCTIATCTGTIAAGCTTAAGGGTTTGATAGGTTTTCAAATGTAAACATTTAA 

TTTGTAATGAAAATAAACTATTCATCCCATATATIGTCCCCTCTGTATTTTTGTTATACT 

AATATATGTCTAGTTTTCTCTTICATACTAATATATAACCAGTATAGAACTAAAAATCTA 

AATTICAAGAAAGAACTGAI I I I II IAACTTGAATTCCTATCTTIATATTCCATTCATTI 

TGGAAAAAACAACCCTGTATATATTGTAATATTICTATTATATTτCTTTTATTA仁GIMA
CRE-BPl 

ATAATATGTTTTATAAAI I II I I ICTIGCATAACCATAAAGTAACTIAAATTATAAAGTT 

AGAATAATATAATATTI I I I I IAAAAAGCTAAAAACTAAAAAGTTGTTCfCACAτCTAAA 

TCTGI II I I I ITTTTTGTGGGGTGGGATTTIATATIATAAAAACTTACGGTIATGTGCTA 

ATTATGAGGGGTGTAAGGAAATGTACAGGAGGATAAATGCATGTCTCTGTGTGCATCAGT 

GATTAGATGTAAACAGTGAGGCAGCCCATCATGAAGCAGCTCGGGTGACGTGGGTGTTGT 

GGGTGGATGTGTAAACTCTGGGAGACCCTGACC了CTGTACCCTCCTCCT仁ATTGG仁TGAG
inverted CCAAT box 

GCCTCAGTGTGGGAGGAGGCATGCTACAGTCTGTGTGTGT~TAAATAr.r.ιTr.r.CTGCTCC 
..... TATAbox 

AGACτGTGGAGGAAAACAGGAGGAGGT1TCAGTGCTGCAGACTICAGGTGGACCCAAGTC 
十 ffifsequence

CCTTTCATGAGTIGTATATGTGTGGAGTTTGACAAGCAGACTTCAGTGTTIGATTCTCTT 

GAGTGAAAGGGACATTTTTAAAACTTCCTCTTAAGGAACTTGGCCCTGCTGCCTTCACAT 

TTTTCCCTCCAGCTCCTTGTTTIAATTTTTGTGTGCTTAAGATG 

Fig.5ヒラメTIMP-2b遺伝子の転写調節領域塩基配列
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コーディング領域

naロle

CRE-BP1/c-Jun 

CREB 

AP-1 

STRE 

3 '下流領域

naロle

STRE 

AP-1 

/ / 

Consensus τ1MP-2b sequence / Score 

TGACGTYA TGACGTCA 100 

TGACGTCA 100 

TGACGTMA TGACGTCA 

TGACGTCA 100 

NTGASTCAG GTGAGTCAG 97 

TMAGGGGN TCAGGGGA 97 

Consensus TIMP-2b sequence :， Score 

TMAGGGGN TIAGGGGT 90 

RSTGACTNMNW ACTGACTCTGA 90 

Fig.6各種転写調節シスエレメントのコンセンサス配列とヒラメTIMP2b遺伝子コーディ

ング領域および3'下流領域にみられる相同配列
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Fig. 7 各種刺激下におけるヒラメTIPM2b遺伝子上流域(EEI)の

転写活性の経時変化
ヒラメTIPM2b遺伝子上流域(約3.5kbp;EEI)に Fireflyluciferase遺伝子を連

結したコンストラクトとチミジンキナーゼプロモーターの下流に Renilla

luciferase遺伝子を連結したコンストラクトをヒラメHENAE細胞にコトランス

フェクションした。 24時間培養後、各種刺激を与え、経時的にの1usciferase活

性を測定した。転写活性は、 Fireflyluciferase活性のRenillaluciferaseに対する

相対値で示した。

A ;:外部刺激を与えていないもの、o; 30oC30分の熱刺激を与えたもの、・;UV (80J/m )の刺激を与えたもの
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Fig. 8浸透圧刺激下におけるヒラメTIPM2b遺伝子上流域(EEI)

の転写活性の経時変化
ヒラメτ1PM2b遺伝子上流域(約3.5kbp;EEI)にFireflyluciferase遺伝子を連

結したコンストラクトとチミジンキナーゼプロモーターの下流にRenilla

luciferase遺伝子を連結したコンストラクトをヒラメHENAE細胞にコトランス

フエクションした。 24時間培養後、浸透庄の異なる培地に交換し(浸透圧刺

激)、経時的にのlusciferase活性を測定したo 転写活性は、 Firef1yluciferase活

性のRenillaluciferaseに対する相対値で示した。

o ; 20OmOsrn!均車ム-刈尺JIIにおIU?勾，
口;450mOsm/Kg，掴;500mOsm/Kg， 

-; 1ft知nR氾nl7kg，

; 600mOsm/Kg • 0 
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Fig. 9 ヒラメTIPM2b遺伝子上流域の転写活性に及ぼす浸透圧刺激の影響
5 '側から削り込んだヒラメ百PM2b遺伝子上流域にFireflylu，ciferase遺伝子を逮結したコンストラクトとチミジンキナーゼプロ
モーターの下流に Renillaluciferase遺伝子を連結したコンストラウトをヒラメHENAE細胞にコトランスフェクションした。 24時
間培養後、培地交換により浸透圧刺激を与え、その9時間後のlusciferase活性を測定した。転写活性は、 Fireflyluciferase活性の

Renilla luciferaseに対する相対値で示した。
Normal ;外部刺激を与えていないもの、 300mOsm/Kg; 300mOsm/Kgの培地に交換したもの、 500mOsm/Kg; 500mOsm/Kgの

培地に交換したもの、 TIS; Transcription initiation site 
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Fig. 10ヒラメTIPM2b遺伝子上流域の高浸透圧応答エレメントの検索
5 '側から削り込んだヒラメTIPM2b遺伝子上流域に Firef1yluciferase遺伝子を連結したコンストラクトとチミジンキナーゼプロ
モーターの下流にRenil1aluciferase遺伝子を連結したコンストラクトをヒラメHENAE細胞にコトランスフエクションした。 24時
間培養後、培地交換により高透圧刺激 (500mOsm/Kg)を与え、その9時間後のlusciferase活性を測定した。 pTIMP2b---2524の高

浸透圧刺激による転写誘導率 (Fig. の500mOsm/Kgの300mOsm/~に対する比率)を 100 とし、他のコンストラクトにおける

転写誘導率をその百分率で示した。百S; Transcription initiation site 
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Fig.11即殺後6時間自のヒラメ筋肉質断強度の変化(対照)

注入を行っていない個体の努断強度の変化を示す。測定値は、各

試料、約 15回の測定の平均値を示す。

6時間後
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Fig. 1 2 pOIMAモGFPを注入したのヒラメ筋肉質断強度の経時的変化
的vivogene shuttleを用いてpOIMA田EGFPをヒラメ尾柄部血管に注
入し24時間飼育後、部殺した。即殺直後、および、 6時間後の窮断強

度を測定した。測定値は、各試料、約 15回の測定の平均値を示す。

躍 6時間後
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Fig. 13 pOIMA闇TIMP2bを注入したのヒラメ筋肉箆断強度の経時的変化

加vivogene. shuttleを用いてpOIMA-EGFPをヒラメ尾柄部血管に注入し

24時間飼育後、即殺した。即殺直後、および、 6時間後の窮断強度を測定

した。測定値は、各試料、約 15回の測定の平均値を示す。

関 6時間後
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