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フオスデューシンは杵体視細胞内において唯一cAMP依存性にリン酸化をうける蛋白

質として報告されてからさまざまな研究がなされてきた(1) ｡最近になり､ G蛋白質で

あるトランスデューシンと相互作用をしながら光情報変換機構を制御している蛋白質であ

ることが判明した(2) ｡我々は､この遺伝子の解析を中心におこなってきたが､この遺

伝子は類似したものが複数存在することが判明した(3) ｡また､最近の研究により眼以

外の部位にも発現しており､脳において､アドレナージックレセプターを介するシグナル

トランスダクションシステムで､リセプターレベル以外で､このトランスダクションを抑

制する蛋白質として抽出された(4) ｡フオスデューシンは視細胞内では､トランスデュ
ーシンβYサブユニットと相互作用して光伝達機構を抑制するが､この光伝達機構の始まり

のレベルに関与するのではないことが判明している｡また､我々のこれまでの研究により､

フオスデューシンの遺伝子構造ならびに､アミノ酸配列はヒト､マウス､ラット､ウシで

非常に類似していることが判明している｡また､サザンブロッテイングでは､フオスデュ
ーシンは遺伝子ファミリーを形成していることも推測された(3) 0

さらに､フオスデューシン遺伝子の連鎖解析により､この遺伝子は染色体1番長腕に存

在することも判明した｡この領域はUsher症候群や､常染色体劣性遺伝を示す､網膜色素

変性の家系の連鎖が報告され､この遺伝しの解析には興味がもたれる(5) 0

まず､我々は､遺伝子ファミリーを形成していると思われる､フオスデューシン以外のフ

ァミリー遺伝子を単離､解析することを試みた｡また､フオスデューシンに変異が存在し

た場合､網膜に与える影響を調べる目的で､フオスデューシンcDNAに点変異を作成しト

ランスジェニックマウスを作成し解析した｡

<方法>

ラット網膜よりmRNAを抽出し､ cDNAに変換後､フオスデューシンの各種間によ

く保存されている領域より､プライマーを作成し､ PCRを施行した｡ PCRのプライマ
ーとして. 5'側をライブラリーのベクターのプロモーターの塩基配列を利用し, 3'側

は､牛眼フオスデューシンの塩基配列より数カ所を利用して行った｡ PCRの条件は9 4
o c､ 1分､ 50o C～55o C､ 2分､ 72o C､ 2分で合計35サイクルおこなった｡

新しく増幅された断片の塩基配列は､ Sa ∩ge rのジオキシターミナション法(6)香

用いてフアルマシアのオートシークエンサーにて確認した｡この中で,フオスデューシン

と類似性を持つものをプローブとしてジゴキシンでラベルし､ウシ網膜cDNAライブラリ

I(bovine九Zap Library)(stratagene, La JoLLa, CA, U.S･A･ )のスクリーニングをおこなったo

ハイプリグイゼーションの条件は以前我々が報告したように(3) ､ニトロセルロース膜

を使用し､ 5X SSC(1x SSC-0.15MNaCl,15mMNa3citrate,pH7･5),0･5%SDS,

bloking reagent, 100pg/mlのsalmon spermを使用し､ 680Cに保ちながらおこなった｡ ､

最終的にクローニングされたcDNAはStratageneのin vivo excision法を用いて作成した｡

cDNAのシークエンスはcDNAを､ sau日で部分切断したのち､ Bluescriptllに取込み､

sanger法を用いておこなった｡その解析は､ Gene Works (lntelliGenetics, lnc･,

Mountain View, USA)を用いたo

また､網膜内での発現の程度を知る目的で半定量的pcRをおこなった(7) ｡す

なわち網膜より4M guanidinjum thiocyanateと0.5% N-lauroyl sarcosineを利用して全

R N Aを抽出後(pharmacia Biotech lnc., Uppsala,Sweden)､ランダムプライマーにて



c D N Aを合成し(Pharmacia Biotech lnc., Uppsala, Sweden) PCRをおこなった｡ PCR

産物がcDNA濃度に対して､あるいはPCRの国数に対して､直線的にあるいは指数的

に増加することを確認後､ロドプシンに対するmRNAの発現の程度をフオスデューシン

ならびに新しいフオスデューシンについて調べた｡

フオスデューシンの点変異は､フオスデューシンcDNAとStratageneのinvivo

mutagenesisを利用して作成した｡すなわち､フオスデューシンの活性を調節すると考

えられるリン酸化部位､ 7 3番目のアミノ酸のセリンをイソロイシンに変異させたが､こ

のセリンをイソロイシンに変換することで､新しく制限酵素部位が作成され(Bsml)､そ

れを用いて､スクリ-二ンクに利用した｡この新しく作成されたmutantphosduGin

cDNAは､アレスチンプロモーターをその上流に結合させ､ RDマウスに導入後､バック

クロスしてSDマウスのトランスジェニックマウスを作成し解析した0

<結果>

ウシ網膜cDNAライブラリーよりスクリーニングされたものは3個あり､最長のも

のは1 929bpよりなっていた｡ 1つは5'約20bpが他の2つと完全に異なってい

た｡推定上のアミノ酸配列は297個よりなっておりフオスデューシンのそれより約50

個多く､分子量は33. 9kDa､等電点は4. 45であった｡しかし全体では､約40

%の相同性を示し､主とした違いは､ 5'領域に認められた(図1) ｡フオスデューシン

は､ 73番のセリンがcAMP依存性プロテインカイネースにリン酸化されることにより､

活性が制御されているが､新しいフオスデューシンも推定上のリン酸化部位が存在した｡

Milesらにより報告された(8) ratphosducin-likeprotein(RPhLP)と8 2%同一であ

った｡すなわち､ bovine phosducin-loke protein(BPhLP)と考えられた｡

半定量的PCRでは､フオスデューシンはロドプシンに対して､約6%､新しいフ

オスデューシンは約0. 9%発現していると推測された｡しかしながら､ RPhLPで報告

されているRPhLPLとRPhLPsというアイソフォームの発現を調べると､ RPhLPLはさま

ざまな臓器で､ほぼ均一に発現していると考えられたが､ RPhLPsは網膜に特異的に発現

していると考えられた(図2) ｡

トランスジェニックマウスの解析で判明したことは､電気生理学的にみて光刺激後

の網膜伝図のB波の回復が､正常マウスに比較してやく5 0%の回復率であり､また明順

応下での網膜伝図の回復の正常の約5 0%であることが判明した｡これは､フオスデュー

シンが視細胞の順応に関与する蛋白質であることを推測させる結果であると思われた｡

免疫染色では､推測どうり､トランスジェニックマウスでは視細胞に強い染色が認

められた｡さらに組織検索を進めたが､トランスジェニックマウスでは初期には正常像を

示すが､次第に視細胞外節の空胞化が出現し､視細胞の核もpyknosisを示した｡さらに

進行すると､外節は短くなり､外頂粒層は2-3層となり､内節の遊離リボゾームも増加

した｡さらにフオスデューシンの免疫染色を眼内だけでなく脳を中心にその他の臓器まで

適応してみると､脳内の一部の細胞群に､フオスデューシンとアレスチン､またごく微量

のロドプシンが染色される部分があることが判明した｡これらの細胞群はhabenula

commissura amygdalaやsuperiorcolliculusであった0

<考察>

光情報変換機構と類似した､ G蛋白質を介する細胞内変換機構は数多くあり､これ



らは少なくても､リセプターレベルとG蛋白質レベルで制御されることが知られている｡

フオスデューシンは､明順応下で､ G蛋白質であるトランスデューシンと相互作用しなが

ら､光情報伝達を抑制しているが､暗順応下で7 3番のセリンがリン酸化を受け､その活

性を失う｡今回､牛眼網膜ライブラリーより新しくスクリーンングされたフオスデューシ

ンは､フオスデューシンと4 0%の相同性を持ち､推定上のリン酸化部位も存在し､フオ

スデューシンと似たような機能を持つことを推測させた｡また､ C r a 千 tらは(9) ､

フオスデューシン類似蛋白質が5'側のエクソンのスプライシングにより複数網膜に発現

していることを推測した｡塩基配列を示していないが､今回我々が得たcDNAのうち5'

側が異なったcDNAが1つあり､ C r a f tらが報告したものと同一のものである可能

性がある｡

フオスデューシンの網膜内での発現量は､我々が行った方法によれば､ロドプシン

の約6%となるがこれは､ Leeらが報告した(1 0)網膜内の量に近いと考えられる｡

新しいフオスデューシンは発現がより少ないと推測されるが､網膜内での発現部位や､特

異性についてはまだ不明である｡ RPhLPLが様々な臓器に発現し､それぞれのシグナルト

ランスダクションを制御していることが推測されたが､ RPhLPsは網膜特異的な発現を示

し､この遺伝子の解析ならびに､網膜内でどのシグナルトランスダクションに関与するの

か興味がもたれる｡

トランスジェニックマウスの解析で推測できることは､この蛋白質は､眼の順応に

関与する蛋白質であるということである｡しかしながら､時間経過とともに組織学的な検

査をすると､初期にはほぼ正常であった視細胞内に､時間がたつにつれてさまざまな変性

が引き起こされる｡このことは､変異したフオスデューシンが視細胞内に存在すると､最

終的に網膜変性を引き起こす可能性があることを示すと考えられた｡これまでの報告によ

れば､フオスデューシンは染色体1番の長腕､ 1q25-1q32.1に存在する(1日｡ Usher

症候群タイプIIは同じ染色体1番でも詳細には､ 1q41に存在する(1 2)ため､今回は､

usher症候群患者の遺伝子解析は行わなかった｡しかし､フオスデューシン遺伝子座近傍

に連鎖する網膜変性を示す家系の報告(1 3)や､まだ､連鎖解析が行われていない網膜

変性のタイプもたくさん存在するため､この後も､この遺伝子の解析は有意義と思われた｡
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