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論文内容要旨

                匿目 的】

  グリ シン開裂系 は4種の構成蛋白か らなる複合酵素系で, 脊椎動物においては肝・腎・脳な ど

 のミ トコンドリアに局在 し, グリ シン分解の生理的主経路をなす。 非ケトーシス型高グリ シン血

 症 (NKH) は, この系 の活性が先天的に欠如または低下することにより起こる代謝異常疾患で

 ある。 今までに3種の酵素の欠損ない し異常症が報告されているが, 患者の大半はグリシン脱炭

 酸酵素 (GDC) の欠損症であった。 我々 は本欠 損症の発生機転を遺伝子レベルで解明 し, 出生

 前診断法を確立するための第一歩と して, GDCのcDNAクローニングに着手 した。

               叢方 法難

  1) 特異抗体の作製およびイ ムノ プロット

  精製困難なヒトGDCのかわりに, トリ肝より精製したGDCをウサギに免疫 し, 得られた血清

 をアフィ ニチイカラム で精製 して抗GDC抗体を得た。 この特異抗体を用 いてヒ ト肝抽出液のイ

 ムノ プロットを行ない, 免疫スクリーニングに使用 できるかを検討 した。

  2) cDNAク ロ 一 ニ ン グ

  上記の特異抗体を用 いて, ヒト肝mRNAよ り調製 したcDNAのλgt11発現ライ ブラ リーを検索

 した。 分離 した陽性クロー ンの巾か ら, 先に固定 しておいたトリGDCのcDNAと相同性を もつも

 のを選別 した。 さらに完全長を求めて, このcDNAをプローグと して再検索 も行なった。 得られ

 たcDNAク ロー ンか ら切り出 したイ ンサートは, プラスミ ドに組みこんでサ ブク ロー ン化 した後,

 構造解析およびサンガー法による塩基配列の決定を行なった。

  3) ゲノ ム解析

  正常人15名 (日本人11, 白人 2, 黒人2) の末梢血より抽出したゲノ ムDNAを数種類の制限酵

 素で切断 し, サザンプロット解析を行なった。 ブロー ブに はGDCのcDNA全長, またはこれをほ

 ぼ等分に4分割 して得た断片を用いた。 また, GDC障害型のNKH患者8名の肝より抽出 したゲ

 ノムDNAについても, 同様の解析を行なった。

                【結 果】

  1) ヒト肝抽出液のイ ムノ プロット

  抗トリGDC抗体を用いたイムノ プロットにて, 正常人の肝にも精製トリGDCとほぼ同 じ分子

 量 (約10万) をもつ蛋白が検出された。 一方, GDC欠損症患者 (5例) の肝には全例にこの蛋
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 白が存在せず, GDC低下症の患者 (1 例) では残存活性に相当するごく少量の抗原 しか検出さ

 れなかった。 以上の結果か ら, 作製 した抗トリGDC抗体は, ヒトのGDCもよく認識することが

 判明 した。

  2) GDCをコー ドするcDNAの構造

  免疫スクリーニングおよび再スクリーニングの結果得 られたcDNAは全長3783塩基対 (bp) で

 あった。 約150bpの 5ノ 側非翻訳領域に続くオープンリーディ ングフ レームは1020個のアミノ酸

 をコードし, 約550bpの 3' 側非翻訳領域の終末部には典型的なポリA付加シグナ ルが存在した。

 推定されるアミノ酸配列か ら計算 した前駆態蛋白の分子量は112869で, 先のイ ムノ ブロッ トの結

 果 (成熟型蛋白にて約10万) とほぼ一致した。 また, トリGDCのアミノ酸配列との間には, 83%

 という高い相同性を保持 していた。

  3) GDCのcDNAによるゲノ ム解析

  15名の正常人 ゲノ ムについて検討 した結果, Mspl・PsU・Taglによる制限酵素断片長多型

 (RFLP) が観察された。 前2者による多型断片の出現頻度は低かったが, TaglによるRFLPは適

 当なば らっきを示 していた。

  8名のNKH患者のうち7名にっ いては, サザンブロッ ト上で正常人との相違 は認められなかっ

 た。 残りの1例 (GDC欠損症) では, PstD Sacl消化でそれぞれ1. 5kb・0. 6kbの断片が消失し

 ており, これらの断片はcDNAの最上流域約850bpに対応 していた。

                ζ考 察期

  現在NKHの出生前診断は, 胎盤 の穿刺生検材料 を用 いて グリ シ ン開裂系の活性を測定するこ

 とにより可能ではある。 しかし, 本法はアッセイ に高度の習熟を要するため, 一般には普及 し難

 い。 従って, 今回GDCのcDNAが単離され, 連鎖解析等によりNKHの大半をしめるGDC障害例

 の出生前診断への道が拓かれたことの意義 は大き い。

  今のところヒ トのGDC遺伝子お構造 は解明途上にあり, ヒトのゲノ ム中での偽遺伝子や関連

 配列の有無も不明である。 従って, 今回検出された正常人のRFLPが真にGDC遺伝子の多型に由

 来 し今後の家系分析にそのまま利用 できるか, また患者で認め られた変異 が実際に病因を反映し

 ているか, などの問題は残されている。 今回変異が検出できなかった患者の遺伝子上の異常を同

 定すること も併せて, 今後 の研究で明 らかに していく 予定である。

野
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 審査結果の要旨

  グリ シ ン開裂系は4種の構成蛋白か ら成 る複合酵素系であ り, 非ケ トーシス型高 グリ シ ン血症

 はこ の酵素の欠損ない し活性低下によって起ることが多田ちにより証明されている。 これまでの

 研究により本症の大半 (特に新生児型) はグリシン脱炭酸酵素 (グリシン開裂系のP蛋白) の欠

 損に基づくことが明 らかにされている。

  本研究 は本症の病因を遺伝子 レベルで解明する目的で先づグリシン脱炭酸酵素 (GDC) の

 cDNAのク 口回ニ ングを行な つた。

  先づトリ肝より精製 したGDCをウサギに免疫 し得 られた血清をアフィ ニティカラムで精製 し

 抗GDC抗体を得た。 この特異抗体を用 いてヒト肝mRNAより調製 したcDNAのλg七 11発現ライ

 ブラリーを検索し, ヒトGDCをコー ドするcDNAのクローニングを行なった。 得られたcDNAは

 全長3788塩基対であり, 約150bpの5' 側非翻訳領域 に続くオープンリーディ ングフ レームは1020

 個のア ミノ酸をコードし, 推定されるアミノ酸配列か ら計算 した蛋白の分子量 は112,869 で予め

 調べたイムノ プロットの結果とほぼ一致 した。 また, トリGDGのアミノ酸配列との聞には83%

 という高 い相同性 が認め られた。

  このcDNAをプローブと して15名の正常人ゲノムについて調べた結果, MspI, Ps七 1, Taq工

 による制限酵素断片長多型 (RFLP) が観察された。 さらに, 8名の非ケ トーシス型高 グリシン

 血症のゲノ ムDNAを検索 した結果, 7名 に於てPsd及 びSaclでそれぞれ1,5kbおよ び0.6kbの断片

 が欠失 しており, これらの断片 はcDNAの最上流域約850bpに対応 していた。 残り7名ではサザ

 ンブロッ ト上で正常人との相違 は認められず, 恐らく 点変異によるものと推測された。

  以上の研究成果, 非ケ トー シス型高 グリ シン血症の病因遺伝子を始めてク ローニング成功 した

 意味 で独創性の高い業績であり, 医学博士の授与 に価いするものと判定された。
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