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緒 言

細胞 の遺伝 物 質DNAは,内 ・外 か らの種 々

の要 因に よ り多様 な損傷 を受 け て い る1).なか で

も多 いの がプ リンあ るい は ピ リ ミジ ン塩 基 の欠

落 で,直 接 的 にあ るい は損傷 塩基 がN-グ リコシ

ラーゼ 作用 で 除か れ た結 果 と して 間接的 に, 1

日1細 胞DNA当 た り1万 箇所 も生 じ るこ とが

知 られて い る2), 3).ま た,イ オ ン化 放 射 線,活 性

酸素 等 に よ り損 傷 され たDNAに よ く見 られ る

ヌ クレオ チ ド破 片 が3'端 に結合 して い る(3'ブ

ロ ック端 をもつ)一 本鎖 切 断 も, 1日1細 胞 当

た り数個 生 じ るこ とが知 られて いる1,4-7).これ ら

の 損傷 は,一 般 に は細 胞が具 備 して い る修復 酵

素 系 に よ り元通 りに修復 され て,遺 伝 的 連続 性,

損傷 前 と同様 の情報 発 現が保 たれ る.し か し,

時 に は誤 った修 復が な され て突然 異変 をきた し,

結 果 として,遺 伝 形質 の変化 ひい て は表現 形質

の 変化(が ん化,分 子 遺伝病,素 因等)に つ な

が るこ とがあ るこ とが知 られ てい る8).

塩 基 欠落 部位(apurinic/apyrimidinic sites;

 APサ イ ト)修 復 は,一 般 にAPエ ン ドヌ クレ

ア ーゼ に よ りAPサ イ トの5'側 に切 れ 目を入れ

る こ とに よ り開始 され る. 3'ブ ロ ック端 を もつ

一本 鎖切 断の修 復 開始 は, DNA 3'修 復 ジエ ス

テ ラー ゼ作 用 に よ り3'ブ ロ ッ クを除 くことによ

って修 復 が 開 始 され る9).大 腸 菌(Escherichia

coli)で は,両 作 用 をも った酵素 として,エ キ ソ

ヌ クアー ゼIIIとエ ン ドヌ クア ーゼIVが 知 られ て

お り,これ ら酵 素の遺伝 子 も解 明 されている10, 11).

哺乳 類 で も, 1970年 代 か らこれ まで 多種 類 のAP

エ ン ドヌ クレアー ゼの報 告 が な されて きた.そ

して,最 近 まで哺乳 類 の主要 なAPエ ン ドヌ ク

レアー ゼ は, 3'→5'エ キ ソ ヌ クレアー ゼ活性 を

もた ない エ ン ドヌ クレアー ゼIV型 酵 素 と考 え ら

れ て い た. 1991年, 3つ の グル ープ か ら独 立に,

哺 乳類 の主要 なAPエ ン ドヌクレアーゼのcDNA

クローニングの報 告が なされた12). Robsonら13, 14)

は,ウ シお よび ヒ トのcDNAを クロー ニ ング し,

酵 素 をbovine (human) AP endonuclease 1

 (BAP 1 & HAP 1)と 命名 した.関 ら15, 16)は,

マ ウスお よび ヒ トの本 酵素cDNAを クロー ニ ン

グ した. Dempleら17)は,ヒ トのcDNAを ク

ローニ ングし, APE cDNA,酵 素 をApe protein

と命名 した.関 ら15, 16)は,本 酸素 が エ キ ソヌ ク レ

アーゼIIIと同様 に, 5'APエ ン ドヌク レアーゼ 活

性, DNA 3'ボ ス タフ ァーゼ 活性, 3'→5'エ

キ ソヌ ク レア ーゼ 活性 お よびDNA 3'修 復 ジエ

ス テラー ゼ活性 を もつ分 子量35kDaの 多機 能

DNA修 復 酵素 で あ るこ とを示 した.以 上3グ ル

ー プ か ら報 告 されたcDNAは 互 いに高 いホモ ロ

ジー を示 し,同 一 酵素 で,エ キソ ヌ クレアー ゼ

III (E. coli)の ホ モ ロー グであ る こ とが 判 明 し

た.関 ら18)は,エ キ ソヌ クレアー ゼIII型の主要 な

APエ ン ドヌ ク レアー ゼ で あ る こ とか ら,本 酵

素 をAPEX nuclease,遺 伝 子名 は命名 の ガ イ

ドライ ン19)に従 い,ヒ ト遺伝 子 をAPEX,マ ウ

ス遺伝 子 をApexと した.

本 酵素 の機 能 に関 しては,精 製酵 素 に よ る研

究か ら少 な くとも4つ の酵素 活 性 を示 す 多機 能
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DNA修 復 酵素 であ り, E. coliで エ キ ソヌ クレ

アーゼIIIと相補 しうる こ とが 明 らかに され て い

る.し か し,哺 乳 類細 胞 内で の本酵 素 の機能 と

発 現調 節,特 にDNA修 復 系,複 製系,転 写 系

等 の ネ ッ トワー クの 中で の本酵 素 の役割 や本 酵

素 異常 に基づ く疾 患の 有無 の検 討等,多 くの重

要 な研 究課 題 が考 え られ る.こ れ ら研究 を遂 行

す るため には, Apex遺 伝 子 とそ のプ ロ モー タ

ー領 域 の構 造 を明 らか にす る必要 が あ る と思 わ

れ る.特 に,マ ウスApex遺 伝 子 の クロー ニ ン

グ とその構 造解 明 は,本 遺伝 子破 壊(ノ ッ クア

ウ ト)マ ウス の作成 を可 能 と し,生 体 内に おけ

る本 酵素 の機 能解 明に有 用 と考 え られ る.

本 研 究 ではマ ウスApex遺 伝 子の クロー ニ ン

グ,当 該 遺伝 子 お よび プ ロモー ター領 域 の構 造

を明 らか にす るにす るこ と を試 み た.

材 料 と 方 法

1.材 料

電 気泳 動用 の ア ガ ロ スゲル(Low-Mr)は

Bio-Rad Lab.よ り,制 限酵 素, Klenowポ リ

メラーゼ, E. coliア ル カ リホス タフ ァーゼ,

 SeakemTM GTGア ガ ロー ス, DNA回 収 用 フ

ィル ター 付 き遠心 チュー ブ(SUPRECTM-01),

ラ ンダ ムプ ラ イマーDNAラ ベ リング キ ッ ト,

 7-デ アザ シー ケ ンス キ ッ ト(Ver. 2), DNAラ

イゲ ー シ ョン キ ッ トお よびGene AmpTM DNA

増 幅 試薬 キ ッ ト(AmpliTaqTMを 含む)は 東洋 紡

績株 式 会社 また は宝酒 造株 式会 社 よ り,マ ウス

白 血 球 由 来 の ゲ ノ ムDNAラ イ ブ ラ リー は

CLONTECH社 よ り, DNase Iお よびRNase

AはSigma社 よ り, [α-32P] dCTP (3000Ci/

mmol)はICN社 よ り入手 した.ま た塩 基配列

の決 定 に用 い る合成 オ リゴヌ クレオ チ ドプ ラ イ

マー(20mer)は 岡 山大 学 医学 部 共 同実験 室 設

置のDNA合 成機(Applied Biosystems社 製)

で合 成,一 部 サ ワ デ ィー ・テ クノ ロジー株 式会

社 に依 頼合 成 した. EMBL-3 SP6/T7フ ァ

ー ジの指 示菌 としてE . coli NM538株 を,プ ラ

ス ミ ドの宿 主 菌 と してE. coli JM109株(コ ン

ピテ ン トセ ルは 東洋 紡績 株 式会社 よ り購 入)を

用 い た. NZYM培 地20)は,水 溶液1000ml当 り,

 10g NZ Amine(和 光純 薬工 業 株 式会社, Type

 A), 5g NaCl, 5g Bacto-yeast extract (Difco

社)お よび2g MgSO4・7H2Oを 含 む よ うに調

製 した.指 示 菌E. coli NM538株 の培養 には,

 NZYM培 地 に0.2%の マル トー ス を添加 した培地

を用 い た. Luria-Bertani (LB)培 地20)は,水

溶 液1000ml当 り10g Bacto-Tryptone (Difco

社), 5gのbacto-yeast extract (Difco社)お

よび10g NaClを 含 む よ うに調製 した.全 て の

組 換 えDNA実 験 は文 部 省 のガ イ ドライ ンに従

って行 つた.

2.マ ウスApex遺 伝 子 の クローニ ング20)

す でに報 告 され て い るマ ウスApex cDNA断

片 挿入pUC18プ ラス ミ ド(pExE2)15)か ら,

遺伝 子 クロー ニ ン グ用 プ ロー ブ を調製 した.こ

のpExE2プ ラス ミ ドDNAを 制 限酵 素EcoR

 Iお よびPst Iで 消化 して,ポ リA領 域 を含 ま

ないApex cDNA断 片 を切 り出 し,ア ガ ロー ス

ゲル電 気泳 動 で この断 片 を分 離,精 製 した.こ

のDNA断 片 をニ ッ ク トランス レー シ ョン法 で

32P標 識 し
,遺 伝子 クロー ニ ン グのプ ロー ブ と し

た.使 用 したマ ウ ス白血球 由来 ゲ ノムDNAラ

イ ブラ リー は, EMBL-3 SP6/T7を ベ ク ター

として作成 され てお り,イ ンサー トDNAの 平

均 長 は15kbで, 1.6×106個 の独 立 なフ ァー ジクロ

ー ン を含有 して い る. E. coli NM538株 を25ml

の0.2%マ ル トー ス含 有NZYM培 地 で, 30℃,

一 晩 培 養 し
,遠 心 分 離 で 集 菌, 10mlの10mM

 MgSO4溶 液 に 懸濁 した.フ ァー ジ の感 染 時 に,

指 示菌 懸濁 液 をフ ァー ジ希 釈 液(NaC1 5.8g,

 MgSO4・7H2O2.0g, 1MTris-HCl緩 衝 液,

 pH7.5, 5ml, 2%ゼ ラ チ ン溶 液5mlを 蒸 留水

に溶解 し1000mlに した もの)で, 600nmに おけ

る吸光 度が1.0に な る よ うに希 釈 して使 用 した.

一 次 ス クリーニ ン グでは
,指 示菌200μlに3.6×104

pfu (plaque forming unit)の フ ァー ジ溶 液 を

混ぜ, 37℃ で20分 間保 温 して感染 させ た. 50℃ に

加 温 した6mlの 上層 寒 天培 地(0.7%のBacto

agarを 含 むNZYM培 地)と フ ァー ジ感 染 指示

菌 を均 等 に混和 して,予 め 用意 して お いた1.5%

寒天 培地 に 重 層 し, 37℃ で培養 した.全 体 で1.5

×106pfuの フ ァー ジ を41枚 の角 型 シ ャー レ(9 .5

cm×13.5cm)に まい た.十 分 な大 き さの プ ラ

ー クが形 成 された後
,シ ャー レを4℃ に冷 却 した.
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13cm×8.5cmの ナ イ ロ ンフ ィル ター(Hybond

-N
, Amersham社)を 寒 天上 に1分 間置 きフ

ァー ジ を吸 着 させ た.変 性 溶 液(1.5M NaClを

含む0.5N NaOH溶 液)で1分 間,中 和 溶液(1.5

M NaClを 含 む0.5M Tris-HCI緩 衝 液, pH

 7.5)で2分 間, 2×SSC溶 液 で5分 間処 理後,

風 乾 し更 に80℃ で2時 間焼付 け た.同 様 な方法

で レプ リカ を作 成 した.こ れ らの フ ィル ター を

2×SSCで5分 間処理 した後, 0.5%ド デ シル硫

酸 ナ トリウム(SDS), 1mM EDTAを 含 む5

×SSC溶 液 中で42℃ で2時 間振 盪 して洗浄 した.

プ ラー クハ イブ リダ イゼー シ ョンは次 の条件 で

行 った.フ ィル ター を6×SSC, 5×Denhardt溶

液[1×Denhardt溶 液 は0.02%フ ィ コー ル

(Sigma社, Type 400), 0.02%牛 血清 アル ブ

ミン(Armour社, F-V), 0.02%ポ リビニル ピ

ロ リ ドン(片 山化学 工業 株 式会社, K-90)を 含

む], 0.5% SDSお よび0.1mg/mlの 変性 サ ケ精

子DNA (Sigma社, Type III)か らな るハ イ

ブ リダ イゼー シ ョン緩衝 液 中で, 68℃, 4時 間

加 温 後,液 を除 き,新 たにニ ック トラ ンス レー

シ ョン で32P標 識 した変性 プ ロー ブDNAを 含

むハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン液 を加 え, 68℃ で一

夜ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンを行 っ た.フ ィル タ

ー を室 温 で それ ぞれ0 .1% SDSを 含 む2×SSC

溶液 で各25分 間, 4回 洗浄 後, 68℃ の0.1% SDS

含 有1×SSC溶 液 で, 90分 間, 2回 洗浄 した.

洗 浄 したフ ィル ター は,風 乾 後サ ラン ラ ップ で

包 み,増 感紙(du pont社, Lightening-Plus)

を用 いて フ ジRX医 療 用X線 フィル ム(フ ジ写

真 フィル ム株 式会社)に-80℃ で16～72時 間 露

出 し,オ ー トラジ オグ ラフ ィー を行 っ た.こ の

一 次 ス ク リー ニ ン グで検 出 され た複数 の 陽性 プ

ラー クの確 認 と単 離 を行 うため,二 次 ス ク リー

ニ ング を行 った.そ れ ぞれの シャー レか ら陽 性

を示す ファー ジのプ ラー クを採 取 し,単 離 した

フ ァー ジ をφ9cmの シャー レ当 り約300pfuに 調

整 して,一 次 ス ク リー ニ ン グ と同様 の操作 を行

い陽性 の フ ァー ジ を純 化 した.

3. Apex遺 伝 子 挿 人プ ラ ス ミ ドの構 築

Apex遺 伝 子挿 入組 換 えDNAは 図1の よ う

に構築 した.前 述 の よ うに して,単 離,純 化 し

た陽性 プ ラー クか らフ ァー ジ を爪楊枝 で釣 り上

げ,指 示 菌E. coli NM 538%株に吸着 させ た後,

図1　 マ ウスApex遺 伝 子 を組 み込 ん だプ ラス ミ ドの 構築

単 離 したEMBL-3 SP6/T7フ ァー ジ クロー ンに 挿 人 さ れ て い るゲ ノムDNA断 片(15kb)を 制 限 酵素

Xho Iで 切 出 し, pBluescript KS-プ ラス ミ ドのXho I部 位 に 組 込 み,組 換 えプ ラス ミ ドpMAPEX9を

作 成 した.増 幅 した 後,こ のゲ ノムDNAを 更 にBamH I酵 素 で 消化 し, Apex cDNAと ハ イブ リダ

イ ズす る4kbのDNA断 片 を,同 種 プ ラ ス ミ ドのBamH I部 位 に組 込 み,生 じた組 換 えプ ラス ミ ドを

pMAPEX9-1と した.

実 線 は ゲ ノムDNAを,波 線 はEMBL-3 SP6/T7フ ァー ジベ ク ターDNA,白 枠 部 分 はマ ウ スApex

遺伝 子 の想 定 され るア ミノ酸 コー ド領 域,そ の 黒 塗 り部 分 はpBluescript KS-プ ラス ミ ドDNA領 域 を

示 した.図 中 の制 限 酵素 切 断部 位 は 以下 の よ うに 略 記 した. X, Xho I; B, BamH I; N, Nar I.
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寒天 培地 で平 面 培養 を行 った.こ の培養 プ レー

トか ら, Plate lysate法20)で フ ァー ジDNAを

調 製 し た.こ れ らの 内 か ら,後 述 す るPCR

 (Polymerase chain reaction)法 お よびサザ ン

ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョン で, Apex遺 伝 子 の全

領域 を有 す るフ ァー ジクロー ンのみ を選 択 した.

これ ら よ り一 つ の フ ァー ジ クロー ン を選 び(図

1),挿 入 ゲ ノムDNA (15kb)を 制 限 酵素Xho

 Iで 切 り出 し,アガ ロー スゲル(SeakemTM GTG)

電気 泳動 で分 離 し,当 該 バ ン ドを切 り出 し,溶

出 し,ガ ラス ビー ズ(BIO 101社, GLASSMI

LKTM)も し くはDNA回 収用 フィル ター付 き遠

心チ ュー ブ(SUPRECTM-01)を もちい て回収,

精 製 した.同 様 に制 限酵 素Xho Iで 切 断 し,脱

リン酸化 処理 をしたプラス ミドpBluescript KS-

 (Stratagene社, 3kb)に,上 記 マ ウスDNA

断片 を加 え,ラ イゲ ー シ ョン キ ッ トで ライゲ ー

シ ョン し, pMAPEX 9を 構築 した.本 プ ラ ス ミ

ドで, E. coli JM109を 形 質転 換 した. IPTG

 (Sigma社), X-gal (Sigma社)お よびア ン

ピシ リン添加LB培 地 で,生 育 す る無 色 の コ ロ

ニー を選 択 した.こ の形質 転換 株 よ りア ル カ リ

法20)でプ ラス ミ ドDNAを 抽 出 し,各 種 制 限酵

素 に よる消化並 びに マ ウスApex cDNAを プ ロ

ー ブ と したサ ザ ンハ イブ リダイゼ ー シ ョンに よ

り,挿 入DNAの 制 限酵素 地 図作成 とApex遺

伝 子 の存在 を調 べ た.さ らに, PCR法 に よ り組

換 え プ ラス ミ ドが マ ウスApex遺 伝 子 の全 ア ミ

ノ酸 コー ド領域 を有 して い るこ と を確 認 した.

この よ うに して作 製 したpMAPEX9 (18kb)

か ら,マ ウスApex遺 伝 子 の全 領 域 を含 む4kb

のDNA断 片 を,制 限酵 素BamH Iで 切 り出

し, pBluescript KS-のBamH Iサ イ トに組込

み,組 換 えプ ラ ス ミ ド(pMAPEX9-1, 7kb)

を作 製 した. E. coli JM109をpMAPEX9-1

で形 質転 換 し,本 プ ラス ミ ドを増幅 した.こ の

挿入DNA断 片 を,名 種 制 限酵 素 で消化 し,ア

ガ ロー スゲ ル電 気泳 動 で分 画 し,消 化DNA断

片サ イズの 比較 に よ り詳 細 な制 限酵 素地 図 を作

製 した.

4. PCR法 に よ るDNA増 幅21)

DNA増 幅 は, DNA増 幅装 置(ア ステ ッ ク株

式会社,プ ロ グ ラム ・テ ンプ コン トロー ルPC-

700)を 用 い て,以 下 の条 件 で行 った.あ らか じ

め 作成 した反 応液[10×PCR反 応緩衝 液1μl,

 dNTPs(各1.25mM)混 合 溶液1.5μ1,各20μM

プ ライマー溶 液0.5μl, Taqポ リメラーゼ(5unit/

μl)0.05μlを 遠 心 チ ュー ブ に入れ蒸 留 水 を加 え,

総 量 を9μlに す る]に テ ンペ レー トDNAを1

μl(約1ng)添 加 し,そ の上 に水 の蒸 発 を防 ぐ

ため に25μlのmineral oilを 加 え た. 90℃ で1

分, 55℃ で1分, 72℃ で3分 の反 応 を30サ イ ク

ル繰 り返 し,最 後 に72℃ で3分 間 反応 後,冷 却

し保 存 した.尚,使 用 したプ ライマー(20mer)

は,マ ウ スApex cDNAの 塩 基 配列15)に基づ い

て作 成 した.増 幅DNAの 有 無 は,ア ガ ロー ス

ゲ ル電 気泳動 で確 認 した.

5.サ ザ ンハ イブ リダ イゼー シ ョン20)

制 限 酵素 消化DNAを, 0.8%ア ガ ロー ス ゲル

電気 泳動 で分 画,ゲ ル 内DNAを エ チ ジウ ムブ

ロマ イ ド溶 液(0.5μg/ml)で 染 色 後, UVト ラ

ンス イル ミネー ター 上 で写 真撮 影 した.ゲ ル を

変性 溶液(1.5M NaClを 含 む0.5M NaOH溶

液)中 で1時 間振 盪 し,ブ ロ ッテ ィ ング溶液(1.2

M NaClを 含 む0.25M NaOH溶 液)を 用 い,

毛細 管法 でナ イ ロン フ ィル ター(Hybond-N,

 Amersham社)上 に約16時 間か け てDNAを

ブ ロ ッテ ィ ング した.約16時 間ブ ロッ ティ ン グ

を行 った後,フ ィル ター を2×SSC溶 液 で洗 浄

し,風 乾 後 プ ラー クハ イ ブ リダ イゼー シ ョン と

同様 の条 件 でハ イブ リダ イゼー シ ョン を行 った.

6.塩 基 配列 お よびCpG islandの 決 定

組 換 えプ ラス ミ ド(pMAPEX9-1)中 のマ

ウスApex遺 伝 子 の塩 基配 列 は,シ ー ケナー ゼ

を用 い, dideoxy chain termination法 に よ り

決 め た20,22).尚,シ ー ケ ンシ ン グ反 応 に用 い た オ

リゴ ヌ クレチ ドプ ラ イマー(20mer)は,前 も っ

て決 定 され た塩 基 配列 に基づ い て逐次 的 に合 成

して用 い た.二 本鎖 の 両鎖 に つ いて塩 基 配列 を

決 定 した.哺 乳 類housekeeping遺 伝 子 の転 写

調 節 部位 と推 定 されて い るCpG islandの 決 定

は, Gardiner-GardenとFrommerの 方 法23)

に従 い, NECパ ー ソナ ル コン ピュー ターPC9801

を用 い て 図2に 示 したプ ロ グ ラム で計算,図 式

化 した.
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図2　 "CpG island"領 域 の 計算 プ ロ グ ラム

Nは シー クエ ンス に よ り決 定 した総 塩 基 数, Mは100と す る.

結 果

1.マ ウ スのゲ ノムDNAの サザ ンハ イブ リダ

イゼ ー シ ョン に よる解析

マ ウスゲ ノムDNAを,制 限酵素 で消 化 し,

サザ ン トラン スフ ァー した結 果 を図3に 示す.

プ ラス ミドpExE 215)か らマ ウスAPEXヌ ク

レアーゼ のcDNA (Apex cDNA)断 片(1kb)

を制 限 酵素EcoR IとPst Iで 切 り出 し,精 製

後,ニ ック トラ ンス レー シ ョンで32P標 識 して検

出プ ロー ブ と した. Apex cDNAに 切 断サ イ ト

を もたな い制 限酵 素BamH Iで 消化 した場 合4

kb, Bgl IIで 消化 した場 合 は15kbのDNA断 片

が1個 検 出 され た. Apex cDNA中 に一 箇所 切

断部位 を持 つ 制 限酵素Apa Iで ゲ ノムDNAを

消 化 す る と, 5.0kbと2.3kbの2個 のDNA断 片
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図3　 マ ウ ス ゲ ノムDNAの サ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン

マ ウ ス ゲ ノムDNAは,制 限 酵素Apa I(レ ー ン1), BamH I(レ ー ン2)お よびBgl II(レ ー ン3)

で 消化 した.使 用 したプ ロー ブ お よ びハ イブ リダ イゼ ー シ ョン の条 件 は材 料 と方法 の所 で記 述 した.

が検 出 され,こ の 結果 はApex遺 伝 子 が単 一遺

伝 子 で あ るこ とを示 唆 した.

2.マ ウスApex遺 伝 子 の単 離

マ ウ ス 白血球 由来 のゲ ノムDNAラ イブ ラ リ

ー か ら
,マ ウスApex cDNAを プ ローブ として,

 Apex遺 伝 子 を有 す る フ ァー ジク ロー ン を単 離

した.一 次の プ ラー クハ イブ リダ イゼ ー シ ョン

で, 1.5×106個 の フ ァー ジ クロー ンか ら20個 の 陽

性 クロー ンが検 出 され た.こ れ らの クロー ンか

ら,確 実 な陽 性 クロー ン と して10ク ロー ンを最

終 的 に純化,単 離 した.こ れ らの 単離 ク ロー ン

か らPCR法 で,マ ウスのApex cDNA全 領 域

を有 す る遺 伝 子 ク ロー ン を選 択 した. Apex

 cDNA遺 伝 子 の塩 基配 列 を参 考 に して合 成 した

5'端 と3'端 のプ ライマー を用 い,単 離 した フ ァ

ー ジ クロー ンのDNAを 鋳型 としてApex cDNA

のア ミノ酸 コー ド領域 に 対応 す るDNAの 増 幅

を試 み た(図4).そ の結 果, 4つ の 陽性 クロー

ン で,同 一増 幅結 果 が得 られ た.他 の6ク ロー

ンは いず れ もこのプ ラ イマー で遺 伝 子増 幅 が観

察 されず,い ず れ もApex遺 伝子 の 一部 分 か ら

な る遺伝 子 断 片が挿 入 されて いる と考 え られ た.

 DNA増 幅 が 認め られた クロー ンで,翻 訳領 域 両

端 のプ ライマー を用 いた場合, 1.9kbのDNAが

増 幅 され た.同 一 プ ラ イマ ー を用 い てApex

 cDNAを 増 幅 させ る と1.1kbのDNAが 増幅 さ

れ るこ とよ り,こ のプ ラ イマー 間に約0.8kbの イ

ン トロンが介 在す ると推 定 された.さ らにcDNA

内部 の プ ラ イマー を用 いてPCR(反 応1～4)

を行 った結 果,図4の プ ラ イマーaとbの 間

に約0.2kb,プ ラ イマーbとcの 間に約0.5kb,

プ ライマーcとdの 間に約0.1kaの イン トロン

の 挿入 が予 測 され た.そ こでApex全 領 域 を有

す ると推 定 され る4種 のファージクローンのDNA

を単離 し, EMBL-3 SP6/T7フ ァー ジベ ク タ

ー のmultiple cloning site (MCS)に 制 限酵素

部位 が あ るXho Iで 消 化 した結 果,こ れ らの ク

ロー ンの 挿 入DNAは いずれ も内部 にXho I切

断部位 を もたず,そ れ ぞれ15, 18, 16, 15kbの

DNA断 片 が挿 入 されて い る こ とが確 認 され た.

これ らの ク ロー ンの挿 入DNAは,各 種 の制 限

酵 素 に よるDNAの 消化 パ ター ンが ほぼ 同一 で,

これ らが類 似 の ク ロー ンで あ るこ とが示 唆 され

た. Apex cDNAの 制 限酵 素 部位 との 比較 に よ



マ ウ スApex遺 伝 子 723

図4　 Apex遺 伝 子 の 全 ア ミノ酸 コー ド領 域 を含 む フ ァー ジ ク ロー ンの 選 択

A: pUC18プ ラス ミ ドをベ ク ター と して 作 成 さ れ た組 換 え プ ラ ス ミ ドpExE2に 挿 入 され て い るマ ウス

Apex cDNA.黒 塗 の 太 い部 分 は ア ミノ酸 コー ド領 域 を示 した.こ の遺 伝 子 中 の制 限酵 素 部位 は 以下 の様

に略 記 した. (E), EcoR Iリ ン カー; A, Apa I; Ec, EcoRV; Bc, Bcl I; N, Nar I; P, Pst I.

横 向 きの 矢 印 は遺 伝 子 の 増 幅 に使 用 した合 成 プ ラ イマー(20mer)の 作 成 位 置 お よび方 向 を示 し,各 プ ラ

イマ ー はア ル フ ァベ ッ トで 表示 した.aは5'端, fは3'端 の 非翻 訳 領 域 の プ ライ マー であ る.

a: 5'TTGGGAGGCAGCGCAGTAAA3', b: 5'GCAGATTTGCCACTGGGTGA3',

c: 5'CTTGCAGTTCAGCCGGGAGT3', d: 5'AGTCCTTTAGAAACTTTCGG3',

e: 5'GGGCATTCATCATGTAAGTC3', f: 5'TCTCTTGGATTGTCTAAAGG3'

B:全 ア ミノ酸領 域 を含 む フ ァー ジ ク ロー ン のPCR法 に よ る検 出例 鋳 型DNAは,単 離 したApex

遺伝 子 フ ァー ジ クロー ン を使 用 した.写 真 は,下 記 反 応1-4で 増 幅 されたDNAの 電気 泳 動像 を示 した.

反応1:レ ー ン1(プ ラ イマ ー セ ッ ト, aとb),反 応2:レ ー ン2(プ ライ マー セ ッ ト, aとc),反

応3:レ ー ン3(プ ラ イマ ー セ ッ ト, aとd),反 応4:レ ー ン4(プ ラ イマー セ ッ ト, aとe),お よ

び反 応5:レ ー ン5(プ ライ マー セ ッ ト, aとf)

り, 4種 の ク ロー ン はApex遺 伝子 全体 が挿 入

され た組換 えDNAと 推 定 された.そ こ でこれ

らの ク ロー ン よ り一 つ(15kbの 挿 入DNA断 片

を もつ もの)を 選択 し,以 下 の実験 に用 いた.

この フ ァー ジ クロー ンの挿 入DNA断 片 を制 限

酵素Xho Iで 切 り出 し,それをpBluescript KS-

プ ラス ミ ドのMCSのXho I部 位 に組込 み,組

換 えプ ラス ミ ドpMAPEX9を 得 た(図1).さ

らに そのBamH I消 化DNA断 片 を, pBlue

scriptのBamH I部 位 にサ ブ クローニ ング して,

組換 えプ ラス ミ ドpMAPEX9-1を 作製 した.

 Apex cDNAとBamH I消 化 で生 じる4kbの

DNA断 片の制 限酵素 地 図やPCR増 幅 実験 の

結果 等 か ら,こ の4kbのDNA断 片 は,マ ウ ス

Apex遺 伝 子の ア ミノ酸 コー ド領域 より上 流(5'

側)1.5kbと,下 流(3'側)0.5kbを 含 ん で い る

こ とが 確 認 され た(図4お よび図5).ま た この

結 果 は,ア ミノ酸 コー ド領 域 の半分 よ りN末 端

側 に,少 な くとも3つ の イン トロン(総 計0.8kb)

が 存在 し,こ の3'側 か ら二番 目の イン トロ ン 中

に制 限酵素Xba Iお よびPst I切 断部 位 が存 在

す るこ とも示 唆 され た(図5).

3.マ ウスApex遺 伝 子 の塩 基 配列 の決 定

クロー ニ ン グ した ゲ ノムDNA断 片(4kb)

の シー ケン シ ングはdideoxy法 で行 っ た.図1

に示 したpMAPEX9-1プ ラス ミ ドDNAを

用 い, pBluescriptKS-のT7お よびT3プ ラ

イマー(17mer)を 使 用 して挿 入断 片 の5'端 お

よび3'端 よ りsequencingを 始 め,必 要 なプ ラ

イマー は合成 して逐 次的 に両 鎖 の塩 基 配列 を決
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図5　 Apex遺 伝 子 の構 造

Aは マ ウスApex cDNAを 示 した. aはAPEXヌ クレ アー ゼ の核 移 行 ドメ イ ン, bは 触媒 ドメ イ ン を

表 す.ま たAAAは ポ リA領 域 を示 す.

Bは マ ウスApex遺 伝 子 の エ キ ソ ン,イ ン トロ ン構 造 を示 した.太 い 白及 び黒 の実 線 は エ キ ソン構 造 を

示 し,黒 塗 りは ア ミノ酸 の コー ド領 域,白 枠 部分 は ア ミノ酸 非 コー ド領 域 を,点 線 枠 部 分 は エ キ ソンIの

推 定 領 域 を示 した. Apex遺 伝 子 の 各 エ キ ソン は5'側 か らI, II, III, IV, Vと 番 号 を付 け 表 示 した.

 Nt, Not I; N, Nar I; P, Pst I: A, Apa I: Ec, EcoR V; Bc, Bcl I: E, EcoR I: B, BamH

I

定 した.塩 基 配列 よ り,上 記 の3つ の イン トロ

ンの上 流 に更 に1つ の イ ン トロンの存 在 が示 さ

れた.

4.マ ウスApex遺 伝 子 の遺伝 子 構造

マ ウ スApex遺 伝 子の塩 基 配列 と既 に報 告 さ

れて い るマ ウスApex cDNAの 塩 基 配列15)を比

較す るこ とに よ り,マ ウ スApex遺 伝 子 の イ ン

トロ ン/エ キ ソ ン接合 部位 の構 造 を決定 した.

ア ミノ酸 の 開始 コ ドン(ATG)よ り上流 に存 在

す るエ キ ソンの 開始 部位 は決 定 してい な いが,

最 近 報告 され た ヒ トAPEX遺 伝 子 の構 造か ら

類推 す る と,本 遺伝 子 は ヒ トの場 合 と同様 に5

つの エ キ ソン, 4つ の イ ン トロ ンに よ り構 成 さ

れ てい る と推 定 され る.ま た,マ ウスAPEXヌ

クレアー ゼ を コー ドして い るエ キ ソン部 位 の塩

基配 列 は,既 に 報 告 され て い るマ ウ スApex

 cDNAの 塩 基 配列15)と完全 に一 致 した.実 験 的

に決 め た制 限酵 素部 位 と塩 基配 列 か ら推定 され

る制 限酵 素部 位 も一 致 した(図5).図6は,本

実 験 で 明 らか に したエ キ ソ ンI～Vの 位 置 を,

既 に報告 され てい るマ ウスApex cDNA上 に区

画 して示 して い る.マ ウスApex遺 伝 子 の構 造

を図5に,各 エ キ ソン とイ ン トロ ンのサ イズお

よび各 イ ン トロ ン/エ キ ソン接 合 部位 周 辺 の塩

基配 列 を表1に 示 す.

マ ウスApex遺 伝 子 に お いて も,エ キ ソン と

イ ン トロンの境 界 は全 てGT-AG則24)に 従 って

い た.エ キ ソンIは, 5'側 の ア ミノ酸 非 コー ド

領 域 に あ り,翻 訳 開始 コ ドンATGは エ キソ ン

IIに,終 止 コ ドンTGAは エ キソ ンVに 存在 し

た.図6に 示す 様 に成 熟酵 素 で はN末 端 の メチ

オニ ンは 除か れ るが15),この ア ミノ酸 を含 めて各

エ キソ ンに含 まれ るア ミノ酸 の コー ド領 域 の塩

基 の全 ア ミノ酸 コー ド領 域 に対 す る割合 はエ キ

ソンII, III, IVお よびVで,そ れぞれ5.9%, 19.7%

 20.4%お よび54.1%で あ り,こ の 酵素 を構 成 す

るア ミノ酸 の約 半分 は エ キ ソンVに コー ドされ

て い る. E. coliエ キ ソヌ ク レアーゼIII, Strepta

 coccus pneumoniaeのExo Aタ ンパ ク質

等10, 25, 26)と一 次 構 造 で 相 同 性 を 示 す マ ウ ス

APEXヌ クレアー ゼ タ ンパ ク質 の29kDa C末

触媒 ドメイ ン15)は単 一 のエ キソンに含 まれ るので

は な く,エ キ ソンIII, IVそ してVに 分 散 して い

た.

5.マ ウスApex遺 伝子 の5'お よび3'非 コー

ド領域 の構造

転写 開 始部 位 を決 定 してい な いの で,プ ロモ

ー ター 領域 を塩 基 配列上 か ら検 討 す るのは 難 し

いが,最 近 報告 され た ヒ トAPEX遺 伝 子 の プ

ロモー ター 領域 の構 造27)と比 較 して も,特 徴 的 な

TATAボ ックスやCAATボ ッ クス は認 め られ

なか った.こ れ に引 き換 え,本 遺伝 子 の上 流 領
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図6　 マ ウスApex cDNAの 塩基配列 とエ キソン構造

名エ キソンを実線で囲み,図5の エ キソンの番号 を表示 した.▼ は成熟APEXヌ クレアーゼのN末 端 を

示す.

表1　 マ ウスApex遺 伝子のイン トロン/エ キソン接合部位 の塩基配列

イン トロン,エ キ ソン部分の塩 基配列 はそれぞれ小文字 と大文字 で区別 して表示 した.

()内 はそれぞれの塩基数(bp)を 表す.
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域 には, G+C含 量 が 高 くCpGジ ヌ クレオ チ ド

が高 頻度 に 出現 す る領 域 が 認め られ た.そ こで,

 housekeeping遺 伝 子 に於 て遺伝 子の 発 現調 節

に関与 す るこ とが 示唆 されて い るCpG islands

を, Gardiner-GardenとFrommerの 式23)に当

て はめ て検 索 した.検 索に は図2の よ うに, %

(G+C)とCpG出 現頻 度 計算 式 を コン ピュー

ター プ ログ ラム化 して算 出 した.マ ウスApex

遺 伝 子 につ いて, %(G+C)とCpG出 現 頻度

を計算 した結 果 を図7に 示す. Gardiner-Garden

とFrommerの 式 と基準 に よる と,イ ン トロ ン

IIか ら上 流約0.8kbの 間 がCpG islandの 基 準に

当て は まる.こ の中 にG/Cボ ックス(GGGCGG)

の存在 も確 認 された. APEXヌ クレアーゼ は,

マ ウ ス,ラ ッ ト,ヒ ト等 で調べ た全 ての細 胞 に

お いて発 現 して お り15, 16),機能上 か らも細胞 に と

って必須 の酵素 と考 え られ る.従 って,本 遺伝

子 はhousekeeping遺 伝 子 に属 し,こ の5' CpG

 islandが 本酵素 転 写調 節 に重要 な役 割 を演 じて

い る こ とが示 唆 され る. 3'側 で は,翻 訳停 止 コ

ドンTGAの146bp下 流 にポ リアデ ニ ル化 シ グ

ナ ル(AATAAA)が 存 在す る. 3' CpG island

は認 め られ なか った.

考 察

本研 究 で は,哺 乳 類細 胞 の主 要 なAPエ ン ド

ヌクレアー ゼ であ るAPEXヌ クレアーゼ のマ ウ

ス遺 伝 子の クロー ニ ン グ とその遺伝 子構 造 につ

いて報 告 した.本 酵素 は, E. coliの エ キ ソヌ ク

レアー ゼIIIと同様 に, 5' APエ ン ドヌ クレアー

ゼ活性, DNA 3'修 復 ジエ ス テ ラー ゼ 活性 等 を

示す 多機 能DNA修 復酵 素 で,本 酵 素 の一 次構

造 もエ キ ソ ヌ クレアー ゼIIIのそ れ と有 意 の ホ モ

ロ ジー を示 し,エ キ ソヌ クレアー ゼIIIの哺乳 類

ホ モ ロー グであ る こ とが明 らかに されてい る15).

また,エ キソ ヌ クレアー ゼIIIを欠 くE, coli株

で本 遺伝 子 を発 現 させ る と, APサ イ トを生 じ

る よ うなDNA損 傷 剤や3'ブ ロックー 本鎖 切 断

を生 じる ようなDNA損 傷 剤 に対 す る抵 抗性 を

増 し,生 細胞 内で もエ キ ソヌ ク レアー ゼIIIに相

補 しうる こ とが示 されて い る15).関ら28)が活性 プ

ロッティ ング法 で検 討 した結 果 によると, APEX

ヌ クレアー ゼ は,哺 乳 類細 胞 の全5' APエ ン ド

ヌ クレア ーゼ 活性 の90%以 上 を 占め て い る と推

定 され てい る.本 酵素 は,酵 素機 能 か らす る と

細胞 に とって極 め て重要 なDNA修 復 酵素 と推

定 され るが,本 酵素 の 哺乳 類 細胞 内で の役 割 は

図7　 マ ウスApex遺 伝 子 と5'上 流領 域 のCpG island領 域

図 はGardiner-GardenとFrommerの 方 法 に 従 っ て 計算 し,図 式 化 した.実 線 はObs/Exp CpG値,

点 線 は% G+C値.実 線 と点 線 の水 平 直 線 は,そ れ ぞ れ のCpG island境 界値(0.6お よび50%)を 示

す.図 の 下 部 にApex遺 伝 子 の イン トロ ン/エ キ ソ ン構 造 と図 の上 部 にCpG islandを 表 示 した(表 示

法 は 図5と 同 様).
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酵素 活性 とE. coliの エ キ ソ ヌ クレアーゼIIIを相

補 し うるこ とか ら推 察 され て い るに過 ぎない.

E. coliで は, APエ ン ドヌ ク レアーゼ と して,

エ キ ソヌ クレアー ゼIIIの他 にエ ン ドヌ クレア ー

ゼIVや エ ン ドヌ クレアーゼIII等1,29)が知 られて い

る.哺 乳類 細 胞で も,酵 素 レベ ル では,多 種 類

あ る と報告 されて い るが1), cDNAが クロー ニ

ン グされ てい るの は,緒 言 の項 で述べ た よ うに,

 3つ の グルー プか ら独 立に報 告 され た本 酵素 の

み で あ る.本 酵素 の遺伝 子名 は,報 告者 に よ っ

てHAP130,31), APEX15,16,27), APE17,32), Ref

133)等 ま ちまちな名 称 が使 用 されて いるが,最 近

のScience誌34)に よ る と,本 報告 の様 に マ ウス

の遺 伝 子 をApex,ヒ トの遺 伝子 をAPEXと

して報告 され てい る.

本酵素 ヒ ト遺伝 子 はす で に, Zhaoら(HAP

1)26), Robsonら(HAP1)27), Harrisonら

(APE)32),秋 山 ら(APEX)27)に よ って報告

されて お り, 5つ のエ キ ソンか ら構 成 され,染

色体14q11.2-12に 局在 してい るこ とが示 されて

い る.秋 山 ら27)はさ らにプ ロモー ター 領域 の解析

も行 って い る.に も拘 らず,著 者 が マ ウスの 遺

伝 子の クロー ニ ング を行 ったの は,生 細 胞に お

け る遺伝 子機 能 を明 らか にす る上 で,ジ ー ン タ

ー ゲ ッテ ィン グ法 に よ り
,遺 伝 子破 壊 マ ウスや

変 異遺伝 子導 入 マ ウス を作成 して遺伝 子機 能 を

調べ る方 法 が可能 にな る と考 えたか らで あ る.

数 種 のAPエ ン ドヌ クレアー ゼの相 互 関係,他

の修 復系,複 製系,転 写 系等 との相 互 関係 等 を

明 らか にす るに は,こ の様 なin vivo系 が是非

必要 と思 わ れ る.

マ ウスのApex遺 伝 子 も ヒ トAPEX遺 伝 子

同様,比 較 的compactな 遺 伝 子 で, 5つ のエ キ

ソンか ら構 成 され て お り, 5'上 流 領域 にCpG

 islandが 認め られ た.基 本 的 に は,ヒ ト遣伝 子

と同様 な構 造 で あ ったが,特 に イ ン トロンの塩

基 配列 や イ ン トロ ンIIIサイ ズ(マ ウスが106bp短

い)に 顕著 な違 いが認 め られ た. CpG islandは,

他 のhousekeeping遺 伝 子の場 合 と同様 に,転

写 調節 に 関与 して い る と推 定 され た.最 近,秋

山 ら27)はヒ トAPEX遺 伝 子 で5' CpG islandの

比 較的 短 い領域 に プ ロモー ター活性 が あ る こ と

を証 明 してい る.ま た数種 の転 写 調節 因 子認 識

塩 基配 列 の存 在 を指摘 して い る.マ ウスApex

遺伝 子 につ いて は,転 写 開始 点 の決 定が 出来 て

い ないが, Apex mRNAが 約1.5kbで あ り15),

エ キソ ンII以 下 の大 きさが約12kb+polyAで あ

る こ とか ら,エ キ ソンIの 大 きさは約0.2kbと 推

定 され た.

マ ウスApex遺 伝 子 に関 す る本 研究 は,生 細

胞 にお け る本 酵素 の機 能 を明 らか にす る上 で,

また本 酵素 異常 に 基づ く病 態 につ い ての研 究 に

役 立つ こ とが期待 され る.

結 論

1. APエ ン ドヌ クレアー ゼ, DNA 3'修 復 ジ

エ ステラーゼ, 3'→5'エ キソヌクレアー ゼ, DNA

 3'ホ スフ ァ ター ゼ等 の 活性 を示 す 多機 能DNA

修 復 酵素(APEXヌ クレアーゼ)の 遣伝 子(Apex)

を,マ ウ ス 白血球 由来 ゲ ノムDNAラ イブ ラ リ

ー よ り
,マ ウスApex cDNAを プ ロー ブ として

クロー ニ ン グし,制 限酵 素地 図 を作 成 した.

2. Apex遺 伝 子 を含 む約4kbの 塩 基配列 を

決 め,遺 伝子 構造 を検討 した. Apex遺 伝 子 は,

比較 的compactな 約2.6kbの 遺 伝 子 で, Apex

 cDNAの 塩 基 配列 との比較 か ら, 5つ のエ キソ

ンで構 成 され てい る と推 定 され た.エ キ ソ ンー

イン トロ ン接 合部 位 はGT/AG規 則に従 ってい

た.翻 訳開始 コ ドンATGは エ キ ソンIIに,終

止 コ ドンTGAは エ キ ソンVに 局在 した.

3.イ ン トロンIIか ら上 流0.8kbの 範 囲は, G+

C含 量 が高 くCpGジ ヌ ク レオチ ドが 高頻 度 に

出現 す る領域 で, housekeeping遺 伝 子 に しば

しば認 め られ る"CpG island"と 考 え られ た.

この領 域 に,プ ロモー ター領 域,転 写 開始 点 等

が局 在 す る こ とが示 唆 され た.

本研究の遂行 お よび論文の作成にあた り始終,御

指 導 と御校 閲を賜 わ りま した恩師,関 周司教授 に

深 く感謝致 します.ま た貴重 なプ ラス ミドpBlue

script KS-を 贈 与下さいました同研究室の筒井 研

助教授 に深謝いた します と共に, CpG islandの 計算

プ ログラム作成に御協 力 くださいました岡山理科 大

学情報 センターの尾高好政助教授 ならびに実験遂行,

論文作成 にあた り始終快 く御協 力頂 きました秋 山公

祐助 手お よび教室の皆様に心か らお礼 申し上 げます.
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The APEX nuclease is a mammalian multifunctional repair enzyme having 5•L apurinic/

apyrimidinic (AP) endonuclease, DNA 3•L repair diesterase, 3•L-5•L exonuclease and DNA 3•L 

phosphatase activities. The mouse Apex gene for the enzyme, was isolated from a mouse 

leukocyte genomic library by plaque hybridization with the mouse Apex cDNA as a probe. The 

nucleotide sequence of the Apex gene and its 5•L-and 3•L-flanking regions were determined. 

With reference to the published Apex cDNA sequence, the mouse Apex gene can be divided into 

five exons and four introns with a total length of about 2.6kb. The boundaries between exon 

and intron follow the GT/AG rule. The translation initiation and termination sites are located 

in exons II and V, respectively. A part of the 5•L flanking region belongs to a CpG island, 

which extends to intron II. The CpG island is thought to be a putative transcription 

regulatory region of the Apex gene, a housekeeping gene.


