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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

717



718 長 尾 一 孝

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
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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.


