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Characterization of AOC2 gene encoding a copper-binding amine oxidase

              expressed specifically in retina.

        (網膜 特 異的銅 依存 性 ア ミン酸化 酵 素AOC2の 遺伝 子 の解析)

内容の要旨

張

【目的 】我 々は網 膜特異 的銅 依存性 ア ミン酸化 酵 素(AOC2)の ク

ロー ニ ング に成 功 した。 これ は銅 依 存性 ア ミン酸化酵 素 の フ ァ ミ

リー に属す る遺 伝子 で、血管 内皮 細胞 に発 現す る接着 因子(VAP-

1、AOC3)と65%の 相 同性 を持 つ。マ ウス、 ラ ッ トのAOC2を 単離

し、 さらにそ の遺 伝子構 造、周 辺遺伝 子構造 を解 析 した。遺伝 子の

複製 な どを含 めてAOC2の 機能 につ いて考 察 した。

【対 象 と方法 】ヒ トAOC2cDNAを プ ロー ブ として、マ ウスのゲ ノム

DNAフ ァー ジ ライ ブラ リを スク リー ニ ング した。設 計 したプ ライ

マ ー でAOC2を 増 幅 し、 AOC2の 遺 伝 子 構 造 を決 定 した。 ラ ッ ト

AOC2エ クソン1の ク ロー ニン グを した。更 にAOC2お よびAOC3の

タンパ ク質2次 構 造の解析 を した。 マ ウス、 ヒ トAOC2遺 伝子 とその

周 辺 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を決 定 し、構…造 を 明 らか に した。AOC2

mRNAの 定量分析 を行 った。 In situ hybridizationおよび免疫染 色法に

よるAOC2の 網膜発現部位 の解析 を した。

【結 果】マ ウスAOC2のcDNAは2,553塩 基対 よ りな り、757ア ミノ酸

の タンパ ク質 を コー ドして い た。 ヒ トAOC I、 ヒ トAOC2、 マ ウス

AOC3、 ヒ トAOC3と それ ぞれ37%、80%、61%、60%の 相 同性 が

あった。 活性部位や銅 付着部位 は保存 されてい た。 ア ミノ酸配列5

か ら17に 膜貫通 ドメイ ンが存 在す る可能性が予測 された。 グ リコシ

ル化部位 は7つ のセ リン/ト レオニ ン残基 と3つ のアスパ ラギン残

基 に存在す る と予測 され た。 ラ ッ トにお いてAOC2は 擬遺伝子化 して

い る可能性 があ る。定量 的PCRの 結 果、網膜で特 に多 く発 現 してい

ることが わかった。In situ hybridizationと免疫 染色法 によって網膜神

経節細胞 に特異的 な発現 が観察 され た。AOC2と その周辺 遺伝 子の解

析 に よって、AOC2は2つ の遺伝子 、 psem3とAOC3に 挟 まれ て いる

こ とが分か った。AOC2周 辺 にDNA転 位 の痕跡 が見つかった。

【結論 】AOC2の 網膜 にお ける特異的 な発現 が確認 され た。銅付着部

位、酵素活性部位お よび グ リコシル化部位 がAOC3と 一致 しているか

ら、AOC2はAOC3と 似 た性 質 をもってい ると予測 し、そ して二つ の

遺伝子 が縦列 に存在す る ことか らAOC2はAOC3か ら網膜特異的 な新

しい接 着因子 と して進化 した と予測 され る。 ラッ トの偽遺 伝子化 に

なっているAOC2の 代わ りにAOC3あ るいは他 のア ミン酸化酵素 が機

能 してい る可能性 が ある。遺伝 子の構 造、偽遺伝子 の存在、 トラン

スポゾンの存在か らこの領 域 において複雑 な遺伝子複製や 転移 が起

こった ことが示唆 され る。

強

論文審査の要旨

 網膜 に特異的かつ 豊富に発現 す る遺伝子 の捜索 は視機 能解明お よ

び網膜 の遺伝的疾 患の病態解 明に重要 であ る。我 々がク ローニ ング

に成功 し網膜特異的銅依存性 ア ミン酸化酵 素(AOC2)は 、銅依存性

ア ミン酸化 酵素 のフ ァミ リーに属す る遺伝 子で、血 管内皮 細胞 に発

現す る接着 因子(VAP-1、 AOC3)と65%の 相 同性 を持つ。更 にマ ウ

ス、 ラッ トのAOC2を 単離 し、その遺伝子構造、周辺遺伝子構造 を解

析 した。AOC2は 網膜で特に多 く発現 してい ることが判 明 した。活性

部位や銅 付着部位 は保 存 され てお り、 ア ミン酸配列5か ら17に 膜貫

通 ドメイ ンが存在す る可能性 が予測 され た。 ラ ッ トにおいてAOC2は

擬遺伝子化 してい る可能性 が あ り、AOC2は2つ の遺伝子、 psem3と

AOC3に 挟 まれ ているこ とが分か った。 AOC2周 辺 にDNA転 位の痕跡

が発 見 され 、AOC2とAOC3の 遺伝 子 が縦 列 に存 在 す る こ とか ら

AOC2はAOC3か ら網膜特 異的 な新 しい接 着因子 と して進化 した もの

と予測 され る。 ラ ッ トの偽遺 伝子化 に なってい るAOC2の 代 わ りに

AOC3あ るいは他のア ミン酸化酵素が機能 してい る可能性が ある。遺

伝子の構 造、偽 遺伝子 の存在、 トランスポ ゾンの存在か らこの領域

におい て複 雑な遺伝子 複製や転移 が起 こった ことが示 唆 され た。審

査では まず 、AOC3遺 伝 子の局在 とAOC2遺 伝子の機能 について質問

がな され た。 これ に対 して、AOC3が 炎症 時 に内皮の表 面 に移 動す

る。AOC2がAOC3と の高い相 同性 お よびゲ ノムDNA上 縦列に存在す

る ことか らAOC3と 同 じ接 着機 能 と酵素活性 を持 ってい ると推測 され

る との回答 がな され た。 また、炎症時 に細胞の表 面 に移動す る こと

に よっ て、細胞 中のア ミンの調節 に影 響が ないのか とい う質 問がな

され た。 これ について は、影 響が あるか も しれ ない が、炎症 時発 現

量が多 くな る可能性 があ るこ とと、AOC2とAOC3は そ もそ も接着機

能 がメイ ンで、他 の酵素 が細 胞中の ア ミン調節機 能を持 って いる可

能性 が ある と回答 され た。膜 貫通部位 につ いて蛋 白質のN末 端 以外

に存 在す る可能性 もあ り、推 測 され るN末 端 の膜貫通部位 が シグナ

ルペ プチ ドの可能性 もあ ると指摘 され た。 これ に対 して、そ の可能

性 が十分 あ り、AOC3の 結果 に基 づいて酵素活性 と接着機 能が連動 し

てい るので、N末 端 が細 胞の 中に存在 す るか、膜 を貫通 して残 りの

部分 が細胞膜 の表面 にある と考 え られ る との回答が あった。 また、

膜 貫通部位 と考 え られ る部分 を除去 した後、 この遺伝子が細胞 の表

面 に出現す るかを確認すれ ばは っき りす る と回答が な され た。その

他免疫染色 で、蛋 白分解酵 素を使用 した理由につき討 論があった。

 本研 究で はAOC2がAOC3に 比較 し、網膜 の神経 節細胞層 に分布 し

さ らにAOC3の 機能 を有 しているこ とが推 測 され 、膜貫通に関 しては

議論 の余地 があったものの、眼科学上 貴重な論文 と評価 され た。
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