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論文内容の要旨

〔目的〕

黒色表皮腫と高度のインスリン抵抗性を示した 2 例の患者のインスリンレセプター遺伝子について，

DNAの塩基配列決定を含む種々の分子生物学的検討を行う乙とにより，両症例の病因を解明するとと

もに，インスリンレセプター遺伝子の発現メカニズム解明を試みた。

〔方法〕

症例 1 (1 1 才男児) ，症例 2 (1 4 才女性)の末梢血B リンパ球を Epstein-Barr virus で tran­

sform した後，以下の検討に供した。

1 )インスリン結合の測定:凶 I 標識インスリンを用いて， 培養リンパ球に対するインスリン結合を

測定した。

2) Southern blot: genomic DNAを制限酵素EcoRI ， SacI又は RsaIで切断し， ヒトインスリンレセ

プター cDNAから作製した，構造遺伝子全体をカバーする 4 種類の DNA断片，① 1-101 1， ② 

1 0 11 -1 926. ( 1 599 -2 9 6 1，④2742-4341 のいずれかを probe として使用して hybrid­

ization を施行したロ

3) polymerase chain reaction (P C R) 法による genomic DNA の増幅と direct sequencing :患者

インスリンレセプター遺伝子の各 2 2 個の exon を，各exon I乙近接する intron 部をpnmer とし，

Taq polymerase を使用して PCR法iとより増幅した。次いで上記PCR産物を鋳型として， 一方の

みの primerを添加する乙とにより，一本鎖DNAを選択的に増幅した後， dideoxy 法で direct seq-
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〔総括〕

uencmg を行なった。

4) RNase A protection assay :インスリンレセプター cDNA の断片 (2013-2854) を， T7

RNA polymerase と (α_ 32 p) UTP を使用して標識antisense R N Aを作製し，患者RNA と

hybridizeさせた。一本鎖RNAをRNase によって分解させた後，二本鎖RNAをポリアクリルアマ

イドゲル電気泳動で、検出した。

5) PCR による cDNAの増幅と対立遺伝子特異的オリゴハイブリッド形成法:患者RNAから一本鎖

cDNA.を合成し， 乙の cDNA を鋳型としてPCRを施行後，ナイロン膜へtransfer した。 direct

sequencmg により決定した DNA塩基配列の結果に基づき，症例 1 'C対しては 1689-1 7 07 (1698 

位がAまたは G) ，症例 2 に対しては 1677-1695 (1 686位が C または T) の各 2 種類の oligo­

nucleotide を 32p で標識し，乙れをprobe として hybridiæ.tion を施行し，完全にマッチしたシグ

ナノレのみを得るような条件で washingを行った。

〔成績〕

1 )インスリン結合:培養リンパ球に対するインスリン結合は，症例 1 において正常の 10%未満に

著しく低下し，症例 2 においては正常下限の約 3 0 労に低下していた。

2 )インスリンレセプター遺伝子の構造:両症例ともに制限酵素断片長多型を認める乙とより， genｭ

ome 上にインスリンレセプター遺伝子の 2 つの異なった allele を持つと考えられた。また，両症例

ともに既に健常者で認められているバンドパターンのみを認め，大きな deletion ， insertion などの

遺伝子再編成の存在は認められなかった。

3 )インスリンレセプター遺伝子の塩基配列:両症例において，アミノ酸配列に変化を来す塩基配列

の変異を認めず， 従ってインスリンレセプターの全アミノ酸配列は正常であった。

4) インスリンレセプタ -mRNA レベル:症例 1 においてインスリンレセプタ -mRNA レベルは著

減していたが，症例 2 においては正常範囲内であった。

5 )各allele (父及び母由来)のインスリンレセプタ -mRNA レベノレの比率:症例 1 は 1698 位がG

及びA (Ala523 ) ，症例 2 は 1686位がC及びT (ASp519) の heterozygote であることを利用して，

各allele 由来のインスリンレセプター mRNA レベルの比率を検討した。その結果，症例 l において

両allele 由来のインスリンレセプター mRNAは，共に極めて低いレベルながらほぼ同等に発現して

いた。一方，症例 2 においては T1686_ allele 由来の mRNA レベルは， C 1686_allele 由来の mRNA レ

ベルの 1/10 以下に低下していた。

また， RNA合成阻害剤の actinomycin D (5μg/ml) を添加し，両allele 由来mRNAの発現比率

の時間経過を検討したと乙ろ，両症例ともに 2 つの allele 由来のインスリンレセプター mRNAはほ

ぼ同ーの速度で分解していた。即ち，特に症例 2 における T 16鉛-allele 由来mRNA の低下は，

mRNA合成の低下(転写効率の低下， splicing の異常など)によるものと考えられた。
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インスリン結合の低下した 2 例のインスリン抵抗性患者のインスリンレセプター遺伝子を解析した。

その結果，両症例ともにインスリンレセプターのアミノ酸一次構造は正常であったが，インスリノレ

セプター mRNA レベ、ルの低下が認められた。従って蛋白コード領域以外に変異が存在し，その結果イ

ンスリン結合が低下していると考えられた。

論文審査の結果の要旨

〔要旨〕

インスリン抵抗性は，インスリン非依存型糖尿病の重要な特質の一つである。インスリンレセプタ

ーは，インスリン作用の最初のステップでありインスリン抵抗性の発症に重要であり，遺伝子レベル

での検討が望まれる。

本論文は，インスリンレセプターに遺伝的異常があると考えられる 2 例の著明なインスリン抵抗性

患者のインスリンレセプター遺伝子について， DNAの塩基配列決定， mRNA レベノレを含む分子生物

学的検討を行い 両症例ともにアミノ酸コード領域以外の異常によりインスリンレセプター mRNA

レベルが低下し，その事が両症例のインスリン抵抗性の主因となっている乙とを明らかにしたもので

あり，学位論文としての意義は大きい。
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