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第一部份

大腸桿菌蛋白白那la 54 區域亞疏水性七章複

區域突變株分析

Mutational Analysis ofthe Hydrophobic Heptad 

Repeat in Region m of E. coli Protein Sigma 54 



中文摘要

Sigma 只是細菌體內一種次要的轉錄因子，與主要的轉錄臨子

slgma 70 不同，但是其轉錄機會IJ與真核生物的 RNA 聚合時 II 所主

導轉錄機制很像，包括都需要 ATP 的水解，才能促使雙股 DNA 的

分離;都需要活化子才能促進轉錄的起始;與 RNA 聚合蜂 II 轉錄

園子相似的特色結構。先前研究將 slgma 凹的 N 端白胺酸七章複

區域與區域 III 中疏水性七重複截斷，會影響 Sl伊la 54 在 glnAp2 敢

動子-12 區域的結合。經由點突變證實在區域 I 疏水性七重複是辨

認敢動子-12 這域及轉錄活化的重要位置。為了分析 Sl伊la 54 區域

III 疏水性"酸性區域上疏水性殘基對轉錄的影響，我們將直域 III 疏

水性七重複區域利用點突變將白胺酸或異白按酸改變為親水性絲、胺

酸，建立一象列車點突變、雙點突變及三點突變，並進而以梳頭支二

甲基足跡法。)MS footprinting) ，高鐘酸針足跡法(permanganate

footprinting) ，核心嗨結合測試(core回bind血g assay)及mRNA 產量分

析(transcription assay)的方法來分析突變的 slgma 54 對轉錄的影響。

由高銘酸針足跡、法結果顯示在單點突變及雙點突變的 slgma

斜，並不會影響改動子和 RNA 聚合梅複合體之張閉式複合體的形

成，而在三點突變 sigma 54 幾乎完全被破壞，而無法形成張閉式複

合體。由硫酸二甲基足跡法的結果顯示雙點突變 sigma 54 只有少部

分結合到 glnAp2 敢動手-12 區域上，兩三點突變 sigma 54 幾乎不能

結合到-12 區域。另外，在雙點突變 sigma 54 轉錄製造mRNA 的能

力下降至原型 sigma 54 之 30 %至 40 %'三點突變 sigma 54 則下降
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至潭、型之 20 %或小於 10 010 。在 slgma 54 與核心酵素結合能力分析

中，發現雙點突變 sigma 54 與核心酵素結合能力下降，三點突變

sigma 54 與核心酵素結合能力完全喪失。由此上的結果，顯示此區

域上疏水性胺基酸的破壞將破壞 slgma 54 和核心嚼的結合能力，進

而導致與敢動子-12 區域的辨認對轉錄起始作用的下降。因此，本

實驗證實了 sigma 54 區域 III 疏水性七重複區域的疏水性殘基是核

心自每結合的重要的這域。

3 



英文摘要

(Abstract) 

Escherichia coli 甘anscription factor sigma 54 contains motifs that 

resemble closely those used for RNA polymerase II in mammalian cells, 

including two hydrophobic heptad repeats, a very acidic region and a 

glutamine耐rich region. Previous deletion studies suggested that 出e

leucine heptad repeats in the N-termina1 region may work together with 

the hydrophobic repeats in the Region III to contribute on the promoter 

recognition on -12 region. It was demonstrated through site-directed 

mutagensis study that hydrophobic residues on the heptad repeats in 

Region 1 are necessary for -12 promoter element recognition and 

transcription activation. In order to speci有1 the roles of hydrophobic 

residues in Region III, we performe且 site幽.directed mutagenesis to create 

mutations in the 1eucines or isoleucines on 誼le hydrophobic heptad 

repeats. A series of mutants with sing1e, double and trip1e mutations 

have been created and characterized by the use of in vivo permanganate 

footprinting, dimethyl sulfate (DMS) footprinting, core binding and 

transcnptlOn assays. 

The results of permanganate footprinting indicated that sing1e. or 

double-amino-aci吐 substitutions showed no discemib1e 10ss of 

transcription s個rt opening. Nevertheless，出e two 仕iple mutants almost 

abolished the 甘anscription start site opening. On the other hand, double 

4 



mutants showed only partial abilities to bind core RNA polymerase and 

partial protection on the -12 promoter element of glnAp2 promoter. The 

甘iple mutants lost most, if not all, of their ability to protect the -12 

promoter element in the DMS in vivo assays，組吐 their abi1ity to bind 

core RNA polymerase. In addition, double mutations are deleterious to 

the function of sigma 54, indicted by retaining only 30%-40% of the 

wild type mRNA level. Two triple mutants produced about 200/0 or 1ess 

than 10% of the wi1d 可伊拉anscripts in the glnAp2 promoter. Our resu1ts 

suggest that the hydrophobic residues of the heptad repeats of Region III 

are important for the function of core RNA p01ymerase bin吐ing. Here 

we conclude that a progressive 10ss of the hydrophobicity on the 

hydrophobic heptad repeats in Region III of sigma 54 result in a 

progressive 10ss of core-binding abi1i旬， recognition of the …12 promoter 

e1ement and mRNA production. 
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序論

(1盟trod盟ctio盟)

原核生物轉錄的研究，一開始走來自於大腸桿菌的研究。大腸

桿齒的 RNA 聚合梅由 α2β ß' σ 等次單位組成稱為全酵素

(holoenzyme)。當 RNA 合成時始後， σ 次單位自全酵索中解離出來，

缺少 σ 次單位的 RNA 聚合晦稱為核心略(core er日yme) 。原核生物

中參與轉錄的 σ 園子主要分成兩類:第一類是屬於像 σ70 家族的 σ 園

子，可以辨認敢動子土-35 區域和-10 區域。第二類是屬於像 σ抖的

σ 圈子，不同於其他的 σ70 家族中的園子， σ54可以辨認敢動子上 -24

區域和-12 區域 (Gralla， 1991) 。在大腸桿萬中 σ70 是一種最重要的

σ 因子，主要維持大腸桿藹正常狀態下生理功能。而其他的 σ 因子

是為了讓細菌適應特殊環境的 σ 園子，例如 σ32是與段動 heatshock

基固有闋的 σ 由于， σ54 是與氮源、調控有關的 σ 園子(Hirschman et 

al. , 1985) 。

σ54是第一個被發現與氣源、調控有關的 σ 函子(自rschman et al., 

1985) 0 要了解氮源、調控的機制，就必須談到 glnALG 操縱子(圈 1) 。

glnA 是 glutamine synthetase 的結構基鹿 ， glnL (泊的)是 NRn 的結構

基函 ， glnG (NtrC)是 NR1 的結構基因。 glnALG 操縱子有三個敢動

子 ， glnAp1 、 glnAp2 和 glnLp ， 其中 glnAp1 的敢動子是在氮源充足

情況下(高於 1 mM) (Magasanik，巴， 1988) ，維持細胞內低濃度的

glutamine synthetase 0 glnAp2 的敢動，則需要 σ鈍，而且它的激動是

在氮源不足時(低於 0.1 mM)才會發生，旦的是維持細胞內高濃度的
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glutamine synthetase 和 NR1月如C 0 glnLp 的敢動，目的在於維持細

胞內低濃度的 NR/N仕C 和 NRn別甘B (MagasanÌk，日， 1988) 。在氮

源不足時，細胞內的 glutaminel ß -ketoglutarate 比值會變低，這樣

就會促使九 (glnD 的產物)經由 uridylyltransferase (Utase)作用變成

Pn-UMP '在 free Pn 降低下， NRnlN佐B 就可以把 NRr別甘C 磷酸化，

磷酸化的 NR1INtrC 就可敢動 glnA抖。反之，當氮源充足時， glutaminel 

ß -ketoglutarate 比值會變高， uridylyl-removing e田yme 就會把 Pn咀

UMP 的 1旺1江τid句卸yl甘y几-gr

磷駿化的NR丸I店別《如缸C 去磷酸化，而抑制 glnA抖的轉錄(閱 2) (Magasanik, 

B. , 1988) 0 glnAp2 是第一個被發現把它上游的調控基因 (regulatory

elements)移到轉錄起點的上游或下游超過一千個鹼基對之外，仍具

有功能的 σ54-dependent 敢動子(Reitzer and MagsanÌk, 1986) ，也就

是說這些調控自子，即 NR11N佐C 的結合位置，具有像真核增進子

(e世lancer) 的特色。Jifa and Magasanik, 1986 ; Hirschman et al., 

1985) 。

原核生物中仰賴 σ54 敢動子的表達 1長統和真核生物中的 RNA

聚合晦E表達系統有相類似之處，但較真核生物轉錄象統簡單，因

為原核生物轉錄象統中只包含三種蛋白質的參與，包括:核心梅、

σ54 、及活化子(例如 NR1INtrC) 。 σ54-dependent 轉錄機制具有很多

與真核生物中的 RNA 聚合晦 E轉錄機制相似處。這些轉錄敢動子

相似處 (1)活化子結合位置通常位於轉錄起始點的上海字，類似增

進子(e油ancer) 0 (2)需要 ATP 幫助轉錄的起始，因為 ATP 水解使得

σ54 -dependent 敢動手形成張閉式複合體。 (3)蛋白結構上的相似性，
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發現這些係守區域有一些特色結構與真核的聚合晦 II 轉錄園子很像

(Sasse咽Dwight 組往 Gralla， 1990) ，包括 glutamine-rich domain 、兩個

疏水性七重複區域及強酸性還域，這些共同的特性是 σ70-dependent 

~統中所沒有的(popham et 泣， 1989) 。

σ54 需要活化子(activator) (例如 NtrC)才能進行轉錄，而且這些

活化子的結合位置即使移到轉錄起點的上游大於 200 bp 之外仍具有

活化轉錄的功能，與真核生物的強化子 (e前lancer) 的機制類似

(Reitzer and MagsanÏk, 1986 ; Magasan匙， 1993) 。現在研究得知，在

轉錄起始點上游 NRI/1'如C 磷酸化會和全酵素(holoe血yme)結合，形

成 DNAlooping 機制(屬 3)(Su et al., 1990; Reitzer et al., 1989) 。 σM

RNA 聚合鷗在 ATP 存在反應下，磷酸化的 NR/N甘C 水解 ATP ，使

DNA 雙股被催化打問形成張閉式複合體(open complex) ，而開始轉

錄起始的進行 (Weiss et al., 1991) 。

σ 抖的胺基酸序列已被定序出來，發現具有三種保守區域

(conserved region)分別是區域卜立和 ill(圓的(Merick and Gibbins, 

1985 ; Merick et 泣， 1987 ; Ronson et al. , 1987) 。而且發現這些保守

這域有一些特色結構與真核的聚合晦 II 系統中的轉錄西子很像

(Sasse心wight and Gralla, 1990) ，包括 glutamine-rich domain 、兩個

疏水性七重複區域及強酸性區域。在最近對於 σ54 蛋白質做不同的

點突變研究，發現 σ54 土區域 I 土的 leucine-rich motif 與 glnAp2

promoter 上-12 保守區域的結合有關個sieh et al., 1994 ; Tintut et al., 

1994 ; Wong et al., 1994) 。區域E 上部分酸性還域(胺基酸 51-77)截
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斷，發現區域E酸性區域與 DNA雙股分離有闕，但 σ54辨認 glnAp2

敢動子上吐2 區域及細24 區域的能力不受影響(Wong et al., 1994) 。這

域車上一段次區域被認為是 RNA 核心聚合縛的結合位笠(T血位1t et 

泣， 1994 ; Wong et 泣， 1994) 。此外， (j'54 的螺旋幽轉彎﹒螺旋(Hel血"

缸lffi-Helix)特色結構主導全面每結令至lJ glnAp2 敢動子，且還域是已被

證實的(Guo an往Gralla， 1997) ，最近研究進一步顯示σ54 對 DNA 結

合位置包含兩倍這域，分另別d走 c-圖喘.

binding domain) ，比這域(胺基酸 329-447)直接接觸 DNA 上，另一

區域是增強 DNA 結合的這域，此區域(胺基酸 180-306)位於 c-端

DNA 結合區域前，可以增進σ54 結合到 DNA 結合活化這域 (c缸mon

et al., 1997) 。

由於在疏水性七三章複區域分別克於區域 I 及區域班， Leucine­

rich 區域可能形成缸"螺旋結構(缸-helix) ，區域車的 Leucine 疏水性七

重複區域是否在增進子型轉錄作用機制上也扮演特定的角色，是我

們想了解的。早期實驗中將區域 I 中的胺基酸 18-31 截斷(deletion)

(突變 Sal 1) ，破壞疏水性七愛護區域，發現這個突變 Sal 1 喪失對

glnAp2 敢動子上自12 區域的結合，因而無法將轉錄起始點上雙股

DNA 分離形成單股 DNA(DNA melting) 。推測這域 I 上疏水性七重

複區域與 glnAp2 敢動子上-12 區域的結合有關 (Sasse-Dwight and 

Gralla, 1990)。由於 σ 抖的 N端區域的氛基酸由 Leucines 及 GlutamÍnes

組成的氛基盟友佑的%'所以 N-端 Glutamine 殘基經由點突變研究

發現 glutamine 與轉錄起始點雙股 DNA 分離成單股 DNA (DNA 

melting)有關 (Hsieh et al., 1994) 。隨後，對於N 端的 Leucine 疏水
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性七愛複特色結構的研究中，將 Leucine 或 Isoleucine 做一系列的

點突變，證實 Leucine 疏水性七重複特色結構區域和正確辨認 glnAp2

敢動子上-12 區域以及引導全酵素結合到敢動子上有關但sieh and 

Gralla. , 1994) 。另一方面的研究則發現，將位於第 25 至 31 胺基酸

上的多於 2 個 Leucines 同時做點突變，顯示出在缺乏活化子 NtrC

及 ATP 峙，仍然可以進行轉錄 (Wang et al., 1995 ; Syed and Gralla, 

1997) 。

先前的研究已知，破壞位於這域盟中竣性幽疏水性七重複按基

踐上多數的酸性胺基酸或多數疏水性胺基酸?會嚴重降低 σ54 和核

心嗨結合的能力 (Tintut et 泣， 1994) 。區域單上疏水性副峻性區域上

的多點突變(LHS-3 ， RHS-3)或單點截斷 (del L179) ，在核心晦結

合測試(core七m吐ing assay)中，均證實失去了與核心誨的結合，但是

單點突變(LS179)將 leucine 改變為 senne '並不會影響與核心萬每結

合的能力 (Tintut et al., 1994)。隨後，經由 PCR 進行任意點突變發現，

σ54 這域盟土疏水性輛酸性還域上胺基竣 175國180 是核心嗨結合的重

要片段(Tintut and Gralla, 1995) 。然而區域E疏水性七重複特色結構

上是否和核心晦的結合有直接關條仍有待釐清。因此我們實驗室之

前已將這域單疏水性七重複上的 Leucines 或 Isoleucines 以定點突變

方法改為親水性的 Serine (圖 5) ，現今利用活體實驗(也 vivo)硫酸二

甲基足跡法(DMS footprinting) 、高猛酸針足跡法(permanganate

footprinting) 、mRNA 產量分析(甘anscription assay)及核心酵素結合

分析(core-bind也g)的方法，來觀察點突變、雙點突變或參點突變的

σ54對轉錄起始作用的影響。
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材料與方法

(Meterials a盟d Methods) 

1. v\九Arginine X國ga1 plate test 

由於 YMC109tk 的染色體上含有兩個 glnAp2 敢動子，其中一個

為外插入的 glnAp2 敢動子後接 lacZ 基函，在低氮源的基礎培養基

中，具有功能的 σ54 才能敢動 glnAp2 表現 lacZ 基因，產生 βm

Galactosidase 分解 X-gal '產生藍色的菌落。假使 σ54 轉錄功能有缺

陷，就會影響到的cZ 基茵的表現，所以就可以從 W酬Arginine X-gal 

plate 土菌落顏色的情形，初步判斷 σ54 突變型對轉錄的影響程度。

W-Arginine X-ga1 p1ate 含有 arginine 0.01 mg/m1 和 X-gal 40μg/ml 

以及適當的抗生素 (kanamycin 40μ g!m卜 te甘acyclin 15μg/ml 和

ampicillin 100μ g!ml) 0 W孔Tginine plates 中的 W-sa1ts media (60 mM 

K2HP04 ' 33 mM KH2PO井， 0.43 mM MgS04)是一種不令氣的基礎垮

養基(Reitzer and Magasanik, 1985) ，將轉形後的細菌在 LB p1ates 經

過 37
0

C 一個晚上培養，長出菌落後，用 100p 把萬株劃在 W-arginine

X-gal p1ates 上，經過垮養 37
0

C 一個晚上，觀察其生長狀態。

2. 高鐘酸針足跡法(KMn04 footprint姐g):

為了敢動 σ54-dependent glnAp2 敢動子，用 G-Gln media (W -salts 

10 ml ' 20 % glucose 200μ1 ' 4 % L-g1utamine 500μ1 ' 10 mg/ml 

thiamine 20μ1)來垮養細菌， G-G1n media 是一種低氮源的培養液，
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當含 σ54 的 YMC109tk 的 10 ml 萬液生長到~。為 0.35-0.5 的時候，

加入最終濃度。.5 mM IPTG 敢動中oN基因，垮養的分鐘，誘導 σ

54 的大量表現，然後加入的抖的 rifampicin (50 mg/ml)培養 5 分鐘

後，再加入 270 抖的 0.37M K孔1n04垮養 2 分鐘。離心把細胞收集

起來，溶於 1 ml SE (150 mM NaCl ' 100 mM EDTA) ，再離心把細

胞收集起來;再加入 480μ1 SET (1 50 mM NaCl' 的mM EDTA' 60 mM 

Tris-HCl pH8.0)和 5μ1 RNaseA (10 mg/ml)以及到凶的 10 % SDS ' 

把細胞打破， 37
0

C 水浴 15翩20 分鐘，再加入 5μ1 Proteinase K (10 

mg/ml) , 37-鉤。C 水浴一個晚上;然後用齡和氣仿純化 DNA'

isopropanol 沉澱 DNA' DNA 通過 G50-80 Sephadex 的管柱，使 DNA

更乾淨。以等葷的 DNA 進行 PCR ， PCR 的條件為定量 DNA 加入

10 倍 bu位r 10 叭， 5mM dNTP 4 叭， 32p 標定的 GlnD引子(GlnD

引子序列為 5'因GGTCATGGTCGTCGTGG-3' )位於 glnAp2 "+60" 

位置 'DNA 聚合酵素 l μ1 '適量的水至總體積 100μ1 0 

PCR 熱周期條件為: 94 0C 1 分鐘 30 秒， 57
0

C 2 分鐘 '72
0

C 3 

分鐘， 1 cycle ;例。C 1 分鐘 '5rC 2 分鐘 '72
0

C 3 分鐘，的 cycle ; 

如。C 1 分鐘， 57 0C 2 分鐘 '72
0

C 10 分鐘， 1 cycle 0 

PCR 的產物以等葷的氣仿萃取一次，加入 1/3 體積的 3 M 

NaOAc' 再以絕對酒精沉澱 DNA' 最後加入 loading dye '進行電

泳分析於 6 % sequencing gel '以 X 光片壓片，然後分析結果。

3. 硫酸二甲基足跡法(DMS footprint血的的材料和方法:
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硫暖二甲基足跡法與高鈍酸針足跡法的方法大致類似，不同處

是在 0.5 mM IPTG 垮養後，必須加入 2.83 抖的 10.6 班硫竣二甲基

培養 5 分鐘，以及在通過 G50-80 Sepha吐ex 管柱前， I治須先加入 100

抖的 1M 一氮六屬(piperi吐ine) , 90
0

C水浴 30 分鐘。

4. m蹈、~A 產量分析法:

mRl'、~A 產量分析實驗設計取 total RNA '然後用 glutamine

synthetase 基器上的一段 DNA 序列 GlnD 51 子 (GlnD 51 子序列為

5' -GGTCATGGTCGTCGTGG-3' )作反轉錄的 primer extentÍon (Baga 

et al., 1988) ，同時也用 β-lactamase 基茵上一段 DNA 序列，即 Blal

引子 (Blal 引子序列為 5'-CCAACTGATCTTCAGCATC-3' )作為

intemal control '來看這些突變型 σ54對 glnAp2-specific mRNA (~就

是 glutamine synthetase mRNA)轉錄的影響。

mRNA 產量分析法是合 σ抖的 YMCI09仗的 10 ml 菌液在 G圓Gln

media 中生長到丸。。為 0.3 5-0.5的時候，加入最終濃度 0.5 mM IPTG

誘導的分鐘後，用 350μ1 SA (0 .1 5 M sucrose' 0.01 M sodium acetate) 

把細菌打散，然後加入的。C 350μl 的 2 % SDS/SA' 再加入 70μ12

M sodium acetate 、 100μ1 chloroform/isoamylalchol (24: 1) 、 350μl

acidic phenol '混合均勻，冰浴 15 分鐘，離心 12000 rpm 20 分鐘，然

後用異丙醇或酒精沉澱 RNA 兩次，取定量 RNA 作反轉錄實驗

(reverse 甘anscription) 。

反轉錄實驗是取 20μg 的 RNA 加入 5 mM dNTP2μ1 ， 5 倍 RT
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bu:ffer (250 m1在 Tris-HCl ' 250 mJ\在 KCl' 50 m1在扎19C12 ' 50 m11 DTT) 

3μ1 ' 32p 標記的 G1nD引子適量， 32p 標記的 Bla 1 引子違章，反轉

錄晦(reverse 甘anscriptase) 1 unit '加適量水至 30μ1 '位。C水浴至少

的分鐘，加 20μlloading dye '然後進行電泳分析於 6 % sequencing 

gel 。把 gel 乾燥後，以 X 光片壓片，然後再分析結果。

5.σ54與核心酵索結合分析

(1)細菌蛋白質的全萃取液(Total protein extract): 

當今 σ54 的 YMC109tk 菌液在 10 ml LB(Luria-Bertani)培養液中

生長至丸。。為 0.5 的時候，加入最後濃度為 0.5 m11 IPTG 來敢動中oN

基囡大量表達，垮養 60 分鐘，誘導 σ54 的大量表現，離心收下菌體

放置 4
0

C冰上 10 分鐘，加入 1 ml buffer B (10 m11 Tris pH8.0; 50 m11 

KCl; 0.1 m11 EDTA; 1 m11 DTT; 95 % Glycerol)清洗培養液，離心後

再加入 0.1 ml bu旺er B 溶解聶嫂，超音波破膜機震遭到秒，至於冰

水上 l 分鐘，重複 3 次。加入 1 抖的 100 m11 DTT' 在是℃下 12000

rpm 離心 20 分鐘後取上清液，保存於含 40 % glycerol ' -鈞。c 0 

(2) 探針(probe)的製備

我們使用含有 Biotin 標記，攜帶從-45 至'1+10 的 Rm nf但激動子

序列的 55 base-pair 片段做為探針。Biot血標記的引子 nifA (5' -AGTTT 

TATTT CAGAC GGCTG GCACG ACTTT TGCAC GA.四3' )與 Biotin

標記的引子也岱 (5'-ATGCG CGCCC AGGGC TGATC GTGCA 

AAAGT CGTGC CA-3')為 19 個 bases 互相愛疊的引子 o 製造v:!::. 55bp 
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的探針方法簡述於下:引子 nifA 與引子血血和 10 倍 hybridization

bu宜er (50 mM NaCl ' 10 mM Tris-HCl ' 10 mM MgC12 ' 1 mM DTT) 

混合均勻後，在 37
0

C下水浴作用 1 小時。放置於室溫下 30 分鐘至

1 小時，再加入 3 飽單位的 T4 DNA 聚合略(T4 DNA polymerase)與

33 陷在世~TP ，於室溫下作用 1 小時，最後探針(probe)的濃度為 3

pmoll抖，完成後保存於♂OOC 0 

(3) Gel mobility 晶晶 assay:

5 倍 binding buffer (200 mM Hepes pH 8.0; 50 mM MgC12; 500 

mM KCl; 5 rn1\在 DTT; 0.5 rn1\在 EDTA; 0.5 mg/ml BSA; 25 % glycerol) 

與 0.01μg poly d(I:C) 、 0 .1 mM ATP 、 3.5 % PEG6000 混合後加入 1 J..ll 

韻體蛋白質的全萃取液(Total protein extract) ，在鉤。C下水浴作用 30

分鐘。加入 1μl 探針(probe)後，跑 5%的 native gel ' 400 伏特。當

染料 XC 跑到最下層的位置，則將膠體上的 DNA國蛋白質利用電流

轉潰到 NC-paper (nitrocellulose paper)上(100 伏特， 60 分鐘)。轉

潰後的 blot 以 UV 254 nm cross酬linking 3 分鐘，加入 5%低脂牛奶

溫和搖晃 30 分鐘，再加入 Streptividine-1聽P(Pierce)溫和搖晃 20 分

鐘， TBS 清洗 3 次，然後加入 1:1 的 Working solution 

(LuminolÆnhancer solution: stable peroxide solution; Pierce) ，於室溫

下搖晃 3 分鐘，倒掉 working solution '將 bolt 置於 X 光片下曝光，

曝光時間依 signal 強弱而定。
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1. Plating test : 

結果

(Res訕。

此實驗目的可測試突變 σ54 基闋的轉錄能力 G 利用 plating test 

分析藍域 III 突變 σ54的轉錄能力，當細舊中缺乏其功能 σ54蛋白峙，

在低氮源的垮養基中，則無法產生藍色萬落。區域 III 突變 σ 抖的

plating test 結采顯示(表 1) ，可看到在區成III七重覆的單一定點突變

IS 165 、 IS 172 和 LS 179 '與原型 pTH7 比較，其顏色並無變化，

表示 σ54 在這域III七重覆的單一定點突變對轉錄作用無明顯影響。

區域III七重覆上的雙點突變 LS 158月的、 IS 165/172 和 IS 172/179 

與原型 pTH7 比較，其顏色較淡，表示雙點突變會降低 σ54 上 glnA抖

的敢動表達。

在區域III的 LHS-3 和 RHS-3 兩個參點突變與原型 pTH7 比較，

顯現相當淡的藍色或無色，表示多重點突變嗎顯降低 σ54轉錄能力，

和先前發表結果相同 (Tintut et al., 1994) 。而 plating test 只是初步定

性的實驗，我們需要進行定量mRNA 產量分析來進一步研究。

2. mRNA 產量分析結果:

由細菌中分離出 RNA' 利用引子延晨(primer extension) 實驗方

法分析，突變型 σ54 全昌每對 glnAp2 mRNA (~p glutamine synthetase 

mRNA)轉錄的影響，結果顯示所有突變的 σ54 全晦均可以自起始轉
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錄點處進行轉錄(圈 6) 。引子 GlnD 可以雜交(hybridized)至11 g1utamine 

synthetase 轉錄上的一段序列，由於其轉錄受 σ54控制，可用來測量

突變型 σ54 對 gl.叫p2 轉錄的影響，而引子 B1a1 雜交至叩-1actamase

轉錄上，其轉錄受 σ70全韓素所控制，國此可做為 mterna1 con甘01 0 

Lane 1 是潭、型。 54 , 1ane 2 至 lane 4 是單點突變 IS165 、 IS172 和

LS179 ' lane 5 至 lane 7 分別是雙點突變 IS158/165 、 IS165/172 和

IS 172/179 ' lane 8 豆豆 lane 9 是參點突變 LHS-3 及 RHS-3' lane 10 

是不含 σ抖的宿主細胞。區域III突變 σ54 全晦控制的 glnAp2 轉錄的

含量經過 β 圖lactamase 表達量的校正後和原型 pTH7 相互比較(表

二)。分析mRNA 產量結果的數據和初步的 plate test 相符合，最域

E七重覆單點突變 σ54 的 glnAp2 轉錄含量和於1學、型 σ54 轉錄含量幾

乎相間，雙點突變 σ抖的mRNA 轉錄含量為原型 σ扭轉錄含量的

30-40% 左右，和 plating test 結果相似。另一方面，在參點突變 LHS-3

和 RHS-3 的mRNA 含量為原型 σ54 轉錄含量的 200/0 或更少於

10% 。由以上結果顯示多點 leucme 或 isoleucine 突變使得 σ54 聚合

晦在 glnAp2 敢動子上轉錄的進行受蝕。

3. In vivo 中張閉式複合體的形成:

高金孟酸主甲足跡法可用來測出突變型 σ54 對張閉式複合體形成的

影響 (Sasse-Dwight and Gralla, 1988) 。高鐘酸針是一種很強的氧化

劑，因此容易與轉錄或複製過程中的單股 DNA 起反應，高鎚酸主甲

與 DNA 四個鹽基的反應性大小依序是 T 、 C 、 G 、 A' 所以高鏡酸
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重申主要是攻擊單股 DNA 上的Thymine 環上的 5 ' 6 雙鍵;因此，

如果單股 DNA 愈多，則其上的 T峙rmme 被攻擊的也愈多，如此便

能利用 primer extention 的方法來湖葦張開式複合體形成的羹。在轉

錄或複製過程中張聞式複合體形成後很快的進入延長(elongation)步

騁，在短暫的時間使得高鎧竣針無法有效發揮。因此需要用轉錄延

長抑制劑 rifampicin 將轉錄停在張閉式複合體，而不會進入延長的

步驟。

轉錄能力的降低可能是茵為突變型 σ54 對敢動子的辨認改變或

是造成雙股分離的能力改變。因此我們利用 K孔1n04足跡法分析 DNA

雙股分離能力。 σ54 聚合晦可以幫助 glnAp2 敢動子被活化敢動，在

轉錄起始點上的雙股 DNA 分離形成張閉式複合體 (Sasse-Dwi頭lt

組d Gralla, 1988; Popham et al., 1988) 。先前研究己曾利用 K瓦1n04 足

跡法分析原型 σ 54 全略及截斷突變型 σ54 全鷗在 glnAp2 敢動子上轉

錄起始時雙股 DNA 的分離 (Sasse-Dwight and Gralla, 1988; Wong 

and Gralla, 1992) 。我們也主運用相悶的實驗象統來分析這域單 leucine

或 isoleucine 突變型 σ" 。這域E七重覆疏水性殘基的 σ54 突變，仍

在轉錄起始點上+1 到3 的位置進行雙股 DNA 的分離，思此，我們

可經由高鐘竣針足跡法分析其形成張閉式複合體的產量。

由(圈 7)所示， lane 1 與 lane 5 是不令 σ 抖的 YMC109tk 宿主細胞，

作為負對且在紐(negative con甘01) 0 Lane 2 是原型 σ鉤，作為正對照組

(positive control) 0 Lane 3 及 lane 4 是 σ54 區域單疏水性七重覆的單

點突變(IS165 和 IS172)及 lane 6 至 lane 8 則是該區域雙點突變
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(LS158/165 、 IS165/172 和 IS172/1 79) 。可以看到這些突變在轉錄起

始點問所形成的張閉式複合體訊息大小與原型 σ54 非常相近。而在

lane 9 與 lane 10 參點突變 (LHS刁及 RHS-3)所形成的張閉式複合體

訊息較原型 σ54 少。經過重覆 3 次KMn04 的實驗結果，以原型 σ 54

為標翠，分析不用突變型的 σ54 對 DNA 雙股分離的能力，數據顯

示於(表 3) 。

由(表 3)得知，在單點突變(IS165 與 IS172)及雙點突變(LS

158/1 65 、 IS165/172 及的172/179)所形成的張閉式複令體和原型 σ54

相似，顯示這些點突變的 σ 斜對 DNA 雙股分離/張閉式複合體的影

響不大。然而參點突變(LHS-3 與 RHS-3)的張開式複令體含量只有

潭、型 σ54 所形成張開式複合體的 20 %或更少，此結果和mRNA 產

量降低比例相符合，顯示突變三個的疏水性錢基會明顯降低張閉式

複合體的形成。由上述結果得知突變型 σ54 中有些突變型會造成

DNA 雙股分離能力降低以及造成mRNA 產量降低，推測可能是突

變型 σ54 眾合晦改變在 glnAp2 敢動子上結合能力，所以接下來利用

足跡法分析 σ54 聚合略和 DNA 結合的能力。

4. 細胞內 σ54和 glnAp2 敢動子 DNA 之結合能力:

硫賤二甲基足助:法可用來測量這些突變型 σ54對 glnAp2 敢動子咽

口區域以及創24 區域結合的影響 (Sasse國Dwight and Gralla, 1988; 

Popham et al., 1989)。利用硫酸二甲基把學Janine(G)含氮鹼基上的N刀

甲基化，而一氮六圈(piperidine)可以把甲基化的 guanine(G)含氮鹼
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基打斷。因此若是鼓動子上有蛋白質結合，則其上的 guanine(G)便

無法被硫酸二甲基甲基化，因此一氮六園(piperidine)便無法打當時其

上的學Ia闊的(G) 。自此，比足跡法可以用來測量 σ54 與敢動手結合

的程度。

我們接下來利用活體內實驗(in vivo)硫酸二甲基(Dimethyl

sulfate ; DMS)足跡法來分析突變型 σ54 對 glnAp2 鼓動子上“12 區域

以及“24 區域結合的影響。由先前的研究已經證實 DMS 足跡法能夠

得知 glnAp2 敢動子上的-12 和-24 區域附近因為有 σ54 蛋白的結合

而無法被切割，形成一種保護(protection)的狀態。因此以此實驗方

法來分析突變型 σ54對結合的能力。

由(圈 8)顯示， lane 1 是不含 σ" 的宿主細胞， lane 2 是含有原型

的 σ抖，比較 lane 1 及 lane 2 的訊號，不合 σ抖的宿主細胞在翩12 區

域和國24 區域是沒有 σ54 蛋白的結合。 σ54 蛋白的結合是位於-12 r& 

域與輛24 這域，而-19 區域沒有 σ54 蛋白的結合，因此-19 區域是一

種參考訊號(reference band) ，用來比較-12 區域及-24 盟域是否有蛋

白結合。潭、型的 σ54 在-12 區域及-24 最域，與四19 區域互相比較，

我們視為是呈現百分之百的保護。改變區域盟疏水性七重覆單點突

變 lane 3 與 lane 4 (1S165 及 IS172) ，由 DMS 足跡、法分析中顯示單

點突變 σ54 在“12 區域及-24 區域的結合能力和原型 σ54 相似。而雙

點突變 lane 6 至 lane 8 (LS158/165 、 IS165/172 和 IS172/179) 相比

在胃口區域的結合能力與-19 區域的結合能力則介於缺乏 σ" 的宿主

細胞及原型 σ54 之筒，表示雙點突變在 glnAp2 敢動子上-12 區域的
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結合能力被破壞。多點突變 lane 9 和 lane 10 (LHS刁及 RHS-3)比較

在-12 這域的結合能力及-19 這域的結合能力，其結果與缺乏 σ54 的

宿主細胞相似，由以上 DMS 足跡法結果顯示在這域單疏水性胺基

酸的改變會漸次影響 σ54 對 glnAp2 敢動子上鹽12 區域的結合能力降

低4 。

5. 突變σ54與核心酵素結合能力分析:

由於σ54 區域盟蔬水性胺基酸三點突變(LHS-3 與 RHS圖3)與核心

聚合梅(core RNA polymerase)的結合能力喪失，而使得嚴重影響轉

錄的起始。因此以 Gel mobility shift assay 來分析這域血疏水性七章

複區域的單點突變σ54 與雙點突變0-54 與核心聚合嚼的結合能力。我

們使用的探針(probe)是標定 Biotin 的 Rm ni加激動子，分析結果(麗

的顯示原型的 σ54(lane 2 與 lane 3/誘導 σ54 表現)能夠與核心聚合晦

形成全峰(holoe位yme) ，尚有較高分子的訊號(supershi我ed band)(箭

頭標示賢" )核心聚合晦會非特異性結合到 Rm n~加敢動子上，

而在較高的位置出現訊號(箭頭標示 "C")σ54單獨結合到 Rmn{周

敢動子上而顯現出來的訊號(箭頭標示，官" )。結果顯示，單點突變

σ54 與核心聚合蜂結合能力(lane4 與 lane 5)與原型的 σ54 (lane 勾結

果相似，雙點突變 σ54 與核心聚合晦結合能力(lane 6 、 lane 7 與 lane

8)剩下降。而三點突變 σ54與核心聚合晦結合能力(數據未顯示)喪失

至不可測得，此結果與先前實驗相符合 (Tintut et a1., 1994) 。
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結論

(Disc祖ssiG盟)

先前研究已證實σ54 的 N幽端區域 I 上就水性七三章複區域對轉錄

起始的機轉具有相當的重要性 (Sasse-Dw1ght and Gralla, 1990; Hsieh 

and Gralla, 1994) ，已知對σ54 的 N-端區域 I 上疏水性七重複區域進

行點突變，破壞σ54 全晦對 glnAp2 敢動子-12 區域的結合能力，因

而降低 glnAp2 敢動子製造mRNA 的能力。自比我們分析大腸桿萬

中σ54 區域單上疏水性七重複區域對於轉錄起始是否也扮演重要的

角色。早期研究已知，最域單上酸性及疏水性區域的截斷突變(Afl

ll)會影響σ54結合主IJ glnAp2敢動子-12 這域 (Sasse-Dwight and Gralla, 

1990) 。隨後， σ54 截斷突變的研究指出 σ54 胺基酸 70-184 是和核心

鵑結合的重要監域，最近研究經由 PCR 在σ54 胺基酸 158 至 182 進

行任意點突變時發現，胺基酸 175 至 180 的片段是受要的核心嗨結

合區，但是疏水性胺基酸和核心晦結合的重要性則尚未明確定論

(Tintut and Gralla, 1995) 。因此比這域單上蔬水性七重複特定這域

對轉錄起始機制的重要性上尚待證實。

先前實驗室已建立區域E疏水性七重複胺基酸 leucine 或

isoleucine 的單點突變，雙點突變或參點突變為 se他le 0 這域盟疏水

性七重複區域單點突變σ54在 W﹒缸g血ine X-gal plating 上的表達與製

造mRNA 的能力與原型σ54 的結果相似，而且雙股分離也，與原型σ54

的結果相似，顯示單點突變σ54 不會影響轉錄起始的進行。但經由

活體試驗足跡分析法及轉錄分析的結果，顯示區域血疏水性七重複
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區域上雙點突變及參點 leucines 或 isoleucines 突變，同時都會破壞

。54 對 glnAp2 敢動子回12 區域的結合及 glnAp2 激動子製造mRNA 能

力下降至房、型。54 的 30-40 %或更少，但是由(圈 8)發現區域且疏水

性七重複區域上雙點突變及參點 leucines 或 isoleucines 突變並不會

破壞 glnAp2 敢動子-24 逗域的結合，顯示區域E疏水性七重複豆豆域

對轉錄起始是一個重要的區域。

然而值得注意的是，經由核心嗨結合分析發現(屬 9 ) ，雙點突

變σ54 與核心晦結合能力遠比原型σ54 為低，而參點突變與核心自每結

合的能力則低至無法偵緝。所以，我們看到破壞此區域超過一個疏

水性胺基酸會漸次破壞突變σ54 與核心時結合能力而進一步影響對

glnAp2 敢動子-12 區域的結合，導致轉錄的進行受阻。所以本實驗

分析結果，提供直接證據證實區域班疏水性七重複這域是與核心目每

結合重要的區域。另一方面，參點突變(LHS-3 ' RH品3)與核心晦的

結合能力雖見嚴重破壞，但經由活體實驗證實，參點突變σ54 可以

直接與 glnAp2 敢動子-24 區域的結合，這是首次在活體實驗中，證

實。54本身即有能力結合至 glnAp2 敢動子上。

由於已知雙股DNA展開必須要全晦(holoe血yme) 結合到 glnAp2

敢動子上游區域，而 ATP 水解使得 N甘C 磷酸化，磷酸化的 N甘C

結合到 RNA 聚合嗨，形成 DNA looping 的結構，才能使雙股 DNA

分離，進行轉錄的起始 (Su et al., 1990; Sasse-Dwight and GraUa, 1988; 

Weiss et al. , 1991; Wyman et al., 1997) 。有趣的是經由足跡法分析轉

錄起始點處雙股 DNA 分離成單股 DNA 的實驗結果顯示，雙點突
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變σ54 對轉錄起始點雙股 DNA 展闊的能力與原型σ54 的結果相似，

但是rnRNA 的產量卻減少，清測並非所有的張閉式複合體都可有

效進行轉錄起始的延長，有一部份的雙股 DNA 分離對轉錄起始是

沒有功能的。區域 I 疏水性七重複區域雙點突變σ54 (LS26/33)以及。54

胺基酸 26嘲37 中多個 leucine 改為 senne 的多點突變結果發現雙股

DNA 展闊的能力與原型σ54 的結果相似，而rnRNA 的產量卻減少

(Hsieh et al ., 1994) ，隨後發現此區域點突變σ54 (LS26/33)以及σ54 胺

基酸26-37 中多個 leucine 改為 senne 的多點突變不需要活化子~如C)

即可進行轉錄(Wang et al., 1995) 。因此，區域軍中雙點突變σ54 具有

超乎預測的雙股展問能力，是否也與不需要活化子來參與轉錄的進

行有關，仍需要再進一步來證實。
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HighN 
魯伊 BP 

NR1 NRI NRI 

所1V 闢而l
Apl Ap2 A T LP 1 G 

舊帳

LowN 

E聽 1 glnALG操縱子，高氣源(High N)或低氣源(LowN)的情形。

口表示激動子的位置 '\1表示闊的結合位置 'T 表示終結子

的位置。(轉載自 Magasanik， 1988) 
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NRrphosphate 驗 NR1
(no 甘組cription of glnAp2) 

PIIA [Pu] 4UTP 
是 Ul\生P

Stimulate吐 bya Stimulated by a 
low glutamine to high glutamine to UR 2-ketoglutarate 

2-ketoglutarate ra位。
ratlO 

\ 矗重F a闖闖國h

尋 PPi
PUD [Pu (UMP)4 

NR1 驗 NRrphasph甜
NRu 

(transcription of glnAp2 activated) 

圈 2 NR1 、 URJUTase ' uridylyl-removi聽g
enzy血e/uridylyltransferase對glnA抖的轉錄調控情形

(轉載自 Eecherichia coil and Salmonelia Typ姐munu甜苦

Cellular 組d Molecular Biology.) 
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P-N訂C oligomer 

-140 -108 

Enhancer 

街諮

Eσ54 

組24 -12 
Promote 

仁 nATP 

nADP +nPi 

4~+1 

‘明瞄醋闢F

觀 3 Sig臨撞倒轉錄象說

Close complex 

Open complex 

敢動子(glnAp2) 、全晦(Ecr54) 、活化子(activator)

P-N甘C : phosphorylated N甘C

(轉載自Wyman et al., 1997) 
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屬 4 Sigma 斜的結構蘊藏

Leu-rich (Leucine rich region); HHR (hydrophobic heptad reprat) 

Gln-rich (Glu個血ine-rich region); acidic region (high and acidity) 

ATR (acidic 甘imer repeat) ; HTH(helix-tum helix) 
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Hydrophobic heptad repeat 

158 165 172 179 

明TT PLEDILESIGDEEIDIDEVEA VLKRIQRFDPVGV A 

18165 S 

18172 S 

L8179 S 

L8158/165 S S 

18165/172 S S 

18172/179 S S 

LH8-3 S S S 

RH8-3 S S S 

圖 5 麗域III蔬水性七重複胺基酸Leuci聽e (L)或Isoleuci盟e 的

經由點突變改為8erine (的
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8igma 5喝 colo臨y color 8igma 54 colony color 

明TT Dark blue 

18165 Dark bl盟e 18165/172 Light blue 

18172 Dark blue 18172/179 Light bl阻e

L8179 Dark blue LH8-3 Light blue 

L8158/165 Light blue RHS-3 Colorless 

表1 區域III蔬本性七重稜突變型0'54W-arg在X-gal plate土

的顏色變化
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Bla ImRNA一，

gln.L吐p2mRNA-抄

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

屬 6 臨RNA產量分析

20 時 to純1m即組進行反轉錄的反應，分析突變型σ54全晦

對glnAp2 mRNA轉錄的影響。

Wilt type (lane 1)，的 165 (lane 2)，的172 (l組e 3), LS179 (lane 4), 

LS 158/1 65 (lane 5)，的165/172 (lane 6), IS 172/1 79 (lane 7), 

LHS-3 (lane 8), RHS刁(lane 9),and no plasmid (lane 10). 
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8igI盟a 54 Relative amo祖nt of 8igI盟a 54 Relative amo臨nt of 
mRNA 臨RNA

明TT 1.0 

18 0.7 18165/172 0.4 
18172 0.8 18172/179 0.4 
L8179 1.0 LH8回3 0.2 
L8158/172 0.3 RH8岫3 <0.1 

表2 罷域111蔬本性有=重稜突變型(}"54轉錄glnAp2 臨-RNA的產量

35 



可

可
」
刁
吋

1 2 3 4 聽聽 7 聽當

鸝 7 張聞式接合體的形成(高籬曬針足跡法)

No plasmids (lane 1), wild type (lane 2), 1S 165 (lane 3), 

IS172(lane 4), no plasmids (lane 5), LS158/1 65 (l組e 6), 

IS1651172 (lane 7), 1S1721179 (lane 8), LHS-3 (l組e 9), 

andRHS且只lane 10) 
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8ig臨a5是 Levelofmelting 8igma 54 Level of melting 

明lT 1.0 

18165 0.8 18165/172 0.8 

18172 0.9 18172/179 0.8 

L8179 0.9 LH8-3 0.2 

18158/165 1.0 RH8-3 <0.1 

表3 麗域 III蔬本性有=重被突變型(}'54掛glnAp2轉錄起始點形

成的張聞式被合體的分析
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•<92 

岳母 <

觀 8 Sigma 斜對gl路過p2敢動手的結合能力(硫酸二甲

基足撞擊法)

No plasmid (lane 1), Wild type (lane 2), Is165 (lane 3) 

IS 172 (lane 4), no plasmids (l組e 5), LS158/165 (lane 6), 

IS 165/1 72 (lane 7), IS 172/179 (lane 8), LHS-3 (lane 9), 

and RHS (lane 10) 
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H 一斗，
C 一+

S一一抄

爛爛雖 爛爛雖

鵬酬

12345678 

圈 9 Sig臨a5是與蟻心輯結合能力分析

(Gel mobility shift assay) 
e H: holoenzyme, C: core enzyme , S: sigma 54 

eno plasmids (lane 1), wild 句rpe no induced (lane 2), 
wild type with induction (lane 3), IS 165 (l組e 4), 
的172 (lane 5), LS158/1 65 (lane 6), IS165/172 (lane 7), 
IS 172/179 (l個e 8). 
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第二部分

Machado-Joseph Disease 蛋白之分生研究

Molecular Studies ofMachado-Joseph Disease 

Protein 
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中文摘要

Machado-Joseph 疾病是晚發性的體染色體顯性遺傳性疾病，一

種小腦脊髓漸進性神經退化性疾病，此疾病的徵狀在臨床上變化很

多，顯現範間很廣，主要病徵有:運動失調、漸進性跟外肌麻痺、

錐體及外錐體路程的病徵、瓶，張力的異常及優硬末稍肌萎縮、臉部

及苦的顫擒。 MJD 的基底位於在第 14 對染色體長臂上，在靠近 3'

端轉譯區(translated region) I旬，有一段不穩定的 CAG 核酸受覆序列

倍增突變。有關 MJD 疾病的治療至 g 前為止仍根據臨床徵狀來治

療， Lamotrigine 是一種新的抗癥痛藥物，被廣泛用來治療單純性或

複合性的疫擎。根據臨床的觀察發現 Lamo甘19me 能夠減輕 MJD 臨

床的症狀，因此我們接由垮養含有 MJD 蛋白的淋巴母細胞來處理

lamo甘19me 後，觀察蛋白的表現變化。

建立淋巴母細胞株，其中包含有已發病、未發病之成員及正常

人，細胞來處理 lamo甘19me 後，以西方轉潰法分析 MJD 蛋白表現。

在未加入 lamo甘19me 處理前，在已發病、未發病的 MJD 蛋白表現

誰無差異，而加藥物處理後發現 lamo甘19I凹的濃度由印戶f 增加

到 300 抖M 峙，會降低 MJD 蛋白的表現，顯示 lamotrigine 對 MJD

蛋白的表現有劑量相關性。這個結果與臨床觀察的現象相似，希望

能為更清楚了解 1amo甘19me 對 MJD 的治療所扮演的角色及對 MJD

的致病機轉的研究有所幫助。
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英文摘要

(Abstract) 

We have investigated in the present study the effect of lamo甘19me

(LTG) on the Machado-Joseph disease protein (ataxin-3) in culture社

1ymphoblastiod cells. Machado-Joseph disease (MJD) is an autosoma1 

dominant spinocerebellar 挂egeneration characterized by a wide range of 

clinica1 manifestations, including ataxia, progressive extemal 

ophthalmopleg品， pyramidal and extrapyran吐血1 signs , dystonia with 

rigidity, and dista1 muscular a甘ophies. Unstable CAG trinucleotide 

repeat expansion in MJD gene on long arm of chromosome 14 has been 

identified as the pathologic mutation ofMJD. The treatment ofMJD has 

so far been purely symptomatic. Lamotrigine, an antiepileptic drug, was 

found to specifically relieve some major symptoms of MJD patients. 

Encouraged by the clinica1 observation, we carried out the expression 

analysis if ataxin-3 in cultured cel1s to un社erstand the molecu1ar basis 

for this observation. 

Lymphoblastiod cell 1ines (LCLs) 全om patients, at-risk individuals, 

and nonna1 con甘01 were established. Westem blot analysis was then 

performed to study the expression of ataxin-3 protein in cultured cells 

under the 甘eatment of LTG. Even though the ataxin-3 protein 1evels 

show no observed differences among patients' and at-risk indivídua1s' 

再2



LCLs before drug treatment, our results demons甘ated that the LTG­

甘eate吐恥。D cells express less mutant ataxin-3 proteins. Extracellular 

application of LTG (50 to 300 j..tM) decreased the expression of mu剖tan

a剖ta侃Xl血n閉閉刁.3 protein i血nad伽os詞e-r閃elat記ed manner. This observation is consistent 

with the clinical phenomena. Further analysis is underway for better 

m如standing of the role(s) which lamo甘19me may play in the 

pathogenesis of MJD. 
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序言會

(1盟trod臨的iG盟)

近年來發現至少有十一種疾病與三核苦級重覆序列(組nucleotides

repeat)有關 (Sutherland and Richae缸， 1995) 。不穩定的三核苦酸序

列所造成的疾病可分為二類:第一類是位於轉譯區(甘anslated region) 

中 CAG 三核苦酸重覆序列倍增突變轉錄出一段多藍藍胺楚胺蓋全蛋

白，所造成的神經退化性疾病(neurodegeneration disease) ，忽括亨

汀頓氏舞蹈症(Huntington's Disease ; HD) (Andrew et al. 貫 1993; Duyao 

et 泣， 1993 ; Snell et 泣， 1993) 、小腦脊髓幹運動失調症第一型

(Spinocerebel1ar ataxia type 1 ; SCA1) (Joice et al., 1994 ; Ranum et 泣，

1994) 、小腦脊髓幹運動失調症第二型 (Spinocerebel1ar ataxia type2 ; 

SCA2)伊ulst et al., 1996 ; Sanpei et al., 1996 ; Imbert et al., 1996) 、小

腦脊髓幹運動失調症第三型 (Spinocerebell缸 ataxia type 3 

駝的!Machdo-Joseph Disease ; MJD) (Kawa伊chi et al., 1994 ; Maciel 

et al., 1995) 、小腦脊髓幹運動失調症第六型(Spinocerebellar ataxia 

句rpe 6 ; SCA6) (Zhuchenko et al.雪 1997) 、小腦脊髓幹運動失調症第

七型(Spinocerebellar ataxia type 7 ; SCA 7)(David et 泣， 1997a) 延髓

凱，萎縮症 (Spinal and bublar muscular atrophy) (La Spada et al., 

1992) 、齒狀紅核蒼白球航，萎縮 3庄(Dentatorubral-Pal1idouysian 

a甘ophy ; DRPLA/Haw River Syndrom ; 王氓的悍的吐e et al. , 1994) (表

一)。此類疾病基因中三核苦酸重覆序列倍增突變呈現中度不發定，

CAG 重覆序列最多可達到 100 次以上，但其病徵會造成專一的神
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經退化(neurodegeneration) 。第二類是位於不轉譯區(untranslated 

region)內，由不穩定的 CGG 或 CTG 及位於插入子(intron) 中 GAA

玉核苦竣重覆序列倍增突變所造成的疾病，包括易脆 X 象色體症候

群(Fragile X Syndrome) (Verkerk et 泣， 1991) 、肌強直萎縮症

仰yotonic Dystrophy ; DM) (Mahadevanet et al., 1992)及 Friedreich' s 

ataxia (FA) (Campuzano et al., 1996)等，此類疾病基因中三核苦酸重

覆序列倍增突變極為不穩定，可重覆上百次或上千次，基國突變並

不會造成神經退化性疾病，但會引起肌肉萎縮、智障等遺傳疾病，

致病機制可能為 RNA 或蛋白質的量降低，導致正常蛋白功能的喪

失。

Macha忌。-Joseph Disease (MJD)/SCA3 是一種晚發性的體染色體

顯性(autosomal dominant)遺傳性疾病(Nakano 前 al. ， 1972) ，在 1972

年首先在讀詩牙人 Willim Machado 的後喬被發現，而後在 1976 年

Rosenberg 等人在移民美國的葡萄牙人身上發現一種 Joseph

disea紹，其後發現這兩種疾病走向一種漸進性神經退化性疾病

(progressive neurodegenerative disease) ，而後在世界各地陸續發現有

此疾病的出現;如美麗 (Healton et 泣， 1980) 、日本 (Sakai et 泣，

1983) 、義大利 (Livingstone and Sequeiros, 1984) 。

MJD 是一種漸進性神經退化性疾病，此疾病的徵狀在臨床上變

化很多，顯現範圍很廣，主要病徵有:運動失調(ataxia) 、漸進性跟

外服，麻痺(progressive extemal ophthalmoplegia) 、錐體及外錐體路役

的病徵(pyrami也1 and ex甘a pyramidal signs) 、肌張力的異常及僵硬
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(dystonia with rigidity) 、末穢，肌萎縮(dista1 muscu1ar a甘ophies) 、臉部

及舌的顫擒(facia1 and 1in伊la1 fascicu1ation) (Coutinhon et al., 1977 ; 

Lima and Coutillho, 1980) 。根據其發病年齡、發病的部位及運動神

經元退化的情形，可分為三種亞型 (subphenotype) (Coutinho and 

Andra啦， 1978) 。第一型、早發型(earlier onset) :此型的臨床症狀顯

現的較早且嚴重，發病年齡約 20-30 歲(平均約在 24.3 歲) ，較顯著

的病徵為錐體及外錐體路役的症狀。第二型、中間型(midd1e onset) : 

大都發生於中年人，發病的年齡約在 40.5 歲，主要的病症有小腦運

動失調及自民凱，麻痺。第三型、晚發型(later onset) :發病的年齡約在

46.8 歲，主要的病症有本稍肌萎縮、小腦運動失調及自民航麻痺。

早期對 MJD 的研究方向著重於臨床症狀、病理變化，近年來在

分子生物學的發展，在 1993 年， T:拉lyama 等人利用連鎖(linkage

組alysis)的方法，從日本人的家族中找到 MJD 的暴自座落於第 14

對染色體長臂上(14q24 .3-ψ2) (Takiyama et 泣， 1993) 0 1994 年由

Kawaguchi 等人在第 14 對誰色體長臂上還建出 MJD 的基因位於

14q32.1 '稱為 MJD 基因。而且在 MJD 患者的基自中發現在靠近 3'

端轉譯區(廿anslated region) I旬，有一段不穩、定的 CAG 核酸重覆序列

倍增突變。在正常個體中，此基函中包含 13~44 個 CAG 核酸重覆

序列，在 MJD 怠者中則有 72~85 個 CAG核酸重覆序列，而這段 CAG

核酸重覆序列會轉譯出一段含多個蘊胺委主胺酸(polyglutamine)的蛋

白質。目前對於多個驢胺委主胺駿(polyglutamine)蛋白產物之正常功

能與致病機轉尚未明瞭。在 HD (均ldrew et al., 1993 ; Duyao et 祉，

1993 ; Snell et al. , 1993) 、 DRPLA (Koide et al., 1994) 、 SCA 1 (Jodice et 
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al., 1994 ; Ranum et al., 1994) 、 SBMA (La Spada et al., 1992) 、 MJD

(M缸uyama et al., 1995 ; Maciel et al., 1995)及 SCA 2 (pulst et al., 

1996 ; Sanpei et 泣， 1996 ; Imbert et al., 1996)研究發現， CAG 重覆

次數與發病年齡呈負相關，即 CAG 重覆次數越多多發病年齡越卒，

臨床症狀也較明顯，而且親代問遺傳有不穩定現象， f!p雙親傳給子

代的(CAG)n 有的會增加，有的會減少。先前的的D 相關研究，發

現由患病父親傳給子代 CAG 重覆較易增加，使得發病年齡更加提

卒，而母親傳給子代則不變或減少仰的yama et al., 1995) 。若同時

得到兩餾相同的突變墓園，此稱為純合子(homozygotes) ，其臨床症

狀准，較嚴重，發病年齡也提早，顯示出可能有基因劑量效應、(gene

dosage effect) (Kawakami et al., 1995 ; Takiyama et al., 1995) 。而性別

與發病年齡及症狀的嚴重程度則無相關性偎awakami et al., 1995) 。

由先前研究報告得知，在人類腦部可偵測出 MJD 基因轉譯出來

的蛋白產物仰JD/ataxia-3) ，包含多驢胺委主按竣倍增的笑變型 MJD

蛋白，與正常的蛋白 (Trottier et al., 1995) 。而腦部正好是 MJD 病

症所在，雖然對 MJD 蛋白的正常功能與致病機轉制仍不清楚，但

已知 MJD 基囡中倍增的 CAG 重覆序列會誘發細胞的死亡，且經由

表現 MJD 中的多瞌胺槃胺酸蛋白質片段於Purki吋e 細胞中的轉殖

基因老鼠，會出現運動失調的症狀(Ikeda et al., 1996) 。最近研究並

且顯示出 MJD/ataxin-3 蛋白累積於腦部神經細胞核內形成包含物

(inclusion body) (Paulson et al., 1997) ，推測可能經由包令倍增驢胺

楚胺蔽的 MJD 蛋白片段促使或催化(ca純lyzed) ，而使自盔胺委主胺酸倍

增片段和正常蛋白造成色令物在核內眾集。
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有關 MJD 疾病的治療至目前為止仍根據臨床徵狀來治療。在以

前曾指出以 Sulphamethoxazale 和 τ'rimethoprim (Bac出口1)治療 MJD

疾病所造成的步態不穩和運動不協調 (Sakai，就泣， 1995) ，但均無

研究說明藥物對疾病的治療機制。因此，為了了解藥物對 MJD 的

分生機制，我們建立淋巴母細胞株( lymphoblastoid cellline ; LCL) , 

其中包含有已發病、未發病之成員及正常人。由一個有五代家族中

建立六個成員的 MJD 淋巴母細胞株，色令三個已發病，三個未發

病 (Hsieh et al., 1997) 0 Lamo甘19me '口， 5-diamino吊自(2 ' 3 

dichlorphenyl) 自 1 ' 2 ' 4闋的azine]是一種 phenyltriazine 化合物，也是

一種新的抗癱痛藥物，被廣泛用來治療單純性或複合性的痠擎。經

過臨床的觀察，被發現可以專一性改善 MJD 病人的主要病症。茵

此，我們運用分生實驗方法(西方轉潰法lWestem blot)分析 MJD 蛋

白變化來探討 lamotrigine 此藥物如何改善 MJD 的病症。
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材料與方法

(真生aterial a睡過 Method)

一、 檢體的來源:

1.血液:台中光田醫院神經內斜劉青山醫師所提供，診斷為 MJD 疾病

患者抽取的血液。

2. 淋巴母細胞株(Lymphoblastiod cellline; LCL): 由中山醫院神經內科呂

聰明醫師所提供 MJD 疾病患者抽取的血液，然後由中山醫學院細

胞遺傳室李宣佑教授將之建立成淋巴母細胞抹。

二、 MJD 蛋白的表現:

(Expression of MJD protein) 

以製備好的 MJD 蛋白表現質體(protein express plasmid) (Hsieh et 

泣， unpublish data)送入大腸桿茵茵株 M15 中，將其塗抹在含有抗生

素(100 ~g1ml ampicillin 和 25μg1ml kanamycin)的 Luria-Bertani 培養

基(LB agar) 中，於 37
0

C過夜培養。然後挑單一萬株到合抗生素的(100

μg1ml ampicillin 和 25μg1ml kanamycin)的 Luria品ertani 垮養液(LB

medium) 中，於 37
0

C過夜路養。然後以 1:100 的稀釋到新鮮的 LB 垮

養液(10μg1ml ampicil1in 和 25μg1ml kanamycin) 中。直到菌液生長

的濃度達到 OD600 約 0.6-0.7 左右，加入 isopropylφ-D幽

thiogalactopyranoside (IPTG)(最後濃度為 1mM)誘導蛋白的表現。

經過 370C培養箱中培養兩個小時後，取出菌液益將菌液離心，
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將菌體溶於 cell extract buffer (buffer A : 50 mM Tr芯， 10 mM ß­

mercaptoethanol' 1 mM PM缸， 1 % Nonidet P-40)中，以超音波震

盪器將細胞震碎，直到萬液澄清為止，離心後將上清液轉移到新的

離心管，取部分上清液進行 10 % SDS-PAEG 分析。

三乙、 MJD 蛋白的純化:

(Purification ofMJD protein) 

取 2 ml Ni-NTA resin (QIAGEN) 放入管拉伯olumn)中，並且加

入 2 ml bu質er B (20 mM Tr血， 100 mM KCl ' 10 mM ß­

mercaptoethanol '的% (v/v)glycerol ' 20 mM imidazole ' pH8.5 於 4

OC)平衡管柱，然後將j容於 buffer A 中的上清液加入管柱中，收取通

過管柱後的液體(f1ow through) ，在利屑含有不同濃度的 1m1吐azole

的 buffer (20 mM Tr站， 100 mM KCl ' 10 mM ß-mercaptoethanol' 

10 %(v/v) glycerol ' 20 mM imidazole ' pH8.5 於持。'C)來清洗管柱，

收取清洗管柱後的液體 (wash protein) 。

最後以含有 100 mM imidazole 的 buffer C (20 mM Tris ' 100 mM 

KCl ' 10 血M ß-mercaptoethanol' 10 % (v/v) glycerol ' 100 mM 

imidazole ' pH8.5 於 4
0

C) ，加入 4ml 的 buffer C '將結合在 Ni幽NTA

resm 的 MJD 張白洗下來，收下來的液體稱為 elute protein 0 將校下

來的 flow through 、 wash 卜 wash2 、 wash 3... elute 1 、 elute 2 ... elute 3 、

elute 4 液體，分別取 10/-l1 的收集液，跑 10 % SDS PAGE '經由

Coomassie blue 紮色方法來確定卦。D 蛋白是否被 Ni-NTA resin 純化
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出來。

四、 抗體的製備:

(Preparation of組tibody)

取 500μg 的 MJD 蛋白質來免疫兔子，在兔疫兔子前先抽取 5 甜

的血液靜蓋於 4
0

C 中 24 小時後離心 2000rp血， 30 分鐘，然後抽取

血清(pre-immune) 。第一次免疫(frrst immune)是將 MJD 蛋白質與

adjuvant complete 在eund 以 1 : 1 的體積比例均勻 j克和後，注射於兔

子的皮下。注射後 2 星期，抽取 5ml 的血液後再追加注射第二次免

疫(second immune) ，取 500μg 的純化的 MJD 蛋白質與 a你lvant

imcomplete freund 以 1 : 1 的體積比例均勻混和後，注射於兔子的

皮下。 1 星期後抽取血清測其抗體力價(antibody titer)的高低。

五、 SDS闢聚丙:聆聽板膠電泳法:

10% SDS闢PAGE

Resolving gel Stacking gel 

Acrylami缸-bisacrylami街 (29:1 2.5m1 0.562ml 

1. 5弘在 Tris-Hcl pH8.8 2.5ml 

0.5M Tris-Hcl pH6.8 1.25ml 

100/0 SDS 0.1m1 0.05ml 
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100/0 ammonium persulfate 75μl 15μl 

TEMED 15μ1 4μl 

dJI20 5ml 3.188ml 

六、 西方轉潰法:

(Westem blot) 

將 SDS-PAGE 電泳分析之膠體、 nitrocellulose paper (NC paper) 

或(pVDF paper)及液、紙(filter) ，以三明治方法夾於甘ansfer cassette 

中，置於 mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) 加入甘ansfer buffer (12mM 

Tris p旺 8.3 ， 96 mM Glycine, 20 % Methanol) ，以電流 100 伏特進行

l 小時或 30 伏特過夜。轉潰後的 blot 浸泡於 TBS buffer (Tris Buffered 

Saline; 10 mM Tris-HCl pH 7.8, 150 mM NaCl)(含 5% 脫脂牛奶)進行

blocking ，室溫下溫和搖晃 l 小時，倒出 blocking buffi哎，加入含有

第一次 MJD 抗體單株抗體 (monoclonal Anti-MJDI1 :2000 與 ß­

actirν1 :200000)(Wang et 泣， 1997)的 TBS Buffer (含 0.5 0/0 脫脂牛

奶) ，於 4
0

C下搖晃通夜。倒出第一次抗鐘，以 TBS buffer 洗 5 分

鐘，受覆三次，然後加入含有第二次抗體Anti-mouse IgG-I故P

11:20000 的 TBS Buffer (合 1% 脫脂牛奶) ，於室溫下搖晃 1 小時。

倒出第二次抗體，以 TBS buffer 洗 5 分鐘，重覆三次，然後加入1:1

的 Working solution (Luminol尼nhancer solution: stable peroxi由

solution; Pierce) ，於室溫下搖晃 5-10 分鐘，倒掉 Working solution ' 
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將 bo1t置於 X 光片下曝光，曝光時問依訊號強弱而定。

七、 細胞垮養:

(Cell c吼叫re)

淋巴母細胞株(Lymphoblastiod cell)培養於含培養液(10% FBS幽

RPJ\I位1640平SN-glutamine)的 75 c斑 2垮養瓶中，將垮養瓶蓋於 37
0

C ' 

5 %二氧化碳堵養箱。待細胞長滿後，於 150。中m 離心 10 分鐘，

將細胞收下來，用 PBS 洗二次後放置-80
0

C備用。

八、 細胞質抽取液製備:

將細胞加入 500μ1 的 Ex佐action buffer (pBS; 5 % glycero1; 1 mM 

sodium EDTA; 1 mM sodium EGTA; 1 mM往ithiothreitollDTT; 40 

μg!ml leupeptin; 40μg!ml aprotinin; 20μg!ml pepstatin; 1 mM PMSF; 

0.5 % Triton X-100) ，混合均勻，置於冰水中，在以超音波震盪器連

續震盪 30 秒，重覆 2~3 次。

在 4
0

C下以 1200。中m 離心 20 分鐘後取上清液，利用蛋白分析

方法(取 10μl 細胞質萃取液，加入 200μ1 Bradford '加入 d2H20 至

1000μ1)與標準蛋白(Bov也e serum albumin; BSA)做比較，經由測

其可見光 595 nm 的吸光質(ODS9S)做到蛋白的定量，保存於-20
0

C 。

九、 過邊血液蛋白質的抽取:
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將 5 ml 的新鮮血液加入等量的 l 倍 PBS buffer (10 mM N~肘。《

1.8 mM KH2PÛ4, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl) ，混合均勻後的液體緩

緩加入於 5 血1 的 Fico1♂aque 上，離心 1500 rpm' 30 分鐘。取出 Bu時

coat 層，加入 l 倍 PBS 至 10 ml 清洗 3 次，離心 1500 rp血， 10 分

鐘。取 cell pellets 加入 500 抖的 Extraction buffer (pBS; 5 % g1ycerol; 

1 mM sodium EDTA; 1 mM sodium EGTA; 1 mM dithiothreitol (DTT); 

的 μg/ml leupeptin; 40μg/ml aprotinin; 20μg/ml pepstatin; 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF); 0.5 % Triton X-100) ，混令之

後，以超音波震盪器連續震盪 30 秒，然後置於泳水中，重覆 3 次。

在 4
0

C 下以 12000 rpm 離心 20 分錯後取上清波，定最蛋白之後，保

存於-20
0

C 0 
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結果

(Res祖lt)

一、多株抗體的製備

令全長 MJD 蛋白在大腸桿菌菌株 M15 中表達而且經由 IPTG

誘導蛋白大量表現，全長 MJD 蛋白 N輛端含有 6 個Histidine 的標籤

(tag) ，囡此可經由含有五二價鎳離子的管柱(Ni幽NTA resin column) 

來純化 MJD 蛋白。在純化過程中收取下來的各部分收集液(flow

through 、 wash 1 、 wash2 、 wash3 、 elute 1 、 elute 2 、 elute 3 及 elute 4) 

分別進行的%的 SDS-PAGE ' Coomassie blue 染色的結果(留一)。

由(閱一)所顯示 'lane 1 是沒有經過 IPTG 誘導的 MJD 蛋白， lane

2 是經過 IPTG 誘導的 MJD 蛋白， lane 3 是 flow through ' lane 4 至

lane 6 是 wash 'lane 7 至 lane 10 是 elute 蛋白。在 elute 2 和 elute 3 

時己能故下大部分的 MJD 蛋白章，收集 2~3 次的純化 L口D 蛋白量

來製備 MJD 蛋白的多株抗體。收集 500闊的 MJD 蛋白濃度打入兔

子的皮下，經過 2~3 星期，抽取兔子的血清。為了測定多棒抗體對

MJD 的特異性，分別利用含有 MJD 的純化蛋白、正常人的淋巴母

細胞與 MJD 志者的淋巴母細胞來債測所製備的 MJD 多株抗體的特

異性。結果顯示抗體可辨認到純化的 MJD 蛋白，同時抗體也可辨

認至IJ正常人與患者的淋巴母細胞中正常的 MJD 的蛋白 (50 kDa)和倍

增的 MJD 蛋白(60 kDa)(圖二)。但是 MJD 多株抗體在偵測時會辨認

到非特異性的蛋白，因而使得 MJD 多抹抗體非專一性的辨識 MJD

蛋白，因此我們必須進一步純化此多株抗體，才能利用 MJD 多株
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抗體來偵測特異性的 MJD 蛋白。在同時，我們藉由共同合作方式

取得 MJD 單株抗體(Wang et al 叮 1997) ，此抗體對正常及突變 MJD

蛋白均有相當高的專一性，因此，我們使用沈抗體進行以下的實驗。

二、利用單株抗體檢測 MJD 淋巴母細胞株中 MJD 蛋台:

實驗室先前所建立的 3 個已發病的 MJD 患者的淋巴母細胞株

φ釘D001 、MJD004 和 MJD006) ，以及 3 個未發病但帶有 ataxin-3 CAG 

倍增的淋巴母細胞株阱。D002 、 MJD003 和 MJD005) ，經由分生診

斷分析淋巴母細胞株 CAG 重覆次數(表二)(楊千瑩碩士論文)。將淋

巴母細胞株經過垮養後抽取細胞中的蛋白質，以 Westem blot 方法

分析 MJD 蛋白的表現。(關三)是一個正常人的淋巴母細胞株，含有

兩個正常的 MJD 蛋白， (圈四)顯示的是 6 個含有正常的 MJD 蛋白

及倍增的 MJD 蛋白的淋巴母細胞株?經由單株抗體所偵測的結果。

在西方轉潰法中，單株抗體偵測到正常的 MJD 蛋白與倍增的 MJD

蛋白的蛋白分子量，與先前實驗室定序出這 G 個 MJD 淋巴母細胞

株的 CAG 重覆序列的蛋白質分子量是相符合的。(萬四)的結果也

顯示出已發病怠者的及未發病的淋巴母細胞株，所表現出倍增的

MJD 蛋白並無明顯的差異，此結果與先前研究指出在腦部經織中正

常的與倍增的 MJD 蛋白量是相似的 (Paulson et al., 1997) 。詞時，

年齡與 MJD 蛋白含量並無相騙性。

玉、抗癥痛藥物處理 MJD 淋巴母細胞:
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由臨床醫師指出，抗癱痛藥物 lamo甘19me 能夠改善 MJD 患者的

臨床主要症狀，而其他的抗療、痛藥物則無法改善 MJD 患者的症狀，

因此我們為了探討 lamo刮起的 (LTG)藥物對 MJD 疾病的影響，所以

在淋巴母細胞株培養i過程中，分別使用溶於 DMSO 中的 lamo仕19me

(LTG)與 dilantin 兩種抗癱痛藥物來處理細胞。細胞垮養液中 DMSO

濃度是 1μ1Iml ，當細胞中只有 DMSO 峙，經過馮小時的處理並不

會影響細胞的存活率(數據未列出)。取 MJD006 的淋巴母細胞株分

別處理 50μM 、 100 陣在、 200μM 、 300 戶卜 400 時在與 500~ 濃

度的 lamotrigine (LTG) ，經過馮小時處理 lamo甘igine (LTG)後 9 以

西方轉潰法分析，結果顯示於(國五) 0 ß-ac世n 訊號為實驗中內部對

照，經過 3 次以上的實驗結果，分析定量 lamotrigine (口的對 MJD

倍增蛋白與 MJD 正常蛋白的表達影響(圈六與圖七)。由(圖六)的拉

狀鸝分析顯示出在 50 戶1--100 陣在、200 時在與 300μM 的 lamo甘19me

(LTG)藥物處理後，相對於沒有處理藥物 (no 甘eatment)或只加入

DMSO 處理，加入到 μM 至 300μM 的 lamo甘igine (LTG)會使得倍

增多聽胺楚胺竣(polyglutamine)的 MJD 蛋白表現下降的%至 30% ' 

此結果是具有統計上的意義(p<0.05) 0 (圖七)的柱狀聞分析顯示不

同濃度的 lamotrigine (LTG)相對於沒有處理藥物(no 甘eatment)或只

加入 DMSO 處理，今正常長度多驢胺楚胺酸(polyglutamine)的 MJD

蛋白表達在統計上是沒有差異伊>0.05) 。表示 lamotrigine (LTG)不會

影響正常的 MJD 蛋白表現。

另一方晶，我們也使用另一種抗癡痛藥物來處建 MJD 淋巴母細

胞株， dilantin (Phenytoin)是臨床上有效地抑制強玄﹒痠擎性發作之
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療、痛的藥物，可以降低靜止狀態或去極化狀態神經元之納離子電

流，而使神經元細胞膜穩定而不使之去樣化。因此，在 MJD 淋巴

母細胞株垮養過程中，加入溶於 DMSO 的社ilantin 來處理細胞，將

MJD006 的淋巴母細胞株分別處理 100μM 、 200戶卜 300 戶f 與

400 凶f 濃度的 dilantin' 經過是8 小時處理 dilantin 後，分析於 Westem

blot '結果顯示於(麗八)。經過定量的結果， dilantin 不會影響 MJD

正常的或倍增的多驢胺委主按酸(polyglutamine)蛋白表現。

四、 MJD 病人血液中 MJD 蛋白表現

由服用藥物 LTG 長達 1 年以上的 MJD 病人的周邊血液所得到

的蛋白質，經過 Westem blot 以 MJD 單株抗體與科actin 的單株抗體

(intemal con柱。1)分析，與正常人的周邊血液的蛋白質相比較的結果

樹九) 0 MJD 病人 CAG 重覆序列為 17 與嗨，由圈六顯示出 MJD

病人正常的 MJD 蛋白表現比正常人的低，重覆 3 次實驗的結果，

均未發現含倍增的多驢胺委主按酸(polyglutamine)的 MJD 蛋白。故推

測長期服用藥物 LTG 的 MJD 病人血中的 MJD 蛋白表現量極少所

致。
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討論

(Discussio盟)

近年來，許多三核苦酸重覆序列倍增突變疾病的基因鹿的位置

已知，並進一步被選鐘(clone) 出來。造成三核苦酸重覆序列傳增突

變的原函，近幾年所提出可能的原因，例如減數分裂的不穩定性

(meiotic instability) 、創始者的染色體效應(founder chromosome effect) 

(Richards et al叮 1992)及非對等交換(unequal crossing over)等，這些

因素都可能是造成 CAG 重覆序列倍增的的長度變化，但是所產生

的突變蛋白質的功能，是否可能改變蛋白闊的交互作用(paulson et 

al. , 1997)進而造成神經退化病徵'仍然不清楚。

許多 CAG 玉核苦酸重覆序列倍增突變所引起的疾病，如

DRPLA 、 SCA1 、 HD 等，旦前對於含倍增多萬盔胺委主胺酸蛋白產物

的功能不清楚，但是在 SCA1 的轉殖基因老鼠身上發現會產生小路

運動失調以及小腦中的 pur蚯nJe 細胞有退化的情形 (Burright et al. , 

1995) ;替有 CAG倍增 ataxin-3 基因的轉殘基菌老鼠(Ikeda etal., 1996) 

與 HD 的轉蘊基聽老鼠中那曲時間in et al., 1996) ，表現出運動失調

與神經退化的情形。在 1997 年發現在 HD 的 CAG 倍增轉娃基因老

鼠中發現，在老鼠的腦部神經細脆核內有內容物 (neuronal

m甘anuclear inclusionslNIls)聚集的現象(Davies et al. , 1997) 。近來研

究發現， CAG 三核苦酸重覆序列倍增突變所引起的疾病中，色括

HD (DiFiglia et al., 1997; Davies et al., 1998) 、 SCA1 (Gilman et 泣，

1996) 、 SCA3品。D (paulson et al., 1997)與 SCA7 (Holmberg, et 泣，
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1998) ，在神經病理普遍發現神經核內有 NIIs 的存在， NIIs 是多驢

胺楚胺駿片段蛋白聚集， NIIs 困而影響或阻斷核內正常的蛋白水解

過程受阻(paulson et al., 1997) ，可能對會影響或加速病程發展 o

蛋白質中多驢胺楚胺酸蛋白增加時，可經由 transglutaminase咽

catalysed isopeptide 的交叉結合(cross-linking) ，而與其他蛋白質相

接合 (Green et 仗， 1993) 。當多驢胺委主胺酸蛋白片段增加嗨，會經

由氫鍵的鍵結而形成 ß-sheets '而造成 polor zipper 結構，導致

homodimerization 或非專一性的鍵結至11 其他調節張白 (Perutz， M. 

1994) 。多蟻按楚胺酸蛋白片段增加，容易成為釀胺安定胺酸轉移晦

催化(transglutaminase-catalysed)的受質，與腦部萃取出的蛋白質以

共價鍵結的方式形成不可溶的集合體 (K油扭扭 et al., 199屆; Igarashi 

et al., 1998) 。當鈣離子出現，活化了蘊胺委主胺竣轉移略時，多驢胺

委主胺酸蛋白便可成為胺基(am血e)接受體，而形成交叉結合(Kahlem

et al., 1996) 。當含有截斷的(truncated)的 DRPLA 蛋白的猴類腎臟細

胞(COS-7) 中加入總胺委主胺竣移晦(transglutaminase)的抑制物，能夠

降低細胞中聚集物的產生及降低細胞的死亡(Igarashi et al., 1998) 。

由此現象說明含有多聽胺委主胺酸蛋白質容易與其他蛋白質鍵結的可

能性，同時多驢胺楚胺酸蛋白質的聚集物在神經細胞核內沉澱，顯

示造成神經退化性疾病的病程發展的主要部位是位於神經細胞。

本篇實驗所使用的 lamotrigine 是一種治療複合性或單純性的

抗癱痛藥物，在動物實驗中， LTG作用是經由阻斷 Voltage-dependent

sodium channel 而使得樹突前神經元膜穩定，以避免釋放出刺激性
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的 neurotransmitter gluta血ate 0 當老鼠暴露在 kainic acid (一種與

glutamate receptor 作用造成神經毒性的物質)， LTG 可以使老鼠避免

神經毒性的產生。臨床藥物動力測試， LTG 在成人血液中的半衰期

為 29.6 小時 (Gilm妞， 1995) 。臨床的觀察發現， LTG 用來治療 MJD

疾病具有專一性的減緩症狀的發生，但並無法痊癒，目比在本篇實

驗中，以 LTG 來處理淋巴母細胞，觀察 LTG 對蛋白的表現影響。

發現 LTG 在 50μM 至 300μM 的濃度下，能夠降低 20-30 %的 MJD

突變的蛋白質產量，而且並不影響 MJD 正常的蛋白質的表現。但

是 LTG 濃度大於 400抖M 峙， MJD 突變的蛋白質產量並不會減少，

可能與 LTG 的藥物副作用有關。有 10 %的病人會產生副作用，包

括頭暈(dizziness )、 diploia 、運動失調例如司及嗜唾(somnolence)

(Gilm甜， 1995) 。臨床治療觀察亦顯示當 LTG 劑量增加時，反而會

加重運動失調的症狀。

LTG 如何能使得 MJD 突變的蛋白質產量降低而減緩症狀的發

生，推測 LTG 能夠經由直接或閱接的影響 MJD 突變的蛋白質產量。

LTG 如何影響多驢胺楚胺酸蛋白質的產量降低?根據先前的研究顯

示，在老鼠的大腦的 s恆的1m 及皮質中任ID 神經退化的位置) ，發

現 RNA 結合蛋白(RNA-binding protein)會與倍增的 CAG 重覆序列

有專一性的交互作用，改變突變的 huntingtin 蛋白質的產量，而且

有組織特異性，同時影響mRNA 在細胞上的位置，改變其他蛋白

的基因表現(McLaughlin et a1., 1996) 。推測若 RNA 結合蛋白與突變

MJD 的mRNA 交互作用， LTG 促使 RNA 結合蛋白與mRNA 結合

而降低多蘊按楚胺酸蛋白質的產量或改變 RNA 的表現章。由 CAG

61 



三接苦酸重覆序列所造成的疾病中發現，在 HD (Davies et 泣，

1997) 、 SCA1 (Skinner et al., 19妙9切叭7η) 、 S跎CA必31M

及 DRPLA (Iga叮ra部sh腦1 e前t a址1.寸， 1妙998鈞)轉殖基閻老鼠(彷甘組sg偎e血C 血i起ce吋)中均

發現含多蘊胺委楚色胺萬竣愛蛋白質在核內聚集累積形成內容物(扭ne叫u叮1ro昀ona站al

intranuclear incl知us缸lOns的/汙N怔缸IIs吋) ，而且會造成運動神經退化性症狀出現，

猜測 NIIs 會影響神經退化的病程發展。臨床發現，服用 LTG 藥物

的 MID 病人，發現運動失調的症狀有進步，臣民肌移動速度漸漸增

加 υj、腿肌肉張力增加。推測若症狀的病程發展與 NIIs 有闕，則 LTG

可以降低突變蛋白的表達量進而減緩多聽胺委主胺竣蛋白質在核內聚

集物的速度。但是若要進一步證實這些假說，均需其它的實驗來支

持。

MJD 目前尚無有效的治療方法，而且是一種晚發型的遺傳疾

病，大多數在成年以後才發病，對家庭與社會都是一大負擔。因此

若能更有效控制其病程發展，了解 LTG 的作用途徑進而了解 MID

致病機轉，相信將來可以提供對 MJD 的相關研究有很大的助益!
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表 1

CAG 甘inucleotide repeat disease 

Repe發t number Gene product 

Disease Sites of neuropathology Normal Disease (intracel1ular localization) 

Huntington' s striatum(medium spiny 6-35 36-121 Huntingtin (c) 

disease(HD) neurons )and cortex in 

late stage 

Spinocerebellar Cerebellar cortex 6-39 40-81 Ataxin-l(n,c) 
ataxia type 1 (SCA (purk:inje cells), dentate 

nuc1eus and brainstem 

Spinocerebellar Cerebellum, pontine 15-29 35國64 Ataxin棚2 (c) 
ataxia 句rpe 2 neuc1ei, substantia nigra 

(SCA2) 

Spinocerebell缸 Substantia nigra, globus 13-42 61-84 A協xin-3 (c) 
ataxia type 3(SCA3) pal1idus, pontine nuc1eus, 
or 卸fachado-Joseph cerebellar cortex 

disease恥。D)

Spinocerebel1ar Cerebel1ar and mild 4-18 21-30 Ca1cium channel 

ataxia 句rpe 6(SCA6) brainstem atrophy 
subunit (a1A)(m) 

Spinocerebellar Photoreceptors and bipolar 7-17 37-130 Ataxin-7 但)

ataxia 句Tpe 7(SCA7) cells, cerebel1ar cortex, 
brainstem 

Spinobulbar Motor neurons(anterior 11-34 40-62 Androgen 
muscular hom cells, bul1ar neurons) 
atrophy(SBMA) and dorsal root ganglia receptor (吋

Dentatorubra卜 Globus pa11idus, 
Pallidoluysian dentatorubral and 7-35 49-88 Atrophin (c) 

atrophy(DRPLA) subthalamic nucleus 

* c, cytoplasmic; m,transmembrane; n, nuc1 ear 

(adopted from Lunjes A. and Mandel J.L., 1997) 
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表2 MJD忠者之淋巴母細胞株

樣本編號 年齡
MJD基因中

發病年齡
CAG重覆次數

MJD001 40 23 , 78 36歲

恥00002 23 26, 78 未發病

孔的D003 26 15, 78 未發病

孔00004 30 16, 84 25歲

孔。D005 6 16, 85 未發病

MJD006 46 25, 83 31歲

(摘錄楊千螢碩士論文)
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97.4 KD圓

68KD-

43KD國



80.0 KD 一抄

51.4 KD 一抄

Anti-MJD polydonal 
antibody (1:100) 

123 

‘一- Non酬spedfic
‘一間utantMJD

C:: N的﹒臨alMJD

髓，二萬個B 多株抗體禎瀾如朧中MJD景色

lane 1是MJD純化龔自; lane 2是正常人講巴母細胞;
lane3是痴人的淋巴母細胞。
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轉艙.OK蹄醋

Sl.4KD輔 } Normal MJD 

盟主科舟MJD單棒抗體偵湖正常人之淋巴母細胞

中耳目B護自表現
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51.4 KD 一一句，

1 234 5 6 

4一島生utant ]\生JD

‘一 Normal MJD 
e一 βac世n

鸝四 3銷單JD患者及3儷帶有單JD暴盟個體之淋巴母細胞

中蠶JD1是為表琨
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-翩翩恥 繪制蜘咽.. 嘲備制喝醉 喵峙翎棚，
嘲酬， • -Mutant MJD 

S1.4KD- ‘- - 明- 嘲棚.... 嘲枷
翎棚.. •- Normal MJD 

‘咱國... 司﹒闕， ‘ .. 倒蟬W 司嘲闢V 嘲棚，
司"閣... 

← βac t i n 

DMSO 50 
} { AO --z 

200 300 500 

Anticonvulsant drug (Lamotrigine) concentration (μM) 

圖五 MJD006琳巴母細胞經由不同濃度la臨otrigi肘

處理48小時之後悶JD蛋白的表現 F 但…acti亞為

內部對照。
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附錄一、試藥

藥劑名稱 廠牌

Phosephoric acid (H3PO 4) h在erck

Potassium Chloride Merck 
IGlacial acetic acid Merck 
IMe晶。1 h在erck

K21王P04 扎在erck

Tris Merck 
EDTA 品1erck

NaCl Merck 
孔19C12 h在erck

Sodium acetate Merck 
Sodium Chloride h在erck

ß-軒lercaptoethanol Merck 

Sodium Dodecyl Sulfate slgma 
Sodium citrate h在erck

2闖Propanol 扎在erck

Ethanol Absolute Merck 
Nonidet P-40 Sigma 
Agarose (ultra pure) BRL 
TEMED Sigma 
Ampicillin Sigma 
Ammonium persulfate Sigma 
Glycerol Sigma 
Urea Sigma 
Sodium Bicarbonate Sigma 
RPMI GIBCOBRL 
DMEM GIBCOBRL 
PBS GIBCOBRL 
PSN GIBCOBRL 
Chloroform MERCK 
Formaldehyde solution 品1ERCK

Yeast ex甘act DIFCO 
Phenol Amresco 
SDS Bio-Rad 
Glacial acetic acid Merck 
Ethidium Bromide Sigma 
Glycine Bio個Rad

HCl 孔1erck
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Ac可r1創nide BRL 
PMSF (pheny1methy1 Sigma 
su1fo~yLt1uoride) 
EGTA Sigma 
Bradford Bio-Rad 
Tritone-lOOX S璧哩哇
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