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要旨

Mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)カスケー ドは全ての真核生物において高度

に保存され､細胞の増殖やス トレス応答において細胞外からの情報を細胞内に伝える細

胞内情報伝達で重要な役割を果たしている｡ このカスケー ドは 3種類のプロテインキ

ナーゼ､MAPK､MAPKkinase(MAPKK)､MAPKKkinase(MAPKKK)により構成さ

れ､それぞれのプロテインキナーゼには多様な分子種が存在 している｡ 動物や酵母の

MAPKは活性化ループに存在する TxY配列の トレオニン及びチロシン残基の両方をそ

の上流キナーゼである MAPKKによりリン酸化され活性化を受ける｡ またこの TxY配

列は動物や酵母の全ての MAPK分子 において保存されている｡ MAPKK 自身もまたキ

ナーゼサブ ドメイン ⅤⅠⅠ～VIIIに存在する SxxxS/T配列の2カ所のセリン残基及びセリ

ン又は トレオニン残基を上流プロテインキナーゼである MAPKKKによりリン酸化され

活性化される｡

植物における MAPKカスケードの研究は様々な植物ホルモンあるいは細胞外からの

環境シグナルの伝達における役割について研究されてきた｡また近年シロイヌナズナに

おいてもMAPK､MAPKK､MAPKKKにそれぞれ相当する遺伝子が同定された｡ シロイ

ヌナズナの MAPKである ATMPK4及び ATMPK6は低温､接触､乾燥､傷害､高塩や

エ リシターな ど様 々なス トレス刺激により活性化す ることが報告 されている｡ また

ATMPK3及び ATMPK6はエリシター処理や酸化ス トレスにより活性化することが報告

されている｡ さらに ATMPK4欠失植物体ではサリチル酸 レベルの上昇や防御遺伝子の

恒常的な発現が報告された｡植物の MAPKも動物や酵母の MAPKと同様に活性化ルー

プの TxY配列が保存 されてお り､これらのアミノ酸残基がリン酸化を受けることが

ATMPK4及び ATMPK6について確認されている｡

それに対 し植 物の MAPKK は動物や酵母の MAPKKにお いて保存 されている

sxxxS/T配列 とは異な り S/TxxxxxS/T配列が保存 されている｡ シロイヌナズナの

MAPKKである ATMKK2は TxxxxxTという保存配列を有 しているが､このスレオニン

残基をリン酸化されないアミノ酸残基であるアラニン残基に置換 した変異体は MAPKK

が欠失した酵母を機能相補できないことが報告されている｡ おそらく植物の MAPKKの

活性化にはこれらのセ リン及びスレオニン残基のリン酸化が必要であると考えられる｡

またオーキシン処理 したシロイヌナズナか ら抽出 したタンパク質にはシロイヌナズナ

MAPKである ATMPK2をリン酸化する酵素活性が認められ､植物細胞内の MAPKKが

刺激により活性化することが報告された｡しかし植物の MAPKKの活性化機構及びその

機能については不明な点が多い｡

そこで本研究においてまずシロイヌナズナより同定した MAPKK (AtMEKl)の活性

化機構 について検討 した ｡ AtMEKlはその活性化 に必要 な保存 配列 におい て

T(218)ⅩS(220)ⅩⅩⅩS(224)という動物型及び植物型の両者に適合する配列を有 していた｡

そこで､これ らの トレオニン及びセ リン残基の活性化 における役割 を大腸菌内で

glutathioneS-transferase(GST)との融合 タンパク質として発現させた AtMEKlを用い

て解析 した｡これらの植物型及び動物型に相当するセリン及びスレオニン残基を2カ所
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グルタミン酸残基に置換 した変異体酵素 (T218E/S224E､S220E/S224E)は SDS電気

泳動において移動度が減少 し､上方にバンドシフトした｡さらにこれらの変異体酵素は

不活性型 GST-ATMPK4(GST-ATMPK4KN)に対 し高いリン酸化酵素活性を示 した｡こ

のことはリン酸化共通配列のそれぞれのセリン及びス レオニ ン残基の リン酸化が

AtMEKlの活性化に必要であることを示唆 している｡ 224番 目のセリン残基のみをグ

ルタミン酸残基に置換 した変異体酵素 (S224E)は高い酵素活性を示 し､ATPとイン

キュベ- トす ることによりバ ンドシフ トした｡また S224E変異体にさらに218番 目の

ス レオニ ン残基 を リン酸化 さ れな い ア ラニ ン残基 に置 換 した 変異 体酵 莱

(T218A/S224E)は活性が消失し､S224Eに220番目のセリン残基 をアラニン残基に

置換 した変異体 (S220A/S224E)の酵素活性が高かったことから､218番 目のスレオニ

ン残基は224番 目のセリン残基とともに AtMEKl活性化において必要であることが明

らかとなった｡ 224番 目のセリン残基 を上流酵素である MAPKKKによりリン酸化され

た AtMEKlは218番 目のスレオニン残基を自己リン酸化 し活性化する能力 を持つこと

が示唆された｡また2カ所 グルタミン酸残基に置換 した変異体酵素 (T218E/S224E､

S220E/S224E)について､T218E/S224Eは ATMPK4特異的に強いリン酸化酵素活性

を示 したが､S220E/S224Eは ATMPK4だけでなくATMPK3に対 してもリン酸化酵素

活性を示 した｡

また GST-ATMPK4KNは GST-AtMEKlによりその活性化ループのスレオニン及びチ

ロシン残基 をリン酸化 されたが､この リン酸化により ATMPK4が活性化す るかを

myelinbasicprotein(MBP)を基質としてその酵素活性を測定することにより検討 した｡

GST-ATMPK4KNを効率良 くリン酸化 した T218E/S224E及び S220E/S224Eと反応さ

せることによりGST-ATMPK4は高い MBPリン酸化酵素活性を示 した｡またその時の

GST-ATMPK4は抗活性化型 MAPK抗体により認識されることから､GST-ATMPK4は

GST-AtMEKlによりその活性化ループのリン酸化 を受け､活性化することが明らかと

なった｡

植物細胞内に存在する MAPKKの活性はこれまで報告されておらず､本研究ではじめ

てAtMEKl特異抗体 (anti-AtMEKICT)を用いて細胞内に存在するMAPKKを同定し､

その酵素活性を測定したO発芽後3-4週間のシロイヌナズナ植物体を用いて､各組織に

おける AtMEKlタンパク質発現の解析および活性の測定 を行った｡シロイヌナズナ各

組織より抽出したタンパク質を antトAtMEKICTで免疫沈降し､イムノブロットした結

果及び免疫沈降物を GST-ATMPK4KNを基質として活性測定 した結果､AtMEKlは根

において特に発現が多 く花や若い葉および芽生えにおいて発現が確認されたが､ロゼッ

ト葉や茎生業においてはほとんど見 られなかった｡またその酵素活性はそのタンパク質

量に比例して検出された｡また一番活性の強かった根のサンプルを用いて基質特異性を

検討した｡その結果植物細胞中の AtMEKlも大腸菌内で発現させた GST-AtMEKlと同

様に ATMPK3よりATMPK4を効率良くリン酸化 した｡次に様々なス トレス処理によ

る AtMEKlの活性化を検討 した｡傷害､低温､乾燥及び高塩ス トレス処理 した芽生え

よ りタンパ ク質 を抽 出 し､antトAtMEKICT を用 いて免疫沈 降 し､ その活性 を

GST-ATMPK4KNを基質に測定した｡ また免疫沈降物を antトAtMEKlでイムノブロツ
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トした結果､タンパク質量の変化はすべての処理において観察されなかった｡ AtMEKl

は傷害ス トレスにより､急激な一週的活性化が処理後5分から30分の間に検出された｡

低温ス トレスによっては刺激5分後か ら徐々に活性化 しその活性は持続された｡乾燥ス

トレスについては処理後30分にその活性のピークが観察され､塩ス トレスを与えた場合

緩やかな活性の上昇が60-120分にかけて検出された｡またコントロール として同様の

時間水中に浸 した芽生えからタンパク質を抽出し､その活性を測定した結果､AtMEKl

のタンパク質量及び活性の変化は見られなかった ｡ それぞれの刺激によって AtMEKl

の活性化の時間や強さが異なったが､これは AtMEKlの活性化が複数の経路を通 じて

制御されていることを示唆している｡ つまり傷害や低温などその活性化が強 く急激にお

こった刺激には直接活性化を受けるが､高塩のようにその活性化が遅 く媛やかだった刺

激はいったん別の伝達経路 を経由してからAtMEKlに情報が伝達されている可能性が

ある｡ 今後 AtMEKlの上流因子について詳しく検証 していく必要がある｡

最近シロイヌナズナにおいて全ゲノム配列が決定され､またシロイヌナズナを中心に

環境応答や環境ス トレスに対する感受性や耐性が異なる突然変異体が多数分離されてい

る｡ これらの情報をもとにそれぞれの遺伝子がどのようなス トレス応答において機能す

るかが明らかとなっていくと予想される｡ しかしこれらの遺伝子は単独で機能するわけ

ではなくそれぞれが複雑に関係し合い植物細胞内で機能すると考えられるo プロテイン

キナーゼについても今後どのようなス トレス応答に関与しているかということだけでな

く､植物細胞における局在や基質タンパク質の同定を行っていくことが重要である｡ こ

のような研究により植物のス トレス応答機構の全容が明らかにされ､またス トレス耐性

植物の作出につながることを強く期待する｡
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第1章 緒論

生物を取 り巻 く自然環境は絶えず変化 している｡ 動物はこれらの環境の変化を感知 し

環境ス トレスのない場所に逃避することにより厳 しい環境変化を避けることができる｡

しかし移動に自由がない植物はこれらの環境の変化か ら逃げることができず､ したがっ

て厳 しい環境の変化に応答 し適応 しなければならない｡つまり植物は外部の環境ス トレ

スに対抗 し､生理的レベルあるいは細胞 レベルでも応答 し､生存するための機能を進化

の過程で獲得 してきたと考えられる｡

種々の外部環境の変化は細胞膜あるいは細胞内のレセプターやセンサーによって受け

止められる｡ さらに細胞内に伝えられたシグナルにより､植物ホルモンなどの生理活性

物質の生成が誘導 され､2次的な応答制御が行われる｡ このようにして伝えられたシグ

ナルは特定の細胞あるいは特定の遺伝子に作用 し､細胞あるいは組織を生理生化学的に

変化させ､最終的に環境の変化やス トレスに応答 していると考え られる (Fig.1)｡ こ

のようなシグナル伝達 においてタンパク質のリン酸化は重要な役割を演 じていることが

知 られている｡このタンパク質のリン酸化を触媒するのがプロテインキナーゼである｡

プロテインキナーゼがその基質タンパク質をリン酸化することにより､基質タンパク質

の構造が変化 しその機能が発揮されたり､抑制されたりする｡ またプロテインキナーゼ

自身にもその活性をリン酸化により制御されているものが存在する｡

植物において様々な環境ス トレス応答に関与する幸階 がなされているプロテインキナー

ゼの代表的なものとして mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)カスケー ドを構成す

るプロテインキナーゼ､sNFl関連プロテインキナーゼ及びカルシウム依存性プロテイ

ンキナーゼが挙げられる (Hardie.1999)｡

MAPKカスケー ドは酵母か ら動物及び植物に至る全ての真核生物において高度に保存

され､細胞の増殖やス トレス応答において細胞外か らの情報を細胞内に伝える細胞内情

報伝達で重要な役割を果たしている｡ このカスケー ドは 3種類のプロテインキナーゼ､

MAPK､MAPKkinase(MAPKK)､MAPKKkinase(MAPKKK)により構成され､それ

ぞれのプロテインキナーゼには多様な分子種が存在 している｡ 動物や酵母の MAPKカ

スケー ドについては特 に研究が進んでお り､その細胞内での役割 について様々な知見が

得 られている (NishidaandGotoh,1993;Ahn,1993;Marshall,1995;SegerandKrebs,

1995;WaskiewiczandCooper,1995)｡ 動物や酵母の MAPKは活性化ループに存在す

る TxY配列の トレオニン及びチロシン残基の両方をその上流キナーゼである MAPKK

によりリン酸化 され活性化を受ける｡ またこの TxY配列は動物や酵母の全ての MAPK

分子において保存されている｡ MAPKK自身もまたキナーゼサブ ドメイン ⅤⅠⅠ-VIIIに

存在する SxxxS/T配列の2カ所のセリン残基及びセリン又は トレオニン残基を上流プロ

テインキナーゼである MAPKKKによりリン酸化 され活性化される｡ またこれらの2カ

所のセリン及び トレオニン残基を酸性アミノ酸に置換 した変異体酵素は恒常的に活性化

し (Cowleyeta1.,1994･,Mausoureta1.,1994)､この活性型酵素 を用いて下流因子の

解析が行われ､その結果 MAPKK及び MAPKについて特異的な組み合わせが解析され､

それぞれの経路により多様な情報伝達がなされていることが明らかになりつつある｡
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植物 における MAPKカスケー ドの研究は様々な植物ホルモンあるいは細胞外からの

環境 シグナルの伝達 における役割について研究 されてきた (NishihamaetalH1995;

Mizoguchieta1.,1997;Jonaketa1.,1999) ｡ また近年シ ロイヌナズナにおい て も

MAPK (Mizoguchiletal.,1993;Mizoguchieta1..1994)､MAPKK (Jouanniceta1.,

1996;Morriseta1.,1997;IchimuI-aeta1.,1998a)､ MAPKKK (Kiebereta1.,1993:

Mizoguchieta1.,1996;Nishihamaeta1.,1997)にそれぞれ相当する遺伝子が同定され

た｡シロイヌナズナの MAPKである ATMPK4及び ATMPK6は低温､接触､乾燥､傷

害､高塩やエリシターなど様々なス トレス刺激により活性化することが報告されている

(Ichimuraeta1.,2000;Desikanetal.,2001) ｡ また ATMPK3及び ATMPK6はエリシ

ター処理や酸化 ス トレスにより活性化することが報告されている (N仙seeta1.,2000;

Kovtunetal.,2000) ｡ さらに ATMPK4欠失植物体ではサリチル酸レベルの上昇や防御

遺伝子の恒常的な発現が報告された (peterseneta1.,2000) ｡ 植物の MAPK も動物や

酵母の MAPK と同様に活性化ループの TxY配列が保存されてお り､これらのアミノ酸

残基が リン酸化 を受けることが ATMPK4 (Ichimuraeta1.,2000) 及び ATMPK6 (N

uhseeta1.,2000)について確認されている｡

それに対 し植 物の MAPKK は動物や酵母の MAPKK にお いて保存 されている

sxxxS/T配列 とは異な り S/TxxxxxS/T配列が保存 されている｡ シロイヌナズナの

MA.PKKである ATMKK2は TxxxxxTという保存配列を有 しているが､この トレオニン

残基をリン酸化されないアミノ酸残基であるアラニン残基に置換 した変異体は MAPKK

が欠失した酵母を機能相補できないことが報告されている (Ichimuraetal"1998b) ｡

おそらく植物の MAPKKの活性化にはこれらのセリン及び トレオニン残基のリン酸化が

必要であると考えられる｡ またオーキシン処理 したシロイヌナズナから抽出したタンパ

ク質にはシロイヌナズナ MAPKである ATMPK2をリン酸化する酵素活性が認められ､

植物細胞内の MAPKKが刺激により活性化することが報告 された (Mizoguchieta1.,

1994)｡ しか し植物の MAPKKの活性化機構及びその機能については不明な点が多い｡

そこで本研究においてまずシロイヌナズナより同定した MAPKK (AtMEKl)の活性

化機構 につい て検討 した ｡ AtMEKlはその活性化 に必要 な保存 配列 において

T(218)ⅩS(220)ⅩⅩⅩS(224)という動物型及び植物型の両者に適合する配列を有 していた｡

そこで､ これ らの トレオニン及びセ リン残基の活性化 における役割 を大腸菌内で

glutathioneS-transferase(GST) との融合 タンパク質として発現させた AtMEKlを用い

て解析 した｡また植物細胞内に存在する MAPKKの活性はこれまで報告されておらず､

本研究ではじめて AtMEKl特異抗体を用いて細胞内に存在する MAPKKを同定 し､そ

の酵素活性を測定した｡さらにス トレス処理による本酵素の活性化についても検討した｡

本博士論文では以上の研究成果を詳述する｡ 第1章は緒論､第2章は材料 と方法､第3章

は結果及び第4章は考察について記載するものである｡
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第2章 材料 と方法

第1節 植物材料 (コマツナ)及びその生育方法

本実験で試料 として使用 したコマツナ (Brassl'Cacampestn'sL.)種子及び培養液に使

用 した大塚ハウス1号､大塚ハウス2号は､それぞれタキイ種苗株式会社及び大塚化学株

式会社 より購入 した｡またその生育は以下の通 りに行った｡

コマツナ種子 を十分湿 らせたバ ーミキュライ ト上に播種 し､暗所､25℃ で発芽させ

た｡,発芽後､以下に示す培養液を用いて培養 した｡使用 した培養液は､予め HClで pH

5.8に調製 し､培養中はエアポンプによる通気を行った｡

培養液 : 130 ppm窒素全量

11.5 ppmアンモニア態窒素

116.5ppm硝酸態窒素

110 ppmP206

202.5ppmK20

115 ppmCaO

30 ppmMgO

O.75 ppmMnO

O･75 ppmB203

1.35 ppmFe

O.015ppmCu

O.045ppmZn

O.015ppmMo

核酸調製用試料 として使用 したコマツナは､14時開明期 -10時間暗期 ､25℃ で

NipponMedical&ChemicalInstrumentsCo.,Ltd.製の SystemBiotronを使用 して培養 し､

播種後 3週間､暗期後 5時間のものを使用 した｡

第2節 大腸菌株 と培地

使用 した大腸菌株 とその遺伝子型 は以下の通 りである｡ 尚､JM109は宝酒造株式会

社より購入した｡ ⅩLL BlueMRF'Strain､SOLRTMstrainは Stratagene社 より購入した｡

JM109'.recAl,endAl,gyrA96,thl',hsdR17,supE44,relAl,△(Iac-proAB)/F'ltraD36,

proAB十,IacP,1acZ△M15]

XLI-BlueMRF'Strain:△(mcrA )183,△(mcICB-hsdSMR-mrr)173,endAl,supE44,

thl'll,recAl,ByrA96.relAl,lac[F',proAB,Iaclq. 1acZ△M15::TnlO(Tetr)]
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SOLRT"strain:e141(McrAL),△ (mcICB-hsdSMR･mrr)171,sbcC,,ecB,recJ,UVIC

umuc::Tn5(Kanr)Iac,gyrA96,relAl,thi-1,endAl,AR [F',proAB,1aclq,1acZ,△M15]

Su上(nonsuppressing)

使用 した培 地 とそ の調製法 を以 下 に示す ｡ Bacto-tryptone､Bacto-yeastextractは

Difco社製の ものを用いた｡

LB培地 : 1% Bacto-tryptone

O.5% Bacto-yeastextract

O.6% NaCl

必要に応 じてアンピシリン (最終濃度 50pg/ml)を加えたもの (LB培地 (Amp十))､

IPTG (最終濃度 48pg/ml)及び Ⅹ-gal (最終濃度 40LLg/ml)､ア ンピシリンを加

えたもの (LB培地 (Amp十､IPTG十､Ⅹ-gal十)) も使用 した｡またカナマイシン (最終

濃度 50pg/ml)を加 えた もの (LB培 地 (Kan'))､テ トラサ イク リン (最終濃 度

12.5汁g/ml)を加 えた もの (LB培地 (Tet+)) も使用 したO ただ しアンピシリン､カ

ナマイシン､テ トラサイクリンはオー トクレーブ滅菌後､室温に戻 した後加 えた｡また､

寒天培地にする場合 には 1.5%agarを加えた｡

第3節 RT-PCR法 を用いたプロテインキナーゼ遺伝子断片の同定

第1項 コマツナ mRNAの調製

1. 総 RNA の調製

コマ ツ ナの 給 RNA の調 製 は､ pharmacia社 の RNA ExtractionKitを用 い ､

Pharmacia社のプロ トコールに基づ き､以下の方法で行 った｡また試料 ホモジネー ト調

製に用いたテフロンーグラスホモジナイザーは OmegaElectric社製の SM-3を使用 した｡

1)第1節の条件で栽培 した播種後 3週間､暗期後 5時間の コマツナの本葉 10gを液

体窒素で凍 らせ つつ､乾熱滅菌 した乳鉢中で 18mlの5.5M Guanidinium thiocyanate

solutionを加 え､十分 に白色粉末状 にした｡

Guanidiumthiocyanatesolution(pH7.0):

5.5M Guanidiniumthiocyanate

25mM Sodiumcitrate

O.2M 2-Mercaptoethanol

O.5% Sodiumlaurylsarcosine

2)5000× g､15℃で 20分 間遠心分離後､透明な溶解液をホモジナイザーに通 し､

Cesiumtrifluoroacetate(CsTFA)solutionの上 に重層 した後､Beckman社の SW-28ロー

ターを用いて 25,000rpm､15℃で 24時間遠心分離 した｡

3)滅菌 した TEbuffer250plを加 え､ ピペ ッテ ィングを繰 り返 してチ ューブの底の

RNAペ レッ トを溶か した｡
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TEbuffer: 10mM Tris-HCl(pH8.0)

1mM EDTA (pH8.0)

4)RNA液をボルテックス混和 で完全に溶解 した後､65℃ で 10分間加熱 し､再びボ

ルテックス混和 した｡

5)1/10量の 3MSodiumacetate(pH5.5)を加 えた後､2.5倍量の Ethanolを加 え､

-80℃で保存 した (Ethanol沈殿) 0

この時点で 1.1mgの総 RNAが回収 された｡

2.mRNAの精製

コマ ツ ナの mRNA の精製 は､pharmacia社 の mRNA PurificationKitを用 い ､

pharmacia社のプロトコールに基づ き､以下 の方法で行ったo

1)01igo(dT)-celluloseを懸濁 させたスパ ンカラムに High-saltbuffer1mlを加 えゲル

を洗浄 し､更に1ml加 えて洗浄を繰 り返 した｡

High-saltbuffer: 10mM Tris-HCl(pH7.4)

1mM EDTA

O.5M NaC1

2)第3節第1項1.で調製 した絶 RNA を TEbufferlmlに溶解 し 65℃ で 5分間加熱 し

た後､試料 を氷上 に置 き､0.2mlの Samplebufferを加 え､静かに混合 した｡

Samplebuffer: 10mM Tris-HCl(pH7.4)

1mM EDTA

3M NaC1

3)試料 をカラム中の 01igo(dT)-celluloseに添加 した｡

4)0.25mlの High-saltbuffeI･をカラムに通 し､2分間かけて洗浄 し､再び 0.25nll加

えこのステップを繰 り返 した｡

5)同様 に､0.25mlの LowISaltbufferを加えてカラムを 3回洗浄 した｡

Low-saltbuffeI･:10mM Tris-HCl(pH7.4)

1mM EDTA

O.1M NaC1

6)結合 してい る mRNA を溶出す るため､あ らか じめ 65℃ に温めた Elutionbuffer

0.25mlでカラムを 2分間かけて洗浄 し､溶出液 を微量遠心チューブ に集め､これを 4

回繰 り返 した｡

Elu tionbuffer : 10m M Tris-HCl(pH7.4)

1 mM EDTA
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7)再度カラムクロマ トグラフィーを行い精製度 を高めた｡

8)この mRNA溶液に1/10量 の 3M Sodiumacetate(pH5.5)､2.5倍量の Ethanolを加

え-80℃で保有 した｡なお､1.1mgの総 RNAか ら 100ugの mRNAが回収 されたO

第2項 pcRプライマーの設計

核酸配列データベース及びタンパク質データベースによる相同性検索 をもとに､既知

の セリン/トレオニンプロテインキナーゼ遺伝子 のアミノ酸配列のアライメン トm 成

し､セリン/トレオニンプロテインキナーゼ遺伝子の保存領域 を確認 した ｡

pcRプライマ ーの調製は宝酒造社 に依託 し購入 した｡尚､16Ⅰ､17Ⅰ､18Ⅰにはイノシ

ン (Ⅰ)を挿入 した｡

フォワー ドプライマー

ll':

15:

15Ⅰ:

16:

16Ⅰ:

17:

18:

18Ⅰ:

19:

31':
U l:

U2:

5'-(GA)GT(TCAG)(TC)T(TCAG)GG(TCAG)AA(AG)GG-3'

5'-(AG)(TC)(TCAG)(TC)T(TCAG)AA(AG)AA(AG)GA-3'

5'-(AG)(TC)I(TC)TIAA(AG)AA(AG)GA-3'

5'-(AG)A(TC)GA(TCAG)GA(TCAG)(AG)T(TCAG)GA-3'

5'一(AG)A(TC)GAIGAI(AG)TIGA-3'

5'-T(TA)(TC)TT(TC)G(TC)(TCAG)ATGGA(TCAG)T-3'

5'-GG(TCAG)GG(TCAG)GA(TC)(TC)T(TCAG)ATG-3'

5'一GGIGGIGA(TC)(TC)TIATG-3'

5'-TT(TC)TA(TC)GC(TCAG)GC(TCAG)GA(AG)(AG)T-3'

5'-T(TG)(TCG)TG(TC)(TG)(CAG)(TC)CA(TC)TG(TC)GG-3'

5'-GG(TCAG)AA(AG)GG(TCAG)AA(TC)TT(TC)GG(TCAG)AA-3'

5'- AT(TCA)AA(AG)GT(TCAG)(TC)T(TCAG)AA(AG)AA(AG)GA-3'

リバースプライマー

21':
23':

26:

27:

28:

Dl:

D2:

5'-A(TAG)(TCAG)G(TCA)CCACCA(AG)TC(TCAG)AC-3'

5'-A(TC)(AG)TT(AG)TC(TCAG)A(AG)(TC)TT(TCAG)A-3'

5'-GG(TCAG)GT(TCAG)CC(AG)CA(AG)AA(TCAG)GT-3●

5'-AT(TC)TC(TCAG)GG(TCAG)GC(TCAG)AT(AG)(TA)A-3'

5'一 TC(TCAG)TC(TC)TC(AG)T(TC)(TCAG)TC(TCAG)(CG)C-3'

5'-GCCAT(AG)AA(TC)TC(TCAG)GG(TCAG)GT(TCAG)CC(AG)CA-3'

5'-AC(TCAG)CC(AG)AA(TCAG)GCCCACCA(AG)TC(TCAG)AC-3'

第3項 RT-PCR

l. 1stStrandcDNAの合成

1stStrandcDNAの合成は､ perkinElmer社の GeneAmpRNAPCRKitを使用 した｡

i)Ethanal沈殿で得 られた mRNAの沈殿 を 0.5ug/ulになるように H20に溶解 した｡

2)以下の反応液 を準備 した｡
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5mM MgC12

10mM Tris-HCl(pH8.3)

50mM KCl

10mM dATP

10mM dCTP

10mM dGTP

10mM dTTP

20unitsRNaseinhibitor

50unitsReverseTransc1-iptase

2.5叶M リバースプライマ-

1トIM Oligod(T)16

0.5トIM RandomHexamers

lトIg nlRNA

反応系は 20plとした｡

3)以下の温度条件で合成 した｡

Step1 42℃ 120分

Step2 99℃ 5分

Step3 4℃ 5分 以上

4)合成終了後 cDNA を含む反応液は次の PCRにそのまま利用 した｡

2. PCRの条件

1)以下に標準的な反応液の組成を示す｡

8mM

40mM

l.7mM

0.0008%

100LIM

IOOトIM

Tris･HCl(pH8.3)

KCI

MgC12

Gelatin

dATP

dCTP

100トIM dGTP

100トIM dTTP

2pM フォワー ドプライマー

2pM リバースプライマー

上記の反応液に鋳型 として第3節第3項1.で合成 したコマツナ cDNA を含む反応液 20

plを加え､全体で 99.5LLlとし､ミネラルオイルを 100LLl重層 した｡
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2)以下に温度条件 を示すO尚､反応は､TaKaRaTaqDNA ポリメラーゼを steplの

94oC直前の 85℃ で 2.5units(0.5pl)添加するホットスター ト法を用いて開始 した｡

Step1 94℃ 5分

Step2 94℃ (Denature)

Step3 46℃ (Annealing)

Step4 72℃ (Extension)

Step5 94℃ (Denature)

Step6 53℃ (Annealing)

Step7 72℃ (Extension)

Step8 72℃

Step9 4℃

1分 30秒

1分 30秒

2分

1分 30秒

1分 30秒

2分

10分

5分 以上

step2からstep4を 5サイクル､Step5からstep7を 30サイクルおこなった｡

第4項 アガロースゲル電気泳動

制限酵素断片および pcR産物の解析､回収のためにアガロースゲル電気泳動を行っ

た｡ 泳動に用いたアガロース濃度は､分離する DNA 断片の大 きさに応 じて調節 した

(i- 20%)o

1)必要量のアガロースを 1× TAEに加え､電子レンジで加熱 し溶解させゲル作製器

に流し込み固化させた｡

1× TAE: 40mM Tris-acetate(pH7.8)

1mM EDTA (PHS.0)

2)分離する DNA試料にあらかじめ 1/5倍量の 6×Dye溶液を加えてから､泳動を行っ

た｢,

6× Dye溶液 : 0.25% BI･OmOphenolblue

O.25% Ⅹylencyano1

40% Sucrose

3)泳動終了後､ゲ)i/を 2pg/mlの EthidiumBromide溶液に 20分間浸 し､紫外光下で

DNAの泳動パターンを確認したO
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第5項 アガロースゲルからの DNA断片の回収

紫外光下で必要な部分を切 り出した後､宝酒造社のSUPRECT"-01を用いたフィルター

櫨過法によりDNA断片を回収 した｡回収操作は添付の説明書に基づいて行った｡

1) 目的の DNA 断片を含むゲルを切 り出しSUPRECTM-01に入れ､-80℃ で 30分間

凍結させた後､解凍 し遠心分離 した｡

2)TEbufferを 200両 加え遠心分離 し､フィルターを取 り外 した後､Butanol濃縮し

た｡

3)Ethanal沈殿を行った後､TEbuffer20plに溶解 した.

第6項 pcR増幅 DNA断片の平滑末端化

回収 された PCR増幅 DNA 断片の突出末端の平滑化及びリン酸化にはそれぞれ宝酒

造より購入した T4DNA Polymerase､ T4polynucleotidekinaseを用いた｡以下にその

操作方法を示す｡

1)マイクロ遠心チューブに突出末端インサー トDNA (0.1pmol以上)と 1LLlの T4

DNApolymerasebuffer及び0.1%BSAを混合 しH20で 9LLlにメスアップした｡

2) DNA の末端のアニーリングを防ぐため､70℃で 5分間保温 した後､37℃の恒温槽

に移 した｡

3) T4DNAPolymeraseを Ipl加え､ピペッティングにより穏やかに混和 し､37℃ で

5分間保温 した｡

4)TEbufferlOOpl加えた後､ボルテックスで激しく撹拝 し､氷水中に置いた.

5)TEbufferで飽和 させた phenolと chloroform の 1:1混合液で抽 出を行 った

(phenol/Chlo1-Oform抽出)後､chloroform抽出､Ethanol沈殿を行 った後､TEbuffer

20plに洛解 した｡

6)T4Polynucleotidekinase(10units/pl)を 2pl､100mM ATP を 1ul､T4

Polynucleotidekinasebufferを 10Ltl加え､H20で 100plにし 37℃ で 2時間保温した｡

T4Polynucleotidekinasebuffer:500mM Tris-HCl(pH7.6)

100mM MgC12

50mM DTT

lmM EDTA

7)phenol/Chloroform 抽出を 2回､Ethanal沈殿 を行 った後､TEbuffer20plに溶解

しベクターとの連結 (ライゲ-ション)反応に用いた｡

第7項 プラスミドベクターの調製

i)プラスミドベクター (pUC18)10pgに Smallul､10× TbufferlOL11､0.1%

BSA 10LLlを加え､H20で 100plにし､30℃ で 3時間反応後､Ethanal沈殿を行い､

TEbufferlOOplに溶解 した｡
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10× Tbuffer: 330mM Tris-acetate(pH7.9)

100mM Magnesiumacetate

5mM DTT

~660mM Potassiumacetate

2)ライゲ-ションにおけるベクターの再結合 (セルフライゲ-ション)を抑えるため､

子牛腸由来のアルカリフォスフアタ-ゼ (CIAP)i.5ul､10× CIAPbuffer30plを

加えた後､H20で 300叶1にし､37oCで 30分間､次いで 56℃ で 15分間反応させ､

脱リン酸化 した｡

10×CIAPbuffer: 500mMTris-HCl(pH9.0)

10mM MgC12

3)phenol/Chlorofo1-m抽出を 2回､Ethanal沈殿を行った後､TEbuffer100LAlに溶解

し､脱リン酸化ベクターとして以下の操作に用いた｡

第8項 ライゲ-ション

ライゲ-ション反応には､宝酒造社の DNALigationKitVer.2を用いた｡第3節第6

項で調製した pcR増幅 DNA 断片 3plと第3節第7項で調製 した脱 リン酸化ベクター

i.5tll､及び solutionI4.5ulを混合し､16℃ で一晩保温 した｡

第9項 コンビテントセルの調製

1)大腸菌 (JM109)を 5nllの LB培地に植菌 し､ 37℃ で一晩振盗培養 した｡

2)培養液 3mlを 300mlの LB培地に移 し､0.D.650が 0.6になるまで37℃ で振塗

培養 した｡

3)培養液を 30分間氷水中に置いた後､4℃で遠心集菌した｡

4)沈殿を 25mlの氷冷した 50mM CaC12溶液に懸濁し､60分間氷水中に静置した｡

5)4℃ で遠心集菌後､沈殿を 5mlの氷冷した 50mM CaC12/20% Glycerolに懸濁し

た.二.

6)160ulずつ分注 し､直ちに -80℃ 冷凍庫で保存 した｡

第10項 トランスフォーメーション

1)第3節第8項で調製 したライゲ-ション溶液 20両 に第3節第9項で調製 したコンビテ

ントセル (凍結保存 した場合 は氷上で融解させた もの )160両 ､10×TCM buffer

20plを混和 し､水中に 20分間静置する｡

10×TCM buffer: 100mMTris-HCl(pH7.5)

100mM CaC12

100mMMgC12
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2)42℃で 90秒間熱ショックをかけた後氷上で10分間静置 した｡

3)LBプレー ト培 地 (Amp+､IPTG+､Ⅹ-gal十)上 に培養液 を広げ 37℃で一晩培養後､

ホワイ トコロニーを選択 した｡

第11項 プラスミドDNAの小規模迅速調製

1)大腸菌単一コロニーを 3mlの LB培地 (Amp十)に植菌 し､37℃で一晩振塗培養 し

た｡

2)培養液を 12,000rpm､4℃､2分間遠心分離 し､集菌 した｡

3)沈殿を100ulの SolutionIに懸濁 した｡

solutionI: 25mM Tris-HCl(pH8.0)

10mM EDTA (pH8.0)

50mM Glucose

4)200plの SolutionIIを加え穏やかに撹拝 し 5分間氷上に静置 した｡

SolutionII: 0.2N NaOH

1% SDS

5)150ulの SolutionIIIを加えて撹拝 し 5分間氷上に静置 した｡

SolutionIIⅠ: 5MPotassiumacetate

Aceticacid

H20 tolOOml

60m1

ll.5ml

6)15,0001-pm､4℃､10分間遠心分離 した｡

7)上清をphenol/Chloroform抽出し､水層を回収 した｡

8)2倍量の水冷 Ethanalを加えて､Ethanal沈殿を行った｡

9)沈殿を 20ug/mlの RNaseを含む H｡0100汁lに溶解 した.

10)RNase処理 した DNA溶液 100ulに 20%PEG/2.5MNaCl120plを加え､氷上

に 1時間放置 した｡

ll)15,000Ⅰ･pm､4℃で 15分間遠心分離 し､沈殿を 70%Ethanalで 2回洗浄 した｡

12)沈殿を最後に H2030ulに溶解 した.

第12項 インサー トDNAの確認

ベクターに組み込まれた pCR 断片が実際に目的の大 きさとして挿入 されているか

smaI部位の両側の部位を認識する制限酵素で二重切断し確認 した｡

1)調製 されたプラス ミドDNA溶液 2plに､EcoRI及びpstIをそれぞれ 1plずつ

加え､10× Hbufferを 2ドl加えた後､H20で 20ulにした｡
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10× Hbuffer: 500mM Tris-HCl(pH7.5)

100mM MgCl2

'10mM DTT

IOOOmM NaCl

2)37℃ で 3時間反応後､アガロースゲル電気泳動に供 した｡

第13項 塩基配列の決定

塩基配列の決定は ABI社の DNASequencer373A を利用 して Dyeterminater法によ

り決定 した｡ 決定は DNASequencer373Aの説明書に基づいて行った｡

1)鋳型の DNAO.9pgとプライマー 3.2pmolを混合 し､H20 により10ulにしたO プ

ライマーにはM13のユニバーサルプライマーである宝酒造社の M4プライマーまたは､

RV プライマーを利用 した｡

2)DNA混合液に ABI社の DNASequenceReactionstocksolution(Dyeterminater)10pl

を加えた｡

Reactionstocksolution : DyeDeoxyT"ATerminator

DyeDeoxyTMTTerminator

DyeDeoxyTMGTerminator

DyeDeoxyTMcTerminator

5× TemlinatorAmmoniumCycleSequencingBuffer

dNTPmix

Amph'Taq(8U/ul)

5× TerminatorAmmoniumCycleSequencingBuffer:

400mM

10mM

100mM

3)以下の条件で PCR を行った｡

Step196℃

Step250℃

Step360℃

これを 25サイクル行ったO

Tris-HCl(pH9.0)

MgC12

(NH｡)2SO｡

1ト山

1ト11

1両

1ト11

4ト山

iu1

0.5トtl

4)pcR反応液に H2080両 を加え､Ethanal沈殿を行った｡

5)得 られた沈殿を 4ulまたは 6plのFormamide/EDTA (5:i)溶液に懸濁 し､90

℃ で 2分間加熟 した後､氷上にて急冷した｡
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6)これを LongRangerGel電気泳動にかけて塩基配列を決定 した｡尚､Runningbuffer

には 1× TBE を用いた｡

LongRangerGel: LongRanger

Urea

lOX TBE

10%APS

TEMED

H20

10× TBE : TrisBase

BoricAcid

EDTA

H20

8.4m1

40g

8m1

300ト11

30Lll

to80ml

108g

27.5g

7.4g

toll

第4節 プラークハイブリダイゼーション法を用いたシロイヌナズナ cDNA ライブラリー

からのスクリーニング

第1項 プローブの作製

第3節で得 られたプロテインキナーゼ相同遺伝子断片 (pK-3) を pUc18に挿入 した

ものをEcoRIとpsHで二重切断 し､増幅断片を切 り出した後､lcl132p]dCTPで標識 した

ものをプローブ として利用 した｡ DNA 断片の標識は､宝酒造社の DNALabelingKit

Vel･.2を用いて行った (ランダムプライミング法)｡ 以下にその方法を示す｡

1)鋳型 DNA 25ngに Randam Primer2plを加 え､H20で 5plにメスアップ し､95

℃ で 3分間加熱後､氷中で急冷 し 5分間放置 した｡

2)10×Buffer､dNTPMixtureを各 2.5pl､La-32p]dCTPを 5pl加えて､H20で 24

卜1にした｡

3)KlenowFragmentlulを加え､37℃ で 10分間保温した後､65℃で 5分間保温した｡

4)反応液を pharmacia社の NICKTMヵラムにアプライし､プローブの精製を行った｡

第2項 プラークハイブリダイゼーション

スクリーニ ングに使用 したシロイヌナズナ cDNA ライブラリーは Stratagene社 より

購入した｡以下にその方法を示す｡

1)5× 104pfuのファージと宿主大腸菌 (ⅩLL BlueMRF'､0.D.600-0.5)を混合 し､

37℃ で 30分間保温 した｡

2)1) に 50℃ の LBsoftagar(0.7% agar) を 4ml加えて直ちに 90mm プ レー ト

(LBプレー ト)上-まき､全体に広げた｡

3)アガロースが固まってか ら､37℃ で一晩培養 した｡

4)softagarがはがれるの を防ぐため､プレー トを 4oC に 1時間以上放置 して冷やし

た後､プレー トの上にニ トロセルロース膜を静かにのせた｡
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5)5分間放置 し､針で膜から agarを突き刺 して印をつけ､プレー トには穴の位置にイ

ンクで印をつけた｡ ニ トロセルロース膜を静かにはが し､ファージのついた面を上にし

て 5分程度乾燥 させた｡同様にして 1枚のプレー トから 2枚の膜を作製 した｡

6)ファージのついたニ トロセルロース膜 を変性溶液に 5分間つけた.このア)i,那 )処

理によりファージ DNAが変性 して膜に結合するようになる｡

変性溶液 :0.2MNaOH

1.5MNaCl

7)中和液に 5分間つけた後､ニ トロセルロース膜 を乾燥 させ､80℃で2時間加熱 し､

DNAを膜に固定 した｡

中和液 : 0.4MTris-HCl(pH7.6)

1.5MNaCl

8)DNAを転写 したニ トロセルロース膜を以下 に示すプレハイブリダイゼーシ ョン溶液

中で､42℃ で 2時間保温 した (プレハイブリダイゼーション)O

プレハイブリダイゼーション溶液 :

50% Formamide

lOOトtg/ml SalmonSpermDNA

O.1% SDS

5×SSPE(pH7.4)

5×Denhal-dt'S液

ただ L SalmonSpermDNA は 10mg/mlの保存溶液か ら必要量 を取 り､2倍量の

salnlOnSpermDNAを含まないプレハイブリダイゼーション溶液で希釈 した後､loo℃
で 5分間加熱 し､氷上で急冷 してか ら加えた｡

20× SSPE(pH7.4):

3M NaCl

173mM NaH2PO｡ ･2H20

25mM EDTA

50×Denhardt'S液 :

1%Bovineserumalbumin

10/oPolyvinylpyl･rOlidone

1%Ficoll
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9)第4節第1項で調製 したプローブを 95℃ で 3分間加熱し､氷上で急冷して変性させ

た｡

10)ニ トロセルロース膜と共に保温 してあったプレハイブリダイゼーション溶液を捨て､

ハイブリダイゼーション溶液に入れ替え､変性プローブを加えた後､12時間以上 42

℃で保温した (ハイブリダイゼーション)｡

ll)ハイブリダイゼーション溶液を捨て､ニ トロセルロース膜を最初 2×SSC(0.1%

SDS)中で 室温､30分間振塗 し､続いて 1×SSC(0.05%SDS)中で 55℃､30分間､

0.5×SSC(0.025%SDS)中で 60℃､30分間振塗し､最後に 0.25×SSC(0.01%

SDS)中で65℃､30分間振塗 し洗浄した｡

20×SSC(pH7.0):

333mMNaC1

333mMSodiumcit1-ate

12)ニ トロセルロース膜を洩紙の上で風乾後､オー トラジオグラフィー用カセットに入

れ暗室で X線フィルムと重ね､-80℃ で 3日間オー トラジオグラフィーを行いシグナ

ルを検出した｡

13)シグナルが得 られれば､プレー トの対応部分をパスツールピペットを用いて培地ご

と回収し､SMBufferlmlに懸濁しクロロホルム一滴 を加え､4oCで 2時間以上転倒混

和した｡

14)再度感染させプレー トにまき､DNA をニ トロセルロース膜 にプロットさせハイブ

リダイゼーションを行い､最終的に単一プラークを回収 した｡

第3項 pBluescriptファージミドの切 り出しと形質転換

宿主大腸菌 (XLト BlueMRF,)にファージ溶液と ExAssistTMHelperihageを感染さ

せることによって､Uni-ZAPXRVectorからインサー トDNA を含む pBluescriptファー

ジミドを切 り出し､SOLRStrain-形質転換する｡

1)微量遠心チューブに 200ulの XLL BlueMRF'(0.D.60.-i.0)､250plの ファー

ジ溶液 (> iX 105phageparticles)､1ulの ExAssistT" HelperPhage(> iX 106

pfu/pl)を加え混和 し､37℃ で 15分間保温した.

2)3mlの LB培地を加え､37℃ で 3時間振返培養 した後､70℃ 20分間熱処理 し､

1,000×gで 15分間遠心 した｡上清を別の滅菌チューブに移 した｡

3)2本の微量遠心チューブに SOLR (0.D.600- 1.0)を 200Lllずつ分注 し､2)で得 ら

れたファージ上清を 1本のチューブには 100pl､もう1本のチューブには 10pl加え

た.｡

4)37oCで 15分間保温 し､それぞれのチューブから 200ulを LB(Amp+)プレー トに

まき､37℃ で一晩培養してコロニーを形成させた｡
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第4項 塩基配列の決定

種 々のインサー トcDNA はpBluescriptファージミ ドの EcoRI/XhoI部位 に挿入 され

ているので､第4項 3.で得 られたシングルコロニーをLB(Amp+)培地 に植菌 し 第3節第

11項 と同様の方法や調製 した pBluescriptファージミドを､ EcoRI/XIwIで消化 した後

インサー トcDNAの長さを確認 し､第3項 13.と同様に塩基配列の決定を行い､MAPKK

相同遺伝子 (AtMEKl)全長を得た｡

第5節 発現ベクターの構築

第1項 wildtypeGST･AtMEKl発現ベクター

第4節第4項で得 られた AtMEKl遺伝子全長を鋳型 として以下に示すプライマーを用

いて PCR を行 い ､終 止 コ ドン を含 む ORF 領域 を pharmacia社 よ り購 入 した

glutathioneS-transferase(GST)融合発現用ベクター (pGEX4T3)に導入 した｡以下そ

の方法を示す｡

プライマー :

MGSTUP:5'-GAAAGTCGACATGAACAGAGGAAGCTTATG-3'

MGSTDOWN:5'-GTTTGCGGCCGCCTAGTTAGCAAGTGGGGGAA-3'

プライマーにはそれぞれ SalI及び NotI認識配列を導入 し PCR後制限酵素処理を行

い電気泳動をし､ゲルか ら切 り出した後､同様の制限酵素処理 を行い第3節第7項 と同様

に脱リン酸化処理を行った pGEX4T3とライゲ-シ ョンし､大腸菌 JM109株に トラン

スフォーメーションした｡得 られたコロニーか らプラスミドを調製 し､シークエンスに

よりAtMEKl遺伝子の導入を確認 した｡

第2項 Site-directedmutagenesisによる mutanttypeGST-AtMEKl発現ベクターの構

築

第 1項 で得 られ た発 現 ベ ク ターを鋳 型 に Stratagene社 よ り購 入 した ExsiteTM

PCR-BasedSite-DirectedMutagenesiskitを用い､キットに添付 されたプロ トコールに基

づいて行った｡以下にその方法を示す｡

プライマー :

antトsenseprlmeI･
I

AtMEKl (225-232) 5'-TTCGTGGGCACATACCCTTATATG-3'

SensePrlmerS

T218E

T218E/S224E

S220E

S220E/S224E

S224E

T218A/S224E

S220A/S224E

5'-AGAATTAGCAAGACTACTTTCGCTTGTCAA-3'

5'･CTCATTAGCAAGACTACTTTCGCTTGTCAA -3'

5'-AGAATTAGCAAGCTCACTTGTGCTTGTCAA-3'

5'-CTCATTAGCAAGCTCACTTGTGCTTGTCAA-3'

5'-CTCATTAGCAAGACTACTTGTGCTTGTCAA-3'

5'-CTCATTAGCAAGACTACTTGCGCTTGTCAA -3'

5'- CTCATTAGCAAGAGCACTTGTGCTTGTCAA-3'
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1)以下の反応液を調製する｡

反応液

templateDNA

IOXReactionBuffer

25mM dNTP'smixture

0.5pmo1

2.5ト11

1ul

10pmol/planti-senseprimer 1.5pl

10pmol/pleachsenseprimer 1.5ul

H20で24LlHこする.

2)反応液に1LLlの ExsiteTMDNApolymeraseblendを加 え､ミネラルオイルを重層 し､

以下に示す条件で反応させた｡

94℃ 4min

48℃ 2min

72℃ 6min

94℃ 1min

50℃ 2min

72℃ 6min

Step7 72℃ 5min

Step8 4℃

Step4-6を10サイクル行った｡

3)反応液にIulの DpnI及び0.5ulの cloned-PfuDNApolymeraseを加え､37℃で 2時

間､72℃で 30分 反応させ､鋳型DNAの消化及び pcR断片の平滑末端化を行った｡

4)反応液をEthanal沈殿 し､5plの H20に溶解 し等量の LigationSolutionIを加え､

16℃で1時間以上反応させた後､大腸菌 JM109株に トランスフォーメーションした｡

得られたコロニーからプラスミドを調製し､シークエンスにより変異の導入を確認した｡

第3項 シロイヌナズナ MAPK､ATMPK3及び ATMPK4のクローニング及び発現ベ

クターの構築

発現 させたAtMEKlタンパク質の活性測定用の基質としてシロイヌナズナのMAPK

である ATMPK3及び ATMPK4 (Mizoguchieta1.,1993)をクローニングLGST融合

タンパク質として発現させるため第4節第1項と同様に発現ベクターに導入 した｡またそ

れぞれの ATP結合領域のリジン残基 をアルギニン残基に置換 した不活性型変異体を第

2項と同様の方法で構築 した｡以下にクローニング及び変異体作製のために使用 したプ

ライマーを示す｡

ATMPK3クローニング用プライマー

ATMPK3UP: 5'-GAAAGAATTCATGAACACCGGCGGTGGC-3'
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ATMPK3DOWN: 5'一GTTTCTCGAGCTAACCGTATGTTGGATT-3'

ATMPK3kinasenegativemutant作製用プライマー
●

anti-senseprlmer

ATMPK3(69-7.6) 5'-ATAGCTAATGCTTTTGATAATCAT-3'
●

Senseprlmer

ATMPK3(K67R) 5'-CTTCCTCATCGCTACTAGCTCGTTCGTCTC-3'

ATMPK4クローニング用プライマー

ATMPK4UP: 5'-GAAACAATTCATGTCGGCGGAGAGTTGT-3'

ATMPK4DOWN: 5'-GTTTCTCGAGTCACACTGATCTTGAGG-3'

ATMPK4kinasenegativemutant作製用プライマー
■

antトsenseprlmer

ATMPK4(74-81) 5'-ATTGGTAATGCTTTTGACAATAAT-3'
∴

SensePrlmer

ATMPK4(K72R) 5'-CTTCCTGATAGCTACCTCCTCTCCAGTCTC-3'

ATMPK3及び ATMPK4のクローニングはシロイヌナズナ cDNAライブラリーを鋳

型に PCRを行いそれぞれの増幅断片を制限酵素処理を行い､Pharmacia社 より購入し

た発現用ベクター (pGEX4Tl)に導入 しシークエンスにより確認 した｡

第6節 大腸菌での発現及び精製

第1項 大腸菌での発現

1)発現ベクターを含む大腸菌を3mlのLB培地 (Amp+)で一晩培養 した (前培養)｡

2)300mlのLB培地 (Amp+)に前培養液を3mlずつ加え37℃で約 2時間振盤培養 し､

0･D6｡｡=0.3になったところで水中に5分間置き培地を完全に冷やした｡

3)最終濃度 0.1mMになるように IPTGを加え､22℃で約 20時間培養 した｡

4)Beckman社製のJLA-10.500rotorを用い､6,000rpm､4℃で 10分間遠心分離 し集

菌した｡

5)上清を除き､菌体を氷冷したphosphate-bufferedsaline(PBS)で懸濁し､50mlのコ一

二ングチューブにまとめ､3,500rpm､4℃で 10分間遠心分離した｡

PBS:

NaC1 8g

KCI 0.2g

Na2HPO4･12H20 2.9g

KH2HPO｡ 0.2g

H20 to1I

6)上清を除き､菌体を-80℃で一晩置いた｡
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第2項 GST融合 タンパク質の精製

発現タンパク質は Glutathioneとのアフィニティーを利用 して精製 した｡以下 にその

方法を示す｡

1)菌体に氷冷 したpBSを 5ml加え､さらに 10mg/mlのphenylmethanesulfonylfluoride

(PMSF)を最終濃度 1mM になるように加えた｡

2)氷水中でチ ューブを日や しなが ら､超音波処理 を30秒 間､4回繰 り返 し行 い､細

胞表層膜を破砕 した｡

3)20%TritonX-100を最終濃度 0.5% になるように加え､微量遠心チューブに分注

し､15,000rpm､4℃ で 10分間遠心分離 した｡

4)上清 を15mlのコーチングチューブにまとめた｡

5)上清にあらか じめpBSで平衡化 した50plのGlutathioneSepharose4B (500/.スラリー)

を加え､4℃ で 1時間以上ロータリーシェーカーを用いて撹拝 した｡

6)1,500rpm､4℃ で数秒間遠心分離 し上清 を除いた｡

7)回収 したレジンを0.5%TritonX-100を含むpBS(T-PBS)で懸濁 し､微量遠心チュー

ブに移 した｡

8)5,000Ⅰ･pm､4℃で 10秒間遠心分離 し上清 を除いた｡

9)レジンをT-PBSで 3回洗浄 し､さらに PBSで 2回洗浄 した｡

10)0.5mlのelutionbufferで溶出した｡

elutionbuffer:

50mMTris-HCl(pH9.5)

16mMglutathione(reducedform)

第7節 タンパク質の濃度の決定

タンパク質の濃度はBradfordの方法に基づくBio-Rad社の ProteinAssayを用いて行っ

た｡以下にその方法を示す｡

H20で4倍に希釈 した DyeReagentConcentrateを試料 20LLHこ対 して1.0ml加えてよ

く混合 し､室温で 5分以上反応 させ､595nmの吸光度を測定 した｡BSA を基準 とした

検量線により､濃度を決定 した｡

第8節 sDSポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)

SDS-PAGE は､80×1×90mmの ゲル を用 い てLaemmliの方法 に従 って行 った

(Laemmli,1970)｡ 以下 に､ 3枚分の10%のゲル､ 3×SDSsamplebuffer､running

buffet-､Coomassiebrilliantblue(CBB)stainingsolution､CBBdestainingsolutionの組

成を示す｡

Separatinggel(10%) :

30%acrylamide-0.8%bisacrylamide 6ml
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1.5MTris-HC l (p H 8.8 )

10%SDS l

lO%APS 1

TEMED

H｡0

4.5m1

80い.1

40lLl

lOト山

7.32ml

Stackinggel.I

30%acI･ylamide-0.8%bisacrylamide 1.2ml

0.5MTris-HCl(pH6.8)

10%SDS

10%APS

TEMED

H20

3×SDS samplebuffer:

188mM TI･is-HCl(pH6.8)

6% SDS

30% glycerol

O.01% BPB

15% 2-ME

running buffer:

25mM Tris-base

190mM glycine

O.1% SDS

CBBstainlngSOlution:
■

0.1% CBB

50% methanol

lO% aceticacid

CBBdestainingsolution:

15% methanol

lO% aceticacid

2.0m1

80l↓1

48Lil

13〃1

4.8ml

試料に2分の 1量の 3×SDSsamplebufferを加 え､3分間煮沸 してタンパ ク質を変性

させ､ゲル一枚につき30mAの定電流で泳動 した｡染色操作は CBBstainingsolutionに

ゲルを浸 して室温で10分間震畳することにより､脱色操作は CBBdestainingsolution

を用いて室温で2時間震盈することにより行った｡また､脱色後は､ア ト-株式会社の
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ゲル ドライヤー (RAPIDRY-MINI)により乾燥 させた｡

第9節 大腸菌 で発現 させた wildtypeGST-AtMEKl及 び mutanttypeGST-AtMEKlの

活性測定

第1項 自己リン酸化

WildtypeGST-AtMEKl及 び mutantGST-AtMEKl100ngをそれぞれ以下 に示す反

応液中で30℃ 20分間インキュベ- 上し､反応液の1/2量の SDSサンプル bufferを添加

することにより反応 を停止 し､SDS-PAGEを行 い､CBB染色後､富士写真 フイルム株

式会社製のバ イオイメージングアナライザー BAS2000を使用 してオー トラジオグラ

フを作成 した｡

kinasereactionbuffer:

50mM Tris-HClpH7.5

20nlM MgClり⊥■

2mM MnC12

50LIM ATP

37kBq 【7-32p】ATP

また同様の反応 を 【7 -32pIATPなしで行い､UpstateBiotechnology社 より購入 した抗 リ

ン酸化 チロシン特異抗体 (4G10)でイムノブロットを行い､チ ロシンリン酸化酵素活

性を測定 した｡

第2項 シロイヌナズナ MAPKに対す るリン酸化及びリン酸化 された MAPKの活性

測定

WildtypeGST-AtMEKl及び mutantGST-AtMEKl(50ng)とMAPK不活性型変異体

である GST-ATMPK3KN及 び GST-ATMPK4KN (1LLg)をそれぞれ第1と同様に kinase

reactionbuffer中で30℃ 20分間インキュベ- トし､活性 を測定 した｡またAtMEKlに

よ りリ ン酸 化 された ATMPK3及 び ATMPK4の活性 を測 定す るた め､wildtype

GST-ATMPK3または GST-ATMPK4(1LAg)と MBP(5LLg)を同様に kinasereaction

buffer中で 30℃ 20分間インキュべ- トLMBPに対する MAPK活性 を測定 した｡

また同様の反応 を 【7-32pIATPなしで行い､抗 リン酸化チロシン特異抗体 (4G10)ある

いは cellSignaling社 より購入 した抗活性型 MAPK特異抗体でイムノブロッ トを行い､

MAPKリン酸化状態を解析 した｡

第10節 イムノブロット

1) Millipol･e社 より購入 した PVDFmembrane(ⅠmmobilonPmembrane)をゲ)i/の大 き

さに切 り､100%Methanolに 20秒浸 した後､Blottingbuffer中で 5分間以上浸透 した｡
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Blottingbuffer:

100mM Tris

192mM Glyclne

20% Methanol

2)SDS-PAGE後､ゲルからmembrane-の転写を行った｡陰極側からBlottingbuffer

に浸した洩紙を3枚､ゲル､membrane､さらに Blottingbufferに浸 した洩紙を3枚の順

に重ね､電圧のリミットを 25V に設定 し､ゲル1枚あたり200mAの定電流で 1.5時

間通電した｡

3)転写後 membraneを 1%BSA を加えた T-TBSbuffel一中で室温で 1時間震渡し､ブ

ロッキングした｡

T-TBSbuffer:

150mM NaC1

20mM Tris-HCl(pH7.5)

0.05% Tween20

4)一次抗体を 1%BSAを加えた T-TBSbufferで以下のようにそれぞれの抗体に合わせ

て希釈 し､4℃ で一晩反応させた｡

･抗 リン酸化 チ ロ シ ン特 異抗体 (anti-phosphotyrosine-specificmousemonoclonal

antibody.4G10) :1pg/ml

･抗活性型 MAPK特異抗体 (antトPhospho-p44/42MAPkinase(Th1-202/TyI･204)-

Specificrabbitpolyclonalantibody,antトactiveMAPK) : 1/1000希釈

･anti-AtMEKICTrabbitpolyclonalantiserum :1/250希釈

5)T-TBSbufferで membraneを3回洗浄 した後､二次抗体 として T-TBSbufferで

1/2500希釈した promega社製の Alkalinephosphatase-conjugatedgoatanti-rabbit(or

anti-mouse)IgGを添加 し､室温で1時間以上反応させた｡

6)反応後､T-TBSbufferで 3回洗浄し､さらに 100mMTris-HCl(pH9.5) で1回洗

浄し発色液に浸 し発色 した ｡ 十分な発色が得 られた後､H20で洗浄して反応を停止させ

た｡

発色液 :

100mM

5mM

100mM

Tris-HCl(pH9.5)

MgC12

NaCl

0.15mg/ml Nitrobluetetrazolium

0.1mg/ml BCIP
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第11節 GST-ATMPK3及び GST-ATMPK4の自己リン酸化酵素活性測定

第1項 自己リン酸化

wildtypeまたは kinasenegativeGST-ATMPK3及び GST-ATMPK40.5LLgをそれぞれ

【7 -32p】ATPを除 く第■9項1.で示 した kinasereactionbuffer中で20分間 30℃ で反応させ

た｡反応を sDSサンプルバ ッファーを添加することにより停止 し､SDS-PAGE を行い､

抗リン酸化チロシン特異抗体及び抗活性型 MAPK特異抗体を一次抗体としてイムノブ

ロットを行い活性を測定 した｡

第2項 GST-ATMPK3の脱リン酸化

1)wildtypeGST-ATMPK3 (0.5ug)を Calfintestinealkalinephosphatase (20U)と

alkalinephosphatasereactionbuffer中で 37℃ で 30分間反応させ､脱リン醸化 した｡

2)反応後､50mM Tris-HCl(pH7.5)で 1/200に希釈 した anti-GST-Specificrabbit

polyclonalantibodyを加え､4℃ で 30分転倒混和 した｡

3)pBSで洗浄後1/2に希釈 した proteinA-Sepharose (20pl)を加え､さらに 4℃ で

30分転倒混和 した｡

4)レジンを遠心分離により回収 し､氷冷 した 50mM Tris-HCl(pH7.5)で 3回洗浄

後､第11節第1項と同様に自己リン酸化反応させた｡

第12節 シロイヌナズナの生育及びス トレス処理

シロイヌナズナ (Arabl'dopsL'sthll'ana)は Columbiaecotypeを使用 し､その栽培には

Gibco社より購入 した Gamborg'sB-5培地を使用した｡ またその生育方法は以下に示す

通り行った｡

シロイヌナズナの無菌種子を0.8% の aga1-を加えた Gamborg'sB-5培地に播種 し､4

℃で2晩低温処理 した後､22℃､16時開明期 -8時間暗期で培養 して発芽させた｡発芽

後それぞれ3日後､7日後をサンプルとして用いた｡シロイヌナズナ各組織のサンプル

は､発芽2週間後の植物体をパーライ トとバーミキューライ ト (1:1の割合で混合)

を入れたポットに植えかえ､さらにその後 2週間生育させたものを用いた｡

ストレス処理は発芽後7日日の芽生えを､プレー トから引き抜いた際のス トレスの影響

をなくすため､処理前に1日水に浸けたものを使用 した｡以下に示す ようにそれぞれの

ス トレス処理を行った｡

傷害ス トレス : 芽生えを水に浸 した状態でピンセットで軽 く2回つまみ､そのまま

植物培養器中に置いた｡

低温ス トレス : 芽生えを 4℃ の水に移 しかえることにより処理を始め､そのまま4

でインキュベ- 上した｡

乾燥ス トレス : 芽生えをペーパータオルの上に移 し､そのまま植物培養器中に置い

た｡

塩ス トレス : 芽生えを 300mM NaCl溶液に移 し､そのまま植物培養器中に置い

た｡

コントロールとしてそのまま水に浸したものを同様に､そのまま植物培養器中に置いた｡
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各処理時間ごとにサンプルを液体窒素に浸 し､-80℃で保存 した｡

第13節 シロイヌナズナか らのタンパク質抽出

1)保有 しておいたシロイヌナズナサンプル (0.5g)を液体窒素中で粉砕 した｡

2)以下に示す抽出バ ッファーを 3ml加え､さらに粉砕 した｡

抽出バ ッファー

100mM

lmM

1%

150mM

lmM

1L帽/ml

lOmM

●
●

Tris-HCl(pH8.0)

EDTA

TritonX-loo

NaCI

PMSF

leupeptin

2-mercaptoethanol

3)す りつぶ したサンプルを1.5ml容チューブに分けて移 し､15,000rpm4℃ 15分遠

心分離 し､上清 を回収 した｡

4)回収した上清 をタンパク抽出液 とし､第7項 と同様にタンパク質濃度の定量 を行った｡

第14節 AtMEKl特異抗体の作製

AtMEKlのカルボキシル末端側の配列をもとに､合成ペプチ ドを作製 し特異抗体の作

製を行った｡抗体は神戸大学理学部生物学科 深見 泰夫 先生 ならびに神戸大学遺伝

子実験セ ンター 佐藤 賢一 先生に作製 していただいた (Fukamieta1.,1993) O 以

下抗原に用いた合成ペプチ ドのアミノ酸配列を示す｡

Cys-Ser-Ala-Tyr-Phe-Thr-Asp-Gly-Ser-Leu-Ile-ProIPro･Leu-Ala-Asn

以下この抗体をanti-AtMEKICT とする｡

第15節 AtMEKl抗体の特異性の検討

シロ イヌナズ ナ芽 生 え より抽 出 した粗 タンパ ク質 (1mg) を 1/500希釈 した

anti-AtMEKICTまたは免疫前血清 と 4℃ で 1時間インキュベ- 上し､PBSで洗浄後

i/2希釈 した proteinA-Sepharose (20ul)を加え､さ らに 4℃ で 30分インキュベ-

上した｡遠心 により回収 した レジンを氷冷 したタンパ ク抽出バ ッファーで 3回洗浄 し

た後､SDS-PAGEを行い､anti-AtMEKICT または過剰量の GST-AtMEKlと反応させた

antトAtMEKICT を一次抗体 としてイムノブロットし抗体の特異性を検討 した｡

第16節 植物組織 より抽出した AtMEKlの活性測定

1)シロイヌナズナ各組織及 びス トレス処理 した芽生えより抽出 した租 タンパク質 (1

mg)を antトAtMEKICT を用いて免疫沈降した｡

2)免疫沈降物 を kinase-negativeGSTIATMPK4 (1ug) と kinasereactionbuffer中で30

℃30分間反応 させた｡

3) 反応 後､SDS-PAGE を行 い､CBB 染色後 バ イオ イメージ ングア ナ ラ イザ ー
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BAS2000を用いてオー トラジオグラフを作成した｡

4)また反応に用いた免疫沈降物をantトAtMEKICTを一次抗体にしてイムノブロット

し､各組織及びス トレス処理 した芽生え中の AtMEKlタンパク量を解析 した｡
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第3章 結果

第1節 コマツナ cDNAか らのプロテインキナーゼ遺伝子断片の単離

真核生物のプロテインキナーゼ触媒領域は､約 250-300残基のアミノ酸か ら成る｡

この触媒領域はすべてのプロテインキナーゼスーパーファミリーで よく保存 された 11

個のサブ ドメインか ら構成される (Hanksand◎linn,1991)｡ この領域 において特によ

く保存 された領域のア ミノ酸配列に対応するプライマーを作製 し､これ らのプライマー

を種々の組み合わせで用い コマツナ mRNAを鋳型に RT-PCRを行 った｡ 作製 したプラ

イマー と得 られた増幅断片のその触媒領域 における位置を Fig.2に示 した｡得 られた

pcR産物 の塩基配列 を決定 し､予想されるアミノ酸配列 を推定 した｡キナーゼサ ブ ド

メイン VIb内 にみられる H/Y-R-D-L-K配列及 び､サ ブ ドメイン VII内にみ られ る

D-F/Y-G配列､サ ブ ドメイン VIII内にみ られるAIPIE配列 といったキナーゼ特有の配

列が確認されたプロテインキナーゼの部分構造を保持 している 8断片 を得た｡ 以降こ

の 8断片を pK-1- 8と呼ぶこ とにする｡ PK-1- 8の塩基配列､アミノ酸配列を核

酸配列データベース及 びタンパク質データベースによる相同性検索の結果得 られたプロ

テインキナーゼ とその相同性 を Tablelに示 した｡

pK-1は､シロイヌナズ ナ由来のアブシジン酸誘導プロテインキナーゼ (ABAPK)と

アミノ酸配列で 97.1%､核酸配列で 90.5%の相同性が認められた｡ pK-2は､シロイ

ヌナズ ナ由来の atpkl(S6K)とアミノ酸配列で 96.5%､核酸配列で 88.9%の相 同性が

認め られた｡ pK-3は､ヒ ト由来の MAPKKとアミノ酸配列で 52.5%､核酸配列で

61.4%の相同性が認め られた｡pK-4は､シロイヌナズナ由来の PVPKホモローグ とア

ミノ酸配列で 94.4%､核酸配列で 88.9%の相同性が認められた｡ pK-5は､カビ由来

の PKCとアミノ酸配列で 95.3%､核酸配列で 80.6%の相同性が認められた｡ pK-6は､

タバコ由来の NTPKTL7とアミノ酸配列で 63.5%､核酸配列で 66.2%の相同性が認め

られた｡pK-7は､小麦由来の WPK4とアミノ酸配列で 71.9%､核酸配列で 74.6%の

相同性が認め られた｡PK-8は､シロイヌナズナ由来の ATPKIOとアミノ酸配列で

63.4%､核酸配列で 65.2%の相同性が認められた｡

次に､PCR増幅遺伝子断片のその共通領域にお けるア ライメン トを作 成 し､そのア

ライメン トに基づ くクラスター分析 を行 った結果を Fig.2に示 した｡これらの結果 よ

り､pK-1- 8は PK-i,7,8か らなるグループ､pK-2,4,5,6か らなるグループと

PK-3か らなるグループに大 きく分けられることが判った｡

第2節 シロイヌナズナ MAPKK相同遺伝子 (AtMEKl)の全長クローニング

MAPKK相 同遺伝子 断片である PK-3(Fig.3)をプローブとしてシロイヌナズ ナ

cDNAライブラリーか らのプラークハイブリダイゼーション法を用いたス クリーニング

を行った｡その結果､1stスクリーニングで 8個の陽性クローンを得､3rdスクリー

ニングでそのシングルプラークを得た｡次に､得 られた陽性クローンの塩基配列の解析

を試みた｡ この cDNAライブラリーはヘルパーファージと同時に宿主菌に感染させるこ

とにより入ZAPベクターか ら挿入 cDNA断片を含む形で pBluescriptファージ ミドが切
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り出せ る ように設計 されている ｡ 従って､得 られた 8個 の陽性 クロー ンよ り

pBluescriptファージミドを回収 した｡また cDNA断片は pBluescriptファージミドの

EcoRI/XhoIサイトに挿入されているので､ファージミドDNAをEcoR I/XhoI

で二重消化 し､アガロース電気泳動に供 した｡その結果､pK-3をプローブとしたスク

リーニングにより4種類の挿入 cDNA断片 (1.4,0.9,0.8,0.7kbp)を持つファージ
■i;I■=1iZIドDNAが得 られた (データ省略)｡ さらに 4種類のクローンについて塩基配列の解

析 を行った ｡ その結果その 4種類のクローンはすべて同一の塩基配列 を有 してお り

(データ省略)､今後の解析は 1.4kbpの挿入 cDNA断片を持つクローンについて行っ

たrJFig.4にこのクローンの塩基配列､並びに予想されるアミノ酸配列を示 した｡ 挿入

cDNA断片は1352塩基からなり､翻訳開始点は 23番 目の塩基で､1085番目の塩基に

終始コドンが見られた｡

データベースによる相同性検索の結果得 られた代表的な MAPKKとの触媒領域におけ

るアミノ酸配列のアライメン トを作 成 した (Fig.5)｡ その結果 このクローンは

MAPKKファミリー内で保有されているキナーゼサブドメインⅠ内の G-Ⅹ-G-Ⅹ-Ⅹ-G-Ⅹ-V

配列､ⅠⅠ内の A-Ⅹ-K-Ⅹ-Ⅰ配列､V内の E-Ⅹ-Ⅹ-D-Ⅹ-G-S-L配列､VIa内の G-L配列､VIb

内の HIR-D-Ⅹ-冗-p-S-N-Ⅹ-L-xIN 配列 ､ vII内の D-F-G-Ⅹ-SIX-X-L配 列､vIII内の

V-G-T-Ⅹ-Ⅹ-Y-M-S-p-EIR配列､ⅠⅩ内の D-Ⅹ-WIS一Ⅹ-G配列等をすべて含んでいることから

MAPKK相同遺伝子であることが示された｡ またデータベース上に同一の配列を持つ

MAPKK遺伝子が登録 されていなかったため､新規な MAPKKであると考えられ､

nMAPKKという名称で GenBankデータベースに登録 した (Ac,No.ABOO4796)｡ しか

しその後同一のアミノ酸配列 を持つ MAPKKが AtMEKl(Morriseta1.,1997)という

名称で登録されていた (Ac.No.AFOOO977)ことが明らか となったため､AtMEKlと

いう名称で今後この MAPKKを記すことにする｡

Table.2に核酸配列データベース及びタンパク質配列による相同性検索の結果得 られ

た代表的な MAPKKとの触媒領域における相同性の数値をまとめた｡相同性検索の結果､

AtMEKlはシロイヌナズナ由来の ATMAP2KAL(Jouanniceta1.,1996)､タバコ由来

のTOBNPK2(Shibataeta1.,1995)､出芽酵母由来のSCSTE7(Taegueeta1.,1986)､

ラット由来の RATMEKl(Wueta1.,1993)､アフリカツメガエル由来の ⅩELMAPKK

(Kosakoeta1.,1993)とアミノ酸配列でそれぞれ 44.0%､44.5%､36.5%､46.6%､

47.1%､塩基配列でそれぞれ 51.5%､54.9%､50.3%､53.5%､51.1%の相同性が認

められた｡

Fig.6に AtMEKlのアミノ酸配列に基づいて行 った系統解析の結果を示 した ｡

AtMEKl及び上記の MAPKKに加えて､最近のゲノム解析により明らか となったシロ

イヌナズナの MAPKKおよび他の植物種で報告された MAPKK (HardinandW oiniak,

1998;Kiegerleta1.,2000;Yangeta1.,2001)を加えて系統解析を行った ｡ その結果､

植物の MAPKKは4つのサブファミリーに分類 された (それぞれA-Dとした)0

AtMEKlはそのうち Bのサブファミリーに属することが明らかになった (Fig.7)｡
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第3節 AtMEKl発現タンパク質を用いた活性化機構の解析

Fig.8に MAPキナーゼカスケー ドの活性化機構 について動物や酵母において明らか

となっている知見 を模式的に示 した｡MAPKKは様々な刺激により活性化 した上流酵素

である MAPKKKに■よりリン酸化 され活性化 し､その下流酵素である MAPKのチロシ

ンおよび トレオニン残基を特異的にリン酸化 し活性化することが明らか とされている｡

さらに MAPKKの活性化に必要 とされるリン酸化部位についても動物や酵母においては

キナーゼサブ ドメイン VII-VIIIにかけての SxxxS/T配列のセリン及 びセリン又は ト

レオニン残基の両方をリン酸化 されて活性化することが知 られている｡ またこの配列が

存在す るキナーゼサ ブ ドメイン VII～ VIIIにかけての DFG-SPE領域 はすべ ての

MAPKKにおいて高い相同性を有 している｡ そこで この領域のアミノ酸配列のアライメ

ントを作成 し Fig.9に示 した｡動物や酵母の MAPKKとは異なり､植物の MAPKKの

リン酸化共通配列は S/TxxxxxS/Tという配列を有 していた｡ そこでこれらのセ リンお

よび トレオニン残基が MAPKK活性化に対 しどのように影響するかを検討 した｡

第1項 アミノ酸置換 した変異型 AtMEKlの作製及び大腸菌を用いた発現

AtMEKlは リ ン酸 化共 通 配列 にお い て動物 型 及 び植 物 型 の 両 者 に適 合 す る

T(218)ⅩS(220)ⅩⅩⅩS(224)というユニークな配列を有 していた｡ これらのセリン及び トレ

オニン残基をそれぞれまたは2カ所を酸性アミノ酸残基であるグルタミン酸残基 に置換

した変異体 を作成 した (Fig.10A)｡ これ らの変異体及び野生型の AtMEKlをGST融

合タンパク質として大腸菌内で発現しグルタチオンセファロースビーズを用いて精製 し､

SDS-PAGEを行った結果を Fig.1CIBに示 した｡野生型及び1カ所のセリン又は トレオニ

ン残基を置換 した変異体は分子量約 62kDaのところにタンパク質のバ ン ドが確認され

たが そ れぞ れ2カ所 をグ ル タ ミン酸 残 基 に置換 した変 異 体 (T218E/S224E､

S220E/S224E)は SDS-PAGEにおける移動度が少 なくなり上方 にバン ドシフ トした｡

また218又 は220以外 のセリン又は トレオニン残基 と224番 目のセリン残基の両方 を置

換 した変異体は野生型 と同じ移動度を示 した (データ省略)｡

第2項 AtMEKl発現タンパク質の自己リン酸化酵素活性測定

野生型及び変異体 GST-AtMEKl発現タンパク質の自己リン酸化酵素活性 を検討 した

結果を Fig.11に示 した｡【7 -32p]ATPを用いて活性を測定 した場合､224番 目のセリン

残基のみをグルタミン酸残基に置換 した変異体において高い酵素活性 (約2倍)が検出

された｡ また 220番 目のセリン残基を置換 した S220Eは活性が低下 したが､それ以外

についてはほとんど差が見 られなかった｡同様の反応を【7 -32pIATPなしで行い､自己リ

ン酸化活性を抗 リン酸化 チロシン残基特異抗体 (4G10)を用いて検出した結果､2カ所

のセリン及び トレオニン残基を置換 した変異体 (T218E/S224E､S220E/S224E)につ

いて高いチロシンリン酸化酵素活性が検出された｡ また S220E/S224E及び S224Eの

変異体は上方にシフ トしたバン ドが検 出され､2本のバ ンドが見 られた｡ さらに反応後

のサンプルを cBB染色 した結果､S224E変異体は2カ所を置換 した変異体 と同 じ位置

にバンドが検出され､ 自己リン酸化により活性化 しバンドシフ トしたものであることが
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推測された｡

第3項 AtMEKl発現 タンパク質の MAPKに対するリン酸化酵素活性測定

野生型及び変異体 GST-AtMEKl発現 タンパク質のMAPKに対するリン酸化酵素活性

を検討す るため､基質 として用いる MAPKを次のように決定 した｡AtMEKlはシロイ

ヌ ナズナの MAPKで あ る ATMPK4と特 異的 に結 合す る こ とが知 られて お り

(Mizoguchieta1.,1998;Ichimuraeta1.,1998b)AtMEKl酵素活性を測定する基質とし

て ATMPK4を､またそのリン酸化の基質特異性を検討す るため､シロイヌナズナにお

いてこれまでに報告 されている MAPKを系統解析 した結果 (Fig.12)ATMPK4と比較

的近縁ではあるが別のグループに属することが明らかとなった ATMPK3をコン トロー

ルの基質とした｡

活性測定する際 MAPKの自己 リン酸化の影響 を除 くため､ATMPK3及 び ATMPK4

の ATP結合領域の リジン残基をアルギニ ン残基に置換 した変異体を作製 し､AtMEKl

と同様に GST融合タンパク質として発現 させ (GST-ATMPK3KN､GST-ATMPK4KN)

基質として用いた｡

活性測定の結果を Fig.13に示 した ｡ 野生型 GST-AtMEKlは GST-ATMPK4KNをリ

ン酸化 し､218番 目の トレオニン残基をグルタミン酸残基に置換した変異体 (T218E)､

及び220番 目のセリン残基 を置換 した変異体 (S220E)は野生型 と同程度の活性 を示 し

た｡ また2カ所 の トレオニ ン及 びセ リン残基 をグルタミン酸残基に置換 した変異体

(T218E/S224E､S220E/S224E)は高い酵素活性 を示 した｡ またこのMAPKに対する

リン酸化は抗 リン酸化チロシン抗体 (4G10)及び活性型 MAPK特異抗体 を用いた解析

により､MAPKの活性化ループの トレオニン及びチロシン残基を特異的にリン酸化する

ことが明らかとなった｡別のタイプの MAPKである ATMPK3を基質 として同様の解

析 を行 った結果､AtMEKlは ATMPK3より ATMPK4を効率良 くリン酸化 した ｡

GST-ATMPK4KNを基質 として活性測定 した場合 同等の活性を示 した T218E/S224E､

S220E/S224Eは GST-ATMPK3KNを基質 とした場合､T218E/S224Eはほとんどリン

酸化 しなかったが､S220E/S224Eはリン酸化 したことか らこれら2つの変異体は異なっ

た基質特 異性 を有 していた ｡ また､224番 目のセ リ ン残基のみ を置換 した変異体

(S224E)は､GST-ATMPK4KNに対 して2カ所 の トレオニン及びセリン残基を置換 し

た変異体 と同等の活性を示 した｡つ まり224番 目のセ リン残基のリン酸化は AtMEKl

の活性化において必須であることが明らか となった｡ しか しなが ら､S224Eは自己リ

ン酸化酵素活性が他の変異体 よりも高 く､また ATPと反応後上方にバン ドシフ トする

ことか ら､218番 目の トレオニンまたは220番 目のセリン残基を自己リン酸化 した結果

GST-ATMPK4KNに対 して高い酵素活性を示 した可能性が考えられる｡

そこで S224Eに対 し218番 目の トレオニンまたは220番 目のセリン残基をリン酸化 さ

れ な い ア ミノ酸 残 基 で あ る アラニ ン残 基 に置換 した変 異 体 (T218A/S224E､

S220A/S224E) を作 製 し､ そ の酵素活 性 を測 定 した (Fig.14) ｡ そ の結 果 ､

S220A/S224Eは高い酵素活性が検出されたが､T218A/S224Eは活性が消失 した｡つ

まり､AtMEKlの活性化 にとって218番 目の トレオニン残基 と224番 目のセ リン残基の
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リン酸化が重要な役割を果たすことが明らかとなった｡

第4項 野生型 GST-ATMPK4の活性に対する GST-AtMEKlの影響

GST-ATMPK4KNは GST-AtMEKlによりその活性化ループの トレオニン及びチロシ

ン残基 をリン酸化 されたが､このリン酸化 によりATMPK4が活性化するかを MBPを

基質として活性を測定することにより検討 した (Fig.15)｡

大腸菌内で発現させた野生型 GST･ATMPK4は単独でチロシンリン酸化が検出された

が､抗活性化型 MAPK抗体では検出されなかった｡ また MBPリン酸化は検出された

が､その活性は低 く GST-ATMPK4KNを効率良 くリン酸化 した T218E/S224E及び

S220E/S224Eと反応させることにより高い MBPリン酸化酵素活性を示 した｡またそ

の時の GST-ATMPK4は抗活性化型 MAPK抗体 に よ り認識 され るこ とか ら､

GST-ATMPK4は GST･AtMEKlによりその活性化ループの リン酸化を受け､活性化す

ることが明らか となった｡ また GST-ATMPK4KNに対 し高い酵素活性を示 した S224E

は GST-ATMPK4を活性化はするが2カ所 を置換 した変異体ほど高い MBPリン酸化酵

素活性は検出されなかった｡これは MBP又は GST-ATMPK4が存在するとS224Eは

自己リン酸化による活性化が弱 くなることが原因であると推測される｡

GST-ATMPK3はその活性に対 して GST-AtMEKlの影響はなく高い MBPリン酸化活

性が検出された｡ またGST-ATMPK3単独で活性型 MAPK特異抗体により認識されたこ

とから､大腸菌内で発現させた GST-ATMPK3は大腸菌内で活性化 されていたか､ある

いは自己リン酸化により活性化する能力を持っているかということが考えられた｡そこ

で､GST-ATMPK3及び GST-ATMPK3KNを ATP存在下または非存在下で反応させ抗

リン酸化チロシン特異抗体および抗活性化型 MAPK特異抗体でイムノブロットした｡

その結果､GST-ATMPK3は ATPとインキュベ- トすることによりその自己リン酸化

が克進 し､GST-ATMPK3KNでは ATPの存在 とは関係な (リン酸化が検出されなかっ

たことから､GST-ATMPK3は大腸菌内で自己リン酸化 により活性化 し､さらに ATP

とインキュベ- トすることによりその活性化が増強されることが明らか となった (Fig.

16A)｡そのことをさらに詳しく検証するため､精製 した GST-ATMPK3をいったん脱

リン酸化 し､その後再び ATPとインキュベ- 上した ｡ その結果脱 リン醸化 した

GST-ATMPK3も自己リン酸化により活性化 ループの トレオニン及びチロシン残基の両

方をリン酸化した (Fig.16B)｡つまりGST-ATMPK3は自己リン酸化により活性化ルー

ブの トレオニン及びチロシン残基の両方をリン酸化 し活性化する能力を有することが明

らかとなった｡また GST-ATMPK4ではチロシンリン酸化は検出されたが (Fig.16A)､

活性化型 MAPK抗体では検出されなかったことからこのチロシン残基は活性化.ループ

とは別の場所に存在することが示唆された｡

第4節 植物細胞における AtMEKlの活性化

第1項 AtMEKl特異抗体の作製

AtMEKlの C末端のアミノ酸配列をもとに作製した合成ペプチ ドを抗原としてウサ

ギを免役 し抗血清を得た｡この抗血清を anti-AtMEKICTと呼ぶ｡この抗体の特異性を
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検討するためシロイヌナズナ芽生えより抽出したタンパク質を anti-AtMEKICTを用い

て免疫沈降及びイムノブロットを行った｡その結果､約40kDaのところに一本のバンド

が検出され､イムノブロットを行 う前に GST-AtMEKlと反応 させた anti-AtMEKICT

でイムノブロット行 うとバンドが消失し､また免疫前血清をを用いて同様に免疫沈降操

作を行ったものにもバンドが検出されないことか ら､この抗体が AtMEKlを特異的に

認識し､免疫沈降及びイムノブロットできることが確認された (Fig.17A) ｡

第2項 AtMEKlのシロイヌナズナ各組織における発現

発芽後3-4週間のシロイヌナズナ植物体を用いて､各組織 における AtMEKlタンパ

ク質発現の解析および活性の測定を行った｡

シロイヌナズナ各組織 より抽出したタンパク質を anti-AtMEKICTで免疫沈降し､イム

ノブロットした結果及び免疫沈降物を GST-ATMPK4KNを基質として活性測定した結

果を Fig.17Bに示 した｡AtMEKlは根において特に発現が多 く花や若い菓お よび芽生

えにおいて発現が確認 されたが､ロゼット葉や茎生業においてはほとんど見 られなかっ

たOまた酵素活性はそのタンパク質量に比例 して検出された｡また一番活性の強かった

根のサンプルを用いて基質特異性を検討 した｡その結果植物細胞中の AtMEKlも大腸

菌内で発現させた GST-AtMEKlと同様に ATMPK3よりATMPK4を効率良 くリン酸化

した (Fig.17C)0

第3項 ス トレス処理による AtMEKlの活性化

様々なス トレス処理による AtMEKlの活性化を検討 した (Fig.18)｡ 傷害､低温､

乾燥､高塩ス トレスでそれぞれの時間処理 した芽生えよりタンパ ク質 を抽 出 し､

anti-AtMEKICTを用いて免疫沈降し､その活性をGST-ATMPK4KNを基質に測定した｡

また免疫沈降物を anti-AtMEKlでイムノブロッ トした結果､タンパク質量の変化はす

べての処理において観察されなかった｡AtMEKlは傷害ス トレスにより､急激な一過的

活性化が処理後5分から30分の問に検出された｡低温ス トレスによっては刺激5分後か

ら徐々に活性化 しその活性は持続された｡乾燥ス トレスにおいては処理後30分にその活

性のピークが観察 され､塩ス トレスを与えた場合緩やかな活性の上昇が60-120分にか

けて検出された. またコントロールとして同様の時間水中に浸 した芽生えからタンパク

質を抽出し､その活性を測定した結果､AtMEKlのタンパク質量及び活性の変化は認め

られなかった｡
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第4章 考察

第1節 pcR増幅プロテインキナーゼ断片について

高等植物 コマツナ mRNAを用いて行 った RT-PCRにより､ プロテインキナーゼの触

媒領域 の一部分 をコー ドすると予想 される増幅遺伝子 断片が 8種類 (pK-1- 8)得 ら

れた｡そ してこれ らの遺伝子断片の塩基配列 を決定 し､データベ ースによる相同性検索

を行 った結果それぞれ相同性の高いプロテインキナーゼが得 られた ｡ さらに得 られた遺

伝子断片の共通部分 におけるアライメン トを作成 し､また共通部分 におけるクラスター

解析 を行 った ｡ その結果､pK-1- 8は PK-1､7､8か らなるグループ､pK-2､4､5､

6か らなるグループ､pK-3に大 きく分かれた｡

pK-1､7､8か らなるグループは sNFl関連プロテ インキナーゼファミリーに属する

と考えられる｡ SNFl関連プロテインキナーゼは酵母 か ら動物､植物 に至 る全ての真核

生物において保存 され､環境ス トレス応答において細胞内の代謝反応 をリン酸化 により

調節する役割 を持つこ とが示唆されてお りス トレス応答において重要な役割 を果たす と

考えられている (Hardieeta1.,1998)0 SNFl関連プロテインキナーゼは酵母の SNFl､

動物の AMPK､植 物の SnRKで構 成 されている｡SNFlや AMPKは AMP濃度の上昇

により活性化す ることが知 られている (Hardieeta1.,1998;Kempeta1.,1999)｡ 酵母

の SNFlはグルコース濃度の低下により活性化 し､通常グルコースにより転写が抑制さ

れている遺伝子の転写 を促進 し､栄養飢餓 に耐えることが知 られている｡ また動物の

AMPKは脂質の代謝 を行 う酵素 をリン酸化 により制御 している｡

植物の SnRKは動物 や酵母 とは異な りさらに SnRKl､2､3のグループに分類 される

(Ha]foldandHal-die.1998)｡ その中で も snRKlに属するシロイヌナズ ナの AKINα1

(Boulyeta1..1999)､AKINIO (Ferrandoeta1.,2001)､タバ コの NPK5(Muranaka

eta1.,1994) ライ麦の RKINl(Aldersoneta1.,1991) につ いてはその解析が進 んで

お り､sNFlや AMPKの同一機能遺伝 子 であ る と考 え られてい る ｡ つ ま り植物 の

snRKlグループは植 物細胞 中において も糖 や脂質の代謝調節 において重要な役割 を持

つ と考えられている｡ それに対 し SnRK2､3に分類 されるプロテインキナーゼについ

ては､小麦の WPK4が光やサイ トカイニン処理 により転写誘導 され､栄養 により抑制

されること (sanoandYoussefian,1994)や シロイヌナズナ SOS2がカルシウム結合 タ

ンパク質である SOS3/AtCBL4と結合 し､塩ス トレス応答 において機能す ることが報告

されている (Liueta1.,2000;Halfereta1.,2000)が その詳細 については不 明である｡

当研 究において PK-8をプ ローブ としたスク リーニ ングに よりsnRK3に属する新規な

SNFl関連プロテイ ンキナーゼ (ATSRPKl)を同定 し､ATSRPKlの遺伝子転写が低温

や高塩及びABA処理 により誘導 されることを明 らかにしている｡

PK-2､4､5､6か らなるグループは､AGCグループに属するグループであると考え

られ る.｡AGCグループには､環状ヌ ク レオチ ド依存性 プロテインキナーゼ (pKA､

PKG)ファミリー､カルシウム/リン脂質依存性プロテインキナーゼ (PKC)､S6Kファ

ミリー､PVPKlファミリー等が属す るが､高等植物か らは PKA､PKG､PKCについ

てはその相 同遺伝 子の報告はな く､その存在 を示 唆する報告が されているだけである
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(Ichikawaeta1.,1997;Nanmorieta1.,1994)0 PK-2と高い相同性を示 したシロイヌ

ナズナ由来の atpklは､S6K ファミリーに属しまたその相同遺伝子 (atpk2) も同定さ

れており､これらのプロテインキナーゼはシロイヌナズナより部分精製 したリボゾーム

タンパク質をリン酸化することが報告されている (Zhangeta1.,1994a;1994b)｡ また､

atpk2遺伝子の転写産物量は低温により増加することも報告されている (Mizoguchiet

a1.,1995)｡ PK-4と高い相同性を示 したシロイヌナズナ由来の PVPKホモローグ遺伝

千 (ATPK64)は pVPKlファミリーに属している｡ PVPKlは高等植物で最初に報告さ

れたプロテインキナーゼ遺伝子であり (Lowtoneta1.,1989)､そのアミノ酸配列上の

特徴はキナーゼサブ ドメインⅦとⅧの間に 70- 90残基の挿入配列が存在することで

ある｡ このファミリーは高等植物において普遍的に存在 していることから､重要な機能

をもっていることが考 えられるがその挿入配列の機能も含め､その生理機能は不明であ

る｡ PK-5はカビ由来の PKC と高い相同性を示 した｡ pKC は酵母からヒ トに至る真核

生物において広 くその存在が確認されているカルシウム/リン脂質依存性のセリン/トレ

オニンプロテインキナーゼであり､高等動物において様々な研究がなされ､様々な生理

機能が示唆されている｡ しかしながら前述のように､高等植物においては相同性遺伝子

は報告されておらず､pK-5は高等植物における新規なプロテインキナーゼである可能

性が高 く全塩基配列の決定をはじめとしたさらなる解析が必要である0 PK-6と高い相

同性を示 したタバコ由来の NTPKTL7は､その触媒領域の配列より AGCグループに属

すると考えられるがその機能については不明である｡ しかしながら､ pvpKlファミリー

と同様にキナーゼサブ ドメインⅦとⅧの間に約 40アミノ酸残基からなる挿入配列が存

在 し､その配列 も含め重要な機能を果たしていることが予想される｡ 従って､PK-6に

ついても同様にさらなる解析が必要とされる｡

第2節 AtMEKlの活性化機構について

AtMEKlはその活性化に必要 とされる保存配列において T(218)XS(220)ⅩⅩⅩS(224)と

いう植物型 (S/TxxxxxS/T)及び動物型 (sxxxS/T)の両者に適合する配列を有 してい

る｡ これらの植物型及び動物型に相当するセリン及びトレオニン残基を2カ所グルタミ

ン酸残基に置換 した変異体酵素 (T218E/S224E､S220E/S224E)は sDS電気泳動にお

いて移動度が減少 し､上方にバンドシフトした｡さらにこれらの変異体酵素は高い活性

を示 した｡ このことはリン酸化共通配列のそれぞれのセリン及び トレオニン残基のリン

酸化が AtMEKlの活性化に必要であることを示唆している｡ また 224番 目のセリン残

基のみをグルタミン酸残基に置換 した変異体酵素 (S224E)は高い酵素活性を示 し､

ATPとインキュベ- トすることによりバンドシフトした｡ また S224E変異体にさらに

218番 目の トレオニ ン残基 をリン酸化 されないアラニン残基 に置換 した変異体酵素

(T218A/S224E)は活性が消失 し､S224Eに220番 目のセリン残基 をアラニン残基に

置換 した変異体 (S220A/S224E)の酵素活性が高かったことから､218番 目の トレオニ

ン残基は224番 目のセリン残基とともに AtMEKl活性化において必要であることが明

らかとなった｡つまり224番 目のセリン残基 を上流酵素である MAPKKKによりリン酸

化された AtMEKlは218番 目の トレオニン残基を自己リン酸化 し活性化する能力を持
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つことが示 された｡ しか しなが ら直接のリン酸化による活性化は検討 してお らず､今後

の更 なる研 究が必要 であ る ｡ また2カ所 グル タミン酸残基 に置換 した変 異体酵素

(T218E/S224E､S220E/S224E)において､T218E/S224Eは ATMPK4のみに対 し

強いリン酸化酵素活性 を示 したが､S220E/S224Eは ATMPK4だけでな くATMPK3に

対 してもリン酸化酵素活性 を示 した｡ これらの2つの変異体が異なった基質特異性を持

つことが明らか となったが､植物細胞中においてもこのように動物型､植物型のそれぞ

れの位置をリン酸化 された AtMEKlがその基質を変化することがあれば非常に興味深

い .-

第3節 植物のMAPKに対するリン酸化 と植物型 MAPKKの活性化 について

大腸菌内で発現 した野生型 AtMEKlが ATMPK4の トレオニ ン残基 をリン酸イヒする

ことがこれまでに報告 されていたが (Huangeta1.,2000)､本研究において2カ所 の ト

レオニン及びセリン残基をグルタミン酸残基に置換 した変異体酵素が ATMPK4の活性

化ループの トレオニン及びチロシン残基の両方をリン酸化 し活性化することを明らかに

した.｡また alfalfaのMAPKである SIMKは大腸菌で発現 させた野生型の SIMKKによ

り活性化ループの トレオニン及びチロシン残基の両方をリン酸化 されることが報告 され

た (Kiegerleta1.,2000) ｡ SIMKK は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の ATMKK4 及 び

ATMAP2KAL/ATMKK5 (Ichimuraeta1.,1998a)の相 同遺伝子であるが､ これらの

MAPKKは AtMEKlの220番 目のセリン残基に相当する場所が酸性アミノ酸であるアス

パラギ ン酸になっている｡ つ まり､AtMEKlの S220E変異体酵素が ATMPK4の トレ

オニン及びチロシン残基の両方を弱いなが らもリン酸化 したことと同様 に SIMKの トレ

オニ ン及 びチ ロシ ン残基 をリン酸化 した と考 え られる ｡ この こ とか ら推察す る と

TxDxxxSというリン酸化共通配列 をもつ MAPKKは AtMEKlの224番 目のセリン残基

に相当するセリン残基 のリン酸化のみで活性化が得 られると考え られる｡ しか し最近こ

のタイプの MAPKKであるタバ コ NtMEK2が リン酸化共通配列 の トレオニン及びセリ

ン残基をアスパラギン酸残基に置換することにより活性化することが報告 された (Yang

eta1.,2001)｡ また別のタイプの MAPKKではあるが､ トマ トの tMEK2も同様に2カ

所のセリン及び トレオニン残基をアスパラギン酸に置換することにより活性化すること

が報告 された (Xingeta1.,2001)｡ しか し AtMEKl同様直接のリン酸化は確認されて

お らず今後 これ らの上流に位置する MAPKKKの同定及び MAPKKKによるリン酸化に

ついて検証 してい く必要がある｡

第4節 ATMPK3と ATMPK4の活性化機構の相違点について

シロイヌナズナの MAPKである ATMPK4は活性化ループの トレオニ ン及びチ ロシ

ン残基の両方を AtMEKlによりリン酸化され活性化することを明らかにした｡ また植

物細胞中の ATMPK4はその転写 レベル､タンパク質 レベルの変化 を伴わず､低温や乾

燥､傷害ス トレスにより活性化することが報告 されている (Ichimuraeta1.,2000)｡ そ

れに対 して ATMPK3はその転 写量が低温や 高塩､接触刺 激 に より増大 す るこ と

(Mizoguchieta1.,1996)や､また ATMPK3のタバ コホモ ローグである WIPKの転写
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も傷害や病害菌感染により誘導 されることが報告されている (Seoeta1.,1995)｡また

本研究により､大腸菌内で発現させた ATMPK3が自己リン酸化により活性化すること

が示された｡ 植物の MAPKは活性化ループの トレオニン及びチロシン残基の MAPKK

によるリン酸化や自己 リン酸化及び転写調節など様々な活性化機構を持つと考えられる｡

第5節 ス トレス処理による AtMEKlの活性化について

AtMEKlは傷害や低温､乾燥､高塩ス トレスにより活性化することを明らかにした｡

また各ス トレス処理によりタンパク質量は変化 しないことからその活性化は翻訳後修飾

つまり上流酵素に よるリン酸化 によって活性化 していることが示唆 された ｡ また

AtMEKlの活性化に伴いその下流因子である ATMPK4も活性化 していることが予想さ

れるが､これまでに報告されている ATMPK4の活性化パターン (IchimuraetaL2000)

と本研究により明らかにした AtMEKlの活性化パターンがほぼ一致することか らも明

らかである｡ それぞれの刺激によって AtMEKlの活性化の時間や強さが異なったが､

これは AtMEKlの活性化が複数の経路を通 じて制御されていることを示唆 している｡

つまり傷害や低温などその活性化が強く急激におこった刺激には直接活性化を受けるが､

高塩のようにその活性化が遅 く緩やかだった刺激はいったん別の伝達経路を経由してか

らAtMEKlに情報が伝達されている可能性がある｡ 今後 AtMEKlの上流因子について

詳しく検証 してい く必要がある｡ また AtMEKlの活性型あるいは不活性型の変異体を

植物体に導入 しこの AtMEKl経路の下流因子の同定を行い､植物細胞における役割を

明らかにしてい くことが今後の課題である｡

第6節 植物の MAPKカスケー ド研究の現状及び今後の指針

最近シロイヌナズナ全ゲノム配列が明らかにされ､シロイヌナズナにおける MAPK

カスケー ド構成プロテインキナーゼの同定がなされた (zhangandKlessig,2001)｡そ

の結果､MAPK相同遺伝子は約 20種類､MAPKK相同遺伝子は 10種類､MAPKKK相

同遺伝子はファミリー内の相同性が低いため確定はできないが 10種類以上存在するこ

とが明らかとなった｡

植物の MAPKはその相同性に基づ く系統解析により､Ⅰ～vIの 6つのグループに分

類された (zhangandKlessig,2001)｡ それぞれのグループについてその特徴を記す｡

グループ Iはシロイヌナズナの ATMPK3タバコの WIPKに代表されるMAPKが属し､

傷害や様々なス トレスによりその転写及び活性が増強されるグループである｡ グループ

ⅠⅠはシロイヌナズナ ATMPK6タバコSIPKに代表される MAPKでス トレス刺激におい

てその転写量及びタンパク質量の変化を伴わず､上流 MAPKKによりリン酸化され活性

化するグループである｡ グループ ⅠⅠⅠはシロイヌナズナ ATMPK4が属 し､通常状態に

おいて防御遺伝子の発現を抑制 しており全身抵抗性の獲得にも関与することが示唆され

ている (peterseneta1.,2000)｡ しかし接触や傷害ス トレスによっても活性化することが

報告されてお り (Ichimuraeta1.,2000)その機能については不明な点が多い｡グループ

IVはシロイヌナズナでは ATMPKl､2､7が属するが､その機能についてはほとんど

分かっていない｡しか しサイ トカイニンやオーキシンといった植物ホルモンの情報伝達
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に関与 している可能性が示唆されている (Mizoguchieta1..1994)｡ グループ Vはシロ

イヌナズナでは ATMPK8､9また alfalfaの MsTDYlやイネの OsBWMKlなどが属 し

ている｡ このグループの MAPKの特徴として､その活性化ループの保存配列が TDY配

列になっていることが挙げられ､またその機能については傷害やエリシター処理により

その転写が誘導されるものも報告されている (Schoenbecketa1.,1999;Heeta1.,1999)O

グループ vIについてはシロイヌナズナゲノムにおいてのみ同定されてお りその機能に

ついては全 く不明である｡ 以上まとめると植物のス トレス応答に関与するグループが Ⅰ､

ⅠⅠ､ⅠⅠⅠ､IVの 4グループあり残 り 2つのグループ (IV､VI)については不明な点が多

いが､おそらく細胞増殖に関係 していると推測される｡

MAPKKはシロイヌナズナに10種類存在するが他の植物種 においてはまだ報告は少な

い｡系統解析を行った結果､植物の MAPKKは A-Dの 4つに分類された (Fig.7)0

それぞれのグループについてその特徴を記す｡グループ Aはシロイヌナズナ ATMKK3

(Ichimuraeta1.,1998a) 及びタバコ NPK2(Shibataeta1.,1995)が属するがその機

能については不明である｡ しかし系統解析により動物の MEKlに近縁であることが示

され､細胞の増殖 に関与 している可能性が示唆され､その下流に位置する MAPKの候

補としてはグループ IV､VIが考えられる｡ グループ Bはシロイヌナズナ AtMEKl､

ATMKK2(Ichimuraeta1.,1998a)が属するが本研究でも明らかにした通 り MAPKの

グループ ⅠⅠⅠの上流 MAPKKである｡ 本研究において AtMEKlは傷害や低温､乾燥､

高塩ス トレス情報伝達関与することを明らかにした｡ また ATMKK2は酵母の MAPKK

を欠損 させ塩感受性 にした酵母を機能相補 により復帰 させることが報告されている

(Ichimuraeta1..1998b)｡グループ Cはシロイヌナズナ ATMKK4､ATMAP2KAL/

ATMKK5(Ichimuraeta1.,1998a)､及び alfalfaSIMKK (Kiegerleta1..2000)､タバ

コNtMEK2(Yangeta1.,2001)が属するがこのグループは MAPKグループ Ⅰ､ⅠⅠの上

流に位置すると考えられ､様々なス トレス応答に関係するグループである｡ グループ D

はシロイヌナズナゲノム解析においてのみ同定されているため､その機能については報

告がない｡

MAPKKKについてはこれまでにその機能が報告されているものとして､エチ レン情

報伝達で機能することが明 らか とされているシロイヌナズナの CTR1 (KiebeI･eta1.,

1993)､MAPKKグループ Dの上流であると考えられているシロイヌナズナの ANPl､

2､3 (Kovtuneta1.,2000)タバコの NPKl(Nishihamaeta1.,2001)､AtMEKlと相

互作用することが知 られている ATMEKKl(Mizoguchietal.,1997)､及びその下流因子

は同定されていないが防御遺伝子を恒常的に発現抑制する EDRl(FryeetalH2001)

が挙げられる｡

これらの MAPK､MAPKK､MAPKKKについてそのカスケードの形成が示唆されてい

るものは ATMEKK1-AtMEKl/ATMKK2-ATMPK4経路だけである (Ichimuraeta1..

1998b;Mizoguchietal1998) ｡ また これ までの報告 を総合す る と ANPl/2/3 -

ATMKK4/ATMAP2KAL(ATMKK5)-ATMPK3/6 というカスケー ドを構成することが

予想される｡ 今後 さらに様々な刺激に対するそれぞれの MAPKカスケードが明 らかに

されていくと思われるO またこれらのカスケー ド間のクロス トークについても検証して
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いく必要がある｡ しかしながらこれまで様々な刺激の受容から MAPKカスケードに入

る経路についてはその報告はなく､MAPKの植物細胞内の基質についても同定されてい

ない｡今後これらの分子を同定していくことが植物の情報伝達の解明につながると考え

られる｡

第7節 総合考察

本研究により､MAPKカスケードを構成する AtMEKlについてその活性化機構及び

傷害､低温､乾燥､及び高塩ス トレスによる活性化について新たな知見が得 られた｡

最近シロイヌナズナにおいて全ゲノム配列が決定され､またシロイヌナズナを中心に

環境応答や環境ス トレスに対する感受性や耐性が異なる突然変異体が多数分離されてい

る｡, これらの情報をもとにそれぞれの遺伝子がどのようなス トレス応答において機能す

るかが明らかとなっていくと予想される｡ しかしこれらの遺伝子は単独で機能するわけ

ではなくそれぞれが複雑に関係しあい植物細胞において機能していると考えられる｡ プ

ロテインキナーゼについても今後 どのようなス トレス応答に関与 しているかということ

だけでなく､植物細胞 における局在や基質タンパク質の同定を行 っていくことが重要で

ある｡ このような研究により植物のス トレス応答機構の全容が明 らかにされ､またス ト

レス耐性植物の作出につながることを強く期待する｡
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A

1: TAT TTC GTA ATG GAG TTC ATG GAC GGC GGA TCT CTT TTG GAT TTA TTG AAG AAA GTC CAG 60

1: Y ど V M 冗 ど M D G G S 工J L D 工J L 冗 lく V Q 20

61:AGA GT■T CCT GAA AÅc ATG CTC GCT GCC ATC TCC 久AG CGA GTG CTC CGA GGC TTG TGC でAT 120

21: R V P E N M L A A I S K A V L R G L C Y 40

121:ATT CAC GAT GAG AGG CGA ATC ATT CAC CGG GAT TTG AAG CCT TCC AAC TTG CTA ATC AAT 180

41: = H D E R R t I H R D L K P S N L L I N 60

181: CAC AGA GGT GAA GTC AAG ATC GCA GAC TTT GGT GTC AGC AAG ATC TTG TCT AGC ACA AGC 240

61: H R G E V K = A D F G V S K = L S S T S 80

241: AGT CTA GCG CAT Ace TTC TGT GGA Ace CC 269

81: S L A H T F C G T 89

PK-3 1:YFVMEFMDGGSLLDLLKKVQRVPENMLAA=SKRVLRGLCY=HDERRH HRDLKPSNLL=N 60
★★ ★★★★★★ ★★★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★★★ ★★★★ ★ ★

MAPKK 140: S=CMEHMDGGSLDQVLKKAGR=PEQ=LGKVS=AV=KGLTYLREKHK=MHRDVKPSNILVN 199

PX-3 61: HRGEVK=ADFGVSK=LSSTSSLAHTFCGT 89
★★★ ★ ★ ★★★★ ★ ★ ★ ★ ★★

MAPKK 200: SRGE=KLCDFGVSGQL-1=DSMANSFVGT 226

Figure4Thenucleotidea.ndaminoacidsequences
ofthePCR-ampli.Fiedkinasegene(PK-3)lA]
a.ndthealignmentwithMAPKK,thatshows
thehighesthomologywithPK-3【B】

-46-



G

TTT GAで CTC CAA AAA CCA GAC ATG AÅc AGA GGA AGC TTA TGC CCT AAT CCC ATC TGT CTC CCT CCT CTT GAG CAA TCC ATC TCC AAA TTC

M N R G S L C P N P 工 C L P P L E Q S r S K F

92 : TTA ACA CAG ACT GGA ACG TTT AAA GAY GGA CAT CTT CGA GTG AAC AAA CAT GGA ATC CAG ACC GTG TCT CTG TCC GAA CCA GGA GCT CCA

24 : L T Q S G T F K D G D L R V N K D G I Q T V S L S E P G A P

182 : CCT CCT ATT GAG CCA TTG GAC AÅc CAA TTG AGT TTG GCA GAT TTA GAA GTG ATC AAA GTC ATT GGC AAA GGA ACT AGT GGT AAT GTC CAG

54 : P P I E P L D N Q L S L A D L E V I K V I G K G S S G N V Q

272 : TTG GTC AAA CAC AAA CTC ACT CAA CAG TTT TTC GCT CTT AAG GTC ATT CAA TTG AÅc ACA GAL GAA TCA ACA TGT CGG GCG ATT TCT CAG

84 : L V K H K L T Q Q F F A L K V I Q L N T E E S T C R A = S Q

362 : GAG CTG AGA ATA AAC TTG AGC TCG CAA TGT CCA TAT ATT GTC TCA TGT TAT CAA TCT TTC TAC CAC AAC GGT CTT GTT TCA ATC ATA TTG

114 : E L R I N L S S Q C P Y L V S C Y Q S F Y H N G L V S I I L

452 : GAA TTC ATG GAY GGT GGA TCC CTT GCA GAC TTG TTA AAG AAA GTC GGA AAA GTT CCT GAA AÅc ATG CTA TCT GCC ATC TGC AAG CGA GTT

144 : E F M D G G S L A D L L K A V G K V P E N M L S A I C K R V

542 : CTT CGA GGT CTT TGT TAT ATT CAT CAT GAG AGG CGA ATC ATT CAT CGG GAC TTA AAG CCT TCT AAC TTG CTA ATC AAT CAT AGA GGT GAA

174 :

632 :

812 :

264 :

L R G L C Y I H a E R R Z = H R D L K P S N L L I N H R G E

GTC AAA ATC ACA GAC TTT GGT GTC AGC AAG ATC TTG ACA AGC ACA AGT AGT CTT GCT AAT TCT TTC GTG GGC ACA TAC CCT TAT ATG TCT

V R 工 T D F G V S K = L T S T S S L A N S F V G T Y P Y M S

CCA GAG AGA ATC AGC GGG AGT TTG TAC AGT AAC AAG AGC GAT ATT TGG AGC TTG GGA CTG GTT TTG CTC GAA TGT GCA ACG GGT AAA TTC

P E R = S G S L Y S N K S D I W S L G L V L L E C A T G K F

CCG TAT ACT CCT CCA GAA CAC AAG AAA GGA TGG AGT AGC GTG T良C GAG CTT GTG GAC GCC ATT GTT GAA AAC CCG CCT CCT TGT GCA CCT

P Y T P P E H K K G W S S V Y E L V D A I V E N P P P C A P

902 : TCC AAT CTC TTT TCT CCA GAG TTT TGC TCC TTC ATC TCG CA久 TGT GTA CAA AAA GAT CCA AGG GAC AGA AAA TCA GCA AAG GAG CTT CTG

294 : S N L F S P E F C S F = S Q C V Q K D P R D R A S A K E L L

992 : GAA CAC AAG TTC GTA AAG ATG TTT GAA GAY TCG GAT ACA AAT CTC TCG GCT TAC TTC Ace GAC GCA GGA TCT TTG ATT CCC CCA CTT GCT

324 : E H K F V K M F I D S D T N L S A Y F T D A G S L I P P L A

1082 ; AAC TAG AAC CGA GTT TGA ACA ATC TTT TAA CCT CCA AGT TAT TAT TTC ATA TCC ACT AGA AGA GAT TTT ATG AAA GAT AAA TTT ACG AGA

354 : N *

1172 : TGT TAT GAC TTA AGA GAC TTG TCT ACA AAA TTT GAT TTA ATG TGT GTA CTT TTC ACA TCA CTA TTA TAA ACA CAA CTA TCA TCA GTT ATG

1262 : TTT CTC TGC TAG TGG TGG ATA TAC TVA TAT AGT AGT TCA TAT CAT TAT ACA CAT TTT GTT TTG TAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA

1352 : A

Figure5ThenucleotideanddeducedaminoacidsequencesofAtMEKl
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Method: UPGMA

Figure7Phylogenica.nalysisofMAPKKs

B

C

PlantMAPKKsareclassifiedintofourdJLfferentsubfamiLies(A-D)
basedontheanatysISOftheiraminoacidsequellCeS.

■

ー50-



M A PKK KM A PKK K

Trili

M A PK

Figure8MAPkinasecascade

=serine/threoninekjnase

=ser舌ne/threonine/tyrosinekinase

=serine/threoninekinase
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FJ-gure9Comparisonoftheaminoacidsequencesin
theactivationloopofMAPKKsfromvarious
species

Theanlinoacidsequencesaroundtheputativephosphorylationsites
conservedintheMAPKKfamilyarealigned.Gapsareintroducedto
maximizealignment,andasterisksindicatetheconservedaminoacid
residuesamongtheseMAPKKs.Bold-facedandboxedSerandThrt
residuesaretheputativephosphorylationsitesrecognlZedbytheupstream
activators,MAPKKKs.Thecol1SenSUSPhosphorylationmotifsintheplanト
andanimaトtypeMAPKKsareshown,whereXindicatesanyaminoacid
residue.
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A

Wで

℡218E

℡218E/S224E

S220E

S220E/5224E

S224E

32.5

218220 224†††

LTSTSSLANS

LTSESSLANS

LTSESSLANE

LTSTSELANS

LTSTSELANE

LTSTSSLANE

や 云

｢｢ ∩ ｢｢ ｢｢ ｢｢ ｢｢

::コ GST-AtMEKl

Figure10ConstructionoftheGST･AtMEKlmutants
andexpressioninE.coli

(A)ConsltruCtSOftheGSTIAtMEKlmutants･TheGIuresiduesrepTac.ing
theSerandThrresiduesintheactjvationLoopofAtMEKlareshowntn
boldface.Figuresabovethesequencesdenotetheaminoacidresidue
numbersofAtMEKl.

(B)PurificationoftheGST-A【MEKlmutantPrOteinsfrom已 c()//.The
GST-fusionproteinsproducedinE c()//Werepurifiedbytheaffinity
chromatographyonglutatthione-Sepharose.Eachprotein(2LLg)vvas
separatedonSDS-PAGE,andwasstainedwithCoomassiebriltiantblue.
ThepositionsofthemotecularwelghtmarkerproteinsandtheGSTl

■

AtMEKIproteinsareindicated.WT,thewildtypeGST-AtMEKl.
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Autoradiograph

工B: 4G10

CBB

k土nase reaction buffer

50mM TrisIHC1

20mM MgC12

2mMMnC12

50 LJA4ATP

(37kBq l7-32p]ATP)

300C 20min

activityof
theGST-AtMEKlmutants

ThepurifiedGSTIAtMEKanditsmutantsweresubjectedto
autophosphoryLatiotl,andaLiquotsofthesampleswereseparatedonSDS-

PAGEfollowedbyautoradiography(Autoradiograph),immunobtot.analysis
usingtheanti-phosphotyrosineantibody(4G10),andproteinstaimngwith

Coomas.siebriHiantblue(CBB)IAutophosphorylatedbandswerequantified
byaBiolmaglnganalyzerandshownastherelativevalueswhenthewild

∵

typeGST-AtMEKlactivitywasadjustedto100.
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Figure12Phylogenicanalysisofp一antMAPKs

PlantMAPKsareclassifiedintosixdifferentsubfamiliesbasedonan
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Figure13Invitrophosphory ∩0r｢~=｢
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Autoradiograph

工B: 4G10

ZB･.Active MAPK

Autoradiograph

工B; 4G10

工B:Active MAPK

ofthekinase-

negativeGST･ATMPK4andGST-ATMPK3by
theGST･AtMEKlmutants

(A)PhosphorylationofGST-ATMPK4KN.
(B)Phospho｢ylationofGST-ATMPK3KN.
GST-ATMPK4KNandGST-ATMPK3KNwereincubatedwiththewildtype
GST-AtMEKloreachGSTIAtMEKlmutantproteininthekinasereaction
mixture,andaliquotsofthesampleswereseparatedonSDSIPAGEand
subjectedtoautoradiog｢aphy(Autoradiograph),immunoblotanalysis(lB)

usingtheanti-phosphotyrosiヮe(4G10)andanti-activeMAPK(ActiveMAPK)
antibodies,andproteinstainlngWithCoomassiebrilliantb山e(CBB).(-),
withoutAtMEKl.,andWT,thewildtypeGST-AtMEKl,
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CBB

ZB: Active MAPK
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Figure14TheroleofThr･218andSe卜2200nthe
proteinkinaseactivityofAtMEKl

ThewildtypeGST-AtMEKlandeachGST-AtMEKlmutantprotein
(1ト1g)wereseparatedonSDS-PAGE,andstainedwithCoomassie
briltiantblue(CBB)(toppanel).GST-ATMPK4KNwasincubated
withthewildtypeGST-AtMEKloreachGST-AtMEKlmutantprotein
inthekinasereactionmixture,andaliquotsofthesampleswere

separatedonSDS-PAGEandslJbjectedtoimmunoblotanalysis(lB)
uslngtheanti-activeMAPKantibody(ActiveMAPK)(middlepane一),
andproteinstainLngWithCoom

■
.旧SSa

-57-

briHantblue(bottompanel).



A

GST-AtMEKI

GST-ATMPK4

MBP

GST-ATMPK4

GST-AtMEKI

GSTIATMPK3

Map

GST-ATMPK3

_ litI:-tt_i-_,i--_:A-_I-1･-三三--;:I:i-≡,-All--LI-ftlli
+ + + + + + 十 一

｢｢ ∩ ｢｢ ∩ ｢｢ ｢｢ ∩ ｢｢

■
棚 ..一輪■■一一..__冊叩 ..

L-一瞥嶋蝉蝉欄蝉騨犠■瞥嶋-欄鱒■=～

廟柵触..叫--..A.㈱蛸粒,.触妙噛疲-払:L-痛感鉢.醜

･モ鮎,. .=如拙心酔.■.■′:'=̀…■

_ ～ __:_St_i-_3',;-A:---･三三:-;I:i -i;--,-:I--･'三･-

+ + + + + + +

｢｢ ｢｢ ｢｢｢｢ ｢｢｢｢｢｢

.";.:-ト.､しこ血.-,I-.一触 J柵.叫一一一.棚耕一.叫紬蝉ー欄鱒雛

舶 一.一■山■00一ン LJ一一■山■lH一..←･一一嶋拳計軸 .静 榔

柵 かL樹 p,戚由戚血-臓==-=p=LL.一1州拙抽=h=....j搬曲 ...■鍬 .

:;::lW:::"::k...:......:.:W:::仰.,:.:.:.:.::I:A.:,.,:桝:::::中二fゞ:isf:端酵-翠-漣Jt::- 二...I..::l>:I

Autoradiograph

Autoradiograph

ZB･. 4G10

ZB: Active 比APK

CBB

Autoradiograph

Autorad土ograph

工B: 4G10

ZB:Active MAPK

Figure15EffectsoHncubationwiththeGST-AtMEKl
mutantsontheproteinkinaseactivityof
GST-ATMPKs

(A)ActivityandphosphorytationofGST-ATMPK4.(B)Activityand
phosphorytationofGST-ATMPK3.GST-ATMPK4andGST-ATMPK3Were
incubatedwiththewildtypeGST-AtMEKloreachGST-AtMEKlmutant
proteininthekinasereactionmixturecontainingmyeJinbasicproteins(MBP),
anda.HqlJOtSOfthesampleswereseparatedonSDS-PAGEalldsubjectedto
autoradiography(Autoradiograph),immunobLotanalysis(lB)usingtheanti-

phosphotyro.sine(4G10)andanti-activeMAPK(ActiveMAPK)an'libodies･and
proteinstainLngWithCoomassiebri"iantblue(CBB).(-),withoutAtMEKl;and
WT,thewildtypeGST-AtMEKl.
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Figure16Theautophosphorylatingactivityof
GST-ATMPKs

(A)AutophosphorytationofGST-ATMPK4andGST-ATMPK3.GSTATMPK4
andGST-ATMPK3Wereincubatedinthekinasereactionmixtureinthepresence
orabsenceofATP.AliquotsofthesampleswereseparatedonSDS-PAGEand
subjectedtoirTlmunObJotana一ysis(IB)usingtheanti-phosphotyrosine(4G10)and
ant首-activeMAPK(ActiveMAPK)antibodies,andproteinstainingwith
CoomassiebriHiantblue(CBB).KN,thekinase-negativeGST-ATMPK;andWT,
thewildtypeGST-ATMPK.(B)EffectofthephosphatasetreatmentontheGST-
ATMPK3activity.GST-ATMPK3wasincubatedwithorwithoutcalfintestine
alkaHnephosphatase(CIAP),andwasimmLlnOPreCipitatedwiththeanti-GST
antibody.TheirTlmunOPreCipitateswereincubatedinthekinasereactionmixture
inthepresenceorabsenceofATP.Aliquotsofthesampleswereseparatedon
SDS-PAGEandsubjectedtoimmunobtotanalysisandproteinstainingasin(A).
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Figure17ExpressionoftheAtMEKIproteinin∫
ArabidopsISOrgans

(A)Thespecificityoftheanl:i-AtMEKICTantibody.
(B)lmmunobLotandtheproteinkinaseactivityofAtMEKl.
7d,seventh-dayseedling;R,roots;YL,youngleaves;RL,rosetteLeaves:
CLcaulineleaves;St,stems;F,flowers;andSi,sHlqueS.

(C)ThesubstratespecificityofAtMEKl.
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Figure18Stress-inducedactivationofAtMEKl
inArabidopsI'sseedlings

AtMEKIwasimmunoprecipitated(IP)fromArabidopsI'sseventh-day
seedlingstreatedwitheitherwounding,co一d,drought,NaCt,orwaterfor
indicatedtime.AtiquotsoftheimrTlunOPreCipitateswereincubatedinthe
kinasereactionmixturecontainingGSTIATMPK4KN.A什erthe
phosphorylationreaction,thesampleswereseparatedonSDS-PAGE
andsubjectedtoautoradiography(Autoradiograph).lmmunoblotanalysis
oftheimmunoprecipitateswascarriedoutbyuslngtheanti-AtMEKICT

antibody(旧).
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