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はじめ に

水ストレス を受 けた植物は ､ その 合成 ･ 移動を介して植 物ホル モン アブシジン酸( A B A) の 濃
度を上 昇させ ､ 気孔 の 閉鎖や遺伝子発現など様 々 な応 答現 象を引き起 こす ｡ また ､

一

方 で
A B A を介さずに遺伝子 発現を誘導する水ストレス 応答経路も知られて いる｡ A B A の 濃度上 昇
に至 るシグナ ル経 路も A B A 非依存性で あると言える .｡ 水ストレス は細胞 レベ ル あるい は実験
的に は浸透圧 ストレスとして 扱われる ｡ 酵母 や ほ乳類 の 場 合と同様 ､ 植 物におい ても､ 浸透圧
ストレス に応答して ある特定の M A P ki n a s e ( M A P K) カス ケ ー ドが活性化されることが示されて
いる｡ しかし

､

一

方 で M A P K カスケ ー ドとは異なる高浸透圧 によっ て活性化される 4 0 - 4 2 K D a

の s e r/th r p r o t ei n kin a s e ( P K) が種 々 の 植 物 に お い て 報 告され ､
S N F l -

r e一at e d p r ot ei n

ki n a s e 1 2 ( S n R K 2) フ ァミリ ー に属するタバ コ A S K l ホモ ログ ､ ダイズ s p K l および S P K 2 はこ

の 4 0 - 4 2 K D a の P K に対応すると考えられて いる｡ コ ム ギの A B A 誘導性 P K ､ P K A B A も同フ

ァミリ ー に属し､ オオム ギアリユ ー ロン層に おい て過剰発現させ るとα -

a m yla s e プロ モ
ー

タ
ー

な
どのジベ レリン( G A ) 誘導性 の転写を抑制することから､ G A シグナリングの A B A による抑制経
路におい て機 能すると報告されて いる｡

一

方 ､ 同ファミリ ー に属するソラマメの 孔辺細胞特異 的
A A P K は ､ A B A に よる活性化を受け ､

A B A の 受容から気孔 の 閉鎖に至 るシグナ ル伝達系にお
い て機 能することが ､ その d o m i n a nt n e g ativ e 型変異タン パク質を発現させ る実験から示 唆さ
れ て いる｡

我々 はイネゲノム 中に存在して いる 1 0 個す べ て の S n R K 2 フ ァミリ ー メン バ ー

をクロ ー ニ ン グ
し､ それらをS A P K l - 1 0 と命名した o これらの 機能を明らか にする目的で H is -

a 斤i nity t a g およ
び H A -

e pit o p e t a g を付けたS A P K をイネプロトプラストで
一

過 的に発現させた ｡ その結果 ､ 1 0

個全 て が浸透 圧 ストレス によっ て活性化されることが明らかとなっ た｡ さらに興味深 い ことにそ
のうちの 3 つ は A B A によっ ても活性 化されることが明らか になっ た｡ この ことは ､ S n R K 2 フ ァミ

リ
ー

全体 が浸透圧 ストレス応答に関わ っ て いること
､ ならびにその 内 の いくつ か は A B A シグナ

リングとのクロ スト ー クにも関与して いる可 能性を示して いる｡

以 上 の ような研究 の経緯から､ S n R K 2 ファミリ -

の P r ot ei n kin a s e( P K) が高浸透圧ストレス
応答 の シグナ ル 伝達系におい て 重要な役割を果たして いることが明らかとなり､ これらの P K を
中心とした解析を進めることにより､ 浸透 圧 ストレス および A B A シグナ ル伝達経路に関する有
用な知見が得られると考えられる｡ 我 々 は S A P K が高浸透圧 ストレスに応答して 速や か(1 分
以 内) に活性 化されること､ ならびにこの 活性 化は 未同定 の 上 流キナ

ー ゼ に よるリン酸 化によ
るもの で あることを明らか にしてきた ｡ この ようなこれまで の成果 に基づき､ 本研究で は S A P K

をリン 酸化し､ 活性化する上 流キナ ー ゼと S A P K の標 的因子を明らか にする目的で研究を遂
行した ｡ その結果 は 以下 の 通りで ある｡

( 1) S A P K 2 の i n viv o における標 的基質の 同定

高塩処理と無処理の 培養細胞から抽出したタン パク質を､ それぞれを二 次 元 電気泳動 によ
っ て 展開し､ リン酸化タンパク質を特異的に染色することができる P ro Q Di a m o n d に よっ て 染
色後両 区を比較することによっ て高塩処理 によっ てリン酸 化されるタン パク質を選抜した｡ 選抜
したス ポ ットに つ い て ､ T O F

- M A S S に よりタン パ ク質を同定した結 果 ､ α
- チ ュ - ブリン ､
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S E C 1 4 ホモ ロ ー グ､ H S P 7 0 であっ た ｡ これらのタンパク質を大腸 菌で 発現させ ､ S A P K 2 の 基

質となるか 否かを検討した結 果 ､ α - - . - チ ュ ー ブリンと H S P 7 0 は S A P K 2 によっ てリン酸化され

ることからとS A P K 2 の 基 質で ある盲絹副生が示 唆されたo

( 2) S A P K 活性化に関わるプロテインキナ
ー ゼの 同定の 試み

S A P K 2 の A T A 結合部位 のリジンをアラニ ンに置換した不 活性型 S A P K 2( S A P K 2 K/ A ) を基

質して S A P K キナ ー ゼ の 特徴 調べ た結果 ､ S A P K キナ
- ゼはカル シウム 依存的に S A P K をリ

ン酸化ことが明らかとなっ たが , その 候補 の同定に はい たらなか っ た｡

これらの 研究結果 の
一

部 は ､ 関連学会にて すでに公 表して いる ｡ 本書 は これらの 内容を中

心に取りまとめ ､ 科学研究費補助金く基盤研究( c )) の 研究成果報告書とした｡

平 成 2 0 年 4 月

研究代表者 小林裕 子
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イネ S n R K 2 プロ テインキナ - ゼの 活性制御
一

大量発現系の構築と組換えタン パク質の 性質を中心として

第 一

章 序論

植物 は動物と異なり自ら移動ができない ため ､ 環境変化に速や か に応答 ･ 適応するため のき

わめ て精巧な機構を備えて いる｡ 水ストレス ､ すなわち水分欠乏条件下 で は ､ 植物細胞 は高浸
透圧 ストレスを受 けたときと同じ状態となる ｡ 高 浸透 圧 ストレス にさらされた 植物細胞 は ､ 遺伝

子 誘導やタン パク質機能変更修飾などを介して ､ 細胞機能を保護し､ 植物全体を健全 に保とう

とする ( B r a y , 1 9 9 7; Xi o ng a n d Z h u , 2 0 0 2; Z h u , 2 0 0 2) ｡ 細胞内成分を変性 や酸化から保護

する機能を持 つタン パク質や ､ 浸透圧調 節物質 (プロリン ､ グ ルタミン 酸など) の 生合成酵素

をコ
ー ドする遺 伝 子群 がス トレ ス に よっ て 誘 導されることが知られ て い る ( D el a u n e y a n d

V e r m a
,
1 9 9 3; O o n o et a暮･ , 2 0 0 3; S hin o z a ki a n d Y a m a 9 u C hi

-

s hi n o z a ki , 1 9 9 6 , 2 0 0 0) ｡ 気孔

開 閉 の 制 御をはじめ とする様 々 なストレス 応 答調 節 に 関わる植物 ホ ル モ ン ､ アブシ ジン 酸

( A B A) 合成も水分欠乏によっ て 誘導される (Z e e v a a 代, 1 9 9 9) 0
これまで ､ 水分 欠乏あるい は浸透圧 ストレス応答 およびそれらの シグナ ル伝達 に関する数 多

くの 研究 が主に生 化学 的 ､ 生理学 的あるい は分 子 生物学
･

遺伝学 的アプロ
ー チ によっ て 行わ

れ てきた ( B r a y , 1 9 9 7; K nig ht , 2 0 0 0; X io ng a n d Z h u , 2 0 0 2; Xio n g et al . , 2 0 0 2; Z h u e t a‡. ,
1 9 9 7; Z h u , 2 0 0 2) ｡ その 結果 ､ プロテインキナ

ー ゼおよびプロテインフォス ファタ ー ゼとい っ たシ

グナル 伝達 因子 や ､ カル シウムイオン ､ リン 脂質 ､ イノシト ー

ル リン 酸などの セカンドメッセンジ

ャ
ー

､ ならびにそれらを合成する酵素 の 関与が 明らか にされ てきた ( D e W a]d et al = 2 0 0 1;
M u n nik e t a[ ･ , 1 9 9 9 , 2 0 0 0; P ic aJ et a暮.

,
1 9 9 9 ; W a n g , 1 9 9 9; X io n g et al . , 2 0 0 2) ｡ しかし､ それ

ら因 子 全て が同じシグナル 伝達経路で作用するの か ､ それらが主要なシグナ ル伝達経路 の 中

心的 因 子な の か あるい は 他の シグナ ルと相互作用するような因子なの か ､ また ､ カス ケ ー ドを

構成 するそれぞれ の 因子 が直接 の上 流 因 子 から情報を受けとることに よりどの ような分子 的

変化を引き起 こす の か ､ そして 次の 因子 にどの ような分子 的変化をもたらすか など､ 多くの 問

題は 未解明の ままである｡

プロ テインキナ
ー ゼは ､ 多くの 他の シグナ ル カス ケ - ドと同様 ､ 浸透圧 ストレス シグナ ル 伝達に

おい ても重要な役割を果たして いると思われる (Z h u , 2 0 0 1 , 2 0 0 2) ｡ 浸透圧 およびその他 非生

物的 t 生物的ストレス のシグナ ル伝達にカル シウム イオン が関与して いることが知られて おり､

ス トレス に応 答 して 細 胞 内カ ル シウム イオン 濃 度 の 上 昇を引き起 こす ことが 示され て い る

( K nig ht , 2 0 0 0) ｡ カル シウム依 存性プロテ インキナ ー ゼ (C a 2 +
- d e p e n d e nt p r ot ei n ki n a s e;

C D P K) は水分 欠乏を含む様 々 な非生物 的ストレス により誘 導されることから､ C D P K がこれ

らの ストレス シグナ ル伝達に関与して いることが示 唆されて いる ( U ra o e t al . , 1 9 9 4) ｡ さらに ､

イネ C D P K の 1 つ ､ O s C D P K 7 を過剰発現させ ると低温と浸透圧 ストレス に対する耐性を

示すようになることも報告されて いる (S aij o et a L , 2 0 0 0) ｡ この ような結果 から､ C D P K はおそ
らく浸透 圧 ストレスシグナ ル伝 達経 路で 重要な役割を果たして いると考えられる ｡ トウモ ロ コ シ

の 葉 肉細 胞プロトプラストにおい て シロ イヌナズナ C D P K ､ A t C D P K l の 構 成的活性 型を発

現させると, ストレス誘導性 の H Ⅵ＼1 遺伝 子 の プロ モ
ー

タ
ー が活性化されることも報告されて

おり､ C D P K がストレス シグナ ル伝達 におい て 主要な機能を演じて いることは 間違 い なさそう

である ( S h e e n , 1 9 9 6) 0

ストレス シグナ ル 伝達 で 重要な役割を担 っ て い ると考 えられる別 の C a 2 + 制御型プロ テイン
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キ ナ ー ゼ 群 とし て C JP K ( C B L -1
'

n t e r a cti n g p r ot ei n kin a s e)/ P K S ( S O S 2 -lik e p r ot ei n

ki n a s e)/S n R K 3 ( S N F l - r el at e d p r ot ei n kin a s e 3) ファミリ
ー があげられる ( G u o et a L , 2 0 0 1;

H aJ官o rd a n d H a rdie
,
1 9 9 8; H r a b a k et a L . 2 0 0 3; Liu et a L , 2 0 0 0; L u a n et a暮. , 2 0 0 2) ｡ これら

の プロ テインキナ ー ゼはそれ 自身で はカル シウム イオンと結合せ ず ､ カル シウム イオンセ ンサ
ー

で ある C B L ( c alci n e ul ei n B -lik e p r ot ei n)/S c a B P (S O S 2 -lik e C a 2 + bi n di n g p r ot ei n) ファ
ミリ -

の 特定メン バ
ー と相互作 用することにより C a 2 + の制 御を受 けることが分 か っ て いる

(A [b r e c ht et al . , 2 0 0 1; Ki m et a[ . , 2 0 0 0 ; L u a n et a L , 2 0 0 2; Li u a n d Z h u , 1 9 9 8 ; G u o et al . ,
2 0 0 1) ｡ 例えば ､ S O S 2 ( C IP K/ P K S の

一

つ ) と S O S 3 (C B L/ S c a B P の
一 つ) の複 合体は ､ 高

塩濃度ストレス 下 に おい て ､
N a + /Ll + アンチポ ー タ ー

の 活性を制御してイオンホメオスタシス

維持に関わることが示され て いる ((.
-

.1i u et al . , 2 0 0 2) ｡ また､ P K S 3 と S c a B P 5 の 複合体 は

A B A シ グナ ル 伝達 に 関与して い ることが報告されて いる (G u o e t al . , 2 0 0 2; Ki m e t a[ . ,
2 0 0 3) . 同様 に ､ C B L l は これと相互作用する C) P K とともに ､ 浸透圧 ストレ スシグナ ル 伝達
経路で重要な役割を果 たして いることが示 唆されて いる(C h e o ng et a‡. , 2 0 0 3) 0
酵母 で は ､ 高浸 透圧 ストレスシグナ ル はセン サ ー

で あるヒス チジンキナ
ー ゼに よっ て感 知さ

れ ､ ヒス チジンとアス パ ラギン 酸 残基間 で の リン 酸リレ
ー

を経て m it o g e n - a cti v at e d p r ot ei n

ki n a s e ( M A P K) カスケ ー ドに伝達され ､ , 防御反 応を示 す ( M a e d a et al . , 1 9 9 4) . シ ロ イヌナズ

ナ に おい ても､ 乾燥/高浸透圧 誘導性 のセンサ
ー

様ヒスチジンキナ ー ゼ A t H K l が同定され ,

酵母の センサ ー キナ ー ゼ変異体を相補して高浸透圧 ストレス 耐性を回復させたことから､ 植 物
におい てもセン サ ー 様ヒス チジン キナ - ゼが浸透 圧ストレス センサ

ー として 機能して い る可 能

性も示 唆されて いる (U r a o et a L , 1 9 9 9) . 浸透圧 ストレスシグナ ル伝達 に関与して いると思わ
れる M A P K と M A P K kin a s e ( M A P K K) がアル ファ ル ファ (S I M K K - S [ M K; Ki eg e rl et a[ . ,

2 0 0 0) やタバ コ (N t M E K 2 - S [P 付V ⅥP K ; Y a n g et al . , 2 0 0 1) におい て 同定されて い る｡ また ､

シロ イヌナズナ の M A P K のうち ､
A ll M A P K 4 および A t M A P K 6 が高浸透 圧 ストレス に よっ て

活性化されることも報告されて いる(書c hi m u r a et a L , 2 0 0 0) ｡ しかし, 同じ M A P K カス ケ ー ド

が浸透 圧 ストレス だけで はなく低温 や傷 ､ あるい はサリチ ル 酸 ､
H 2 0 2 や エリシタ ー などの シ

グナ ル 分 子 に よっ て も活 性 化される ことが 報告され て い る ( H o y o s a n d Z h a n 9 , 2 0 0 0;
M ik o( aJ C Zy k et aJ . , 2 0 0 0 ; Z h a n g a n d Kl e s s lg , 1 9 9 8; Y u a s a e t al . , 2 0 0 1; D e sik a n e t al . ,
2 0 0 1; N u h s e et a L , 2 0 0 0) ｡ シ ロ イヌナ ズナの M A P K kin a s e ki n a s e ( M A P K K K) の 1 つ

A N P l の 構成 的活性 型を発現させ ると At M A P K 3 ､ 4 および 6 が活 性化され , G S T 6 や

H S P 1 8 , 2 の ような酸化ストレス 誘導性プロモ - タ ー が活性化されることが観察されたが ､ A B A

/乾燥/低温誘導性 R D 2 9 A プロ モ - タ - の活性化 はみられなか っ た ( K o vt u n e t a L , 2 0 0 0) ｡ さ

らに ､ タバ コ で A N P l のオ ル ソロ グで ある N P K l を構成的に発 現させ ると､ 凍結 ､ 高温 ､ 高
塩濃度など幅広 い ストレス に対して 耐性を示すことも報告されて いる ( K o vt u n et al . , 2 0 0 0) ｡ こ

れらの ことをあわせ て考えると､ M A P K は酸化的ストレスを伴う広汎なストレス応答 に関わる
ストレス シグナ ル 伝達におい て機能して いるものと推測される ｡

タバ コ 培養細胞 あるい は葉の 抽出液を用いて m y eli n b a si c p r ot ei n ( M B P) を基質にしたゲ

ル 内リン酸化アツセイを行うと､ 上 述 の M A P K とともに 4 0 k D a 周辺 に浸透 圧 ストレス に よっ

て 速や か に活性化される C a 2 + 非依 存的プロテインキナ ー ゼが検出される ( D ro ‖a rd , 2 0 0 0;
H o y o s a n d Z h a n g , 2 0 0 0; M ik ofaj c z y k et aL , 2 0 0 0; M o n k s et al . , 2 0 0 1) ｡ また ､ アル ファ ル フ

ァ ( M u n nik et al = 1 9 9 9) やシロイヌナズナ培養細胞 (D r o ‖a rd e t a L , 2 0 0 2) におい ても同様

の 結果が報告されて いる ｡ この ような高浸透圧ストレス によっ て 活性化されるプロテインキナ -

ゼとして 4 2 k D a プロ テインキナ
- ゼがタバコ 培養細胞から精製された ( M ik ol aj c z y k et al . ,

.- 1
a



2 0 0 0) ｡ こ の プロ テインキナ
ー ゼは その 部 分アミノ酸 配 列 の 相 同性 から､ S n R K 2 フ ァミリ

ー に

属するシロ イヌナ ズナ A S K l の ホモ ロ グであることが示された ( H a(f o rd a n d H a rdi e , 1 9 9 8;

H r a b a k e t a L
,
2 0 0 3) ｡ 最近になっ て ､ K el n e r ら (2 0 0 4) に より､ こ の 4 2 k D プロテインキナ

ー

ゼは N t O S A K としてクロ ー ニ ングされ ､ 生化学 的な特徴が報告され て いる｡
一

方 ､ ソラマメの 孔辺細胞からは A B A によっ て 活性 化される S n R K 2 ファミリ ー のプロ テイ

ン キナ ー ゼ A A P K ( a b s ci si c a cid - a ctiv at e d p r ot ei n kin a s e) が精製され ､ クロ
ー

ン化されて

いる (Li a n d A s s m a n n , 1 9 9 6; Li et a L , 2 0 0 0) ｡ キナ
ー ゼ活性を持たないドミナントネガティブ

型 の A A P K 変異タンパク質を孔辺細胞 プロトプラストで過剰 発現させ ると､ A B A による陰イ

オン チャネル の 活性化がみられなくなり､ その 結 果 ､ A B A による気孔の 閉鎖がみられなくなる
ことが示され て いる (Li et al . , 2 00 0) ｡ また､ シロ イヌナズナに おい ても A A P K と高い 相同性

を示 す S n R K 2 フ ァミリ ー の プロテイン キナ ー ゼ O S T l/S R K 2 E が A B A によっ て 活性化さ

れること､ ならび に A B A による気孔の 閉鎖 や遺伝 子発現誘導 に 関与することが報告され て

いる ( M u sti[fi e t a[ . , 2 0 0 2; Y o s hid a et aJ . , 2 0 0 2) ｡ さらに ､ コ ムギ ( T ritl
'

c u m a e stI
'

v u m ) で は

S n R K 2 ファミリ
ー に属する P K A B A l が A B A による発現誘導を受けること､ ならびにこれを

アリユ ー ロ ン層 におい て
一

過的に過剰発現させるとジベ レリン による ロ ー

a m yJa s e 遺伝 子 プロ

モ
ー

タ
ー の活性化 が抑制されることから､ ジベ レリン 応答の A B A による抑制制御系のシグナ

ル 伝達 - の 関与が示されて いる (G o m e z - C a d e n a s et a L
,
1 9 9 9

,
2 0 0 1 ; S h e n et a L , 2 0 0 1;

J o h n s o n et a】. , 2 0 0 2) 0
S n R K 2 ファミリ

ー

のプロテイン キナ ー ゼが ､ 傷 ､ 浸透 圧 ストレス ､ 低温 ､
エ リシタ ー

､
エ チ レン ､

A B A など様 々 なシグナル 伝達経路に関与して いる p h o s p h atidi c a cid ( P A) のタ
ー

ゲットとな

っ て いる可能性も示唆されて いる(T e ste ri n k et al . , 2 0 0 4) ｡ また , Nt O S A K の 高浸透圧 ストレ

ス による活性化 に
一

酸化窒素が関わるという報告がなされて いる (L a m o tt e et a L , 2 0 0 6) .
S n R K 2 プロ テインキナ ー ゼは ､ N 末端側 の よく保存されたキナ ー ゼドメインと､ C 末端側 の

制御領域と考えられる酸性アミノ酸に富む ユ ニ ー クな領域 からなる( 図 1; H alfo rd a n d H a rdi e ,
1 9 9 8; H r a b a k et a] . , 2 0 0 3) . キナ

ー ゼドメイン の アミノ酸配列をもとに系統樹を書くと､ 大きく分

けて Ⅰ ､ Ⅱ ､ Ⅲ の 3 つ の サ ブクラス に分 かれる( 図 2; K o b a y a s hi e t aI .
,
2 0 0 4) . 当研究室で

は ､ イネゲノム にコ ー ドされる 1 0 個の S n R K 2 フ ァミリ
ー メン バ ー S A P K l - S A P K I O を

全 てクロ ー ン 化し､ 機能解析を進めてきた ｡ これまで に , これら全て のメン バ ー が高浸透 圧 スト

レ ス に よ っ て 速 や か に活 性 化されること ､ ならび に そのうちサ ブクラス Ⅲ に 属す る 3 つ

( S A P K 8 ､ 9 および 1 0) は A B A に よ っ て も活 性 化され ることなどを他 の 植物由来 の

S n R K 2 プロ テ インキナ
ー ゼに先駆 けて 明らか にした ( K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 4) ｡ さらに ､

S n R K 2 プロ テインキナ ー ゼの活性化はリン 酸化に よっ て 制御されて い ることや ､ A B A シグナ

ル が C 末端領域 によって 認識されることも同 時に報告した ( K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 4) ｡ 続い
て ､ シロイヌナズナ におい ても 1 0 個の S n R K 2 フ ァミリ ー

の プロ テイン キナ
ー ゼのうち 9 個

が 浸透 圧 ストレス によっ て 活性 化され ､ そのうちの サブクラス Ⅱ および Ⅲ に属する 5 個 が

A B A により活性 化されること､ 低温で はどれも活性 化されない ことが示され た ( B o u d s o c q et

aJ . , 2 0 0 4) . さらに ､ シロ イヌナズナ の S n R K 2 フ ァミリ ー

の プロ テインキナ - ゼ S R K 2 C は主

に 根端 で 発 現 がみ られ ､ 浸透 圧 ストレス によ っ て 誘 導 および活 性 化を受 け､ 過 剰発現 体 や

T - D N A 挿入変異体の 解析 から､ ストレス 応答性遺伝 子発現を制御することによっ て乾燥耐性
に関与することを示 唆する報告がなされた ( U m e z a w a et aJ . , 2 0 0 4) .
S n R K 2 プロ テ イン キナ ー ゼの C 末端 領域 は ､ さらに 2 つ の 領域 に 分 けられる ( 図 1;
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Y b s hid a et aL , 2 0 0 6) ｡ キナ
ー ゼドメイン に続く約 3 0 アミノ酸からなる領域 (ドメイン 1) およ

びその 後に続く約 4 0 アミノ酸からなる領域 (ドメイン 2) である｡ ドメイン 1 は ､ S n R K 2 ファ

ミリ ー 全体 で比 較的相 同性が高 い ｡
I -

方 ､ ドメイン 2 は ､ 酸性アミノ酸を多く含 み ､ サブクラス

Ⅰとサ ブクラス Ⅱ およびⅢ の 問で 大きな違い が見られる ｡ 当研究室 で は ､ A B A に よる活 性化

を受 けない S A P K 2 と活性 化を受ける S A P K 8 の ドメイン 交換 実験 に より ､ S A P K 2 の C

末 端領域全体を S A P K 8 の それ に置換 すると､ 弱い ながらも A B A による活性化を受けるよ

うになることを報告した ( K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 4) ｡ シ ロイヌナズナにおい て は ､ O S T l/ S R K 2 E
の C 末端領域 のドメイン 2 を欠失すると A B A による活性化 が起こらなくなる 一

方 で ､ C 末

端領域全体を欠失すると A B A によらない活性化も影響を受けることが報告され た ( Ⅶ s hid a

et al . , 2 0 0 6) ｡ また､ 大腸菌で発現させ た組換え O S T l/S R K 2 E の C 末端領域のドメイン 2

および 1 の 一

部分を欠失するとリン 酸化活性がなくなることが報告され て いる ( B eti n e t ar . ,
2 0 0 6) . さらに ､ O S T l/S R K 2 E の C 末端領域に は ､ プロテイン ホスファタ - ゼ 2 C で ある

A B El が結 合することが酵母 t w o - h y b r岳d アツセイにより示され て いる(Y o s hid a et ai . , 2 0 0 6) 0
これらの ことから､ S n R K 2 プロテイン キナ ー ゼの C 末端領域 は ､ 上 流の シグナ ル を受容す

るとともに ､ 活性を正 に制御する働きがあると推察できる｡

リン酸化による制御を受 けるプロテインキナ ー ゼの 多くに つ い て ､ その キナ
ー ゼドメイン の 中央

に存荏するアクチ ベ ー ション ル ー プと呼 ばれる領域 のセリン ､ ス レオ ニ ン あるい はチロ シン のリ

ン酸化により活性化されることが知られて いる(J o h n s o n et a L , 1 9 9 6; N ol e n et a L , 2 0 0 4) ｡ 当
研究室 で は､ S A P K 2 が高浸透 圧ストレス に応答してリン酸化された時 ､ アクチ ベ

ー ション ル ー

プ内で 3 ケ所にリン酸化が起 こっ て いることを二 次元 電気泳動を用 い て 明らかにして い る ( 小

林ら未発表) ｡ 同様 に ､ B u r z a ら (2 0 0 6) は ､ N tO S A K のアクチ ベ ー ション ル ー プ内の 1 5 4

番 目と 1 5 8 番 目の セリン が高浸透圧 に応答してリン酸化されることを報告した ｡ 一 方 ､ B eli n

ら (2 0 0 6) は ､ 大腸 菌で発現させ た組換え O S T l/S R K 2 E は アクチ ベ ー ション ル ー プ内の セ

リン 以外 にも数ケ所 がリン酸化を受けて いることを報告して いる｡

高浸透圧 ストレスや A B A により活性化された S n R K 2 プロ テイン キナ
ー ゼが ､ 植物細胞 内

でどの ようなタン パク質のリン酸化に関わっ て いるか に つ いて の 知見は 限られ て いる｡ A B A に

より活性 化された A A P K に よるリン 酸化のタ
ー

ゲットの 候補として ､ A KI P l と名づ けられた

R N A 結合タン パク質が報告されて いる (Li e t al . , 2 0 0 2) . A KI P l が酵母 t w o - h y b rid アツセ

イに おい て ､ A A P K と結 合すること: ､ および試験 管 内リン酸 化ア ツセイに お い て A A P K が

A KI P をリン 酸化することがその 根拠で ある ｡
一

方 ､ ダイズの S n R K 2 フ ァミリ ー メン バ ー

であ

る S P K l と S P K 2 は ､ 酵母細胞内におい て高浸透圧ストレスによっ て活性化されることが示

されて い る( M o nk s et al . , 2 0 0 1) ｡ S P K l および S P K 2 が植物細胞 内で実際に高浸透圧スト

レ ス に よ り 活 性 化 さ れ る こ と は 示 さ れ て い な い が ､ ダ イ ズ の S e c 1 4 p 関 連

p h o s p h atid yEin o sitol tr a n sf e r p r ot ei n ( P IT P) を高浸透圧ストレス依存的にリン 酸化するプロ

テ イ ン キ ナ - ゼ 活 性 に 対 応 す ると推定され て い る ( M o n k s et al " 2 0 0 1) ｡ P IT P は

p h o s p h atid y= n o sito1 3
- ki n a s e あるい は 4 - kin a s e 活性を促進 することが示されて い ることか

ら､ S P K l と S P K 2 はフォス ファチジ ルイノシト ー

ル 代謝を制 御することで 浸透 圧 ストレス 応

答に関与して い ると想像されて いる ｡

O S T l/S R K 2 E は A B A による気孔 の 閉鎖だけで なく遺伝子発現誘導 にも関与することが報

告され て い る (Y o s hid a et aI . , 2 0 0 2) ｡ 当研 究室 で は , A B A による転写 誘導を担うイネ の

b Z !P 型転写因子 T R A B l を同定し ､
この 因子 の 転写活性化能 がリン酸 化により制御され て
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い ること､ ならびに そのリン酸化部位の 1 つ が 1 0 2 番 目の セリン で あることを明らか にした

( K a g a y a e t al . , 2 0 0 2) ｡ さらに ､
A B A に より活性化された S A P K 8 - 1 0 がこの セリンを試

験 管 内で 効率 よくリン 酸化することや ､ 培養細 胞 内で 過 剰発現させ た S A P K I O と T R A B l

が免疫沈降 により共沈降することなどを報告した ( K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 5) .
一

方 ､ T R A B l

の ホ モ ロ グで あるイネや コ ム ギ の A B A 応 答 エ レメン ト (A B R E) 結 合 因子 ( それぞれ
O R E B l および T a A B F) が酵母 t w o - h y b rid アツセイにおい て S n R K 2 プロ テイン キナ

ー ゼ

と結 合することが報告されて いる (C h a e et al . , 2 0 0 7; J o h n s o n e t al . , 2 0 0 2) ｡ また ､ シロ イヌ

ナ ズナ の A B R E 結 合因子 に つ い ても S n R K 2 に よるリン 酸化 が報告された ( F u rih ata e t

al
"
2 0 0 6) .

以 上 のように ､ S n R K 2 フ ァミリ ー に属するプロテインキナ
ー ゼが A B A および高浸透圧ストレ

ス 応答に おけるシグナル 伝達におい て 中心的な役割を果たして いる可能性を示すデ ー タが蓄

積してきて い る｡ しかし､ これらのプロテインキナ ー ゼを介するシグナ ル 伝達 経路 の 下 流応答

や 活性化 に関わる上 流因 子に つ い ての 知見 は未だに乏しく､ 今 後の課題となっ て い る｡ また ､

リン酸化 による活性 化や C 末端領域による正 の 活性制御など､ S n R K 2 プロテインキナ
ー ゼ

の ユ ニ
ー

クな活性調節の 分子機構に つ い て ､ 詳細 に述 べるには 到っ てい ない ｡ この ような活性

制 御の 分子 機構を理解するためには ､ S n R K 2 プロ テイン キナ ー ゼタン パク質の高次構造 に

関する情報が必要 不可欠である｡ さらに ､ 高次構造 に関する情報が得られれば ､ S n R K 2 で は

未 だに 得られ て い ない 構成 的活性化型キナ ー ゼの 作 出など､ 下流 応答や 上 流 因子の 検 索に

有 用 なキナ
ー ゼ変異体を得る重要な辛が かりとなる ｡ そこで本研究 で は ､

S A P K の立体構 造

解析 およびこれ に基づく活性制御機構の解明を目的とし､ S A P K 2 およびその 変異体 の 大腸

菌を用 い た大 量 発現 系 の 構築と精製 プロトコ ー J レの 確 立を行 っ た ｡ また ､ 得 られ た組 換 え

S A P K 2 およびその 変異体 に つ い てリン酸 化活性 およびリン酸化状 態を調 べ た ｡ さらに ､ X 線

立体構造解析を目指した組換え S A P K 2 の 結晶化 ､ S A P K 2 C 末端領域 に関する N M R を

用 い た解析 ､ および ホモ ロ ジ ー モデリングを用い た S A P K 2 の モ デリング構造の 構築を試み
た ｡ 得られた実験 結果に基づき､ S A P K 2 の構造と活性制御に つ い て考察した｡

第 二 章 実験

1 . プラスミド構築

S A P K 2 およびその 変異体の c D N A 断片は ､ P G E X
- 5 X - 1 - S A P K 2 ( W T) ( 青田 ､ 2 0 0 5 ､ 名

古屋大学農学部応用生物科学科卒業論文) および p 3 5 S -

s h ロ ーS A P K 2 - K 3 3 A -d H A - H i s ( 山

本未発表) を鋳型にした P C R によって 取得した ｡ S A P K 2 ( W T) は野生型 の S A P K 2 を示 す ｡
コ ン ストラクト作製に は G ate w a y 法を用い た｡ 全て の エ ントリ ー クロ ー

ン は P C R D ir e cti o n a一

T O P O クロ ー

ニ ング(P E N T R /S D / D 一丁O P O C lo ni ng Kits; [ n vitr o g e n) に よっ て作製した ｡ 用
い たプライマ ー を表 1 に示 す ｡ c D N A 取得の ため の P C R には ､ セン スプライマ ー

の 5
'

末

端に C A C C を付加したプライマ
ー

を用 いた ｡ また ､ この セン スプライマ ー に は ､ C A C C とコ ー

ド領域の 最初の A T G の 間に ､ E nte r o ki n a s e ( E K) ､ P r e S ci s si o n P r ot e a s e ( P r e S) あるい は
F a cto r X a ( F a c X a) の い ずれか のプロテア ー ゼサ イトに相当する配列を導入した｡ 得られた
c D N A 断片をエ ントリ ー ベクタ ー

P E N T R / S D/ D
- T O P O (l n vit r o g e n) に組み 込み ､ シ ー ク エ ン

スを確認後 ､ G a te w a y L R C Z o n a s e E n z y m e M i x (l n vitr og e n) を用 い た L R 反応 によっ て ､
大腸菌用発現 ベクタ ー

P D E S T
- hi s および p D E S T

-t r x (T s u n o d a et aI . , 2 0 0 5) に組み 込ん
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だ｡ これらの ベクタ ー の 模式図を図こき に示す .

2 . 培養と精製

2 - 1 . 培養

得られた発現 ベ クタ
ー

およびコ ントE] -

ルとして p E T
- 3 2 a ( + ) ( N o v a g e n) を､ それぞれ大腸

菌に導入した｡ 発現 ベクタ ー と大腸 菌の 組み合わせを表 2 に示 す . 得られた単 一

コ ロ ニ -

を
L B 液体培地 (5 0 fL g / m l a m pic 批領) を用い て 3 7

o

C で O D 6 0 0 が o , 6
-

0 .8 になるまで振

畳培養し, 終濃度 5 0 〟 M または 1 nl M になるように】P T G を加え ､ さらに 3 0 - 3 7
o

C で 3

時間もしくは 1 8 ℃ で 一

晩培養した｡ その 後 ､ 培養液を 3 , 0 0 0 x g で 2 0 分間遠心すること
により大腸菌を回収し､ - 8 0

o

C で 保存した｡ 遠心分離に は ､ A v a nti T M H P - 2 5 C e nt rif u g e

(B E C K M A N C O U LT E R T M ) もしくは M x
- 3 0 0 (T O M Y) を使用した o

また､ N M R の 測定に用 いる 1 5 N 安定 同位体標識タン パク質試料 作成 の ため に は ､ 発現 ベ

クタ ー を導入した大腸菌 を 3 7
o

C で 4 時間 ､ L B 液体培地 (5 0 [コg / m l a m pici‖i n) で前培

養した後 ､ 遠心に より回収した菌体を M 9 培地 (表 3) 1 L に懸濁し､ さらに 3 7
o

C で O D 6 0 0

が o . 6 - 0 .8 になるまで振畳 培養し‥ 終 濃度 1 m M に なるように IP T G を加え､ 3 7
o

C で

4 時間培養した｡ その後 , 培養液を A v a nti T M H P - 2 5 C e nt rif u g e を使用して 3 , 0 0 0 x g で

2 0 分間遠心することにより大腸菌を回収し, - 8 0
o

C で保存した ｡

2 - 2 . 精製

精製 の 過程 における共通の操作 に つ い て ､ 以 下 に示す ｡

タンパク質濃度は 2 8 0 n m に おける吸光度を測定し､ 1 次構造か ら得たトリプトファ ン及びテ
ロ シン の 数 に 基づ い て 算出した コの 僅 か ら求め た ｡ 遠 心 分 離 に は ､

A v a nti T M H P - 2 5

C e nt ｢ifu g e もしくは M x
- 3 0 0 を使用した ｡ タン パク質溶液 の 濃縮 は ､ 分画分子量 1 0 , 0 0 0 の

C e ntriplu s Y M - 1 0 ( M illip o r e) および C e ntric o n Y M - 1 0 ( M il)ip o r e) ､ 分画分子 量 3 , 0 0 0 の
C e nt｢iplu s Y M

- 3 ( M ‖ip o r e) および C e ntric o n Y M
- 3 ( M illip o r e) を用 い て限外ろ過により行

っ た｡ 濃縮する際の 遠心分離 は ､ C e nt rip[u s は 3 0 0 0 x g ､
4

o

C で ､ C e nt ri c o n は 5 0 0 0 x g ､

4
o

C で行 っ た｡ S D S -

JTf リアクリルアミドゲル 電気泳動 (S D S - P A G E) は ､ 目的タン パク質の 分

子量に応じて ､ 5 - 2 0 % ゲラジエ ント, 1 2 . 5 % もしくは 1 5 % のポリアクリル アミドゲ ルを用い

て 行い , C o o m a s si e B ri[[ia nt B lu e (C B B) 染色 ( Q uic k C B B ; W a k o) によりタン パク質バ ン

ドを検出した o 分子量 マ ー カ ー として H ig h
- R a n g e R ain b o w M ol e c ul a r W eig ht M a rk e r s ( G E

H e alth c a r e) または L o w - R a ng e R a 如b o w M oJe c ul a r W eig ht M a rk e r s ( G E H e a]th c a r e) を

用い た｡

2 - 2 - 1 . 発現の 確認および発現ベクタ -

の検討

冷凍した菌体を s o ni c ati o n b uff e r 【
■

2 0 m M T ris - H C l ( p H 7 . 5) , 5 0 0 m M N a C l , 5 m M

l m id a z oF e] に懸濁し､ 氷上 で超音波処理 (T O M Y , U D - 2 0 1; o ut p ut 3 , d uty c y cle 5 0 % ) 5

分 間を 2 - 8 回行 った ｡ 得られた破砕液を 1 5 ,0 0 0 rp m で 1 5 分間あるい は 4 0 , 0 0 0 x g
で 3 0 分 間遠 心し､ 可 溶性画分と不 溶性画分 に分離した ｡ 目的融 合タン パク質 の 発現および
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可 溶化 の 確認 は ､ S D S - P A G E により行 っ た｡

発 現 ベクタ
ー

の 検討 の ため に ､ 可 溶性タン パク質を用 い て アフィニ ティ ー

精製を行 っ た ｡

G J uta thi o n e S -t r a n sf e r a s e ( G S T) と の 融 合 タン パ ク質 は ､ G S T r a p H P カラ ム ( G E

H e a[th c a r e) を用 い て ､
h e x a histidi n e ( H i s6) タグを含む融合タン パク質 は ､ N i イオンをキレ

ー トさせた H iT ra p c h elati n g H P 5 m 】 カラム ( G E H e alth c a r e) を用い て 精製を行 っ た｡ N i

イオンをキ レ ー トさせた H iT r a p c h elati ng H P 5 m 暮 カラム は ､ 以下 5 m I N i c h elati n g カラムと

記す ｡ 可 溶性 G S T 融合タンパク質を T ris - H C [ (pll 7 . 5) で 3 倍希釈し､ G S T r a p カラム に

吸着させ ､ カラム を 4 0 m l の 2 0 m M T ris - H C I (p H 7 .5) , 1 5 0 m M N a C J で洗浄後 ､ 2 0 m M
T ri s - H C l( p H 8 ･ 0) , 1 5 0 m M N a C[ , 1 0 m M g lut athi o n e で溶 出した . H is タグを含む可溶性融

合タンパク質は ､ 5 m l N i c h elati n g カラム に吸着させ ､ 4 0 m J の s o nic ati o n b u 斤e r で洗浄後 ､

J m id a z of e 濃度を 5 m M から 3 0 0 m M まで 5 . 9 m M / m J の 濃度勾配をか けて溶出した.

目的融合タンパク質 の発現量およびアフィ ニ ティ ー カラム による回収 量の確 認は ､ S D S - P A G E

により行 った ｡

2 - 2 - 2 ･ S A P K 2 ( W T) , S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) の 精製

S A P K 2 ( W T) ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) の 大量精製 には ､ 終濃度 5 0

〟 M の IP T G で 誘 導 し ､ 1 8
o

C で
一

晩 培 養 した 大 腸 菌 を用 い た ｡ 冷 凍 した 菌 体 を
s o nic a tio n b u 斤e r に懸濁し､ 氷上 で超音 波処理 ( o ut p ut 4 . 5 , d uty c y c一e 5 0 % ) 5 分間を 8

回行っ た ｡ 得られた破砕液を 4 0 ,0 0 0 x g で 3 0 分間遠心し､ 可溶性タン パク質を回収した｡

得 ら れ た 可 溶 性 融 合タ ン パ ク質 は ､ C h el atin g S e p h a r o s e F a st Fl o w レ ジ ン ( G E

H e alth c a r e) 2 0 m l を充 填し ､ N i イオン をキ レ - トさせ たカラム に 吸着させ ､ 1 6 0 m I の

s o nic atio n b u 斤e r で洗浄後 ､ I m id a z ol e 濃度を 5 m M から 3 0 0 m M まで 1 . 5 m M / m l の

濃度 勾配をか けて 溶出した｡ ただし､ S A P K 2 ( M l ･ ･S 3 0 8) の精製 に用い たバッファ
ー

の み p H

7 ･ 8 とし､ 他のタンパク質の精製 には p H 7 . 5 の バッファ
ー

を用い た . C h el ati ng S e p h a r o s e

F a st F lo w レジン 2 0 m l を充填し､ N i イオン をキレ
ー トさせ たカラム は ､ 以 下 2 0 m l N i

c h el ati ng カラムと記す . 融合タン パク質を含む 2 0 m l Ni c h e lati ng カラム 溶出画分は ､ 透析膜

( Vis k a s e) に移し 1 0 0 倍容の 2 0 m M T ris - H C I( p H 7 . 5) , 1 5 0 m M N a C J , 0 . 2 m M D T T に対
して 4

o

C で 2 時 間透 析するか ､ また は ､ C e nt riplu s Y M
-1 0 に よる濃縮 後 に ､ ゲ ル ろ過

b u 肝e ｢【2 0 m M T ｢is
- H C l( p H 7 ･5) , 1 5 0 m M N a Cり で 平 衡化した H iL o a d 2 6/6 0 S u p e rd e x 7 5

p 9 ( G E H e alth c a r e) を用い て ゲル ろ過 にか けた｡ これらの 精製融合タン パク質に終濃度 0 . 5

m M になるように D T T を加え､ 4
o

C で 1 6 時 間 , 0 .2 5 U /1 m g p r ot e i n の E nte r o ki n a s e

(f n vitr o g e n) あるい は 1 7 - 2 0 U /1 m g p r ot ei n の P re S cis si o n P r ot e a s e ( G E H e alth c a r e)
で 処理し､ T hio r e d o xi n ( T r x) - H i s 6 タグの切 断を行っ た ｡ ただし､ S A P K 2 ( M l

- S 3 0 8) および
S A P K 2 ( K 3 3 A) に 関して は ､ P r e S cis si o n P r ot e a s e の 処理時 間を 3 日間とした. プロテア ー

ゼ処 理 の 後 の 反応液を､ 5 m [ Ni c h el ati n g カラム に か けて ､ T rx - H i s 6 タグおよび未消化融合
タン パク質を吸着させ ､ 非吸着画分に 目的タン パク質を回収した ｡ 得られた非 吸着画 分を , イ

オ ン 交換 カラム に よる精 製後 ､ または ､ その まま C e ntripJ u s Y M
- 1 0 に よる濃 縮を行 い ､

H iL o a d 2 6 /6 0 S u p e rd e x 7 5 pg を用い たゲ ル ろ過精製に用 い た｡ イオン 交換カラム による精

製 は ､ 非吸着 画分を透析膜 に移し､ 1 0 0 倍容の 2 0 m M T ri s - H Cl ( p H 7 .5) , 0 . 2 m M D T T に

対して 4
o

C で 2 時 間透 析後 , 陰 イオン 交 換 カラム で ある H iT r a p Q H P カラム ( G E

H e alth c a r e) に吸着させ ､ 4 0 m [ の 2 0 m M T ris 一 日C l ( p H 7 . 5) で洗浄後 ､ N a C l 濃度を 0
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m M か ら 1 M まで 2 0 m M / m F の 濃度 勾配 をか けて 溶 出した ｡ 目 的タン パ ク質を含 む

HiT r a p Q H P カラム溶出画分または濃縮した5 m l N i c h elati n g カラム 非吸着画分をゲ ル ろ過

に より精 製し ､ 終 濃 度 0 . 5 m M に なるように D T T を加 え ､ C e ntrip] u s Y M - 1 0 お よび

C e ntric o n Y M - 1 0 を用い て 目的タン パク質を濃縮した ｡

2 - 2 - 3 . S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の精製

S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) は ､ N M R の測定に用いるため ､ 1 5 N 安定 同位体標 識タンパク質を

精製した . 冷凍した菌体を 1 0 0 m I の- s o ni c atio n b u q e r に懸濁し､ 氷上 で 超音波処理 ( o ut

p ut 4 ･ 5 , d uty c y cle 5 0 % ) 5 分間を 8 回行っ た｡ 得られた破砕 液を 4 0 , 0 0 0 x g で 3 0 分間

遠心し､ 可 溶性タン パク質を回収した ｡ 得られた可溶性融合タン パク質は 2 0 m l N i C h ela tin g
カラム に吸着させ ､ 1 0 0 m l の s o ni c at b n b u W e r および 2 0 0 m [ の 2 0 m M T ris - H C l (p H

7 ･ 5) , 5 0 0 m M N a C [ , 5 4 ･ 5 m M ! m id a z ol e で洗浄後 ､ 2 0 m M T ris - H C I(p H 7 . 5) , 5 0 0 m M N a C L
5 0 0 m M l m id a z ol e で 溶 出した ｡ さらに ､ 融合タン パ ク質 を含 む 溶 出画 分 を C e ntrip 山s

Y M - l O により濃縮後 ､ ゲル ろ過 b u 汗e r で 平衡化した HiL o a d 2 6/6 0 S u p e rd e x 7 5 p g を用

い てゲ ル ろ過精製を行 い ､ 1 0 0 倍容の 2 0 m M T ri s - H C ‡(p H 7 . 5) , 0 . 2 m M D T T に対して

4 ℃ で 1 時間半 透析した｡ その 後 ､ H iT r a p Q H P カラム に吸着させ , 4 0 m l の 2 0 m M

T ris - H C l (p H 7 . 5) で洗浄後 ､ N a C i 濃度を O m M から 1 M まで 1 0 m M / m L の濃度勾配

をか けて溶 出した . そして ､ 融合タンパク質を含む溶出画分を C e ntriplu s Y M
- 1 0 に より濃縮

し､ さらに H iL o a d 2 6 /6 0 S u p e rd e x 7 5 p g を用い たゲル ろ過精製を行 った ｡ 得られた融 合タ
ン パク質を C e ntripl u s Y M

- 1 0 により濃縮し､ N M R 測定 の試料とした. N M R 測定後 ､ 融 合タ

ン/ iク質を回収し､ 2 5
o

C で 1 3 時間 ､
0 .1 6 U /1 m g p r ot ei n の E nt e r o kin a s e (l n vitr o g e n)

で 処理し､ 再びゲ ル ろ過精 製を行 っ た ｡ その 後 ､ 目的の S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) が含まれる溶

出画分を回収し､
5 m ] Ni c h e[ati n g カラムを用い た精製を行い ､ 非吸着画分に 目的タン パク質

を回収した｡ 得られた目的タンパク質を､ C e ntripl u s Y M
- 3 および C e ntric o n Y M 1 3 を用い て

濃縮 し ､ N M R 測 定 の 試 料とした ｡ また ､ 前 述 の 5 m l N i c h el ati n g カラム より溶 出した

T rx - H i s 6 タグは ､ ゲ ル ろ過 b u 仔e r で 5 倍希 釈し ､ C e ntrip[ u s Y M -1 0 および C e nt ric o n

Y M - 1 0 を用い て濃縮し､ N M R 測 定の試料とした ｡

3 . 試験 管内リン酸化アツセイ

精製した S A P K 2 ( W T) 0 . 2 〟 g もしくは 0 .0 4 〃 g に ､ 5 ×ki n a s e b u 斤e r [ 1 0 0 m M

T ris 一 日C I(p H 7 .5) , 5 m M D T T , 5 0 rrl M M n C I2] を4 FL L 基質として M B P ､ 1 0 0 jJ M A T P 2

JJ は よび 2 〟 C i の【γ - 3 2 P] A T P ( 比放射能 3 00 0 C i/ m m oJ) を加え､ 滅菌水で総容量を 2 0

〟l にした｡ 基質として加えた M B P の 量 は､ S A P K 2 ( W T) 0 .2 〟g と等 m ol (9 1 n g) ､ その

1/4 倍 ､ 4 倍あるい は M B P なしの 4 段階とした ｡ 3 0
o

C で 1 0 分 間の 反応後 ､ 1 5 % ポリ

アクリル アミドゲ ル を用 い た S D S - P A G E で 分 画した o 分 子量 マ ー カ ー は P re ci si o n P] u s

P r ot ei n A ‖ Bl u e St a n d a rd s ( B套o
- R a d) を用 い た. 電気泳動後 ､ 洗浄液 (5 % T C A , 1 %

N a 4 P 2 0 7 1 1 0 H 2 0) で 1 5 分 間 の 洗 浄 を 2 回 行 い ､ C B B 染 色 (S i m ply B J u e T M

S af e St ain; l n vitr o g e n) を行 っ た 後 J P プレ ー ト (K o d a k) に 露光し , T y p h o o n 9 2 0 0 ( G E

h e a 肘1 C a r e) を用い て検 出した ｡

また , 精製した S A P K 2 ( W T) もしくは S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) 1 LL g に ､ 5 ×kin a s e b uff e r を 4
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〟l ､ 基質として M B P もしくは G S T 融合 p h o s p h aty d y- in o sit o ト4 kin a s e ( G S T
I P E4 K) を 1

〟 g , 2 0 0 〟 M A T P l 〟l および 2 jj C i の【γ
- 3 2 P】A T P (比放射能 3 0 0 0 C j/ m m ol) を加え ､

滅 菌水 で総容量を 2 0 〟l にした｡ 基質の コ ントロ
ー

ルとして ､ G S T 1 〟g を加えた反応液も

用 意した ｡ 3 0
o

C で 1 時間反 応を行い ､ 1 0 % もしくは 1 5 % ポリアクリル アミドゲル を用い た

S D S - P A G E で分画後 ､ 同様に検出した｡

4 . フ ォスファタ ー ゼ処理

精製した S A P K 2 ( W T) , S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) をゲ ルろ過 b u 斤e r

で 2 0 0 n g /LL l になるように希釈し ､ 仔ウシ胸腺アル カリフォス ファタ
ー ゼ ( C IA P , T a k a r a B io)

処理を行 った ｡ 試料 1 〟l に ､ 酵素に添付された1 0 × B u 斤e r【5 0 0 m M T ris - H C = p H 9 . 0) , 1 0

m M M g C I2] を 1 JJ J ､ C IA P ( 1 0
- 3 0 U /J] l) を 1 〟l 加え ､ 滅菌水で 総容量を1 0 JJ l にし､

3 7
o

C ､ 2 4 時間反応させ た｡ 対照として ､ C [A P の 代わりに滅菌水 1 FL ほ 加えた反応も行 っ

た｡ 反応 後 ､ 1 0 % ポリアクリル アミドゲルを用い た S D S - P A G E で分画した ｡

5
. リン酸化タン パク質の 検 出

S D S - P A G E 後 のゲ ル に対して 固定液 ( 5 0 % m et h a n ol , 1 0 % a c etj c a cid) で 3 0 分以 上

の 振 とうを 2 回 行 い ､ 蒸 留 水 に よる 1 0 分 間 の 洗 浄 を 3 回行 っ た ｡ そ の 後 ､ P r o - Q

D ia m o n d p h o s p h o p r ot ei n g e一st ain ( M ole c u一a r P r o b e s) 液 中で 1 時間振とうすることにより､

リン 酸化タン パク質を特異的 に染色した ｡ これ以 降の操作 は ､ 遮光して 行っ た ｡ 次に ､ 脱色 液

【2 0 % a c et o nit ril e , 5 0 m M s o diu m a c e t at e ( p H 4 .0)] に置換し､ 3 0 分間の脱色を 3 回行 い ､
蒸留水による 5 分間の洗浄を 2 回行 っ た . この ゲ ルを T y p h o o n 9 2 0 0 ( G E h e a[th c a r e) を
用い て ､ 5 3 2 n m レ

ー ザ ー 光により励起し､ 5 6 0 n m l o n g p a s s の e m i s sj o n fifte r を通してリ

ン酸化タン パク質を検 出した. その後 ､ S Y P R O R u b y p r o t ei n g el stai n ( M ole c ul a r P r o b e s)
で

一

晩 振とうすることにより､ 全タンパク質を染色した ｡ 洗浄液 (1 0 % m eth a n ol , 7 % a c etic
a cid) に置換して 3 0 分間振とうし､ 蒸留水 による 5 分間の 洗浄を 2 回行 っ た｡ この ゲル を
T y p h o o n 9 2 0 0 を用 い て ､ 5 3 2 n m レ ー ザ ー 光 に より励起し､ 6 1 0 B P 3 0 の e m is si o n filt e r

を通して 全タン パク質を検出した ｡

6 . 二 次元 電気泳動

二 次 元電気泳動 の
一

次元 目の 泳動は ､ Z O O M J P G R u n n e r システ ム (ln vitr og e n) を用い ､

添付 の 説明書 にしたがっ て 行っ た｡ 上 述 の ように精製し､ タン パク量を測定した S A P K 2 ( W T) ､
S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) をゲ ル ろ過 b u斤e r で 2 0 0 ng / 〟l になるように

希釈し､ 1 □l を S a m p[e b uffe r [7 M U r e a , 2 M Tio u r e a , 2 0 m M D T T , 0 .5 % Z O O M

C a r ri e r A m p h ofyte s ( p H 4 - 7; [ n vitr og e n) ､ 0 . 0 0 2 % B r o m o P h e n oI Bl u e】1 6 0 FL H = 加え ､
1 5 0 0 0 ｢p m ､ 4

o

C ､ 1 5 分間遠心後 ､ 上 溝をサンプル 溶液とした｡ Z O O M カセットを平らな実
験台上 に置き､ サ ン プル 溶液 1 5 5 〟l をサン プル ロ ー ディングディバイス に充填し ､ 一

次元

等電点電気泳動用の Z O O M ストリップゲ ル (p H
∠ト7; [ n vitr o g e n) をカセットに添加し､ その

まま室温で 9 0 分間静置して ､ ストリップゲ ル を膨潤させ た｡

電 極 用 ろ紙 2 枚 に 蒸 留 水 を浸 み 込 ま せ ､ ゲ ル の 両 端 に 置 き ､ カ セ ットを Z O O M

9



l P G R u n n e r にセットして 電気泳動を開始した｡ 通電条件 は表 4 に示 した 3 段階 で ､ 限界電

流値及び限界電力値 はそれぞれストリップゲル 1 本当り 1 m A ､ 2 W に設 定した ｡
一

次元 電気泳動終 了後 , 次の ような S D S 平衡化処理を行 っ た｡ ストリップゲ ルをカセットから

取り出し ､ ゲ ル 1 本 当り 5 m l の S D S 処理 溶液 【1 × N u P A G E L D S S a m pl e B u q e r

(J n vitr o g e n) , 1 × N u P A G E S a m ple R e d u ci n g A g e nt (ln vitr o g e n)] で 1 5 分間振とうした｡ さ
らに ､ ゲ ル 1 本当り 5 m l の s - ア ル キル 化溶液【1 2 5 m M Io d o a c et a m id e ( W a k o) , 1 ×

N u P A G E L D S S a m ple B u 斤e r(! n vit r o g e n)] で 1 5 分間振とうした ｡
N u P A G E I O % ビス ー トリスゲ ル 1 m m 1 w el川 n vitr og e n) を用 い て ､ 次 の ように 二 次元 目
の 電気泳動を行 った ｡ S D S 平 衡化処理した

一

次元 ストリップゲル を二 次元 目ゲル の ウェ ル に

乗せ ､ ゲ ル 同 士 が密着するようにミクロ ス パ - テ ル で 軽く押し､ 分 子 量 マ
ー カ ー

( P r e ci si o n

P 一u s P r ot ei n A " B lu e S t a n d a rd s) 3 JJ l を浸み 込ませた小 片ろ紙をストリップゲ ルの 陽極外

側 に挿入した ｡ 二 次元 目の ゲルを泳動槽に セットし ､ 泳動 B u 斤e r [1 × N u P A G E M E S S D S
R u n ni n g B u q e r (? n vitr og e n)] を注ぎ､ 通電条件 は定電圧 2 0 0 V で 3 5 分間 ､ ゲ ル ー 枚あ

たりの 限界電流値及び限界電 力債 はそれぞれ 1 2 0 m A 及び 2 5 W に設定し､ 泳動した｡ 泳
動後 ､ C B B 染色 (S i m ply B 山e T M S afe Sta 叶) により目的タン パク質を検 出した ｡

7 . 結晶化

X 線 法を用 い た立体構造解析 の ため ､ 結 晶 化条件を検討した ｡ 上 述 の ように 精製した
S A P K 2 ( W T) ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) のタンパク質溶液を､ 分画分 子

量 3 0 , 0 0 0 の C e ntripl u s Y M
1 3 0 ( M i"ip o r e) および C e ntripJ u s Y M 1 1 0 を用い て 限外ろ過

に より濃縮した . 遠心分離 は A = e g ra T M X
1 2 2 R C e nt rif ug e ( B E C K M A N C O U LT E R T M) を

使用して 1 0 0 0 x g ､ 4
o

C で行 い ､ タンパク質最終濃度 2 . 9 - 2 0 m 9 / m l まで濃縮した ｡ タン パ

ク質濃度 は 2 8 0 n m における吸光度を測定し､ 1 次構造から得 たトリプトファ ン及びテ ロ シン

の 数に基 づ い て算出した 号 の 値 から求め た. その 後 ､ 結晶化条件 の初期スクリ ー ニ ン グを､

表 5 に示 す市 販 の 結 晶化キットを用 い て 行 っ た . 結 晶化は24 穴V D X プレ ー ト (H a n pt o n

R e s e a r c h) を使用した ハ ンギン グドロ ップ蒸気拡散法で 行い ､ リザ
ー バ ー

の 体積を 5 0 0 〟 L ､

ドロ ップレット体積 はタン パク質溶液 0 ,
7 iL L とリザ

ー バ ー

溶液 0 . 7 JJ L を混合して 1 ,4 〟

L とした. タンパク質溶液 は 2 . 9 - 1 6 . 4 m g / m l タン パク質 ､ 2 0 m M T rjs - H C I p H 7 . 5 , 1 5 0

m M N a C l , 0 ･ 5 m M D T T とした｡ ただし､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) に関して は ､ 3 .0 - 7 .8 m g / m J タ

ン パク質 ､ 2 0 m M T ri s - H C I p H 7 息 1 5 0 m M N a Cl , 0 . 5 m M D T T とした｡ ハ ンギングドロ ップ

蒸 気拡散法の模式図を図 4 に示した ｡〉 結晶化プレ ー トの セット後 , 2 0
o

C のインキ ュ ベ ー タ ー

内に静置し ､ 1 日 から数 日間 の 間隔をあけて 結 晶析 出の 有無を偏 光顕 微鏡によっ て観 察し

た ｡

8 ｡ N M R 測定と解析

す べ て の N M R ス ペ クトル 測定は ､ 2 7
o

C で 5 m m の C H N 三 重共鳴クライオ検 出器を装

着した B r u k e r A V 6 0 0 N M R 装置 ( B u rk e r B io S pi n) を用 いて 行 っ た｡ タン パク質試 料は濃度

を測定し､ 1 0 % D 2 0 を加えて シゲミチ ュ ー ブ (s H I G E M l) に充填し､ 測定に供した｡ 測定に

用 いたタン パク質試料の濃度および b uff e r 条件を表 6 に示 した. ス ペクトル は ､ X w in n m r ソ

フトウ ェ ア ( B u rk e r B io S pi n) で 処 理し ､ S p a rk y ソフトウェ ア (U niv e r sity of C aJif o r ni a の

】.0



G o d d a rd , T . D . と K n elle r, D , G . による開発; hモt p:// w w w . c gl . u c sf . e d u / h o m e/ s p a rky/) で 解

析した ｡

1 5 N 標識 S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) と非標識 S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を用い た N M R 滴定実験

用 の サン プル は 次 の ように調整した｡ 上 述の ように精製した1 5 N 標識 S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9)
の 最終濃度 0 .1 6 m M に対して非標識 S A P K 2 ( M l

- S 3 0 8) の濃度比が 1 : 2 となるように

混合し､ N M R 滴 定実験用サンプルとした ｡

9 . モデリング

モ デリングに は ､ S W IS S I M O D E L ( http :// s w i s s m o d e暮. e x p a s y . o rg //S W JS S - M O D E L . ht m J;

P e it s c h
,
1 9 9 5 ; G u e x a nd P eits ch , 1 9 9 7; S c h w e d e e t aJ . , 2 0 0 3) を用い た. テンプレ

ー トに

は
"

B L A S T s e a r c h a g ai n st 3 D - st r u ct u r e
"

(担tp :// s ロo c k .g e n e s . nip . a c .j p/ % 7 E g e n o m e /

c g トbin/g bltp d bf o r m . p] . cg i) を用い た検 索に より S A P K 2 ( m ) との 相 同性 が最も高 か っ た

M A R K l ( P D B I D : 2 H A K)を用い ､ P ro tei n D at a B a n k ( P D B ; http :// w w w . r c s b . o rg /p d b/) か ら

P D B フ ァ イル を取 得した . まず ､ S VVIS S - M O D E L の Fir st A p p r o a c h m o d e で ､ S A P K 2

( W T) の アミノ酸配列を入 力したところ ､ P D B に登 録され て い るタン パク質 の 中で S A P K 2

( W T) と相同性 が高 いものをサ
ー バ ー が選 択し､ 2 H A K A ､ C ､ D ､ E および F c h ain をテンプ

レ
ー トとしたモデリング構造を得た ｡ 以後 ､ この 構造を First A p p r o a c h l と表記する｡ 次に ､ 同

じく Fir st A p p r o a c h m o d e で ､ S A P K 2 ( m ) の 配列を入 力し､ テンプレ
ー トとして 2 H A K E

c h ain の P D B ファ イルを添付し､ 以下 で First A p p r o a c h 2 と表記するモデリン グ構造を得
た ｡ さらに ､ S W IS S - M O D E L の A Iig n m e nt l nte rf a c e で ､

C L U S T A L W ( http :// w w w . e bi . a c .

u k/ c] u st al w ; T h o m p s o n et al . , 1 9 9 4) を用い て 作成した S A P K 2 ( m ) と 2 H A K の アライメ

ントを入 力し､ テン プレ
ー トとして 2 H A K E c h ain を指定し､ 以下 で A Iig n m e nt I nt e rf a c e l と

表記するモデリング構造を得た ｡ 最後に ､ S W IS S - M O D E L の A lig n m e nt ]n te rf a c e で ､ 上 述

の アライメントをより詳細 に確認しながら変更を加え て 入 力し ､ テン プレ
ー トとして 2 日A K E

c h ai n を指定し､ 以 下 で A lig n m e nt I nte rf a c e 2 と表記するモデリング構造を得た. 2 H A K E

c h ai n およびそれぞれ の モ デリング構造 は ､ P y M O L ソフトウ ェ ア ( D e L a n o S ci e ntific の

D e L a n o , W . L ･ による開発; http ://p y m ol . s o u r c ef o rg e . n et/) を用い て ､ リボン構造および表面

電 化 構 造 を示 した ｡ S A P K 2 の 二 次 構造 予 測 は ､ C h o u
- F a s m a n 法 ( http :// m b s . c b r c .j p/

p a pia
-

c gi/ s s p _

m e n uJ ･ pl; C h o u a n d F a s m a n , 1 9 7 4) お よ び ｣ p r e d 法 (http :// w w w .

c o m p bi o ･d u n d e e . a c . u k/ % 7 E w w -jp r e d/; C u 斤 et a L , 1 9 9 8) に より行っ た ｡

第 三 章 結果

1 . 精製

1 - 1 . 大量発現 系の 構築と精製プロトコ
ー

ル の確立

S A P K の 立体構造解析およびこれに基づく活性制御機構の 解 明を目的とし､ 実験 に用い る
タン パク質 の 大量か つ 高純 度で の 精製条件 の 検討を行 っ た｡ 発現 系は大腸 菌を用い た ｡ イネ

ゲノム に コ ー ドされ た 1 0 個 の S A P K のうち､ リン 酸化部位 の 解 析など当研究室におい て 最

も機能 解析が進められて い る S A P K 2 に焦 点をあて て 実験を行 っ た｡ 本研究で 発現 および精

ll



製を試み た S A P K 2 およびその 変異体 のドメイン構造を図 5 に示 した｡

1 -

'

1 J1
. S A P K 2 (V V T)

野生型の S A P K 2 ( S A P K 2 ( W l
-

)) の大量精製を目指して ､ 発現に用 いる大腸菌株 ､ 誘導
の ため の I P T G 濃度および誘導後 の 培養温度につ い て検討を行っ た ｡ その 結果を図 6 に示
した｡ まず ､ 大腸 菌発現株 による S A P K 2 ( W T) の 発現を比較した結 果 ､ 1 8

o

C で
一

晩培養し

た場合 には大きな違い は 見られなか っ た ( 図 6 ( C) および ( D)) ｡ しかし､ 3 7 ℃ ､ 3 時間培養
した場合 ､ B L 2 1 ( D E 3) 株 で発現させると目的タン パク質は ほとん ど不 溶性画分に存在したの
に対して ( 図 6 ( A)) ､ B L2 1 ( D E 3) p L y s S 株 で は 目的タン パク質の 半分 以 上 が可 溶化 した

(図 6 ( B)) ｡ この結 果か ら､ B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株の 方が目的タン パク質 の 可 溶化傾 向が見ら
れると判断し, B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株を発現株として用いることにした ｡ 次に ､ 目的タン パク質
の 誘導 に用 い る IP T G 濃度 に つ い て 検討した ｡ その結 果 ､ 培養 温度 や 菌株に 関わらず ､

I P T G 濃度が 1 m M の 時よりも 5 0 〟 M の 時の 方が目的タンパク質 は可 溶 化する傾 向が

見られた｡ この 結果 から､ 5 0 〃 M の I P T G で誘導を行うこととした ｡ さらに ､ 培養温度 の 検
討を行っ た｡ その 結果 ､ 発現 量は 3 7

o

C で培養した方 (図 6 ( B) L a n e 3) が 1 8
o

C の 時 (図
6 ( D) L a n e 3) よりも多か っ た｡ しかし､ 1 8

o

C で 培養を行っ た場合 ､ 目的タン パク質 の 可 溶化

する割合が高 いことがわ か っ た (函 6 ( D) L a n e 4 , 5) ｡ 本研究で は ､ 構造解析および活性測定
に用 いる活性型タン パク質を精 製することを目的にして いる｡ 不 溶 化したタン パク質 は活性 が

失われて い る場合 が多く､ 上 記 の 目的に は可溶性タン パク質として発 現する条件で培養するこ

とが必須 である｡ そこで ､ 目的タン′iク質の発現量よりも可 溶化を優先し , 1 8
o

C で
一

晩培養す

ることとした｡ 以上 の 結果から, 組換え S A P K 2 の 発現には ､ 大腸菌 B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株
を用い , 5 0 〟 M IP T G で誘導し､

.
1 8

o

C で
一

晩振とう培養する方法が最適で あると結論した｡
次 に ､ 発現 ベクタ ー

の検 討を行 っ た ｡ その結 果を図 7 に 示した｡ 異なるタグが N 末端側

にそれぞれ付加される 3 種類の ベクタ ー に S A P K 2 ( W T) を組み 込み ､ 発現量およびアフィ
ニ テ ィ

ー

精 製 の 収 量 が 高くなる 発 現 ベ クタ ー

を 調 べ た ｡ G S T タ グ が 付 加 され る

p G E X 1 5 X - 1 - S A P K 2 ( W T) ､ H is 6 タグが 付加される p D E S T - hi s - E K - S A P K 2 ( W T) ､ および
T rx 一 日i s6 タグが付加される p D E S

■

トtrx - E K - S A P K 2 ( W T) をそれぞれ大腸菌 B L 2 1 ( D E 3)

p Ly s S 殊に導入し､ 4 0 m l の L B 培地を用い て ､ 前述した条件で 目的タン パク質を発現させ ､

アフィニ ティ ー 精製を行 っ た｡ この 3 つ の ベクタ ー

を比較した結果 ､ p D E S T tr x ベクタ
ー を用い

たときに ､ 目的タン パク質 の 発現量および回収量ともに最も多くなることが分 か っ た｡

S A P K 2 ( W T) の 直上 に導入したプロテア ー ゼサイトに つ い て検討を行 っ た ｡ その結 果を図
8 に示した ｡ E K サイトを導入した p D E S T -t r x - E K - S A P K 2 ( W T) および P r e S サイトを導入
した p D E S T

-t r x - P r e S - S A P K 2 ( W
-

T) に つ い て検討を行 っ た . それぞれ の ベクタ ー を大腸 菌
B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株に導入し､ 上 述した条件で 目的タンパク質の発現 および精製を行 っ た｡

導入したプロテア ー ゼサイトによる T r x - H i s6 タグ融合タンパク質 の 発現量や可 溶性 に違い は
ほとんど見られなか っ たが , プロテア - ゼ処理 により現れる S A P K 2 ( m ) の 大きさが異なっ

て いた (図 8 (B)) 0 P r e S で処理した場合 ､ 推定分子 マ ス 3 8 . 7 k D a と
一

致する位置 にタグが

切 断された S A P K 2 ( W T) の バ ンドが現れた (図 8 ( B) 赤矢印) ｡
一

方 ､ E K で処理した場合

には ､ 推定分子 マ ス 3 8 . 5 k D a よりも大きい 位置にバンドが現れた (図 8 ( B) 青 矢印) ｡ これ
は ､ 直上 に導入した E K サイトで は切断されず ､ ベクタ ー 由来の E K サイト(図 3 (B)) で の

み切断されたことを示す ｡ また ､
E K 処理後で は S A P K 2 ( W T) 内部で の 分解 が徐 々 に見られ

1
_
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た が ､ P r e S 処理 後 の S A P K 2 ( W T) に は 分解 が見られなか った ｡ これらの 結果から､ 発現 ベ

クタ
ー に導入 するプロテア ー ゼサイトとして ､ P re S サ イトが適切で あることが分か った ｡

精製条件 に つ いて 検討を行っ た ｡ その結果を図 9 に 示した ｡ 大腸菌抽出液を N i c h el atin g
カラム により精製した後 ､ 透析により b u 斤e r 交換を行い ､ P re S 処理を行 っ た結果 ､ 消化効率

が著しく低 い ことが分か っ た (図 9 ( A) L a n e 2) . そこで ､ N i c h elatin g カラム精製後 の 溶液につ

い てゲ ルろ過精製を行 い P re S 処理を行 っ た｡ その 結果 ､ 同じ処理条件で の 消化効率が著し

く向上した (図 9 ( A) L a n e 5) ｡ このときの ゲルろ過精製のクロ マトグラムを図 9 (B) に示した｡
こ の 消化効率の 向上 は ､ ゲ ルろ過精製を行うことにより､ 主に排 除限界 で溶 出される凝集した

目 的タン パク質 および爽雑物が除か れ たため と考えられる｡ この 結 果か ら､ 組 換え S A P K 2

の 精製に は､ プロ テア ー

ゼ処理の 前にゲル ろ過精製を行うこととした0

以 上 の 結果を考慮して 決定した S A P K 2 ( W T) の 最終精製プロトコ
ー

ル およびその 精製結

果を図 1 0 に示 した ｡ 本実験 で確立した条件 で精製を行うことに より､ ほ ぼ単 一 バ ンドとして

S A P K 2 ( W T) の精製が可能となっ た｡

1 - 1 - 2 ･ S A P K 2 ( M l - P 2 6 5)

S n R K 2 フ ァミリ
ー プロテインキナ ー ゼは ､ N 末端側 の 高度に 保存されたキナ - ゼ領域と､

C 末 端側 の 酸性アミノ酸に 富む ユ ニ ー クな制御 領域 からなっ て いる ｡ S A P K 2 の 2 6 5 番 目

の プロリンまで の 領域 は ､ S n R K 2 フ ァミリ ー プロテ インキナ ー ゼで 相 同性が 高く､ 他 の プロ チ

インキナ - ゼの キナ ー ゼ領域との 相同性が高 い領域ともほ ぼ
一

致して いる (図 1) . そこで ､ こ

の 2 6 5 番 目 のプロリンまで の N 末端側領域を､ S A P K 2 の キナ ー ゼドメインとして 精製する

ためにサブクロ
ー

ニ ングを行 った ｡

S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) は ､ S A P K 2 ( W T) と同様 に ､ 大腸 菌用発現ベクタ ー

P D E S T tr x に組

み 込 み ､ p D E S T tr x - E K - S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) を作成した ｡ 直上 に導入したプロテア ー ゼサイト

は ､ 前述した P r e S で はなく､ E K を用い た｡ S A P K 2 ( W T) で は ､ 導入したプロテア
ー ゼサイ

トに よる目的タン パク質 の 発現量や可 溶化 に違 い は見られなか っ た ｡ こ の 結 果か ら､ S A P K 2

( M l
- P 2 6 5) の 場合におい ても P r e S と E K で発現量や可 溶化に 違い が見られないと予想さ

れるため ､ E K を用 いても可溶化の確認に 問題 はないと判断した ｡

p D E S T tr x
- E K - S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) を大腸菌 B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株に導入し､ 5 0 □M ま

たは 1 m M の I P T G により遺伝子発現を誘導後 ､ 3 7
o

C もしくは 1 8
o

C で 培養し､ 発現およ

び可溶化を確認した｡ その 結果を図 1 1 (A) に示 した ｡ 目的タン パク質 の発現量 は 多いもの の ､
どの 条件 で培養しても目的タンパク質は ほとん ど不 溶性 画分に存在し､ 可 溶性画分 には 得ら
れなか っ た｡

1 - 1 - 3 . S A P K 2 ( M l イ2 8 3)

上 述 の ように ､ S A P K 2 の キナ
ー ゼドメインとして 精 製を試 み た S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) の

T rx - H i s 6 融合タン パク質は 可溶化しなか っ た｡ 図 2 1 に示したように ､ ｣ p r e d 法による二 次構
造予測 で は 2 6 5 番目の プロリン の周辺 に 二 次構造は 予測されない が ､ C h o u - F a s m a n 法で

は 2 5 9 番 目のトリプトファン から 2 7 1 番 目 の グ ルタミン酸まで に ロー ヘ リツクス が予測された ｡

欠失 変異 体を作成する際に ､ □ - ヘ リツクス や □ - シ - トなど二 次構造 の 途 中で 欠失させるとこ

の 部 分 の 二 次構造 が崩れ ､ これがタン パク質の 凝 集などの 原 因となることがある｡ そこで ､ 1

1 3



番目のメチオ ニ ン から､ J p r e d 法 および C h o u
- F a s m a n 法ともに 二 次構造が 予測されて い な

い 2 8 3 番 目のス レオニ ンまで (S A P K 2 ( M I T 2 8 3)) の サ ブクロ ー ニ ングを行 っ た｡

S A P K 2 ( M l
一 丁2 8 3) は 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ

ー

P D E S T -t r x に 組 み 込 み ,

P D E S T -tr x - P r e S - S A P K 2 ( M l - T 2 8 3) を作成した｡ プロ テア ー ゼサイトは ､ S A P K 2 ( W T) で用
い た P ｢ e S を導 入 した ｡ こ の 発 現 ベ クタ ー

を大腸 菌 B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株 に 導入 し ､
S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) と同様 に発現および可 溶化を確認した . その 結果を図 1 1 ( B) に 示した｡

しかし､ S A P K 2 ( M l 一丁2 8 3) も可溶性画 分に得ることは できなか っ た｡

1 -1 - 4 . S A P K 2 ( M l - S 3 0 8)

S A P K 2 ( M l 一丁2 8 3) と同様 に ､ ニ 次 構 造 予 測 の 結 果 を考慮 し C 末 端 側 を S A P K 2

( M I T 2 8 3) に加え､ さらに C 末端側 へ 2 5 残基 の ばした S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8) に つ い て検 討

を行 っ た｡

S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を 大 腸 菌 用 発 現 ベ ク タ
ー

P D E S T
-t r x に 組 み 込 み ､

p D E S T tr x
- P r e S - S A P K 2 ( M l

- S 3 0 8) を作成した｡ プロテア
ー ゼサイトは ､ P re S を導入した ｡

この 発現 ベクタ
ー を大腸菌 B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株に導入し､ S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) と同様 に発

現および可 溶化を確認した ｡ その 結果を図 1 2 ( A) に示した｡ 1 8
o

C で培養した場 合 ､ 目的タン

パク質が可 溶化することがわか っ た｡ 以上 の 結果から､ S A P K 2 ( W T) と同様に ､ 5 0 □ M J P T G
で 誘導し､ 1 8

o

C で
一

晩振とう培養することとした｡

図 1 0 ( A) に 示 した精 製プロ トコ
ー

ル に従 っ て ､ S A P K 2 ( W T) と同様 に 精 製した結 果 ､

S A P K 2 ( W T) と同じ条件 で P re S 処理を行っ たところ切れ残りが大変多か っ た｡ しかし､ 時間
が経過すると P re S によりほ ぼ完全 に酵素消化されることがわ か っ たの で ､ 処理 時間を 1 6

時間から 3 日間に 変更した｡ S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8) の 精製結果を図 1 2 ( B) に示した｡ 爽雑物

の マイナ ー バ ンドが 2 本 ほど残るもの の ほぼ単
一 バンドとして精 製できた ｡

1 - 1 - 5 . S A P K 2 ( K 3 3 A)

ソラマメの A B A シグナリングに 関わる S n R K 2 プロテイン キナ ー ゼ A A P K で は ､ プロテ

イン キナ - ゼで高度 に保存された A T P 結合部位 のリジンをアラ ニ ン に置換すると､ 孔辺細胞

プロトプラストで 発現させ た G F P 融合 A A P K のリン 酸化活性 がなくなり､ こ の 変異 型タン パ

ク質を発現させ たトランス ジェ ニ ック植物で は ､ A B A に応答した気孔 の 閉鎖が見られなくなるこ

とが報告されて い る (Li et aI . , 2 0 0 0) . また ､ A T P 結合部位のリジンをアラ ニ ン に置換した
S A P K 2 ( S A P K 2 K 3 3 A) をイネ培養細飽プロトプラストで 発現させた場 合 ､ ドミナントネガティブ

効果 は確認 できないものの その リン 酸化活性は失われることが示され ている (山本未発表) 0

さらに ､ 大腸 菌で 発現させ , 不 溶性画分から回収した G S T 融合 S A P K 2 K 3 3 A で は ､ 自 己

リン 酸化活性および M B P リン 酸化活性が失われることを確認した (青 田 , 2 0 0 5 ､ 名古屋大

学農学部応用生物科学科卒業論文) 0

後述するように ､ S A P K 2 ( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) は ､ 大腸菌 中ですで にリン酸化

されており､ その リン 酸化状態は 均 -

でない ことがわか った ｡ これらの S A P K 2 の 結 晶が得ら

れない 要 因の
一

つ として ､ 不 均 - なリン 酸化により表面電荷が異なるタン パク質の 集合となっ

て いることが予想された ｡ そこで ､ 大腸菌の 中でリン酸化されない ､ もしくは ､ リン 酸化状態が均
一

であるような S A P K 2 タン パク質を得ることを検討した ｡ 大腸 菌に おけるリン酸化 は 自己リ
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ン 酸化 で あることが予想されるため ､ 自 己リン酸 化活性を持 たない S A P K 2 変異体 S A P K 2

( K 3 3 A) に つ い て検討を行っ た｡

S A P K 2 ( K 3 3 A) を ､ 大腸菌用発現ベクタ
ー

P D E S l
二t rx に組 み込 み ､ プロテア ー ゼサイトと

して P r e S を導入 した p D E S T
-t r x - P r e S - S A P K 2 ( K 3 3 A) を作成した｡ この発現ベクタ ー を大

腸菌 B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株に導入し ､ S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) と同様に発現および可 溶化を確
認した ｡ その 結果を図1 3 (A) に示した ｡ 5 0 ⊂] M I P T G で誘 導し 1 8

o

C で培養した場合 ､ 目的
タン パク質の 可 溶性 が最も高くなることがわ か っ た ｡ 以 上 の 結果 から､ S A P K 2 ( W T) および
S A P K 2 ( M l

- S 3 0 8) と同様の条件で培養することとした｡

図 1 0 ( A) に示 した精製プロトコ
ー

ル に従 っ て精製した結果 ､ S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8) と同様に

P ｢e S 消化の 効率 が低 か っ た｡ この 場合も処理時 間を 3 日 間に変更するとほ ぼ完全に酵素

消化されることがわか っ た｡ S A P K 2 ( K 3 3 A) の 精製結果を図 1 3 ( B) に示した｡ 爽雑物の マイ

ナ
ー バ ンドが残るもの の ほ ぼ単

一 バンドとして精製できた. ただし､ S A P K 2 ( W T) や S A P K 2

( M l - S 3 0 8) に比 べ て ､ タンパク質が不安定で あり､ 短時間で分解する傾 向が見られた｡

1 - 1 - 6 ･ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9)

これまでに 当研究室 および他の 研究グ ル ー プにより行われた研究の結 果から､ S n R K 2 フ ァ

ミリ ー プロ テインキナ ー ゼの C 末端側の 領域 は ､ 上 流か らの シグナ ル を受容するとともに活

性を正 に 制御 する機能 があると考えられ て い る( K o b a y a s hi e t al . , 2 0 0 4; Ⅶ s hid a et ai . ,
2 0 0 6) ｡ その ため ､ リン酸化 による活性 化とともにこ の領 域 が関わる活性調節 のメカニ ズム に

興 味が持たれる ｡ この ように ユ ニ ー クなプロ テインキナ ー ゼ活性制 御の 分子機構の理解 に は

高次構造 に 関する情報が必要 不可 欠で ある｡ そこで ､ C 末端領域 の 構造解析を目的として ､

S A P K 2 の 2 8 4 番 目の プロリン から 3 3 9 番目 (C 末端) の ロイシン まで の 領域 (S A P K 2

( P 2 8 4 - L 3 3 9)) の発現 および精製に つ い て検 討を行 っ た ｡
S A P K 2 ( P 2 8 4

- L 3 3 9) を大腸菌用発現 ベクタ -

p D E S T t r x に組み 込 み ､ プE= テア
ー ゼサ

イトとして F a c X a サイトを導入したp D E S T -t r x - F a c X a - S A P K 2 ( P 2 8 4
- L 3 3 9) を作成した ｡ 目的

タン パク質の 直上 にプロテア ー ゼサイトを導 入する場合 ､ その プロテア
ー ゼサイトと目的タンパ

ク質 の N 末 端 の 局 所 的 pl が 近 い 方 が 可 溶 化し や す い とい う報 告 が なされ て い る

( T s u n o d a et a[ . , 2 0 0 5) . S A P K 2 (P 2 8 4 - L 3 3 9) の N 末端側 5 残基 の局所的 pl は 6 . 5 と

中性付近 で あっ たの で ､ 同じく中性付近 の 局所的 pt を持 つ F a c X a サ イトを選択した ｡ この

発現 ベクタ ー

を大腸菌 B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株に導入 し､ 他の S A P K 2 変異体と同様に発現
および可 溶化を確 認した ｡ その 結果を図 1 4 ( A) に 示した ｡ 目的タン パク質 は ､ 培養温 度に関

わらず 可 溶化することがわか っ た . N M R 測定 に は ､ 1 5 N 安 定同位体標識したタン パク質が

必 要で ある ｡ その ため に M 9 培 地での 培養を検討した ｡ その 結果 ､ L B 培地 で発現させ た時

と同様の 結果 が ､ M 9 培地を用い た場合にも確認できた ｡ この ため ､ 1 m M IP T G で誘導し､
発現量が 多くなる 3 7

o

C で 4 時間振とう培養することとした｡
S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の 精製プロトコ ー

ル を図 1 5 に ､ 精製結 果を図 1 4 ( B) に 示した｡
T r x - H i s 6 融合タン パク質も N M R 測定に供するため , 爽雑物を取り除く目的 で ､ 1 回目の ゲ

ル ろ過 精製を行 っ た後 ､ 陰イオン 交換カラム で精製し､ 再度ゲ ル ろ過精 製を行 っ た｡ この 操作
により､ 目的融合タン パク質は ほぼ単

一

の バ ンドまで精製できた｡ その結 果を図 1 4 ( B) (L a n e

6) に 示 す ｡ S A P K 2 ( P 2 8 4 1 L 3 3 9) の 発現 ベクタ ー に は F a c X a サイトを導 入したが ､ F a c X a

処 理を行 っ たところ著しく消化効率が悪か った ｡ そこで ､ 発現 ベクタ
ー 由来 のプロテア

ー ゼ のう
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ち ､ タグと切断後の 目的タン パク質 の 大きさが異なっ て おり､ 比 較的分離が行い や すい E K で

処 理することとした (図 3 ( B)) 0 N M R. 測定に用 い た T r x
- Hi s 6 融合タンパク質を回収し､ 適当

な濃度 に 希釈後 ､ E K 処理 を行 っ た ｡ E K 処理 後 ､ ゲル ろ過精 製によりプロ テア ー ゼと目的タ

ン パク質を分離した ｡ 切断されたタグと目的タン パク質は ､ 大きさが異なるの にも関わらず ､ 目

的タン パク質が存在する画分にはタグも含まれて い た (図 1 4 ( B) L a n e 8) ｡ この ため ､ 目的タ
ン パク質 が含まれて いる画分を集め て N j c h el ati ng カラム に供し､ 目的タン パク質 S A P K 2

(P 2 8 4
- L 3 3 9) を非吸着画分 ( 図 1 4 ( B) L a n e 9) に ､ T r x - H i s 6 タグを溶 出画分 ( 図 1 4 (B)

L a n e 1 0) に回収した｡ その 後 , S A P K 2 ( P 2 8 4
- L 3 3 9) が含まれる非吸着画分を濃縮し､ N M R

測定に用 いた. また､ T rx - H i s 6 タグが含まれる溶 出画分は ､ ゲ ル ろ過 バッファ ー

で希釈した後 ､

濃縮し同様 に N M R の 測定に供した ｡

2 . 組換え S A P K 2 のリン酸化活性とリン酸化状態

2 - 1 . リン 酸化活性

精製した組換え S A P K 2 ( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) のリン酸化活性を調 べ た｡ まず､

S A P K 2 ( W T) を酵素とし､ M B P を基質として ､ 試験管内リン酸化アツセイを行 っ た ｡ その 結果
を図 1 6 に示した｡ 5 倍の 酵素濃度 で反応させ ると､ 酵素タン パク質あたりの 自己リン酸化活
性が ､ 2 .8 -

5 .2 倍高くなっ た (図 1 6 ( B)) ｡ また､ 酵素濃度が
一

定の 時 ､ 基質濃度の 上 昇に対

応して ､ S A P K 2 ( W T) の 自己リン酸化活性も高くなっ た (図 1 6 ( B)) 0

次に ､ S A P K 2 O N T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を酵素とし ､ M B P および G S T - P J4 K を

基 質として ､ 試験 管 内リン 酸化アツ セイを行 っ た ｡ その 結果を図 1 7 に 示 した ｡ 基 質で ある
P 14 K が G S T 融 合タン パク質なの で ､ コ ントロ ー

ルとして G S T を基質 に用 い た反応も行 っ

た｡ C 末端の 3 1 残基を欠失した S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の M B P に対する基質リン酸化活性
および自己リン酸化活性 は , S A P K 2 (V V T) と比 較して 顕著に低 下した . それに 対して ､ P 14 K

に対する基質リン酸 化活性 は ､ S A P K 2 ( W T) と S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) でほとん ど変化がなか
っ た ｡ また､ M B P を基質として 用い た場合 ､ S A P K 2 ( W T) の 自己リン 酸化活性が 図 1 6 と同

様 に高くなったが ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の 自己リン酸化活性に対する M B P の 影響はあっ て

もごくわずか であっ た . 一

方 ､ P 14 K を基質として用い た場合 ､ S A P K 2 ( W T) の 自 己リン酸 化

活 性 は ､ 逆に 低下 した ( 図 1 7 ( B カ｡ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の 自 己リン 酸 化活 性 に対しても
P f4 K は ､ 抑制作用を示したが ､ その 程度は S A P K 2 ( W T) に対するそれ に比 べ てわずか で

あっ た ｡

2 - 2 . リン 酸化状態

S A P K 2 が活性をもつ に は ､ 酵素タン パク質のリン酸化が必要 であることが , 当研究室 にお

ける研究から明らか にされて いる ( K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 4) . 上 述 のように ､ 精製した組換え

S A P K 2 が顕著なリン 酸化 活性を持 っ ていたことから､ 精製タン パク質がリン酸 化されて いる

か 否 か を調 べ た ｡ まず ､ 精製 した S A P K 2 ( W T) ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2

( K 3 3 A) に 対して ､ ア ル カリフォス ファタ ー ゼ (C [A P) 処理 あるい はコ ントロ
ー

ル 処 理を行い ､

S D S - P A G E で展 開した｡ その 後 ､ リン 酸化タン パク質を特異 的に検 出する P r o - Q Di a m o n d

p h o s p h o p r ot ei n g el st ain ( P r o - Q:) および全タン パク質を検出する S Y P R O R ub y p r ot e i n
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g el st ain で 染 色 した ｡ そ の 結 果を 図 1 8 ( A) に 示 した ｡ S A P K 2 ( W T) および S A P K 2

( M l - S 3 0 8) は ､ コ ントロ
ー

ル 処理 の場 合 は P r o - Q で 強く染色され ､ C IA P 処 理を行うと

P ro - Q に よる染色 レベ ル が低下した｡ この ことから､ 両タン パク質は 大腸菌 中です でにリン 酸

化され て い たことがわ か っ た ｡ また ､ S A P K 2 ( K 3 3 A:‡ は ､ C IA P 処 理 の 有 無 に 関わ らず ､

P r o - Q で ほとん ど染色されなか っ たため ､ 大腸菌中で は ほとん どリン酸化されない ことがわか

っ た｡ これらの 結果から､ S A P K 2 ( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の 大腸菌 中におけるリン

酸化は ､ 自 己リン酸化 によるもの であることが推定された ｡

次に ､ 精製した S A P K 2 ( W T) ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) をそれぞれ
二 次 元 電気泳動 で 展開し ､ C B B 染色で検 出した ｡ その 結 果を図 1 8 ( B) に示した ｡ S A P K 2

( W T) および S A P K 2 ( M l
- S 3 08) は ､ それ ぞれ少なくとも 3 つ 以上 の スポットに分か れた こ

とか ら､ これらのリン 酸化状態 は均
一

でないと考 えられた ｡ これ に対して ､ S A P K 2 ( K 3 3 A) は

ほ ぼ単
一

の スポットとして 検出された｡ この 結果は ､ 図 1 8 (A) の結果と
一

致して い た｡

リン 酸化が確認された精製 S A P K 2 ( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) は ､ 1 8
o

C で
一

晩培

養した大腸 菌から精製した ｡ 培養温度は低 い が培養時間が長 いため ､ 菌体内で の 自 己リン 酸

化 が進 行した可能 性が考えられる ｡ そこで ､ 培養時間が短くなるとリン 酸化が起こらない ､ もし

くは リン 酸 化 レ ベ ル が 下 がるという可 能 性を考え ､ T rx - H i s 6 融 合 S A P K 2 ( W T) および
S A P K 2 ( K 3 3 A) のリン 酸化状態を ､ 大腸菌の 培養温度および時間を変化させ て 検討した ｡ こ

の 結果を図 1 9 に 示した ｡ 今回使用した p D E S T
-t r x ベクタ

ー

は p E T
- 3 2 a ( + ) を改変して い

る( T s u n o d a et af . , 2 0 0 5) ｡ そこで ､ 融合タン パク質のリン 酸化が T r x - H i s 6 タグ部分で はなく､
S A P K 2 部 分 で 起 こ っ て いることを示 す コ ン トロ -

ル として は ､ P E T
- 3 2 a ( +) を使 用した ｡

P E T
-3 2 a ( +) ､ p D E S T t r x - P ｢ e S - S A P K 2 ( W T) および p D E S T -t r x - P r e S - S A P K 2 ( K 3 3 A) を

大腸菌 B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株 に導入し , それぞれ の 大腸 菌を 5 0 LL M I P T G により遺伝 子
発現を誘 導後 ､ 3 7

o

C または 3 0
o

C で 3 時間 もしくは 1 8 ℃ で
一

晩培養した｡ その 後 ､ 大

腸菌を超 音波処理 により破砕し ､ 融合タン パク質誘導前 ､ 誘導後 ､ 超音波破砕後の 可 溶性画

分および不 溶性画分に分けて ､ S D S - P A G E で展 開した ｡ そして ､ 図 1 8 ( A) と同様 に ､ P ro - Q

Di a m o n d p h o s p h o p r ot ei n g e一stai n ( P r o - Q ) および S Y P R O R u b y p r ot ei n g e l st ain で 染色

した. T rx - H i s 6 - S A P K 2 ( W T) の バンドは ､ 他 のタンパク質と比較して ､ P ro - Q により顕著に 染

色され て い た ｡ 予想に反して ､ その 染色 の 程度 は培養温度および時間による違 い が見られな
か っ た｡ また､ 融合タンパク質誘導後および超音波破砕後の 可溶性画分に見られたタン パク質
だけ でなく､ 不 溶性 画分に見られたタン パク質もリン酸 化されて い た｡ 一 方 ､ T r x 一 日is 6 - S A P K 2

( K 3 3 A) の P ro - Q による染色 の程度は他 のタン パク質とほぼ変わらず ､ T r x - S A P K 2 ( K 3 3 A)
はリン 酸化されて いない ことがわか った . p E T

1 3 2 a ( +) を導入 して 発現させ た T rx - H i s6 タグ

は わず か にリン 酸化されて い たが ､ タンパク質 あたりの リン酸 化レ ベ ル を比 較すると S A P K 2

( W T) の 方がよりリン 酸化されていた ｡ この結 果から､ T rx - Hi s 6 - S A P K 2 ( W T) で検 出されたリ
ン酸化 は ､ ほとん どが S A P K 2 部分で起 こっ たと言える｡

3 . 立体構造解析

3 - 1 . X 線立体構造解析の ため の 結晶化

S A P K 2 ( W T) ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) に つ い て ､ X 線法に よる立体

構 造解析を目指して ､ 結晶化条件探索 の ため の 初期スクリ ー ニ ン グを行 っ た ｡ まず ､ S A P K 2
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( W l
~

) および S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8) の結 晶化を､ 市販されて い る結 晶化 キットを用 い て ､

ハ ン

ギングドロ ップ蒸気拡散法により試み た (図 4) . S A P K 2 ( W T) に つ い て は ､ 表 5 に示 したよう
に 6 キット､ 計 2 9 0 条件 ､ S A P K L

'

王( M l - S 3 0 8) に つ い て は ､ 3 キット､ 計 1 4 4 条件 のリザ
ー バ ー 溶液に つ い て結 晶化を試み たが ､ 現時点で結 晶は得られて い ない ｡

上 述 の ように ､ 精製した S A P K 2 (V 〉丁) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) は すでに 大腸 菌中でリ

ン酸化されて おり､ そのリン酸化状態は均
一

でない ことがわか っ た (図 1 8) ｡ リン 酸化により､ タ
ン パク質に はリン 酸基の 負電荷が導入される｡ この ことにより､ リン 酸化されたタン パク質で は ,
リン 酸化される前と比較して ､ 表面 電荷に変化があると予想される｡ また ､ 二 次 元電 気泳動で
ス ポットが分か れた (図 1 8 ( B)) ことから､ リン 酸化されたことによりタン パク質の pl に変化
があっ たことがわかる｡ したが っ て ､ これらのタンパク質溶液に は表面電荷 や pl の 異なるいく
つ か のタン パク質が含まれて いると考えられる｡ タンパク質の 結晶化 に おい て ､ タン パク質試

料の 均質性 は重要 で あり, これらのタンパク質のリン酸化状態の 不 均
一

さが結 晶化 の 妨げに

なっ て いることが可 能性として 考えうる｡ 現状で は ､ リン酸化されたタン パク質から効率的 にす
べ て のリン酸基を脱リン酸 化する方法はないと思われる ｡ そこで ､ 全くリン酸化されない ､ もしく

は ､ リン 酸化 はされ て い るがリン 酸化状態が均 一 な S A P K 2 タン パク質が必要 で あると考 え

た｡ 精製した S A P K 2 ( K 3 3 A) は ､ 図 1 8 および図1 9 の結果から､ ほとんどリン 酸化され て い

な い ということが わ か っ た c そこで ､ S A P K 2 ( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) と同様 に

S A P K 2 ( K 3 3 A) の 結晶化を試 みた ｡ 表 5 に示したように 2 キット､ 計 9 8 条件の リザ ー バ
ー

溶液に つ い て結 晶化を試み たが ､ s A P K 2 ( K 3 3 A) に関しても現時点で結 晶は得られて い な

い ｡

3 - 2 . N M R 測 定

S A P K 2 の C 末端領域の構造解析および機能解 明を目指して ､ N M R 法 に よる解析を行
っ た. 最初に ､ 1 5 N 標識した T r x - H i s 6 融合 S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) および T rx - H i s 6 タグの

1 H - 1 5 N H S Q C の 測 定を行 っ た ｡ その 結果をそれぞれ図 2 0 ( A) および (B) に 示 した ｡
1 日- 1 5 N H S Q C は ､ 各アミノ酸の アミド基の N H を観測することが可 能 であり､ N H の プロトン

(1 H) と窒素 (1 5 N) の 相関を検出する.｡ つ まり､ 1 H -1 5 N H S Q C ス ペクトル 上 の それぞれの シ

グナ ル がタン パク質を構成するアミノ酸それぞれに対応して いる｡ 試料タンパク質が立体構造

を保持して い る場 合 ､ 各アミノ酸 の 化学環境はそれぞれが大きく異なるの で ､ 1 H - 1 5 N H S Q C

の 各シグナル は分離する｡ それに対して ､ 明確な立体構造を保持しないランダム コ イルの 場合 ､

それぞれ のアミノ酸 が置 かれた化学環境 がほ ぼ同じとなるため ､ この 分散度は 消失し､ 各シグ

ナ ル は ス ペ クトル の 中 心 に 集 中 す る ｡ 図 2 0 ( A) に 示 した T r x - H i s 6 融 合 S A P K 2

( P 28 4 - L 3 3 9) の 1 H - 1 5 N H S Q C の ス ペクトル は ､ ス ペクトル の 中心にシグナ ル が集まっ て い

る部分 が見られるもの の ､ 全体 的にシグナル が分散して い た ｡ この 結果 は ､ 少なくとも明確な

立体構造をとって いる部分があることを示して いる｡ 続 い て ､ 図 2 0 ( B) に示した T rx - H i s 6 タ

グの ス ペクトル は ､ それぞれの シグナ ル が分散して おり､ T rx タグは安定な立体構造を保持し

て いることを支持する結 果が得られた ｡ 園 2 0 (C) には ､ T rx - H i s 6 - S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) ( マゼ

ン ダ) と T rx - Hi s 6 タグ ( シアン) の H S Q C を重ね 合わ せ たス ペクトル を示 した ｡ また ､

T r x - H i s 6 - S A P K 2 ( P 2 8 4
- L 3 3 9) の ス ペ クトル の み で見られたシグナ ル および T rx - Hi s6 タグ

の み で見られたシグナ ルをそれぞれ赤および青で 囲ん だ. T r x - H i s 6 1 S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の

ス ペ クトル で は見られるが ､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) を除去した T rx
- H i s 6 タグ の み の ス ペ クト
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ル に は 見られない シグナ ル がいくつ か見られた ｡ こ の ようなシグナ ル は ､ 中心にシグナ ル が集

まっ て い た部分だけで なく, 周辺に分散 した特徴 的なシグナ ル の 部分 にもいくつ か 見られた ｡

例えば ､ 1 H : l l . 2 6 p p m , 1 5 N : 1 0 2 .5 p p m あるい は 1 H : 6 . 8 4 4 p p m , 1 5 N : 1 0 7 . 2 p p m の

シグナ ルである｡ この結果から､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) が明確な立体構造を保持して いる可 能

性 が 予想され た ｡ そこで ､ 本 実験 の 目 的 である 1 5 N 標 識 した S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の

1 H - 1 5 N H S Q C の 測定を行っ た｡ その 結果を図2 0 ( D) に示 した ｡ 予想に反して ､ この ス ペクト

ル で は それぞれの シグナル が中心に集 中しており､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) は明確な立体構造

を保持して い ない ことを示 唆する結果が得られた ｡

次に ､ S A P K 2 C 末端領域は ､ キナ
ー ゼドメインと相互作用するか どうか を N M R 測定によ

り調 べ た ｡ 1 5 N 標識した S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の 1 日- 1 5 N H S Q C の 測定を行っ た直後に ､

標 識 して い な い S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を 2 倍 濃 度 に なるように 加 えて ､ 再 び S A P K 2

( P 2 8 4 - L 3 3 9) の 1 日 - 1 5 N H S Q C の測 定を行 っ た(, この 時の ス ペ クトルを図 2 0 ( E) に示 した ｡

また ､ 図 2 0 ( F) に は ､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の み の 時 ( マゼンダ) と S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を

加えた時 (シアン) の H S Q C を重ね合わ せたス ペ クトル を示した｡ 図 2 0 ( F) 中に ､ S A P K 2

( M l
- S 3 0 8) を加 えると消えるシグナル を赤で ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を加えると現れるシグナ

ル を青で 囲ん だ｡ この ようなシグナル の 変化 は ､ S A P K 2 C 末端領域がキナ
ー ゼドメインと相

互作用する可 能性を示 して いる｡

3 - 3 . モデリング

X 線 ､ N M R ともに S A P K 2 の構造解析 に は 至らなか っ た ｡ 立体構造を決定する方法 は ､

実験 により直接決定する方法 ( N M R ､ X 線 ､ 電 子線 顕微鏡など) の 他に .
､ モデリング法が あ

る ｡ モ デリング法はさらに 2 つ に分けられる｡ 1 つ は ､ アミノ酸配列に基 づき構造未 知タン パ

ク質の 立体構造を予測するモデリング法 である｡ もう
.

1 つ は ､ ホモ ロ ジ
ー

モ デリン グ法と呼 ば

れ ､ アミノ酸配列 に相 同性の ある構造既知タン パク質 の 立体構 造をテン プレ ー トとして ､ 構造未

知タン パク質の 立体構造を予測する手法で ある｡ ホモ ロ ジ ー モ デリング法で は ､ アミノ酸相 同

性 の 高 い タン パ ク質の 立体構 造が 既知 で あることが必 須 条件となる｡ 近年 ､ P r otei n D at a

B a n k (P D B) に 登 録されるタン パク質構 造 は 著 しく増 加し ､ 2 0 0 7 年 1 月 3 0 日 現在 ､

4 1 , 3 8 5 のタン パク質構造が登録されて いる. この ことから､ ホモロ ジ ー

モデリング法 の 精度が

上 がり､ その 有用性が高まりつ つ ある｡

P D B には ､ 微生物や動物などの プロテインキナ ー

ゼ の構 造も数 多く含まれて いる｡ そこで ､

P D B に 登録され て い るタン パ ク質 の うち S A P K 2 と相 同性 の 高 い もの の 構造をもとに ,
S A P K 2 の 立体構 造モ デル をホモ ロ ジ ー モデリン グ法 に より構築した｡ P D B に登録され て い

るタン パク質 のうち S A P K 2 ( W T ) と相 同性を示 すも の の 検 索を B L A S T s e a r c h a g ain st

3 D - st r u ct u r e により行 った . その 結果 ､ S A P K 2 ( W T) と3 4 % のアミノ酸が 同
一

で ある 2 H A K

( P D B I D ; タン パク質名は M A R K l) の 立体構造が P D B に登録されて いることがわか った ｡

そこで ､ この 2 日A K をテンプレ
ー トとして ､ S W IS S - M O D E L によるモデリングを行っ た｡

モデリング構造 は ､ S W [S S - M O D E L の F ir st A p p r o a c h m o d e を利用して 2 種類 (Fir st

A p p r o a c h l および 2) ､ A lig n m e nt l nt e げa c e を利用して 2 種類 ( A一ig n m e nt l nt e げa c e 1

および 2) ､ 合わ せ て 4 種類 の 構造を得た｡ これらの モ デリン グ構造を図 2 2 に示した ｡ 図 2 2

( B) はリボン構造を､ (C) は表面 電荷構造を示した.｡ テン プレ
ー トとした 2 H A K は ､ X 線結 晶

構造解析 により､ A c h ai n から H c h ai n まで の 八草体として構造が解析されて いる ( M a r x et
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al .
, 2 0 0 6) . こ のうち ､ アクチ ベ

- ション ル ー プ部分の 電子 線密度 が検 出でき構造が登録され て
いるもの は ､ E および F c h ai n の み で ある. そこで ､ Fir st A p p r o a c h 2 ､ Alig n m e nt I nt e rf a c e
l および 2 で は ､ 2 H A K E c h ai n をテンプレ ー トに指定しモデリン グを行 った ｡ 2 H A K E c h ain
のリボン構造および表面 電荷構造を園 2 2 (A) に示した o

テンプレ ー トとした 2 H A K E c h ai n の構造および S A P K 2 ( W T) の モデリング構造を詳細
に 比較するために ､ これらの構 造の こ 次構造および S A P K 2 の 二 次構造 予測の結果を含め
た S A P K 2 ( W T) および 2 日A K の アライメントを図 2 1 に示 した｡ S A P K 2 ( W T) の モ デリン
グ構造 の 二 次構造は ､ テ ンプレ - 卜である 2 H A K E ch ai n の 二 次構造や J p r e d を用 い た
S A P K 2 の 二 次構造予測の 結果とよく 一

致して い た (図 2 1) ｡
一

方 ､ 古典的 C h o u - F a s m a n 法
による予測とはあまリ

ー

致しなか っ たもの の ､ C 末端領域 に関して は ロ ー ヘ リツクス が予 測さ
れて いるという共通 点は あった ( 図 2 1) ｡

得られたモデリング構造を比較した結 果 ､ 以下 のことが明らかとなった ｡ Fir st A pp r o a c h の

両モデリング構造 は ､ キナ
- ゼドメインとほ ぼ

-

致する 2 6 4 番目の ロ イシンまでしか 予測され

て いなか っ た (図 2 1 および 2 2 ( B)) 0 Fir st A p p r o a c h m o d e で は ､ テンプレ ー トと相同 性が高
い 部分の みしか モデリングされないと言える｡

･
一

方 ､ A lig n m e nt h te rf a c e で は ､ 2 H A K の 配

列とアライメントされない C 末端の 7 残基を除い て全長がモデリングされて い た (図 2 1 お

よび 2 2 ( B)) 0 Fir st A p p r o a c h l で は ､ テンプレ ー ト構造を指定して いない が ､ それ 以外 の構 造
で は 2 H A K E c h ai n をテ ン プレ - トとして 指定して モ デリン グを行 っ た ｡ その 結 果 ､ Fir st

A p p r o a c h l 以外の 構造で はアクチ ベ ー ション ル ー プの 領域に ロ ー ヘ リツクス が存在する構造
が得られた. また ､ A =g n m e nt l nt e 什a c e を用い て行 ったモ デリング構造 で は ､ Fir st A p p r o a c h
で 予測したときに存 在して い ない 【ニト ヘ リツクス (F 2 0 9 - S 2 1 8) が 予想され た ｡ こ の 違 い は ､
A =g n m e nt l nte rf a c e と F ir st A p p r o a c h に 用 い たア ライメントで の ギ ャ ップの 挿入 位 置

( A lig n m e nt l nt e rf a c e で は P 2 0 3 - P 2 0 6 を 2 H A K の ギャップとした) の 違 い に起因すると思

われる . 以上 の 結 果から､ ホモ ロ ジ - -

モデリング構造を構築するときの 重要な点として ､ アミノ

酸相 同性の高い テン プレ ー トを使用すること､ 精度 の高 い既知構造をテン プレ ー トに用 いること､

そして ､ アライメント精度を高めることが重要で あることがわか っ た . A lig n m e nt ] nt e rf a c e で得
られた 2 つ の 構造は ､ 類似性 が高い ｡ しかし､ ニ 次構造を加味して ､ C L A S T A u 〃 によるアラ
イメントを補正 して いることから､ 本 研究で は ､ 構造機能相関を議論するために 用いるモ デリン

グ構造 は ､ A lig n m e nt I nt e rf a c e 2 が適当であると判断した.
A lig n m e nt I nt e rf a c e 2 と 2 日A K. の構造をリボン表記および表面電荷構造 で比較した｡ そ
の 結果 ､ 分子表面 の細部 の 構造が異なることに加えて ､ 表面 の 電荷の 分布 に違い があること
がわか っ た (図 2 2 ( A) および ( C)) 0

第四章 考察

l . S A P K 2 ( W T) およびその 変異体 の精製条件の確立

タンパク質 の 立体構造解析手法として ､ X 線結晶構造解析および溶液 N M R 法 が 一

般 的

に用い られる｡ どちらの手法を選択する場 合でも､ 大量か つ 高純度 の試料タン パク質が必要と

なる｡ また ､ in vitr o で の活性 測定実験にも組換えタンパク質は必須で あり､ か つ 定量性 の あ

る精度の 高い 活性実験 に は ､ 活性 型で か つ 純度 の 高いタン パク質を用 い ることが重要 で ある ｡

目的タンパク質を活性型 で ､ 高純度か つ 大量に得るため には ､ 様 々 な発現および精製条件 の
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検討を行う必要がある｡ 本研究で は ､ 培養 が容易で 短時間で 行える大腸 菌発現 系を用い て ､

S A P K 2 およびその 変異体 の 発現 および精製 の ため の 様々 な検討を行 っ た ｡

大腸 菌内 で発現させ た組換えタン パク質を可 溶 性の 形 で 得るため に は ､ 目的タン パク質と

融合させ て 発現 するタグタンパク質の 選定が重 要で ある｡ T s u n o d a ら (2 0 0 5) は , 様 々 なイ

ネタン バク質を検討した結果 ､ T r x 融合タン パク質として , 目的タン パク質を発現させ た場合に

可 溶化しやす い傾 向があることを報告して いる｡ また､ K a p u st ら (1 9 9 9) および L a V alli e ら

(2 0 0 3) はタグとして T rx ､ G S T および m alt o s e bin di n g p r o t ei n ( M B P) を使用した場合 ､ 目

的 の 融合タン パク質 は効率良く大腸菌内の 可 溶性画分に回収されることを報告して いる｡ なか

でも T r x は バクテリア だけでなく､ 広く動植 物 に分 布して おり (B a y e r , 1 9 6 8; H ol m g r e n ,
1 9 8 5) ､ ヒトや マウス のインタ ー ロイキンタン パク質を含む数々 のタンパク質は T r x 融合タン パ

ク質として 大腸 菌内 の 可溶性画分に回収されることが報告されて い る (L a V allie , 1 9 9 3) ｡ 加 え

て ､ 目的タン パク質 の 可溶化には ､ 大腸菌発現株の 選択 や培養条件なども大きな影響を与え

る｡ S A P K 2 ( W T) に つ い て これらの 条件の 検討を行 っ た結果 ､ 発現および精製に用 いるタグ

による発現 量 の 違 い や ､ 大腸 菌発現株による可 溶 化 の 違い が大きい ことがわか っ た ｡ 特 に ､

S A P K 2 におい ても融合タンパク質として T r x を用 い た場合 ､ タン パク質の 可 溶化 に効果が

あることがわか っ た ｡

S A P K 2 ( W T) とその それぞれの 変異体 で は ､ 培養 条件を変化させ た時の 挙動が大きく異

なることがわか っ た ｡ この 結果から､ 目的タン パク質 のドメイン化を検 討することの 重要性 が示

唆された ｡

構造解 析 に用 いるため に は､ 活性測定に用 い る場合とは異なり､ タグなどの 余分な配列 が

付加しない ことが望ましい ｡ そこで ､ 本研究で は ､ 目的タンパク質の N 末直上 に任意の プロテ

ア
ー ゼサ イトを導入 して ､ 発現 ベクタ

ー

を構築した ｡ その 結果 ､ 導入するプロ テア ー ゼ サイトに

より､ 切断効 率やプロ テア
ー ゼ処理後 の 安定性 に 大きな差 があることが 明らかとなっ た ｡ 例 え

ば ､ 図 8 に示 したように ､ S A P K 2 ( W T) に E K を導入した場合 ､ 直上 のプロテア
ー ゼサイトで

切れ ない こと､ 分解が起こることが問題となった ｡ 直上 の プロ テア ー ゼサイトで 切れない という

現象 は ､ T E V p r ot e a s e ( T E V) を導入した場合 でも見られた ｡ また ､ P r e S 処理で は正しい位

置 で切 断が起 こるが ､ 酵素 量として は添付 のプロトコ ー

ル に記載されて いる最 小使 用量 の 約

2 倍を用 い て い る｡ プロ テア
ー ゼ処理の 効率 が悪 い 理由は 以 下 に示 す 2 つ のことが考えら

れる｡ 1 つ 目は ､ プロテア
ー

ゼサイトのすぐ近傍に S A P K 2 が物理 的空間を占めて い て ､ プ
ロテア ー ゼとプロ テア ー ゼサイトの相互作用を阻害する可 能性が考えられる ｡ 図 2 1 に示した
二 次構造予測およびモ デリン グの 結果に よると､ S A P K 2 の 3 番 目の ア ル ギ ニ ン から ロ ーシ
ー トが予測され て いることか ら､ この可 能性 は 高い と考えられる ｡ 2 つ 目 は ､ 導入したプロテ

ア ー ゼサイトや G ate w a y ベクタ
ー

由来 の 付加 的配 列が S A P K 2 の 立体構造形成を阻害し､

u n fo k】 構 造の ため にプロテア ー ゼが作用できないという可 能性 である｡ E K サ イトの 導入によ

る目的タン パク質 の分解 は ､ プロテア ー ゼサイトの 認識が甘く､ また活性 が強 い ため非特異 的

な切 断が起 こりやす いためと考えられる.
一

般的に ､ E K ､ T h r o m bi n および F a c X a などの 認

識配 列が短 い プロ テア ー ゼは ､ プロテア
ー ゼサイトの 配列特異性 が低 い ことが知られて いる .

実際 ､ E K サ イトを導入した T rx - H i s 6 - S A P K 2 ( W T) を ､ これら 3 つ の プロ テア ー ゼ で処 理

すると ､ 認識 サイト以 外 でも非特 異 的な切 断が起 こ っ た ｡ それ に対 して ､ 認 識配 列 が長 い

P re S および T E V で同様に処理すると､ 非特異的な切断は 全く起 こらなか っ た ｡

S A P K 2 ( P 2 8 4 1 L 3 3 9) の 場合 ､ N 末端側 5 残基の 局所 的 pl は 6 . 5 と中性付 近で あっ
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たことから､ 同じく中性付近 の 局所的 p[ を持 つ F a c X a サ イトを選 択した｡ しかし､ T rx - Hi s6

融 合タンパク質を F a c X a で処 理した結 果 ､ 消化効率が著しく悪か っ た｡ 上 記 で 示した理 由と

同様の 可 能性 が考えられる｡ 導入した F a c X a サ イトで の 切断 が行えなか っ た の で
､ P E T

- 3 2 a

( +) 由来 の E K もしくは T h r o m bin サ イトで の 切断を試み た (図 3 ( B)) ｡ これらの位置 で は
切断されたが ､ どちらのプロ テア ー ゼを用い た場合も目的の S A P K 2 ( P 2 8 4 1 L 3 3 9) に加 えて

分解産物も見られた｡ T h r o m bi n サイトで 切断した場合 ､ タグと目的タン パク質 の 大きさ (推 定
分子 マス がそれぞれ 1 3 . 9 k D a およぴ 1 2 . 3 k D a) が近 い の で ､ その 後の 分離が難しいと考

え､ E K サイトで切 断することにした ｡ E K サイトで切断すると､ 精製および濃縮 の過程 で 再び
分解する傾向が見られた ｡ 以 上 の 結果から､ 今後 S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の 研究を進 めるた
めには ､ 直上 に導入した時に正しく切断が起 こり､ か つ 目的タン パク質が分解しないようなプロ

テア ー ゼサイトの 再検討を行う必要がある｡

プロテ ア ー ゼ 処理効率 に ､ 処理 する前 のタン パク質 純度 が大きく影響することがわ か っ た

( 図 9) ｡ つ まり､ 少ない酵素量で 効率 的に切断するためには ､ 爽雑物や 可 溶性で あるにもか か
わらずある程度凝集して いる目的タン パク質を取り除くことが重要 で あると考 えられた ｡ 用 いる
プロ テア ー ゼの 酵素量を減らすことは ､ 非特異 的な切断を抑えることにもつ ながると思われる｡
また､ S A P K 2 ( K 3 3 A) は､ S A P K 2 (V V T) や S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) に比 べ て ､ タン パク質が

不 安定 で あっ た ｡ P re S 処理後 に
- 部分解産物が見られ ､ ゲ ルろ過 によりこれを除去しても ､

精製後に再び分解産物が増加した ｡ こ の 結果は ､ 3 3 番 目のリジン がリン酸化活性 ばかりでな
く､ S A P K 2 タンパク質の 安定性 に重要 である可 能性を示 唆する ｡

2 . 組換え S A P K 2 のリン酸化活性

ソラ マメ A A P K ､ タバ コ N t O S A K およびシロ イヌナズナ O S T l/S R K 2 E など様 々 な植 物

由来の S n R K 2 プロ テインキナ ー ゼを大腸菌で発現させ た場合 ､ これらの組 換え S n R K 2 タ

ン / i ク質はリン酸化活性を持たないという報告がなされて いた (Li e t a L , 2 0 0 0 ; K eln e r et a[ . ,
2 0 0 4; M u sti[li et aI . , 2 0 0 2) ｡

一

方 ､ 最近になっ て ､ N t O S A K および O S T l/S R K 2 E を大腸 菌
で発現させた組換えタン パク質 は ､ リン酸化活性をもって おり､ 大腸 菌内でリン 酸化されて い る
ことが報告された (B u r z a et ar . , 2 0 0 6; B e[in et a L , 2 0 0 6) . また､ 大腸菌で 発現させ たイネ
S A P K 6/ O S R K l もリン 酸化活性を持 つ ことおよびその 生化学 的な特徴が報告された ( C h a e
et a L , 2 0 0 7) ｡ 本研究 では ､ 構造解析を目的とした大量か つ 高純度 の S A P K 2 およびその 変
異体の 精製に成功した ｡ 上 記の ように報告によっ て結果が大きく異なるの は , 実験 に用い た組

換えタン パク質の 純度 (活性型 ､ 非活性型の存在量 ､ 不 純物の 混入等) が異なる可能性を示

唆して いる ｡ 本研究 で確 立した手法に より得られたタン パク質 は ､ ゲ ル ろ過 分析の 結果 ､ 単分

散で 存在して いることを確認しており､ 会合状態でなく活性型である可能性が高い ｡ また ､ 精製
純度も高い ｡ これらの ことから､ この 研究 で得た組換え S A P K 2 タン パク質はその生 化学的性

質の解析 に適して いると考えられた()

2 - 1 . S A P K 2 ( W T) の 自己リン 酸化様式

S A P K 2 ( W T) で確 認された自 己リン 酸化が分子 内自 己リン酸 化または 分子間 自己リン 酸

化 の どちらで 起きて いるの か を検 討した ｡ S A P K 2 の 自己リン酸 化が分子 内自己リン 酸化で あ

る場合は ､ それぞれ の 分子の みが酵素 であり基質であると仮 定できる｡ すなわち ､ 酵素濃度が
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上 昇しても酵素あたりの 基質濃度 は増えない の で ､ 酵素タンパク質あたりの 自己リン酸化活性

は 同じになるはず で ある ｡
一

方 , 分子 間 自己リン酸化 の 場合 は ､ 酵素 濃度 の 上 昇に 伴い ､ 酵

素あたりの基 質濃度も上 昇して いくと考えられるの で ､ 酵素タン パク質あたりの 自己リン酸化レ
ベ ル は 酵素濃度に比例して 上 昇すると考えられる.｡ 図 1 6 に示 した実験 から､ 酵素として加 え

た S A P K 2 ( W T) を 5 倍濃度で反応させ ると､ 酵素タン パク質あたりの 自己リン 酸化レベ ル

が ､ 2 . 8 - 5 . 2 倍 高くなるという結 果が得られ た. 本実験 で は ､ 酵素濃 度を 2 点しかとっ て い

ない が ､ この 結 果は ､ S A P K 2 ( W T) で見られる自己リン酸 化が分子 間自 己リン酸化 であるこ

とを強く示唆する｡

2 - 2 . S A P K 2 C 末端領域 の 3 1 残基の 欠失が 自己リン酸 化活性に与える影響

図 1 7 に示 した実験で は ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の 自 己リン酸化 レベ ル は ､ S A P K 2 ( W T) と

比較して 顕著 に低下して い た ｡ この結果 は ､ S A P K 2 の C 末端領域が ､ S A P K 2 のリン酸化

活 性もしくは 活 性 化 に 重要 で あることを強く示 唆して い る ｡ 培 養細 胞 で
一

過 的に S A P K l

( M l - M 3 1 9) および S A P K 2 ( M l - L 31 9) を過剰発現させ た場合 ､ 浸透圧 ストレス で 誘導され

るこれらのリン酸化活性は W T の 1 0 分 の 1 以下 であっ た ( K o b a y a s hi et a[ . , 2 0 0 4) ｡ 本

研究の 結果 は ､ i n viv o での 結果とよく 一

致して おり､ C 末端領域 のドメイン 2 は S n R K 2 の

活性化に 重要な役割を果たして いるの かもしれない (,
一

方 ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) とほ ぼ同じ領

域を欠失させ た O S T l/S R K 2 E の C 末端領域 欠失変異体は ､ 大腸 菌で 発現させ た場合 ､

自 己 リン 酸 化 活性 の 低下 は 見られないという結 果 が得られ て い る ( B e!i n et al . , 2 0 0 6) 0
O S T l /S R K 2 E は S A P K 8 と同じサ ブクラス Ⅲ に属 して おり ､ 我 々 が着 目して いる S A P K 2

とは C 末端領域の 相同性 が低く､ か つ S A P K 2 とは異なり A B A によっ ても活性化されるな

どの 相違 点 がある ｡ S A P K 2 と O S T l /S R K 2 E で見られ た組換 え C 末 端領域欠 失変異 体

のリン酸化活性の 違 い は ､ サ ブクラス の 違 い ､ つ まりは C 末端領域 の 配列 の 違い (図 1) に

起 因するもの であるかもしれない ｡

2 - 3 . 基質が S A P K 2 の 自己リン酸化活性に与える影響

図 1 6 および 1 7 に 示 した 2 つ の 実験 で は ､ M B P を基 質として 用 い た場 合 ､ S A P K 2

( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) ともに 自己リン酸化 レベ ル が酵素単 独の 場合よりも高くな
っ た .

一

方 ､ P I4 K を用 い た場 合 に は ､ 逆 に 低 下 した ｡ 類似 した現 象は ､ シ ロ イヌ ナズ ナ

O S T l/S R K 2 E やイネ S A P K 6/ O S R K l でも見られ た (B eJi n et a L , 2 0 0 6 ; C h a e et a L ,
2 0 0 7) ｡ ただし､ これらのタン パク質の 自己リン 酸化 レベ ル は ､ 基質として ヒストンを加えること

で高くなっ て い た｡ 加 えて ､ S A P K 6/ O S R K l で は ､ ヒストン 以 外に標 的基質で あることが示 唆

されたイネ b Z [P 型転写 因子 O R E B l の 場 合にもこの 現象が見られた (C h a e et al . , 2 0 0 7) .

また ､ S A P K 6/ O S R K l で は, 基質として M B P を加 えた場 合は ､ 逆に 自 己リン酸化 レベ ル は

下 が っ て い た ( C h a e e t al = 2 0 0 7) o S A P K 2 と S A P K 6/ O S R K l の 間で ､ M B P の S A P K 自 己

リン 酸 化 に 与 える影響が逆 に なるとい う結 果 は ､ 基 質との 相 互 作 用 あるい は 認 識様 式 が

S n R K 2 メン バ ー 間 で異 なっ て い ることを示 唆 する ｡ S A P K 6/ O S R K l に 関する論文 で は ､

S n R K 2 と標的基 質 の 相互作用 により､ オリゴ マ ー 形 成が促 進される可 能性 が指摘され て い

i (C h a e et a[ . , 2 0 0 7) .
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2 - 4 ･ S A P K 2 C 末端領域 の 3 1 残基の 欠失が基質リン酸化活性に与える影響

S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の M B P に 対する基質
i ル 酸化活性は S A P K 2 ( W T) と比較して 顕著

に 低 下 し て い た が ､ p J4 K に 対 する 基 質リン 酸 化 レ ベ ル は ､ S A P K 2 ( W T) と S A P K 2

( M l - S 3 0 8) で 変化が見られなか っ た ｡ この 結果から､ 基質 の種 類によっ て ､ S A P K 2 の 基 質

認識のメカニ ズム が異なることが示 唆される｡ P 14 K が S A P K 2 ( W T) の 自 己リン酸化を阻害
したことは ､ P I4 K と基 質 S A P K 2 は酵素 S A P K 2 に 対して 競 合して いることを意味 する ｡
S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を用い た場 合 には ､ P !4 K に よる阻害効果が 大幅に減 少したことから,

S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) で 欠失した領域 ､ すなわちドメイン 2 は酵素 一 基質問相互作用 に何らか

の 形で 関与して いることを示 唆するc S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の P )4 K に対するリン酸化活性は ､
S A P K 2 ( W T) とほ ぼ同レベ ル であるにもか かわらず自 己リン 酸化活性 の み が低 下したことは ､
S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) におい て 欠失した領域が基質 S A P K 2 が酵素 S A P K 2 と相互作用する
の に必要な領域 で はない かと推察される｡ また､ P14 K および基 質として の S A P K 2 はこの 領

域 以外に おいて 酵素として の S A P K 2 に認識されて いることになる .
一

方 ､ 基 質が M B P で

ある場合に は ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) によるリン酸化活性が S A P K 2 ( W T) に比 べ て 顕著に低
下したことから､ 酵素 S A P K 2 と M B P との相互作用にはドメイン 2 が関与して いることが予

想される｡ S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8) で は S A P K 2 ( W T) におい て みられた M B P による自己リン酸

化促進効果がほとんどみられなくなっ たことは､ この ことを裏付ける 0

それ で は､ M B P による自 己リン酸 化促進効果はどの ようなメカ ニ ズム によるもの であろう｡

上 記 の ような M B P とドメイン 2 との 相互作用によりコ ンプオメ
ー ション 変化が引き起こされる

ことが予想される｡ その 結果 ､ 酵素 S A P K 2 が基質 S A P K 2 のドメイン 2 と相互 作用する

の に必要な領域をより露出させ ､ 反応性 が高まることにより S A P K 2 の 自 己リン 酸化が先進
するの で はないだろうか ｡

このような仮説は , いくつ かの 実験によっ て 検証可 能で あろう｡ たとえ ばこ の 仮説で は ､ P14 K

は基 質 S A P K 2 と同様 なメカ ニ ズム で酵素 S A P K 2 によっ て 認識されることを仮 定して いる

ことから､ P [4 K の S A P K 2 によるリン酸 化は S A P K 2 自己リン 酸化の 場 合と同様 に M B P

に よっ て 促進されることが予想される｡ ただし, この仮説で は ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) で欠失した

領域 に自 己リン酸 化部位 の
一

部が 含まれて いる可能性を考慮 に入れて い ない ことか ら､ この

点に つ い て 実験的に確認する必要があろう｡ いずれにしても､ 本実験 の結 果は ､ 基質によっ て

S A P K 2 との 相互作用メカニ ズム が異なっ て いること､ またこのような相互作用に C 末端領域

が深く関与して い ることは ､ 間違い ない で あろう｡ これまでの 報告 で C 末端領域 は ､ 上 流シグ

ナ ル の認 識に重要な働きをして いることが明らか にされてきた｡ これ に加えて ､ 本研 究で は同

領 域が下 流因子 (基質) との 相互作用 にも機能している可能性を示 すことができたとい える｡

3 . 組換え S A P K 2 のリン 酸化状態

3 - 1 . S A P K 2 ( W T) とS A P K 2 ( M l - S 3 0 8) におけるリン酸化状態

図 1 8 に示した二 次 元電気泳動0) 結 果 ､ S A P K 2 ( W T) の 方が ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) よりも

ス ポットの数が 多く､ 多くの 部位でリン酸化されて いることがわか っ た｡ S A P K 2 ( W T) の 方が

S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) にくらべ て 多くリン酸化されて いるとすれ ば ､ この 原因 がリン酸化活性 の

違 い に起因するものなの か ､ それとも､
･〇 末端側 にもリン酸化される部位 があるためなの かと
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いうことに興味が持たれる｡

3 - 2 . 培養条件が S A P K 2 ( W T) のリン 酸化に与える影響

培養時間が短くなるとリン 酸化が起こらない ､ もしくはリン酸化効率が下 がるという可 能性を

考 え実験を行 っ た ｡ しかし ､ 培養温度 や 培養時間 に 関わらず ､ 大腸 菌で 発現させ た S A P K 2

( W T) はリン酸 化されて いた ｡ 一 方 ､ 大腸 菌で発現させ た N t O S A K は ､ 培養温度によりリン

酸 化される部位およびリン 酸化活性が異なって いると報告された ( B u r z a et a[ . , 2 0 0 6) . 3 0
o

C

と 1 8 ℃とでリン酸化されて いる部位が異なること､ および 3 0
o

C ､ 3 時間の 培養で は活性化

に 必要な 1 5 8 番 目のセリン のリン酸化は 起こらない ため ､ この 条件で培養するとリン 酸化活

性 が低 下することが言われて いる｡ 本研究で は ､ 培養条件 の 違 い によるト ー タル のリン酸化状

態 の みを調 べ た｡ 今後はリン酸化部位を特 定し､ それぞれ の 部位 の リン 酸化状態を調 べ る実

験が必要かもしれない ｡

3 - 3 . 大腸 菌で発現させ たタンパク質と植 物で発現させ たタン パク質のリン酸化活性の 違 い

タバ コ N t O S A K で は ､ 大腸菌から精製した N tO S A K およびその 変異体の M B P に対する

リン酸 化活性 は ､ N a Cl 処理した培養細胞から精製したものと比較して 1 - 4 % の 活性しか 持

たない ことが報告されてい る( B u rz a e t al . , 2 0 0 6) ｡ これ は ､ 植 物の 中で厳密に制御されたシ

グナ ル 伝達 経路 における活性 化と､ 大腸 菌内に おける自 己リン 酸化で は ､ リン 酸化部位が異

なるため で あろうと予想されて いる. 実際に ､ N a C( 処理した培養細胞から精 製した N t O S A K

で は ､ アクチ ベ
ー ション ル ー プの 1 5 4 番 目と 1 5 8 番 目のセリン (S A P K 2 におい ても同 じ残

基に相 当) がリン 酸化されて い たの に対して ､ 大腸菌から精製した N t O S A K およびその 変異

体 で は ､ 1 5 8 番 目の セリンに加 えて ､ いくつ か の セリン およびス レオ ニ ン残基 がリン酸化され

て い たことが報告された( B u rz a et al . , 2 0 0 6) ｡ このとき､ 1 5 4 番目のセリン はリン酸化され て

い なか っ た ｡ また ､ 大腸 菌で 発現させ た O S T l/ S R K 2 E のリン酸化部位も B elin ら (2 0 0 6)
により同定されたが , アクチ ベ

ー ション ル ー プの 1
●

7 5 番目 の セリン および 1 7 6 番目 の ス レオ

ニ ン ( S A P K 2 で はそれぞれ 1 5 8 番 目の セリン および 1 5 9 番 目の ス レオ ニ ン に相 当) に加

えて ､ 試験管 内のリン酸化アツセイにおい てキナ ー ゼ活性 に必要の ない ことが示されたいくつ

か の セリン残基 がリン 酸化され てい た｡ S A P K 2 におい ても､ 大腸 菌か ら精製したタン パク質と､

植 物から精製したタンパク質 のリン酸化状態およびリン酸化活性 の 比較が必要 であろう｡

3 -4 . S A P K 2 ( W T) の不 溶性画分 におけるリン酸化

S A P K 2 ( W T) の 不 溶性画分に見られるタン パク質 は ､ 可 溶性タン パク質と同様 にリン 酸化

されて いることが明らかとなっ た｡ この結 果は ､ 大腸菌の 中で すで に封入体を形 成して いるの

で はなく､ 破砕時 に凝集し沈殿するという可 能性を示 唆して いる ｡

4 . 植 物内における S A P K 2 の 活性化と自 己リン酸化との 関係

植 物内に おける S A P K 2 の 活性化 に自 己リン 酸化 は関係して いるか どうか に つ い て 以 下

に 考察する｡ 大腸菌で 発現させ た N t O S A K や O S T l/S R K 2 E と同様 に ､ S A P K 2 ( W T) お
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よび S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8) は ､ 大腸 菌内で自 己リン酸化によりリン 酸化され ､ 活性化され て い

た｡ これ は ､
S n R K 2 プロテイン キナ

- ゼが ､ 上 流 の キナ ー ゼによるリン 酸化だけでなく､ 自 己

リン酸化によっても活性化されることを示して いる｡ また ､ Nt O S A K で は ､ 活性 化に必須 である
が十分で は ない と示された 1 5 8 番 目の セリンが自 己リン酸 化によりリン 酸化されてい たこと

から( B u r z a et aI . , 2 0 0 6) ､ S n R K 2 プロ テインキナ
ー

ゼは自身の 活性化 に関わるセリン 残基
をリン酸化することが できると言える｡ しかし､ 上 述したように自 己リン 酸化により活性化され た
N t O S A K の 活性 は浸透 圧 ストレス より活性化された時 の 1 - 4 % しか ない ことから ( B u r z a
et al ･

,
2 0 0 6) ､ 自 己リン酸 化による活性化の み で は十分な活性が得られないと考えられる｡ こ

の ため ､ 植物内に おける S n R K 2 プロ テインキナ ー ゼの 活性化 に は上 流の キナ ー ゼによるリ
ン酸化が必須であると思われる ｡ ただし ､ 自己リン酸化により活性 化されるキナ ー ゼもいくつ か

報告されて いることから(J o h n s o n et al . , 1 9 9 6; N ole n et al . , 2 0 0 4) ､ S n R K 2 プロ テインキナ
ー ゼの 活性化にも､ 上 流キナ

ー ゼによるリン酸化に加えて ､ 自 己リン酸化に よる活性化が関わ
っ て いる可能性も否 定できない ｡

5 . S A P K 2 の 立体構造解析

タンパク質 の 立 体構造解析 の 主な手段として は ､ X 線結晶構造解析と溶液 N M R に よる
構 造解析 の 2 つ が挙 げられる｡ X 線結 晶構造解析 は ､ 解析を行うタン パク質 の 大きさに制
限がないというメリットがあるが ､ 結 晶化 の段階が大きな障壁となる｡ また ､ 結晶 中の 構造を解
析するため ､ 溶液中で のタン パク質の 動きに関する情報 は得られない ｡ 一

方 ､ 溶液 N M R に

よる構造解析は ､ 溶液状態で 測定が可 能であるため , 溶液中で のタン パク質の 動的な情報が

得られるというメリットがある｡ しか し､ 解析できるタンパク質の 大きさは ､ 3 0 k D a くらい までと
デメリットもある｡ タン パク質 によっ て は ､ 実験的に構造解析が不 可 能な場 合 がある｡ 近 年 ､

P D B デ ー

タベ
ー

ス ヘ の構 造情報の 登録が著しく増加したこと､ また簡便に使 えるホモ ロ ジ ー

モ デリングソフトが普及したことにより､ ホモ ロジ
ー

モ デリン グによる立体構造の精度が向上 し
つ つ ある｡

本研究 では ､ S A P K 2 の 構造解析を目指して 研究を行っ た｡ 解析するタン パク質の 分子量を
考慮して S A P K 2 ( W T) およびその 変異体に関して は X 線 結晶構造解析法を目指して 結

晶化を､ S A P K 2 C 末端領域 に関して は N M R による構造解析を試み た ｡

5 - 1 . X 線結晶構造解析法を目指した結 晶化の 検討

表5 に示したように ､ S A P K 2 ( W T) ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) および S A P K 2 ( K 3 3 A) の結 晶

化を試み たが ､ 現 時点で 結晶 は得られなか っ た. S A P K 2 ( W T) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8)
は大腸菌の 中で 不 均

一 にリン酸 化され てい たことから､ この 不均
一

なリン酸化が結晶化しない

原 因の 1 つ であると考 えた｡ そこで ､ リン 酸化活性がほとん どなく､ ほ ぼリン 酸化されて い な

い S A P K 2 ( K 3 3 A) に つ い ても結晶化に 供したが ､ 結晶は得られなか った ｡ この ことから､ リン

酸化の有無以外 に ､ 精製したタン パウ質 の 性質の方が ､ 結晶化しない大きな要因で あると考え

られた｡ 結晶化に用 いるタン パク質濃度 は､ 通常 5 m g / m 暮 以上 であるが ､
S A P K 2 およびそ

の変異体タン パク質は濃縮に より濃度が高くなると凝集し沈殿する傾 向にある｡ また､ 沈殿せ

ず に 5 m g / m r 以 上 まで 濃縮 できても ､ 結晶化 に用い るタン パク質 濃度を検 討するため の

P re - C ry st a "iz ati o n T e st を行うと､ 5 m g / m ] 以下 の 濃度 でも結晶化するには 濃すぎるという
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結果となっ た . これらの 結果か ら､ B uffe r 条件 の 検 討およびタン パク質 の 濃縮条件 の 検討 が

必要で あると考えられる｡ また ､ 今回はす べ て 2 0
o

C で結晶化を行っ たの で ､ 4
o

C で の結晶化

も検討 の 余地がある｡

5 - 2 . N M R による S A P K 2 C 末端領域 の 構造解析の 検討

S A P K 2 の C 末端領域 は S A P K 2 の機 能発現 に重要な役割を担 っ て いると予想されて

い るが ､ その 分 子 機 能 は未 知 の 部分 が 多い ｡ こ の 領域 (S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9)) に つ い て
N M R を用 い た構造解析を検討した｡ 図 2 0 に示した実験から､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) は明確
な立体構造を保持して いない ことを示 唆する結果 が得られた ｡ 今回の 測 定に用 いた S A P K 2

( P 2 8 4
- L 3 3 9) は ､ 立体構造を持たないと推察される G at e w a y 由来の 余分な配列が N 末端

側に 3 0 残基 ほ ど残 っ て いる｡ 5 6 残基からなる S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) に対して これらの 配

列が 占 める割合 は 大きいと考えられる ｡ この 結 果 ､ こ の 部 分 の シグナ ル が中心 に集 まっ て

S A P K 2 ( P 2 8 4
- L 3 3 9) の部分に対応するシグナ ルを見えにくくすることで ､ 見 か け上 明確な立

体 構 造 を保 持して い ない とい う結 果 が得られ た可 能 性もわずか で はあるが考えられる ｡
S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) が明確な立体構造を保持して い るかどうか の 結論を出すためには ､ 前

述したようにプロ テア ー ゼサ イトの 検討を行い ､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の 部分だけでもう
ー

度

測 定をする必要性 がある ｡ これに加えて ､ ドメイン の 最適化も検討する必要があるかもしれ な

い . また ､ S A P K 2 だけで なく､ 他の S A P K メン バ - の C 末端領域 に つ い て の 検討 が有 用

かもしれない ｡

S A P K 2 (P 2 8 4 - L 3 3 9) に S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を加え ､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) の N M R シグ

ナ ル の 変化を観測した ｡ この 結果 ､ S A P K 2 C 末端領域 がキナ ー ゼドメインと相互作用する可

能 性 を 示 唆 する結 果 が 得られ た ｡ しか し ､ S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を加 えることで S A P K 2

( P 2 8 4 - L 3 3 9) に劇 的な変化が起 こったとは言 い がた い ｡ 今回の 実験に 用い たキナ - ゼドメイ

ン (S A P K 2 ( M l - S 3 0 8)) と C 末端領域 (S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9)) に は 2 5 残基 の 重複があ
る ｡ さらに ､ S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9) は､ G ate w a y 由来の余分な配列が N 末端側に 3 0 残基
ほ ど余分 に つ い て い る. 実際には ､ S A P K 2 の キナ -

ゼドメインと C 末端領域 は相互作用し

て い るけれ ども､ これらの 重複部分 や余分な配列 が物理 的な妨 げとなっ て ､ 相互作 用の 形 成

を阻害 して い る可 能性も考えられる｡ この ため ､ 重複 がない ように S A P K 2 キナ
ー ゼドメイン

および S A P K 2 C 末端ドメイン に つ い て ､ ドメイン の 最適化を検討し ､ 再実験を行う必要があ

る ｡ S P A K 2 の キ ナ ー ゼドメイン と C 末 端 領 域 が 相 互 作 用 し て い る 場 合 は ､ S A P K 2

( P 2 8 4 - L 3 3 9) と, 単独 で は 不 溶性で あっ た S A P K 2 ( M l - T 2 8 3) を共 精製することで可 溶化

する可能性も残されて いる ｡ この共精製に つ いても検討 の 余地がある0

6 . S A P K 2 の立体構造と機能との 相関

S A P K 2 と 2 H A K のキナ - ゼドメイン ( それぞれ M l - F 2 6 0 と G 3 7 - M 3 0 4) は 4 1 % の

アミノ酸 が同
一

で あっ たが ､ C 末端領域 (それぞれ L 2 6 1 - L 3 3 9 と N 3 0 5 - K 3 7 1) で は 1 3 %

しか 同
一

で ない ｡ この ため ､ キナ
ー ゼドメインに 関して は ､ モ デリン グ構造と実際 の 高次構造に

あまり差異 はないと推察できるが ､ C 末端領域 に つ いて はモ デリング構 造が正しい かどうか の

議論は難 しい ｡ しかし ､ 二 次構造予測の 結果を踏まえると､ C 末端領域 に ロー ヘ リツクス が存

在する可 能性 は高い ｡ 特 に ､ Alig n m e nt [ nt e rf a c e の 両モデリング構 造で 予想された 2 8 6 番

2 7



目の グルタミン から 2 9 5 番目 の イソロ イシンまで の ロ ー ヘ リックス は ､ 多少 の前後 や 長さに 違

い はあっ ても
､ 実際 に存在するの で はない かと思われる(,

テ ン プレ ー トとした 2 H A K で は ､. キ ナ
ー ゼドメイン の N 末 端 側 で 活 性 部 位 の 裏 側

( N
-一o b e s) に ､ C 末端側の U B A ( u biq uiti n - a c c o ci at e d) ドメイン が相互作用して い るという構

造 が見られる (図 2 2 ( A); M a r x et a[ , , 2 0 0 6) 0 U B A ドメイン はいくつ か のタン パク質に おい て
ユ ビキチンと相互作用 することがわか っ てい るドメイン であるが ､ 2 H A K の U B A ドメイン は

､

他 の タン パク質の U B A ドメイン が エ ビキチンと相互作用する位置 で N -1o b e s と相互作用し

て いる ( M a r x et aI . , 2 0 0 6 ; P a m e e r s e[ v a m et al . , 2 0 0 6) . S A P K 2 の モ デリング構造 でも､
A =9 n m nt I nt e rf a c e l および 2 で ､ テンプレ

ー トに合わせて C 末端側 は 同様 に N 末端側

と相互作用するような構造が得られた (図 2 2 ( B) および (C)) ｡ 2 H A K の N -】o b e s と U B A

ドメイン の 相 互 作 用 は ､ 疎 水 性 相 互 作 用 で あると報告され て い る ( M a r x et aJ . , 2 0 0 6;
P a n n e e r s el v a m et a し 2 0 0 6) . それ に対して ､ S A P K 2 の C 末端領域は酸性アミノ酸に富ん

で いる｡ 特に S A P K 2 の 最も C 末端側で N 末端との 相互作用に 重要で は ない か と考えら

れる α - ヘ リツクス は ､ 酸性パ ッチと呼ばれる S n R K 2 プロテイン キナ ー ゼに特有の 酸性アミ

ノ酸 が多い領域とほ ぼ 一 致する｡ - 方 ､ Fir st A p p r o a ch l および 2 で は C 末端領域 がモデ

リン グされて い ない ため , キナ ー ゼドメイン の N 末端側 は表 面 に露出する形 となっ て おり､
A = g n m e nt I nt e rf a c e l および 2 で C 末端側と相互作用すると予想された領域 には 塩基性

アミノ酸が 多い ことがわか った ｡ この ことから､ S A P K 2 の キナ
ー ゼドメイン の N 末端 側と C

末端側は 静電的相互作用により相互作用して いるという可能性が考えられる ｡ よっ て S A P K 2

で は ､ 2 H A K で見られるのとは異なる様 式で N 末端側と C 末端側領域が相互作用して いる

ことが推察される ｡
二 次構造予測で は ､ キナ ー ゼドメインと C 末端領域 の境界部分 に 2 H A K で は 見られない

ロ ー ヘ リツクス が予測されて おり､
モ デリン グ構造 におい ても 2 6 5 番 目 の プロリン から 2 6 8 番

目 の イソ ロイシンまで が α - ヘ リツクス であると予測されて いる｡ この ことから､ S A P K 2 の キナ
ー ゼドメイン の 末端から C 末端領域 の 最初にか けて の 構造は ､ 2 H A K と全く異なっ て いる可

能性も高い ｡ S n R K 2 ファミリ ー

で 高度 に保存されて いる領域が 2 6 5 番 目の プロリン まで であ

ること､ および ､ 他 のプロテインキナ - ゼと相同性が高い 部分もこの 周辺まで で あることを考慮

し､ S A P K 2 の キナ ー ゼドメインとして S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) の サ ブクロ
ー

ニ ングおよび発現を

行っ た ｡ しか し､ このタン パク質は可 溶性画分に 得られなか っ た ｡ この 原因 の 1 つとして は ､

前 述したように ､ ニ 次構造の 途 中で 欠失させ たという可 能性が挙 げられる｡ そこで ､ ニ 次構造

予測の 結果を考慮して ､ S A P K 2 ( M I T 2 8 3) および S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) の サブクロ
ー

ニ ング

および発現を行 っ た ｡ その 結 果 ､ S A P K 2 ( M l 一 丁2 8 3) は 可 溶性 画分Iこ得られ なか っ たが ､

S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) は可 溶性画 餅 こ得られた ｡ これら大腸 菌 で の 発 現実験の 結 果 か ら､

S A P K 2 の 2 6 5 番 目 の プロリン および 2 8 3 番 目のス レオ ニ ンとその 周辺 のアミノ酸は ､ 予

想 に反して 二 次構造の 形 成に関わ っ て いる可 能性が考えられ た｡ この 結果と S n R K 2 プロテ

イン キナ ー ゼの 活 性を結 びつ ける興 味深い 報告がなされ て い る｡ シ ロイヌナズナ の S n R K 2

プロ テインキナ
ー

ゼ O S T l /S R K 2 E で は ､ C 末端領域 の
一

部もしくは全体を欠失させ た変異

体を培養細胞あるい は大腸菌で発現させ ､ その リン 酸化活性が調 べ られた (Ⅵ) s hid a et al . ,
2 0 0 6 ; B e = n et al . , 2 0 0 6) ｡ C 末端領域のドメイン 2 の みを欠失させると､ A B A による活性化

の みが起こらなくなる
一 方で ､ C 末端領域全体を欠失すると浸透圧ストレス および A B A によ

る活性化 の 両方が起こらなくなっ た ( Y o s hid a e t a L , 2 0 0 6) o また ､ 大腸 菌で発現させ た場合 ､

2 8



ドメイン 2 の
一

部 あるい は全体を欠失させ てもリン酸 化活性 が見られたが ､ それに加えてドメ

イン 1 の 一

部 あるい は全体を欠失させ るとリン 酸化活 性が失われた (B eli n et a L , 2 0 0 6) ｡

S A P K 2 で は ､ 12 6 6 - P 3 0 1 がドメイン 1 に ､ G 3 0 2 - L 3 3 9 がドメイン 2 に相当する｡ 言い 換え

れ ば ､ S A P K 2 ( M l 一丁2 8 3) はドメイン 1 の
一

部とドメイン 2 全体を欠失した変異体 ､ S A P K 2

( M l
- S 3 0 8) はドメイン 2 を欠 失した変異体とほ ぼ

一

致 して い る ｡ 大腸 菌 で 発 現させ た

O S T l /S R K 2 E の C 末端 欠失変異体 は ､ S A P K 2 の 場合と異 なり､ す べ て 可 溶性画分に 得

られて い た ( B e = n e t al . , 2 0 0 6) 0 O S T l /S R K 2 E における結果から､ S n R K 2 プロテインキナ ー

ゼ C 末端領 域の ドメイン 1 は S n R K 2 の キナ
- ゼ活性 に必須で あると考えられた ( B eli n

et al . , 2 0 0 6) . これらの 結 果と本研究の 結果を合わせ て考 えると､ C 末端領域 のドメイン 1 は ､
S n R K 2 プロ テインキナ ー ゼ の キナ

- ゼドメイン の 構造維持 に関わっ ており､ ドメイン 1 がなく

なるとキナ ー ゼドメインの 構造が維持 できなくなり､ その 結 果としてリン 酸化活性が失われると
いう仮説が成り立 つ ｡ また ､

S A P K 2 の C 末端領域ドメイン 1 の 実際の構造 は ､ テン プレ
ー ト

とした 2 H A K や 二 次構造 予測結果と異 なっ て い ることも示 唆される｡ 構造とリン酸化活性 の

相関の 観点 から､ S A P K 2 の構造 ､ 特にこの C 末端領域ドメイン 1 の構造 の解 明が期待さ

れる｡
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表1 T O P O クロ ー

ニ ン グに用いたプライマ ー

コ ンストラクト 方 向 プライマ
ー

一名 = 配 列(5
.

to 3
.

)

E K - S A P K2 ( M l
- L3 3 9)

セ ンス S A P K2 M I F E k : C A C C G A C G A C G A C G A C A A G A T G G A G A G G T A C G A G G T G A T

ア ンチセ ンス S A P K2
_
し3 3 9 R : T C A C A A T G C G C A C A C G

P T- e S - S A P K2 ( M トL 3 3 9)
セ ンス S A P K2

__
M 1 F P r e S : C A C C C T G G A A G T T C T G T T C C A G G G G C C C A T G G A G A G G T A C G A G G T G A T

アンチ センス S A P K2 { _ 3 3 9 R 二 T C A C A A T G C G C A C A C G

E K - S A P K2 ( M l
- P 2 6 5)

センス S A P K2
_
M 1 F E k 二 C A C C G A C G A C G A C G A C A A G A T G G A G A G G T A C G A G G T G A T

アンチ センス S A PIQ
_

; ⊃26 5 R 二 C T A C G G C A G G T T C T T G A G G

Pr e S I S A P K 2 ( M 1
- T 28 3)

センス S A P K 2
ー
M 1 f

-

P √e s : C A C C C T G G A A G T T C T G T T C C A G G G G C C C A T G G A G A G G T A C G A G G T G A T

アンチ センス S A P K2
_

■

r2 8 3 R 二 C T A G G T G T T G A T G T C G T T C A T C

P √e s - S A P K 2 ( M l
- S 3 08)

センス S A P K2
_
W il F P r e S : C A C C C T G G A A G T T C T G T T C C A G G G G C C C A T G G A G A G G T A C G A G G T G A T

アンチ センス S A P K2
_
ミ; 30 8 R : C T A G G A G A A ¶ T G G A G C C A T C

F a c X a - S A P K 2 ( P 2 8 4
- L 3 39)

センス S A P K2 こ'2 8 4 F X a : C A C C A T C G A A G G T C G T C C G T C A C A G G G C C T G

アンチ センス S A P K 2 L 33 9 R 二 T C A C A A T G C G C A C A C G

P ｢ e S - S A P K 2 ( K 33 A)
センス S A P K 2

こ

＼乃1 F P r e S : C A C C C T G G A A G T T C T G T T C C A G G G G C C C A T G G A G A G G T A C G A G G T G A T

アンチ センス S A P K 2
_
｣ 33 9 R : T C A C A A T G C G C A C A C G
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表 2 発現 ベクタ
ー と大腸菌

発現ベクタ ー

P G E X
- 5 X - 1 - S A P K 2 O N T)

p D E S T J li s
- E K - S A P K 2 ( W T)

P D E S T
.t Ⅸ - E K - S A P K 2 ( W ¶

G S T E s c h e n
'

c h ia c oli B L 21 ( D E 3) p Ly s S #

Hi s 6 E s c h e n
'

c h ia c o/i B L 2 1 ( D E 3) p L y s S #

T r x - Hi s 6 E s c h e n
'

c h ia c o/l
'

B L 2 1 ( D E 3) p L y s S #

P D E S T -try - P r e S - S A P K 2 O N T) T rx - Hi s 6 E s c h e n
'

c h ia c o/i B L 2 1 ( D E 3) 樵

P D E S T
-try - P r e S - S A P K 2 ( W 1) T rx - Hi s 6 E s c h e n

'

c h ia c oll
'

B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株

P D E S T
-try - E K - S A P K 2 ( M l -P 2 6 5) T r x - His 6 E s c h e n

'

c h ia c oli B L 2 1 ( D E 3) p L y s S #

P D E S T
-tr y - P r e S - S A P K 2 ( M l - T 2 8 3) T r x - Hi s 6 E s c h e n

'

c h ia c o h
'

B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株

P D E S T
-try - P r e S - S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) T r x - His 6 E s c h e n

'

c h ia c o/l
'

B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株

P D E S T
-tr y - F a c X a - S A P K 2 (P 2 8 4 -L 3 3 9) T r x - Hi s 6 E s c h e n

'

c h ia c o h
'

B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 棟

P D E S T
-try - P r e S - S A P K 2 (K 3 3 A) T r x - Hi s 6 E s c h e n

'

c h ia c oll
'

B L 2 1 ( D E 3) p L y s S 株
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表 3 M 9 培地の組成

試薬 終漉度

N a 2 H P O 4
･ 1 2 H 2 0 1 .8 %

K H 2 P O 4 0 .3 %

N a C1 0 .0 5 %

gly c e r o1 0 .5 %

D( +) - g lu c o s e 0 .4 %

1 5
N H
4
CJ

M g S O 4

M n Cl2

C a C l2

F e C l3

a m pj ci[li n

a d e n o si n e

g u a n o si n e

cytidi n e

t h y m i n e

bi o tj n

0 .0 5 %

1 m M

5 0 l上M

0 .1 m M

3 .3 p M

5 0 1唱 / m 1

0 . 0 0 2 %

0 .0 0 2 %

0
. 0 0 2 %

0 .0 0 2 %

0 .0 0 2 %

t hi a m i n h y d r o c hl o rid e 0 . 0 0 2 %
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表 4 ニ 次元電気泳動の通電条件
段階 電圧( Ⅵ 時間(分)
1 1 7 5 2 0

2 1 7 5 ･ - 2 0 0 0 4 5

3 2 0 0 0 3 0
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表 5 検討した結晶化条件

試料タン/ ( ク質 ス クリ
ー

ニ ングキット 条件数 合計

S A P K 2 ( W T)

W i z a e d I (E m e r ald Bi o S y st e m s)
W iz a e d Ⅱ (E m e r a一d Bi o S y st e m s)
C ry st a( S c r e e n I ( H a n pt o n R e s e a r ch)
C ry st al S c r e e n Ⅱ ( H a n pt o n R e s e a r c h)
N atrix ( H a n pt o n R e s e a r c h)
P E G /I o n S c re e n t o n R e s e a r c h

4 8

4 8

5 0

4 8

4 8

4 8

2 9 0 条件

4 8

4 8 1 4 4 条件
4 8

9 8 条件

W i z a e d I (E m e r ald Bi o S y st e m s)
S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) W iz a e d Ⅱ (E m e r a一d Bi o S y st e m s)

V Vi z a e d Ⅱ (E m e r a一d Bi o S v st e m sl

C ry st al S c r e e n I ( H a n pt o n R e s e a r c h)
C Ⅳ st al S c r e e n Ⅱ r H a n Dt O n R e s e a r c hl

3 4

S A P K 2 ( K 3 3 A)



表 6 N M R 測定に用 いたタン パク葺の濃度およぴ b ufFe r 条件

試料タン′iク井 濃度( m M ) b uffe r 条件
15
N IT IX - Hi s 6 S A P K 2 (P 2 8 4

- L 3 3 9)
15
N IT rx - Hi s

s
t a g

1 5
N -S A P K 2 (P 2 8 4

- L 3 3 9)
1 5
N -S A P K 2 P 2 8 4 - L 3 3 9 + n o n - S A P K 2 M l - S 3 0 8

0 .2 5 2 0 m M T ri s - H CI (p H 7 . 5) , 1 5 0 m M N a C1

0 .2 3 2 0 m M T ri s ･ H C( (p H 7 . 5) , 1 5 0 m M N a CJ

O .1 6 2 0 m M T ri s - H Cl (p H 7 . 5) , 1 5 0 m M N a CJ

0 .0 9 + 0 .1 8 2 0 m M T ri s - H Cl (p H 7 . 6) , 1 5 0 m M N a CJ
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国 1 イネおよぴシロイヌナズナ S n R K 2 プロテインキナ ー ゼファミリ ー メンバ ー の アミノ酸配列のアライメ

ント

同
一

の ア y 鼓洗基はA で田 れ 類似の残基は灰色で形をつ けた｡ また. C 末藩領域のドメイン 1 を⊂コで. ドメイン 2 を[コ
で囲んだ｡ まT= . s A P K 2 の K 3 3 ､ P 2 6 5 ､ T 2 8 3 およぴ s 3 0 8 の各溝基をo でEElんだ｡
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S u b cl a s s I

国 2 イネおよぴシロイヌナズナ S n R K 2 プE) ティンキナ ー ゼファミリ ー メンバ ー の 系故関係

イネおよぴシロイヌナズナの全 s n R K 2 メン バ ー と他の稚でdL能解析が行われたメン バ ー

のアミノiliE列(S A P K l の 卜 2 6 8

の アミノi[ 貼 に相判 を主に系tk81 を作成した｡ イネおよびシロイヌナズナメン′(
- はそれぞれ鼻と自の背Jt で強iI)した. 慕

統8t 内の h 隼は B o 血 tr a p ( % ) を表す｡ シE) イヌナズナメンJ (
- の命名は Pl a n t 6 P d at a b 且S e (h t t p :/I p_

l a
_
n t s p ･ 写d s c ･ e d u I ;

H r a b a k et al
=
2 0 0 3‖= 混血されているものを採用した｡ S n R K 2 .6 1ま O S T ll S R K 2 亡 とも名づけられている｡ シE)イヌナズナメ

ンバ
-

の A G liL 長子書号lま次のとおりである｡ S n R K 2 . 1 ( A t5 g O 8 5 9 0) . S n R K 2 .2 ( A t 3 g 5 0 5 0 0) , S n R K 2 ･ 3 ( A t5 g 6 8 8 8 0),
S h R K 2 .4 (A tl g l O 9 4 0I, S n R K 2 . 5 ( A t5 g 6 3 6 5 0) , S n R K 2 ･ 8 1 0 S T I I S R K 2 E (A t 4 g 3 3 9 5 0) , S rl R K 2 ･7 ( A I4g 4 00 1 0) , S rl R K 2 ･ 8

(A t l g 7 8 2 9 0), S n R K 2 . 9 (A t2 g 2 3 0 3 0), S n R K 2 .1 0 ( Atl g 6 0 9 4 D) . 他の種メンバ
ー の G e n B a n k アクセ ッション書号は次のとお

りである｡ A A P K (A A F 2 7 3 4 0) . P K A 8 A l ( B A B 6 1 7 3 5), H v P K A B A l ( B A B 6 1 7 3 5), S P K l ( L O 1 4 5 3) , S P K 2 ( L 1 9 3 6 0) ,
S A P K l ( A B 1 2 5 30 2l, S A P K 2 ( A B 1 2 5 3 0 3), S A P K 3 (A B 1 2 5 3 0 4) , S A P K 4 ( A B 1 25 3 0 5) . S A P K 5 ( A B 1 2 5 3 0 6) . S A P K 6

(A B 1 2 5 3 0 7) . S A P K 7 ( A B 1 2 5 3 0 8) , S A P K 8 (A B 1 2 5 3 0 9), S A P K 9 ( A B 1 2 5 3 1 0), S A P K I O (A B 1 2 5 31 1) . T a S A P K 2 と

H v S A P K 2 の 全長配列は E S T 部分寵列をつなげることで得た( T a S A P K 2 は EL J2 51 8 4 1 およぴ B J 3 1 7 8 1 7 , H v S A P K 2 (i

A V 8 3 4 9 9 8 . B J 4 7 1 7 2 5 およぴ B J 4 6 3 5 0 8) ｡
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( A)

( B)

T b r D n b h Bite P r o te a 暮e さEt e

図 3 発現 ベ クタ ー の模式B)

(A) P D E S T
-h i s の 模式 臥 l は Q at e w a y 由来の配列を示した｡ また.I は任意に導入したプl= テ ア ー ぜサイ幡 示した.

( a) P D E S T -tr x の模式臥 ( A) と同様に示した｡
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D r o pl e t

P r ot ei n 0 ,7 pl
+

R e s e rv oir 0 .7 lll

図 4 ハ ンギングドE) ツプ蒸気拡散法の 模式図
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S A P K 2 ( W ¶

S A P K 2 ( M l
- P 2 6 5)

S A P K 2 ( M l
一丁2 8 3)

S A P K 2 ( M l
- S 3 0 8)

S A P K 2 (P 2 84 - L3 3 9)

S A P K 2 ( K 3 3 A)

3 3

M I K
- A

C -t e T m i n aJ

d o m ain

T 2 8 3

P 2 8 4

S 3 0 8

C -t e r m i n al

d o m ai n

図 5 発現および精製を5( みた S A P K 2 ( W T) およぴその 変異体のドメイン構造の模式図

S A P K 2 の キナ
ー ゼドメインをピンク

I

e ､ C 末端ドメインを発色で示した.
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5 0 p M l m M I P T G

B L 2 1 ( D E 3) p L y s S

国 6 大腸菌発現扱および培養条件の検肘

S A P K 2 ( W T) の発現に用いる大JI 古株. IP T 6 JLJ* および培書条件の検討における S D S P A O E の掩果｡ S D S J ? A Q E は

5 12 0 % ポリアクリルアミドゲラジ工 ントゲルを用い . 全て還元条件で行った｡ 各LJ -

ンはそれぞれ分子t マ ー カ ー

( M ) . k 合タ
ンI (クJ[ 凍i> 前( U) . 諌j> 故( W 7 . 血音波破砕故の可38 性圃分( s) . 超音波破砕故の不58 性圃51(I) を示す｡ ■

- は T r x -

H J 8
6 k 合 S A P K 2 P ～T) タンJ (クJ( を示す｡
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(1d) a)

7 5 ･

5 0 L. . _

3 7

I

-- 一 芸
一 一

i 蒜
- ･

･ 一 - ■ ■
-

- I -

-
･
･コ

コ亡育

ベクタ ー

r J L
-

2 5
-

甘 由

一 ▲ 一
M ら E ら E ら E
t I I I I J

:
P G E X p D E S T p D E S T

- 5 X - 1 1 hi s -tr x

T ag の ポジション : N 未 N 末 N 末

T a g の 種類 G S T H ･s . T r x ･ H b .

図 7 発現ベクタ
ー

の検肘

S A P K 2 ( m ) の先攻に用いる発現ベクタ
ー の検討における S D S P A G E の 椿果｡ S D S P A G E は 5 1 2 0 % ポリアケJ ルアミ

ドゲラジ工 ントゲ ルを用い . 全て還元条件で行った ｡ 各レ ー シ はそれぞれ分子t マ ー カ ー ( M) . 超音波破砕攻の可i8 性西分

( Sトアフィニ ティ
ー

カラムのi8 出宵分(E) を示す｡ ー は T rx I H $
6 取 合 S A P K 2 ( W TI タン パクーを示す｡
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G e) fiTtr ati o n ch r o r n at o g r a p h y
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三こ_ ニ ー
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L a n e M 1 2 3 4 5 6 7 L a n e M 1 2 3 4 5 6 7

P D E S T
-tr x - E K - S A P K 2 (Ⅵ汀) P D E S T

-tr x - P r e S - S A P K 2 ( m )

国 8 プロテア
ー ゼサイトの検肘

(A) S A P K 2 ( W T) の直上にir 入するプE) テア
- ゼサイトの検討を行った醇の♯製プE)トコ

ー

Jl ･ ｡

(B H A ) のプロトコ
ー

ル に従 い耗勲を行った時の S A P K 2 P V T) 各港製段階における s D S ･ P A G E 結果｡ S D S ･P A (; E は5 -

2 0 % ポIJ アクリルアミri
'

ケラジ工 ントゲル を用い ､ 全て還元条件で行った. 各レ
ー ンはそれぞれ分子JL マ ー カ ー

( M) . 烏 合タン
パク文音ir 故(L a n e 1) . 超音波破砕攻の可溶性両分( L a rt e 2ト Ni c h el at h g カラムを用いた♯強硬t L a n e 恥 プI) テ ア

ー

ゼ処理後(L a n e 4) . N I c h el d i n g カラム非吸書画分(L a n e 恥 姓イオン交♯カラムを用いた耕具壌( L a rL e 恥 t 稔のゲル

ろiL ♯製& ( L a r[ e 7 ほ 示す｡ ■
-

は T r x J li s 6 k 合 S A P K 2 ( m ) タン′( クエ､ - は E K 処理により切ホされた推定分子マ ス
3 8 .5 k D a よりも大きいS A P K 2 タンJ (クー. ト は P r e S 処理lこより切斬された推定分子マ ス 3 8 . 5 k D a とほぼ 一 致する
S A P K 2 タンJ (クJt を示す｡
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( A)
o v e

l
e x p r e s si o n

S o ni c d i o n s u p e m at a nt

l

N i ch el ati n g c h r o m at o g r a ph y

l
D i aly sI S

I
P r e S ci s si o n p rot e a s e d ig e sti o n

l

N i c h el ati n g c h ro m at o 9 T a P h y

(p o ol fl o w (h r o u g h fr a cti o n)
l
A ni o n e x c h a n g e c h ro m at o g T a P h y

l
G el 伺tr ati o n ch r o m at o g T a P hy

l

C o n c e nt r ati o n

一
l l

- ~

P _ ー

ー

■■ ■ 一 -

L a n e 1 2 3 4 5

伽 e

l
e x p r e s si o n

S o ni c ati o n s u p e m at a nt

l

N i c h el ati n g c h r o m at o g r a p h y

l

G e l filt r at i o n c h r o r r l a t O g r a P h y

l
P r e S ci s si o n p r ot e a s e d ig e sti o n

l
Nj c h el ati n g c h r o m at o g r a p h y

(p o ol fl o w t h ro u g h fr a ctJ O n)

A ni o n e x c h a n g e c h r o m at o g r a ph y

l

G el filtr ati o n c h TO m at O g r a P h y

l

C o n c e nt r at1 0 n

囲 9 N i c h elati n g カラム精製後のゲルろ過精製f こより､ プロテア
ー ゼ処理の 消化効率が向上する

(A) N i c b e l a t h g カラム書製彼の処甥の速いによるS A P K 2 (W T) の P r e S 処理の 洲ヒ地車を比較した. 耗盤プE)トコ
ー

ル

およぴプE) テ ア
ー ゼ処理前故における s D S J } A (; E の椅果を示 した｡ s D S P A G E は 5 -2 0 % ポリアクリルアミドゲラジエ ント

ゲルを用い ､ 全て還元条件で行った. 各 レ
ー

ン はそれぞれ N i c h el ati n g カラムを用いた稚載壌(L a n e l およぴ 3) ､ 透析凌の
P r e S 処理( L a n e 2 トN[ c h e l d h g カラム特製稜のゲルろ5A 頼製(L a n e 4) ､ ゲ ルろiL 耕製彼の P r e S 処理 ( L a n e 5) を示
す｡ ■

- は T r x 一日i $
6 浪合 S A P K 2 ( W T) タン パク文､ ー は S A P K 2 ( W T ) を示す .

( a) M c h el a ti n g カラム清泉故のゲルろ過特製のクE) マトゲラム ｡ V o は排除限界を示す｡
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( A) o v e r e x p . e s si o n
l
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C o n c e nt rati o n

( B)
( k , a,

2 2 0 b

g 7 ヽ ■

6 6 -
- _ -

4 5

3 0

. ■ 一 -

I

= = 二⊂ =

｢ ~~二

2 0 .
1

一 こ巴 ;i

L a n e M 1 2 3 4 5 6 7

国 1 0 S A P K 2 ( W T) のJt 終輔製プロトコ
ー

ルおよび精製結果

( A) S A P K 2 P N T) のJL 蕪♯製プE)トコ
-

ル ｡

( 8) S A P K 2 r W T) 各♯載段階における S D S P A G E の 結果｡ S D S - P A (3 E は 5 - 2 0 % ポリアクIJ ル アミドダラジ D トゲルを

用い ､ 全て還元条件で行っ た｡ 各レ ー ンはそれぞれ分子t マ ー カ ー ( M) . h 合タンl (クT 議事後(L a n e lト血書泣破砕攻の
可薄性両分(L a n e R♭ m c h el d f n g カラムを用いた耗Il攻(L a n e 3) ､ ゲルろiL ♯載故( L a n e 4) . P r e S 処理故(L a rt e 5) .
N J c h e) d l n g カラム非吸書画分(L a n e 6) . JL 徒のゲルろiL ♯Jl 故( L a n e 7) を示す. ■ - は T r x I Hi s

6
計合 S A P K 2 P～T) タ

ン パクー､ ー は S A P K 2 ( W T) を示す｡
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囲 1 1 S A P K 2 ( M l - P 2 6 5) およぴ S A P K 2 ( M l - T 2 8 3) の 発現と可溶化の 確監

( A) S A P K 2 ( M l -P 2 6 5) の発現および可581ヒを確証した S D S ･ P A G E の轄果. S D S I P A G E は 5 -2 0 % ポリアクリ ルアミドケ

ラジ工ントゲルを用い ､ 全て還元条件で行った｡ 各レ
ー

ン はそれぞれ分子t マ
ー カ -

( M) . h 合タンl (ク寛舞g[ 前( U) . 話中後

( w ト超音波破砕故の可溶性両分(S ト超音波破砕故の不58 性宵分(P) を示す D
■ - は T r x IH i s

6 融合 S A P K 2 ( M l
- P 2 6 5) タ

ンI (ク王を示す｡

( a) S A P K 2 ( M l 一丁2 8 3) の発現および可 新ヒを確認した S D S - P A G E の轄果. S D S J > A G E I* 5 -2 0 % ポリアクリルアミドケ

ラジ工 ントゲ ルを用い ､ 全て遺元条件で行った｡ 各 レ ー ン はそれぞれ分子 t マ
ー カ -

( M ) . 息 合タンパク文誘尊前( U) . 誘専攻

( w ) ､ 逸音波破砕稔の可溶性両分( S一連音波破砕後の不i8 性両分(I) を示す｡ ー は T r x -H i s
6 散 合 S A P K 2 ( M l

-T 2 8 3) タ
ン I (クーを示す.
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L a n e M 1 2 3 4 5 6 7

Eg 1 2 S A P K 2 ( M l
- $ 3 0 8) の 発現と可 剰ヒの確認および輔製錯果

(A) S A P K 2 ( M l -S 3 0 8) の 発現および可58 1ヒを捷記した S D S J
) A G E の頼果｡ S D S P A O E は 5 -2 0 % ポリアクリルアミドゲ

ラジ工 ントゲルを用い . 全て還元条件で行 った｡ 各 レ
ー

ン はそれぞれ分子t マ ー

カ
ー

( NI) . 息 合タンI (ク文革gI 前(U ) . 誘j* 凌

( w ト起音波破砕故の可i8 性画分(s) . 超音波破砕攻の不j8 性西分( p) を示す｡ ◆
- は T r x - Hi 8

8
k 合 S A P K 2 ( M I S 3 0 8) タ

ンJ ( ク井を示す ｡

( B) S A P K 2 ( M I S 3 0 8) 各♯製段階における S D S -P A Q E の祐乗｡ S D S I P A G E は 5 -2 0 % ポリアクl) ルアミドゲラジ D ト

ゲルを用い ､ 全て還元条件で行った｡ 各レ
ー

ン はそれぞれ分子暮マ ー カ ー

( M) . k 合タンIiクー 謝 俵( L a n e 1) . 超音波破
砕故の可溶性簡分( L a n e 2) . N i c h el a ti11g カラムを用いた♯製雀(L a n e 3) ､ ゲルろiL ♯製雀(L a rt e 4) . P r e S 処理故

( L a n e 5) . M c h el atl n g カラム非吸書画分( L a n e 8トJL a のゲルろ3A ♯叔故IL a n e 7) を示すD I
-

は T r x -H i s
6 h 合

s A P K 2 ( M l ･S 3 0 8) タン パクJ( ､ ー は S A P K 2 ( M l - S 3 0 8) を示す .
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L a n e M 1 2 3 4 5 6 7

Eg 1 3 S A P K 2 ( K 3 3 A) の 発現と可 溶化 の確艶および精製積果

(A) S A P K 2 ( K 3 3 A) の尭現および可 剃ヒを祉記した s D S -P A G E の 椿果｡ S D S - P A G E は 5 -2 0 % ポリアクリルアミドゲラジ

工 ントゲ ルを用い. 全て違元条件で行った｡ 各レ
-

ン はそれぞれ分子t マ ー カ ー

( M ト払合タンJ iクJ( 誘導前(u ト誘導後

( w ト超音波破砕龍の可i8 性両分(sl ､ 超音波破砕象の不38 性宵分(I) を示す｡ ◆
- は T r x -H i $

6
息 合 s A P K 2 ( K 3 3 A) タン

′(ク■を示す｡

( B) S A P K 2 (K 3 3 A) 各♯製段階における S t) S ･P A (; E a )措果｡ S D S -P A 6 E は 5 ･ 2 0 % ポリアクリ ルアミドゲラジエ ントゲル

を用い ､ 全て遭元条件で行った｡ 各レ
-

ン はそれぞれ分子1 マ - カ ー

( M ト払合タン′1クー誘導攻(L a n e 17 ､ 超音波破砕彼
の 可溶性画分(L a n e 2) . M c h el d h g カラムを用いた頼基徒( L a n e 3) . ゲ ルろ過♯製後(L a n e 4) I P r e S 処理後(L a n e 5ト
N i c h e l d irl g カラム非吸書画分(L a n e 6) . JL 故のゲ ルろ過♯製壌(L a n e 7 ほ 示す｡ ■ - は T r x J l i s 6 k 合 S A P K 2 ( K 3 3 A)
タンパク耳､ ー は S A P K 2 (K 3 3 A 姥 示すD
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C o v e r nig ht
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ー

二 E =

L a n e M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

国 1 4 S A P K 2 (P 2 8 4
- L 3 3 9) の発現と可 剃ヒの確思および特発括果

(A) S A P K 2 ( P 2 8 4 1 3 3 9) の 発現および可 * 1ヒを 臆 した s D S I P A G E の頼果｡ S D S I P A G E は 1 5 % ポリアクl) ル アミドゲ

ルを用い ､ 全て還元条件で行った｡ 各レ
ー

ン はそれぞれ分子t マ ー カ ー

( M ト亀合タンI (クt 昏gF 前t u ト昏g[ 徒 P V) ､ 逸書

波破砕故の可治性両分( s) . 超音波破砕捷の不38 性簡分(P ほ 示す｡ I - は T r x - H ( s
6
払合 S A P K 2 ( P 2 8 4 L )3 9) タンパク

ーを示す｡

( B) S A P K 2 (P 2 8 4 ⊥3 3 9) 各耗製段階におけるS D S P A Q E の 結果｡ S D S I P A G E lま1 5 % ポリアク1) )I ･ アミドゲルを用い .

全て丑元条件で行 った｡ 各レ ー

ンはそれぞれ分子Jt マ ー カ ー

( M) . 払 合タンI (クJt 帯ir 故I L a n e l ト超音波破砕彼の可 溶性

両分(L a n e 2) . N i t h e) a t h g カラムを用いた頼製壌(L a n e 3) . 1 回目のゲルろiL 清泉攻(L a n e 4) . 払イオン交換カラム♯製

鼓IL a n e 5) . 2 回目のゲルろiL # 製鼓( L a n e 8) . E K 処理壌(L a n e 7ト3 回目のゲルろ且耗81 故t L a n e 恥 Ni c h el atl ng
カラム非吸着国分(L a n e 9) . N i c h el d i rtg カラム竹薮の再出宵分( L a n e 1 0) を示す｡ ■ - は T r x - H Is 6 h 合 S A P K 2 ( P 2 8 4

･

L 3 3 9) タンl (クエ. - は T r x
- Hi $
6 タグ､ - lま S A P K 2 ( P 2 8 4

- L 3 3 9) を示す｡
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G e = ‖tr ati o n c h r o m at o g r a p h y

l
C o n c e ntr ati o n

l
N M R m e a s u r e m e nt (

1 5
N -trx - S A P K 2 ( P 2 8 4 - L 3 3 9))

1
E nt e ｢ o kin a s e dig e sti o n

l

G el filtr ati o n c h r o m at o g r a p h y

l
N i c h el atin g c h ｢ o m at o g r a p hy (p o ol fl o w th ｢ o u g h fr a cti o n)

1

C o n c e ntr atio n

l

N M R m e a s u r e m e nt (
1 5 N - S A P K 2 (P 2 8 4 - L 3 3 9) ,

1 5
N -tr x t a g)

園 1 5 S A P K 2 ( P 2 84
- L 3 3 9) の精製プロトコ

ー

ル
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( A)
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M
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芝
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要妻:
毒害
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i: 0
∝
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′

▲

ヽ

M B P 0 l^ 1 4

( 肋 ) M

7 5

5 0

3 7

2 5

2 0

1 5

二 = ~~= =

一 ●

S A P K 2( W T)
0 . 0 4 帽J2 0 pJ

′

▲

ヽ

0
1
^ 1 4

オ ー トラジオグラム

■ S A P K 2 叩 0 .0 4 LL g 21) p .A

J s A P K 2 叩¶0 .2 p 9 /2 0 pI

M B P

国 1 6 租換え S A P K 2 の京浜管内リン敢化アツセイ ー その 1

(A) ♯鼓した S A F ' K 2 (ⅥT ほ さ兼とし. M B P を益王として ､ 駄故管内リン 軌ヒア ツ セイを行った｡ 左に C B B 染色♯. 右に

オ
ー トラジオグラムを示した｡ M は分子t マ

ー カ -

を示す｡ ◆
- は S A P K 2 P V T) . + は M B P を示す｡

( B) ( A) の S A P K 2 ( m ) の 自己IJ ンi( 他 レベ ル の走JE 堵果｡ 群集タンパクJ( あたりの相対放射,5 性を示した｡
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( A)

C B B 染色

( B)
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.
00 l . D5

3
.
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,
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⊂ =

1 0 鶴 S D S - P A G E

2 ユ9

■ ー

I 8 吉T

6 S~｢ FI IK
1 J l

1.O D D.B 9

国 1 7 租換え S A P K 2 のま式験管内リン酸化アツセイ ー その 2

(A) 書製した s A P K 2 ( W T) およぴ S A P K 2 ( M I S 3 0 8) を辞兼とし. M B P およぴ G S T - P 14 K を基王として､ 民政管内リン散

化アツ セイを行 った. G S T は益井の コ ントl )
-

ルとして用い た. 上段に C B B 染色億. 下段にオ
ー

トラジオグラムを示した｡ M

は分子t マ
ー カ ー を示す｡ ー は辞乗､ 十

- は基J( ､ ◆
- は G S T を示す.

( a) ( A) の 辞兼の自己リン 酬ヒレベ ル の定t 結果｡ 左に基文が M 8 P の書合の轄果. 右[ = p r 4 K の場合の結果を示した｡
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( A)

( B)

S A P K 2 S A P K 2 S A P K 2

( W T) ( M 1
- $ 3 0 8) ( K 3 3 A)

C I A P - + - + - +

P r o - Q
■ - ■ ~

R u b y
･ - ･ ⊥ _

- ･ ⊥
■

÷ †

S A P K 2 ( W T)

S A P K 2 ( M 1
- $ 3 0 8)

S A P K 2 ( K 3 3 A)

- ■ ■ ~

囲 1 8 租換え S A P K 2 は大腸菌の中ですで にリン酸化されている

(A) 頼義した s A P K 2 P N T トS A P K 2 ( M I S 3 0 8) およぴ s A P K 2 ( K 33 A) のリンi[1ヒ状態をi～ぺた｡ これらのタン/ 1クーに つ

いて､ コ ントロ
ー

ル 処理 トC rA P) あるいはアルカ
ーJ ホスファタ

ー ゼ処理( + c LA P ほ 行 い . 1 0 % の ゲルを用いた S D S ･ P A G E

で展開し､ P r o l Q D I a lT D r[d (F 'rEI I Q) と S Y P R O R LJ b y (F h b y) で染色した｡

( B) ♯載した s A P K 2 ( W T) . S A P K 2 ( M I S 3 0 6) およぴ s A P K 2 ( K 33 A) を二次元t 気泳tb で展開し､ C B B 染色にJ:り検

出した｡
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( A)

( B)

T rx - Hi s
6

S A P K 2 ( W T)

S A P K 2 t K 3 3 A)

T r x - Hi s
s

S A P K 2 ( W T)

S A P K 2 ( K 3 3 A)

U W S P W S P W S P
l l l I l 1

3 7 ℃ 3 0 ℃ 1 8 ℃

Li〕.･占iiiF . ･ -~p~
1 丁
ー ▼~ー ｢ 丁~~~~~~~~~

一 ■ _ - - ■■ ■■ -

-
- 一

- ■■ t ■■ ■■
~ - ' ■ ~ ~ 一 - ■

ト ~
L

与
■

こ
_
i

U W S P W S P W S P
l l l +

+ + +
l l
+ + +

1

3 7 ℃ 3 0 ℃ 1 8 ℃

図 1 9 組換え S A P K 2 は培養温度に関わらずリン酸化されている

(A) T - x I H i 8
8 タグ. T r x N [$ 6

1 S A P K 2 ( W T) およぴ T r x - H i s
6
S A P K 2 ( K 3 3 A) のl) ン書如ヒ状態をP rt) 4 Dl a rTI O n d により胡

べ た｡ S D S P A O E は 1 2 . 5 % ポリアクリルアミドゲルを用い , 全て還元条件で行 った. 各レ
ー

ン はそれぞれk 合タンパクf 琵

jr 前( U) . 誘gI 鼓( W ) . 超音波破砕壌の可58 性国分( sト超音波破砕徐の不i8 性圃分( P) を示す.

( B) (A) のゲ ル の S Y P R O R u b y 染色偉｡
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1 コ0

国 2 0 S A P K 2 (P 2 8 4 - L 3 3 9) の N M R による解析

(A) 1
S
N -T r x I H i s 6

1 S A P K 2 ( P 2 8 4 1L ･3 3 9) の 1 H - 1 5 N H S Q C ス ペクトル ｡

( a)
16 N -T r x - H i$

6
タグの 1 H -1 5 N H S Q C ス ペ クトル ｡

( c) (A) およぴ( 8) の ス ペクトルの圭ね合わせ ｡ ( A) の ス ペクトルをマゼンダで示し. ㈹ のみで見られる主なシグナルを o で

由んだ｡ また.( a) の ス ペクトルをシアンで示し. ( B) の みで見られる主なシグナルを ○で田んだ｡

(D)
1S N S A P K 2 (P 2 8 4

-L 3 3 9I の
1 H 1
1 S N H S Q C ス ペクトル ｡

( E)
1S
N I S A P K 2 ( P 2 8 4 ⊥3 3 9) に n t) n - S A P K 2 ( M l ･ S 3 0 8) を加えたときの

1 H -
1S N H S Q C ス ペクトル .

(F) (D) およぴ(E ) の ス ペクトルの重ね合わせ｡ ( D) の ス ペクトルをマゼンダで示し.( D) のみで見られる主なシグナルをo で

囲んだ｡ また. (E) の ス ペクトルをシアンで示し. ( E) の み で見られる主なシグナルをo でEg んだ｡
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国 21 S A P K 2 r W T) と 2 H A K E c h ai n の アミノ酸配列および二 次構造の アライメント

2 日A K はテ ンプレ
ー

‖こ用い た 2 H A K のアミノ 耽 列､ S A P K 2 はS A P K 2 P V T) の アミノ故配列を示す｡ キナ
- ゼドメインを

書 ､ 但し. アクチ ぺ - ション ル - プは糠 . c 末ヰ領域をピンクで示した. また､ p 2 6 5 . T 2 8 3 およぴ s 3 D 8 の 各轟基を○で囲んだ｡

+ (ま同
一 の アミノ敢残基 . : およぴ . は類似の残益を示す. X - r a y は構造辞析された 2 H A K E c h a h の 二 次書遣 . c h o u -

F a s m a n は S A P K 2 f W T) の C h o u - F a s TTl a n 法[ = よる二次gt 遁予測の掠果､ J p re d l およぴ J p r e d 2 はそれぞれ S A P K 2

r w T) およぴ s AF
' K 2 (L 2 6 1 1 L 3 3 9) の J p r e d 法による二次♯造予測の措果を示す｡ また. Fir s t l ､ F i r st 2 ､ A Jig n l および

A

;
1

3
n

N

2

.よ烹L: n7: b
h

.

S

ae:
K

2芋LT ㌫芸監禁芝
(:
i

.; .3 ,
A

srlT p
h

_

1
･;竺造詣還;

h

,

2

i L
"

空;;7L %
n t

1

'

琵琶
'

f
.

た､ AJlg n m e nt I n t e r fa c e 2 に おけるアライメントa ) 変更8B 分を □ で示した.
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( A)

First A p pr o a c h 1 Fir st A pp r o a ch 2 Alig n m e nt Int e rf a c e 1 Alig n m e nt I nt e rf a c e 2

Fir st A p p r o a ch 1 Fir st A p p T O a Ch 2 AJig n m e n t [nt e rf a c e 1 AIig n m e nt l nt e rf a c e 2

園 2 2 S A P K 2 の モデリング♯造

( A) モ デリングのテンプレ
ー トに用 いた 2 H A K E c b al n のリボン構逢および表面t 帯f[ 遭｡ リボン♯造で(i . キナ

ー ゼF メイ

ンを書 .
C 兼ヰドメインをマゼンダで示した｡ 但し. キナ

ー ゼドメイン のうちアクチ ベ
ー

ション ル
ー プは簸で示した ｡ 表面t 帯f(

造は. 眺 領域を赤､ 吐基仕儀城を書. 疎水性官墳を白で示した｡

( B) S A P K 2 の モデリング群丑｡( A) と同様の 色を用 い て 示した｡

( C) S A P K 2 の 表面 t 菰構造. (A) と同様の色を用いて示した｡
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I . (2 0 0 0) . S I M K K , a m ito g e n - a cti v at e d p r o tei n

kin a s e ( M A P K) kin a s e , is a s p e cific a cti v a to r of th e s alt s tr e s s -in d u c e d M A P K , SI M K .

Pla n t C elt 1 2 , 2 2 4 7 -2 2 5 8 .

Kim
,
K . N .

,
C h e o n g , Y . H .

,
G r a nt

,
J . J .

,
P a n d ey , G . K .

,
a n d L u a n

,
S . (2 0 0 3) . C L P K 3 , a

c al ciu m s e n s o トa S S O Ci at e d p r otein kin a s e th at 帽g ul ate s a b s cisic a cid a n d c old sig n a一

tr a n s d u cti o n i n A r a bid o p s IS . Pla nt C e‖1 5
,
4 1 1 -4 2 3 .

Ki m , K . N . , C h e o n g , Y . H . , G u pt a , R . , a n d L u a n , S . ( 2 0 0 0) . 1 nt e r a cti o n s p e c汀i city of
A ra bid o p s IS C aJci n e uh n B

-lik e c alciu m s e n s o rs a n d th eir ta rg et kin a s e s . pl a n t P h y siol .

1 2 4
,
1 8 4 4 -1 8 5 3 .

K nig h t , H . (2 0 0 0) . C a(ciu m sig n alin g d u ri n g a bioti c str e s s in pla n ts . 1 n t . R e v . C y toI . 1 9 5 ,

2 6 9 - 32 4 .

K o b a y a s hi, Y .

,
M u r ata

,
M .

,
M i n a m i

,
H .

,
Y a m a m o t o

,
S .

,
K a g ay a , Y .

,
H o b o

,
T
,
Y a m a m ot o

,

A .

,
a n d H a tt o ri

,
T . (2 0 0 5) . A b s cisic a cid - a cti v at e d S N R K 2 p r o tei n ki n a s e s f u n ctio n i n

th e g e n e
-r e g ula ti o n p a th w a y of A B A sig n al tra n s d u ctio n b y p h o s p h o ry)ati n g A B A

r e s p o n s e ele m e n t
- bi n di n g f a ct o rs . Pla nt J . 4 4

,
9 3 9 - 9 4 9 .

K o b a y a s hi, Y .

,
Y a m a m ot o

,
S .

,
M i n a m i

,
H .

,
K a g a y a , Y .

,
a n d H atto ri

,
T . ( 2 0 0 4) . Diq e re n tial

a cti v ati o n of th e ri c e s u c r o s e n o nf e r m e ntin g l
- relat e d p r ot ei n kin a s e 2 fa m ily b y

h y p e r o s m o tic st r e s s a n d a b s cisic a cid . pl a nt C ell 1 6
,
11 6 3 -1 1 7 7 .

K o vt u n
,
Y .

, C hi u , W . L .

.
T e n a

, G .

,
a n d S h e e n , J . (2 0 0 0) . F u n ctio n al a n aly sis of o xid ati v e

str e s s - a cti v a te d m it o g e n
- a ctiv a te d p r otei n ki n a s e c a s c a d e in pl a nts . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci . U S A . 9 7
,
2 9 4 0 - 2 9 4 5 .

L a m o tt e
,
0 .

,
C o u n oi s

,
C .

,
D o b r o w ol s k a

,
G .

,
B e s s o n

,
A .

,
P ugin , A .

,
a n d W e n d e h e n n e

,
D .

(2 0 0 6) . M e c h a ni s m s o f nit｢ic - o xid e -i nd u c e d in c r e a s e of f 帽 e C yt O $ 0= c C a 2 +

c o n c e n trati o n i n N ic oti a n a pl u m b a gi nif oli a c e " s . F r e e R a di c . B i ol . M e d . 4 0 ,

1 3 6 9 -1 3 7 6 .

L a V alli e
,
E . R . , Di B la si o , E . A .

,
K o v a ci c

,
S .

,
G r a nt

,
K . L .

,
S c h e n d el

,
P . F . , a n d M c C o y , J . M .

(1 9 9 3) . A thi o r e d o xi n g e n e f u si o n e xp r e s si o n sy st e m th a t cir c u m v e nts i n cl u si o n b o d y

f o r m a ti o n i n th e E . c o[i cy to pla s m . Bi ot e ch n oLo g y N . Y . ll
,
1 8 7 -1 9 3 .

L a v a"ie
,
E . R .

,
D iBl a sio - S m ith

,
E . A .

,
C oJ]i n s - R a ci e

,
L . A .

,
L u

,
Z .

,
a n d M c C o y , J . M .

( 2 0 0 3) . T hi o r e d o xi n a n d rela te d p r o tein s a s m u[tif u n cti o n al f u si o n ta g s f o r s ol u bl e

e x p r e s sio n i n E . c oli . M eth o d s M ob . Bi o[ . 2 0 5
,
1 1 9 -1 4 0 .

Li
, J .

,
a n d A s s m a n n

, S . M . (1 9 9 6) . A n A b s cjsi c A cid - A cti v a te d a n d C al ci u m -I n d e p e n d e nt

P r ot ein Ki n a s e fro m G u a rd C e[[s of F a v a B e a n . Pl a n t C e[[ 8
,
2 3 5 9 -2 3 6 8 .

Li
, J .

,
Kj n o s hita , T . , P a n d ey , S . , N g , C . K .

,
G y gi, S . P . , S hi m a z a ki , K .

,
a n d A s s m a n n , S . M .

( 2 0 0 2) . M o d ulati o n of a n R N A -bin din g p ro tei n b y a b s cisic
- a cid - a c tiv a te d p r o tei n

kin a s e . N a tu r e 41 8
,
7 9 3 - 7 9 7 .

Li
, J .

,
W a n g , X . Q .

,
W ats o n

,
M . B .

,
a n d A s s m a n n

, S . M . (2 0 0 0) . R e g ul a ti o n of a b s cisi c

a cid -i n d u c e d s to m at al cl o s u r e a n d a ni o n c h a n n els b y g u a rd c el] A A P K ki n a s e .

S cie n c e 2 8 7 , 3 0 0 -3 0 3 .

Li u
,
J .

,
暮s hit a ni

,
M .

,
H al h r

,
U .

,
Ki m

,
C . S .

,
a n d Z h u

,
J . K . (2 0 0 0) . T h e A r a bid o p sis th ali a n a

S O S 2 g e n e e n c o d e s a p r ot ein kin a s e th a t is r e q uire d f o r s alt t ol e ra n c e . P r o c . N a tl .

A c a d . S ci . U S A . 9 7
,
3 7 3 0 -3 7 3 4 .

Li u , J .

,
a n d Z h u

,
J . K . (1 9 9 8) . A c alcj u m s e n s o r h o m ol o g re q uire d f o r pl a nt s alt t ole r a n c e .

S cie n c e 2 8 0
,
1 9 4 3 -1 9 4 5 .
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L u a n
,
S .

,
K u dr a , J . ,

R o d rig u e z
- C o n c e p ci o n , M .

,
Y al o v s ky , S .

,
a n d G r ui s s e m

,
W . ( 2 0 0 2) .

C al m o d uJi n s a n d c al cin e u ri n B -lik e p r o tei n s : c al ci u m s e n s o rs fo r s p e cifi c sig n al

r e s p o n s e c o u pli n g i n p一a nts . P一a nt C e = 1 4 (S u p pl .) , S 3 8 9 ■0 0 .

M a e d a
,
T .
,
W u rgr e r

- M u rp h y , S . M .

,
a n d S ait o

,
H . (1 9 9 4) . A t w o { o m p o n e n t s y s te m th at

r e g uJa te s a n o s m o s e n sln g M A P ki n a s e c a s c a d e in y e a st . N at u re 3 6 9 , 2 4 2 -2 4 5 .

M a r x
,
A .

,
N u g o o r, C .

,
M u[le r

,
J .

,
P a n n e e r s e[ v a m

, S .

,
Ti m m

,
T .

,
Bjla n g , M .

,
M yJo n a s , E .

,

S v e rg u n , D . l .
,
M a n d elk o w

, E . M . , a n d M a n d elk o w , E . (2 0 0 6) . St ru ct u r al v a riati o n s i n
th e c at alytic a n d u biq uiti n

- a s s o ciat e d d o m ai n s of m ic rot u b uJe - a s s o ci a te d

p ro t ein/ m ic r ot u b ul e a 冊nity re g u一atin g kin a s e ( M A R K) 1 a n d M A R K 2 . J . Biol . C h e m .

2 8 1
,
2 7 5 8 6 -2 7 5 9 9 .

M ik ol aj c zy k , M . , A w ot u n d e , 0 . S .

,
M u s zy n s k a , G .

,
Kr e s s [g , D . F ,

,
a n d D o b ro w ols k a

,
G .

(2 0 0 0) . O s m o tic s tre s s in d u c e s r a pid a ctiv ati o n of a s aJi cyli c a cid
-in d u c e d p r ot ein

kin a s e a n d a h o m o[ o g of p r ot ein ki n a s e A S K l i n to b a c c o c e " s . Pla n t C ell 1 2
,
1 6 5 - 1 7 8 .

M o n k s
,
D . E .

,
A g h o r a m , K .

, C o u n n e y , P . D .

, D e W ald , D . B . , a n d D e w ey , R . E . (2 0 01) .
H y p e r o s m oti c stre s s i n d u c e s th e r a pid p h o s p h o ryl ati o n of a s o y b e a n

p h o s p h atid y[in o sit ol tra n sf e r p ro tei n h o m ol o g th r o u g h a cti v ati o n of th e p r o tei n kin a s e s

S P K l a n d S P K 2 . Pla nt C e = 1 3
,
1 2 0 5 -1 2 1 9 .

M u n nik
,
T .

,
Ligt e rin k , W .

,
M e s ki e n e

,
I .
,
C ald e n

'

ni
,
0 .

,
B e y e rJy , J .

,
M u s g r a v e , A .

,
a n d Hi m

,

H . ( 1 9 9 9) . Dis tin ct o s m o - s e n sin g p r ot ei n kin a s e p a th w a y s a r e i n v ol v e d i n sig n a "in g
m o d e r a te a n d s e v e re h y p e r

i O S m Oti c str e s s pla n t J . 2 0
,
3 81 - 3 8 8 .

M u n nik
,
T .
,
M eij e r, H . J . G .

,
t e r R j et , B . , H id , H . , F r a n k , W .

,
B a n e[s , D . , a n d M u s g ra v e , A .

(2 0 0 0) . H y p e r o s m o tic s tr e s s sti m u一a te s p h o s p h olip a s e D a cti vity a n d el e v at e s th e
l e v els of p h o s p h a tidi c a cid a n d dia cylgly c e r ol p y ｢ o p h o s p h a te . Pl a n t J . 2 2 , 1 4 7 -1 5 4 .

M u s tiJli
,
A . C .

,
M e rl ot

,
S .

,
V a v a s s e ur

,
A .

,
F e n zi

,
F .
,
a n d Gjr a u d at

,
J . (2 0 0 2) . A r a bid o p sis

O S T I p r ot ei n kin a s e m e dia te s th e r e g ul atio n of sto m atal a p e n u r e b y a b s cisic a ci d

a n d a cts u p str e a m of r e a cti v e o xy g e n s p e ci e s p r o d u cti o n . Pl a n t C e " 1 4
,
3 0 8 9 - 3 0 9 9 .

N oJ e n
,
B .

,
T a ylo r, S .

,
a n d G h o s h

,
a (2 0 0 4) . R e g ula tjo n of p r o tein kin a s e s; c o nt r o"in g

a cti vity th ro u g h a c tiv a ti o n s e g m e n t c o nf o r m ati o n . M ol . C e " . 1 5
,
6 6 1 ･ 8 7 5 .

N u h s e
,
T . S .

,
P e c k

,
S . C .

,
H id

,
H .

,
a n d B o " e r

,
T . (2 0 0 0) . M i c r o bi al elicito rs in d u c e

a cti v ati o n a n d d u al p h o s p h o ry[a ti o n of th e A r a bid o p sis th alia n a M A P K 6 . J . Bio l .

C h e m . 2 7 5
,
7 5 2 1 -7 5 2 6 .

O o n o
,
Y
" S e ki , M .

,
N a nj o , T .

,
N a r u s a k a , M . , F ujita , M . , S a to h , R . , S a to u , M . , S a k u rai, T . ,

[ s hid a , J . , A kiy a m a , K .

,
ljd a

,
K .

,
M a r uy a m a , K .

,
S at o h

,
S .

,
Y a m a g u c hi

- S hin o z a ki
,
K .

,

a n d S hi n o z a ki･ K ･ (2 0 0 3) ･ M o nito h n g e x p r e s si o n p r o m e苧
Of A r a bid o p sis g e n e

e x p r e s si o n d u n n g re h y d ra tio n p r o c e s s a 冊e r d e h y d r a ti o n u s ln g C a . 7 0 0 0 f u " -l e n g th

c D N A m i c r o a m y . Pla n t J . 3 4
,
8 6 8 - 8 8 7 .

P a n n e e rs e[v a m , S . , M a n く, A . , M a n d elk o w , E . M . , a n d M a n d elk o w , E . ( 2 0 0 6) . S tr u ct u r e of
th e G at aly ti c a n d u biq uitin

- a s s o ci at e d d o m ain s of th e p ro tein ki n a s e M A R K / P a r
- 1 t

S t m ct u 帽 1 4 , 1 7 3 -1 8 3 .

P eit s c h
,
M . C . (1 9 9 5) . P rot ein m o d e一in g b y E - m ail . Bi o q e c n ol o g y 1 3 , 6 5 8

-6 6 0 .

Pic a[7 C ･ , W e s te rg r e n ･ T ･

,
D o v e

･
S ･ K ･

･
L a rs s o n

･
C ･

･
a n d S o m m

.

a rin 7 M ･ (1 9 9 9) ･ S ali nity
a n d h y p e ro s m oti c str e s s in d u c e r a pid i n c re a s e s ln P h o s p h atid ylin o sit o1

4 ,5 1 bi s p h o s p h at e , di a c ylgly c e rol p y r o p h o s p h at e , a n d p h o s p h atid y] ch oLi n e i n

A ra bid o p sis th alia n a c e " s . J . Biol . C h e m . 2 7 4 , 3 8 2 3 2 - 3 8 2 4 0 .

Q iu
, Q . S .

,
G u o

,
Y .
,
Di etri c h

,
M . A .

,
S c h u m a k e r

,
K . S .

,
a n d Z h u

,
J . K . (2 0 0 2) . R e g ul ati o n

of S O S l
,
a pJa s m a m e m b r a n e N a +/H + e x c h a n g e r i n A r a bid o p sis th aJi a n a , b y S O S 2

a n d S O S 3 . P ｢ o c . N a ¶. A c a d . S °i . U S A . 9 9
,
8 4 3 6 - 8 4 4 1 .
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S aij o , Y .

,
H ata

,
S .

,
K y o z u k a , J .

,
S hi m a m o to

,
K .

,
a n d lz ui

,
K . (2 0 0 0) . O v e r - e x p r e s sio n of a

s ln gl e C a 2 +
- d e p e n d e n t p r o tein ki n a s e c o nf e rs b oth c old a n d s alt/d ro ug ht tole ra n c e

o n ri c e pl a n ts . Pla nt J . 2 3
,
3 1 9 - 3 2 7 .

S c h w e d e , I , K o p p , ｣ .

, G u e x , N .

,
a n d P eits c h , M . C . (2 0 0 3) . S W I S S - M O D E L: A n

a uto m at e d p ro tein h o m olo g y
- m o d eli ng s e Ⅳ e ｢ N u cleic A cid s R e s . 3 1

,
3 3 8 1 - 3 3 8 5 .

S h e e n , J . (1 9 9 6) . C a 2 + -d e p e n d e nt p ro tei n kin a s e s a n d str e s s sig n al tr a n s d u cti o n i n

pJ a nt s . S ci e n c e 2 7 4
,
1 9 0 0 -1 9 0 2 .

S h e n , Q .

,
G o m e z - C a d e n a s

,
A .

,
Z h a n g , P .

,
W alk e r - S i m m o n s , M . K . , S h e e n , J . , a n d H o , T

H . (2 0 0 1) . D is s e cti o n of a b s cisi c a cid sig n al tra n s d u ctio n p ath w a y s in b a rle y al e u r o n e

la y e rs . P( a nt M ol . Bi of . 4 7
,
4 3 7 - 4 4 8 .

S hi n o z a ki
,
K .

,
a n d Y a m a g u c hi

- S hi n o z a ki
,
K . (2 0 0 0) . M ole c ula r r e s p o n s e s t o d e h y d ra tio n

a n d l o w te m p e r at u r e : diq e r e n c e s a n d c r o s s
-talk b et w e e n t w o stre s s s lg n ali n g

p a th w a y s . C u ｢ ｢ O pin . Pla nt Bi ol . 3
,
2 1 7 -2 2 3 .

S hin o z a ki
,
K .

,
a n d Y a m a g u c hi

- S hjn o z a ki
,
K . (1 9 9 6) . M ole c ula r r e s p o n s e s to d r o u g h t a n d

c old str e s s . C u rr . O pin . B i o t e c h n o L 7
,
1 6 1 -1 6 7 .

T e st e rin k
,
C .

,
D e kk e r

,
H . L .

,
Li m

,
Z . Y .

,
J o h n s

,
M . K .

,
H ol m e s

,
A . B .

.
K o st e r

,
C . G . ,

K ti sta kis
,
N . T .

,
a n d M u n nik

,
T . (2 0 0 4) . I s ola ti o n a n d id e nt汀i c ati o n of p h o sp h atidi c a cid

ta rg et s fr o m pla n ts . pl a nt J . 3 9 , 5 2 7 -5 3 6 .

T h o m p s o n , J . D .

,
Hig gi n s , D . G .

,
a n d G ib s o n

,
T . J . (1 9 9 4) . C L U S T A L W : i m p r o vi n g th e

s e n siti vity of p r o g r e s si v e m ultipl e s e q u e n c e alig n m e nt th r o u g h s e q u e n c e w eig h tin g ,

p o sitio n
- s p e cific g a p p e n alti e s a n d w eig h t m a trix c h oic e . N u cl ei c A cid s R e s . 2 2

,

4 6 7 3 - 4 6 8 0
.

T s u n o d a
,
Y .

,
S a k ai

,
N .

,
Kik u c hj

,
K .

,
K a to h

,
S .

,
A k a gi, K .

,
M i u r a - O h n u m a

,
J .

,
T a sh ir o

,
Y .

,

M u r ata
,
K

. , S hib u y a , N . ,
a n d K a to h , E . (2 0 0 5) . L m p r o vin g e x p r e s sio n a n d s ol u bility of

ric e p r ot ein s p ro d u c e d a s f u sio n p r ot ein s i n E s c h e ric hi a c oli . P ro tein E x p r . P u rif . 4 2 ,
2 6 8 - 2 7 7 .

U m e z a w a
,
T .
,
Y o s hid a

,
R .

,
M a r u y a m a , K .

,
Y a m a g u c hi

- S hin o z a ki
,
K .

,
a n d S hi n o z a ki

,
K .

( 2 0 0 4) . S R K 2 C , a S N F l - r el ate d p ro tei n kin a s e 2 , i m p r o v e s d r o u g ht tole r a n c e b y
c o ntro Hin g str e s s

- r e s p o n siv e g e n e e x p r e s sio n in A r a bid o p s IS th a[i a n a . P ro c . N atl .

A c a d . S °i . U S A . 1 01
,
1 7 3 0 6 -1 7 3 11 .

U ra o
,
T .

,
K a ta giri , T .

,
M i z o g u c hi , T . , Y a m a g u c hi

- S hin o z a ki
,
K .

,
H a y a s hid a , N .

,
a n d

S hi n o z a ki
,
K . (1 9 9 4) . T w o g e n e s th at e n c o d e C a(2 +) - d e p e n d e n t p r ot ein kin a s e s a re

in d u c e d by d r o u g h t a n d hig h
- s alt str e s s e s in A r a bid o p si s th a Li a n a . M ol . G e n . G e n e t .

2 4 4
,
3 3 1 -3 4 0 .

U ra o , T . , Y a k u b o v , B .

,
S at o h

,
R .

,
Y a m a g u c hi

- S hin o z a ki, K . , S e ki , M . , H ir a y a m a , T . , a n d

S hi n o z a ki , K . (1 9 9 9) . A tr a n s m e m b r a n e h y b rid
-ty p e his tidi n e kin a s e i n A r a bid o p si s

f u n cti o n s a s a n o s m o s e n s o r. pl a n t C e = ll
,
1 7 4 3 -1 7 5 4 .

W a n g , X . (1 9 9 9) . T h e r ole o f p h o s p h o[ip a s e D i n sig n ali n g c a s c a d e s Pl a n t P h y si oI . 1 2 0 ,

6 4 5 -6 5 2 .

Xi o n g , L .

,
S c h u m a k e r

,
K . S .

,
a n d Z h u

,
J . K . (2 0 0 2) . C ell sig n alin g d u rin g c old , d r o u g h t ,

a n d s aJt str e s s . Pla nt C el[ 1 4 ( S u p p[) , S 1 6 5 -1 8 3 .

X io n g , L .

,
a n d Z h u

,
J . K . (2 0 0 2) . M ol e c ul a r a n d g e n e ti c a s p e cts of pla n t re s p o n s e s to

o s m oti c s tr e s s . pl a n t C ell E n vir o n . 2 5
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要約

S N F l -r ela te d p r ot ein ki n a s e 2 ( S n R K 2) フ ァ ミリ
ー の プロ テイ ン キナ

ー

ゼ群に属する

プロ テイ ンキナ
ー ゼは ､ 植物に お い て , 高浸透圧ス トレス やス トレ ス ホル モ ンと して知

られて い るア ブシジ ン酸 (A B A) により活性化される ｡ これ らの プロ テイ ン キナ
ー ゼが

A B A や高浸透圧 ス トレス 応答に おける シグナ ル伝達に お いて中心的な役割を果た して

いる こ とを示唆する報告が相次 いで いる . しか し､ S n R K 2 プロ テイ ン キナ
-

ゼの ユ ニ
ー

クな活性制御の分子機構に つ い ては ､ 不明な点が多 い ｡ こ の分子機構の理解には ､ S n R K 2

タ ン パク質の高次構造に 関する情報が必要不可欠である ｡ 本研究で は､ S n R K 2 フ ァ ミリ
ー に属す るイ ネ S A P K 2 の 立体構造およぴこ れに基づく機能メ カ ニ ズ ムの 解明を目的

と し ､ S A P K 2 およびその変異体タ ン / ( ク質の大量か つ 高純度の精製を試み ､ こ れに 成

功 した ｡ 得 られた組換えタ ン パク質の プロ テイ ン キナ ー ゼ活性やリ ン 酸化状態の解析を

行 い ､ S A P K 2 が大腸菌内に お い ては分子間自己リ ン酸化 に より不均 一 にリ ン 酸化され

る こ と, C 末端領域 の ドメ イ ン 2 が S A P K 2 の 酵素活性も しくは自己リ ン酸化に よる

被リ ン酸化能に重要であるこ と などを明らか に した ｡ また , X 線立体構造解析を目指し

た組換え S A P K 2 の結 晶化 ､ S A P K 2 C 末端領域 に関する N M R を用 いた解析およぴホ

モ ロ ジ ー

モ デリン グを用 いた S A P K 2 のモ デリ ン グ構造の構築を試み た ｡ これ らの 実験

か ら ､ S A P K 2 のキナ
- ゼ ドメ イ ンが C 末端領域と相互作用する可能性､ ならびに C 末

端領域の ドメイ ン 1 がキナ ー ゼ ドメイ ン の構造維持に重要である ことが示唆された ｡
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高等植物における高浸透圧ストレス応答のシグナル伝達機構

第 一 章 序論

植物の成長にとって水欠乏は致命的である｡ 植物は ､ 利用可能な水分が制限されると､ 個体

および細胞レベ ルで ､ 水分の損失を抑えたり. 吸収を促進することにより､ 水欠乏によるストレ

ス( 水ストレス) 状態を回避するような反応を示す｡ たとえば､ 個体レベ ルでの 短期間の 応答と

して は気孔閉鎖の誘導､ 長期の 応答として は､ 根系発達の促進などが挙げられる｡ また , 細胞

レベ ルでの 応答としては､ プロリンをはじめとするアミノ酸や糖などの適合溶質の 蓄積の誘導

により､ 浸透ポテン シャルを調整し水の流出を防い で膨圧を保つ ｡ また ､ 細胞は脱水による

様々な悪影響に対してその機能を保護する仕組みを誘導する([ n g r a m a n d B a n eLs , 1 9 9 6 ) .

乾燥などによる水ストレス によっ て誘導される 一 連の L E A 関連タン パク質は ､ 様々 な機能タン

パク茸に対して保護作用をもつとされている｡ 多くの場合 ､ 細胞レベ ルでの 水ストレス は , 高浸

透圧ストレス によっ て模倣されることから､ 実験的には高浸透圧ストレス 応答が様々な視点か

ら研究されてい る｡

これ までに ､ 水欠 乏あるい は浸透圧ストレス 応答 ､ およぴそれらのシグナル伝達に関する数

多くの 研究が主に生化学的 . 生理学的あるい は分子生物学 ･ 遺伝学的アプロ ー

チによって行

われてきた( B r a y , 1 9 9 7; K nig h t , 2 0 0 0 ; X io n g a n d Z h u , 2 0 0 2; X io n g e t a L , 2 0 0 2 ; Z h u et al . ,

1 9 9 7; Z h u , 2 0 0 2) ｡ その 結果､ プロテインキナ ー ゼ(タン パク賞リン酸化酵素) およびプロテイ

ン フォスファタ
ー ゼとい っ たシグナル伝達因子や , カルシ ウムイオン , リン脂質､ イノシト ー ルリ

ン 酸などのセカンドメッセンジャ ー

､ ならびにそれらを合成する酵素の 関与 が明らか にされてき

T = ( D e W afd e t al . , 2 0 0 1 ; M u n nik e t aJ . , 1 9 9 9 , 2 0 0 0; Pi c al et a[ . , 1 9 9 9; W a n g , 1 9 9 9; Xi o n g

et al .
,
2 0 0 2 ) ｡ しか し､ それらの 因子全てが同じカス ケ

ー

ドで機能するとは考えにくく, 情報伝達

経路の全容をその素反応の連続として理解するまでに は至っ て いない ｡

さまざまなシグナル伝達因子の中でもプロテインキナ - ゼは . 多くのシグナル 伝達経路にお

い て鍵的役割を果たす ｡ 酵母では ､ 高浸透圧 ストレス シグナル はセンサ ー であるヒス チジン キ

ナ ー ゼ に よっ て 感知され , ヒス チジンとア ス パラギン酸残基間 で の リン 酸リレ ー を経て

mit o g e n
- a c tiv a t e d p r otein kin a s e ( M A P K ) カ ス ケ

ー ドに 伝 達され ､ 防御 反 応を 示 す

( M a e d a e t al .
,
1 9 9 4) ｡ シロイヌナズナにおい ても､ 乾燥/高浸透圧誘導性のセンサ ー 様ヒスチ

ジンキナ
ー ゼ A tH K l が同定され ､ 酵母の センサ ー

キナ
ー ゼ変異体を相補して高浸透圧ストレ

ス 耐性を回復させたことから､ 植物におい てもセン サ ー 様ヒス チジンキナ ー ゼが浸透圧ストレ

ス セン サ ー として機能して いる可能性も示唆されてい る( U r a o e t al . , 1 9 9 9 ) ｡ しかし､ 受容体ヒ

ス チジンキナ
ー ゼの 一 つ であるサイトカイ ニ ン 受容体も､ 酵母 において は浸透圧 セン サ ー とし

て機能することが報告されている( R eis e r et al . , 2 0 0 3) ｡ したがって ､ A tH K l が植物においても

浸透圧センサ ー として機能するかどうかは ､ 今後の研究を待たなければならない ｡

低温や傷 ､ あるい はサリチル酸､ H 2 0 2 やエリシタ ー などの シグナル分子 によっ て活性化さ

れる M A P キナ - ゼカスケ ー ドが高浸透圧ストレスで活性化されることや ､ タJくコの M A P K K K

( M A P K kin a s e ki n a s e) であるN P K l の構成的発現により､ 植物が凍結 ､ 高温 ､ 高塩濃度など

幅広いストレス に対して耐性を示すようになることも報告されて いる( H o y o s a n d Z h a n g , 2 0 0 0;
l c hi m u r a et al .

,
2 0 0 0; M ik olaj c zy k et al . , 2 0 0 0; Z h a n g a n d Kl e s sig , 1 9 9 8 ) ｡ これらの ことを

合わせ て考えると､ M A P K は酸化的ストレスを伴う広汎なストレス応答に関わるストレスシグナ

6 5



ル伝達において機能して いるものと推測される｡

シロイヌナズナ A S Kl およぴA S K 2 は , S n R K 2 プロテインキナ ー ゼとして最初に同定された

ものである( P a rk e t a L , 1 9 9 3) . それらの触媒ドメインの C 一 末端側に酸性アミノ酸に富んだ領

域を含むドメインをもつ 特徴が指摘されてい た. その 後､ タ/ くコ 培養細胞あるい は菓の抽出液

を用 いて m y eLin b a si c p r otein ( M B P ) を基質にしたゲル内リン酸化アツセイを行うと､ 4 0 k D 周

辺に浸透圧 ストレス によっ て速やかに活性化されるC a 2 + 非依存的プロテインキナ ー ゼが検出

されることが報告された( D r oi" a rd e t a l . , 2 0 0 0; H o y o s a n d Z h a n g , 2 0 0 0; M ik ol aj c zy k et ar . ,

2 0 0 0; M o n k s e t al . , 2 0 0 1 ) . また, アルファ ルファ( M u n nik et a L . 1 9 9 9) やシロイヌナズナ培養

細胞( D r oi" a rd e t at . , 2 0 0 2 ) においても同様の結果が報告されている. この ような高浸透圧ス

トレス によっ て活性化されるプロテインキナ ー ゼとして4 2 k D プロテイン キナ ー ゼがタJ くコ 培養

細胞から精製された( Mik ol aj c zy k et a L , 2 0 0 0) ｡ このプロテイン キナ
ー ゼ はその部分アミノ酸

配列の相同性から､ S n R K 2 フ ァミリ ー に属し､ シロイヌナズナ A S K l のホモロ グであることが示

された( H a(f o rd a n d H a rdie , 1 9 9 8; H ra b a k e t aI . , 2 0 0 3) o 最 近になっ て ､ K e[n e r ら(2 0 0 4 ) に

より､ この 4 2 k D プロ テインキナ
ー

ゼは Nt O S A K としてクロ
ー

ニ ン グされ , 生化学的な特徴が

報告されている ｡ 一

方 ､ ソラマメの孔辺細胞からはA B A によっ て活性化されるA A P K ( a b s ci si c

a cid -

a cti v a te d p r otei n ki n a s e ) が精製､ クロ
ー

ン 化され ､ S n R K 2 プロテインキナ
ー ゼの A B A

シグナル伝達における重要性が決定的になっ た(Li a n d A s s m a n n , 1 9 9 6 ; Li e t aI . , 2 0 0 0) ｡ 活

性を持たないドミナントネガティブ型の A A P K 変異タン パク質を孔辺細胞プロトプラストで過剰

発現させると､ A B A による陰イオンチャネルの 活性化がみられなくなるとともに ､ A B A による気

孔の閉鎖が阻害された(Li et aJ . , 2 0 0 0 ) .

シ ロイヌナズナにおい ても､ 遺伝学および逆遺伝学の手法により A A P K ホモ ログの A B A シ

グナル伝達 へ の 関与が 明らかにされた｡ 気孔が開いた状態で は蒸散により気化熱が奪われる

ため ､ 閉鎖状態に比 べ ､ 葉温度が低下する｡ o p e n S to m at al ( o stl) は赤外線イメ
ー ジングを用

い たスクリ ー ニ ン グにより葉温度の 低い 変異体として分離され ､ その 原因遺伝子が A A P K l と

高い 相 同性をもつ S n R K 2 プロ テインキナ ー ゼをコ ー ドすることがわ か っ た( M u sti = et al . ,

2 0 0 2 ; Y o s hid a et a[ . , 2 0 0 2 ) ｡ また, ほぼ同時期にゲル 内リン 酸化アツセイで検出されるA B A

活性化プロテインキナ ー ゼの性質とゲノム情報に基づき､ S R K 2 E が同定され ､ O S T l と同様

の機能が明らかにされ , 両者は同 一 の プロテインキナ
ー ゼであることがわか っ た(Y b shid a e t

al .
,
2 0 0 2) . さらに ､ コ ムギ(T rjtic u m a e sti v u m ) では S n R K 2 ファミリ ー に属する P K A B A l が

A B A による発現 誘導を受けること､ ならびにこれを
一

過的に過剰発現させるとアリユ ー ロン 層

におけるα - アミラ
ー ゼ遺伝子プロ モ ー

タ
ー の ジベ レリン による活性化が抑制されることから､

ジベ レリン 応答の A B A による抑制制御 へ の関与が示され ている( G o m e z - C a d e n a s et aI .
,

1 9 9 9
,
2 0 0 1; J o h n s o n et a[ . , 2 0 0 2 ; S h e n et al . , 2 0 0 1 ) ｡

-

方 , フォスファチジルイノシト
ー ル

代謝の 研究からも高浸透圧ストレス応答に S n R K 2 が関与する可能性が指摘された ｡ M o n k s

ら(2 0 0 1 ) は. ダイズの S e c 1 4 p 関連フォスファチジルイノシト
ー ル転移タン パク質(PIT P ) が高

浸透圧によって迅速にリン酸化されることを見い だした ｡ そして ､ ゲル 内リン酸化アツセイにより､

S n R K 2 様の 活性がこの PIT P をリン酸化することを示した｡ 興味深い ことに ､ ダイズ S n R K 2 プ

ロテイン キナ
ー ゼ , S P K l あるい は S P K 2 を酵母細胞内で発現させるとこれらが高浸透圧スト

レス によって活性化されることともに ､ 同時に発現させ た PtT P がリン酸化されるようになること

を報告している｡ S n R K 2 フ ァミリ ー

のプロテインキナ
ー ゼが ､ 傷 ､ 浸透圧ストレス ､ 低温 ､

エリシ

タ ー

､
エ チ レン , A B A など様々 なシグナル伝達経路に関与して いるフォスファ チジン酸( PA) の
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タ ー ゲットとなっ ている可能性も示唆されて いる(T e s te ri n k et al . , 2 0 0 4 ) ｡

S n R K (S nfl 帽Iat e d p r o tei n kin a s e) フ ァミリ
ー は . その 名のように酵母の S n fl と類似性を示

す
一

群のプロテインキナ
ー ゼで 3 つ のサブファミリ

ー

､ S n R K l ､ S n R K 2 およぴS n R K 3 に分類

される(H 柑b a k e t al . , 2 0 0 3) ｡ しかし､ 実際には ､ 系統樹上 および機能的には ､ S n R K l が酵母

の S nfl とより関連性が高い ｡ S n R K l サブフ ァミリ ー は ､ S n fl や動物の ホモ ロ グである

A M P - a cti v at e d p r ot ein kin a s e と同様に炭素代謝や栄養シグナ ル応答に関与している｡
一 方 ､

S n R K 2 およぴ S n R K 3 は､ 植物に特有なサブファミリ ー であり､ 以下 に述 べるように環境ストレ

ス応答におけるシグナリングに特化したサブファミリ ー であると思われる｡ また ､ S n R K ファミリ
ー

はカ ル シウ ム依存性プロ テイン キナ ー

ゼ C D P K ファミリ
ー

とも相対的類似性が高く､

C D P K - S n R K ス ー パ ー

ファミリ ー と称されることもある( H ra b a k et al . , 2 0 0 3) .

イネゲノムに は1 0 種の S n R K 2 プロテイン キナ ー ゼがコ ー ドされている｡ 同様にシロイヌナズ

ナにも1 0 個の遺伝子が存在する( H ra b a k et al . , 2 0 0 3; K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 4) . 触媒ドメイ

ンの アミノ酸配列をもとに系統樹を書くと､ 大きくわけて Ⅰ ､ Ⅱ . Ⅱの 3 つ の サブクラス に分かれ

る｡ サブクラス Ⅱ には A A P K や O S T l/ S R K 2 E が含まれる｡ それぞれの サブクラス にはシロイ

ヌナズナとイネで同じ数のメン バ ー が含まれるが ､ サブクラス 内では 一 対 一

の オルソログ関係

は成り立たない ｡ したがっ て ､ サブクラス 内では ､ 両植物種の祖先が分岐した後､ それぞれのメ

ン バ ー が生じたものと思われる｡

当研究室では ､ イネゲノム にコ ー

ドされる 1 0 個の S n R K 2 ファミリ ー メン バ ー

( S A P K l から

S A P K I O と命名) を全てクロ ー

ン化し､ 機能解析を進めてきた ｡ これまでに ､ これら全てのメン

バ ー が高浸透圧 ストレス によって速やかに活性化されること､ ならびにそのうちサブクラス Ⅱ に

属する3 つ (S A P K 8 ､ 9 およぴ1 0) は A B A によっても活性化されることなどを他の埴物由来の

S n R K 2 プロ テイン キナ ー ゼに 先駆けて 明らか にした( K o b a y a s hi et aI . , 2 0 0 4 ) o さらに ､

S n R K 2 プロテイン キナ
ー ゼの活性化はリン酸化 によって制御されて いることや ､ A B A シグナ

ル が C 一末端領域によっ て認織されることも同時に報告した( K o b a y a s hi e t al . , 2 0 0 4) ｡ 続いて ､

シロイヌナズナにおい ても1 0 個の S n R K 2 ファミリ ー のプロテインキナ ー ゼのうち 9 個が浸透

圧ストレスによって活性化され ､ そのうちのサブクラス ⅡおよぴⅡに属する 5 個が A B A により

活性化されること､ 低温ではどれも活性化されない ことが示された( B o u d s o c q et al . , 2 0 0 4) ｡

S n R K 2 プロテインキナ ー ゼ は､ 触媒ドメイン の C 一末端側に制御ドメインと考えられる6 0 から

8 0 アミノ酸からなる領域を持つ ｡ 当研究室では ､ A B A による活性化を受けるS A P K 8 と受けな

い S A P K 2 の 間でドメイン 交換実験により､ S A P K 2 の C - 末端ドメインをS A P K 8 のそれで置換

したところ､ この キメラプロテインキナ ー ゼは､ 弱 いながら A B A による活性化を受けるようにな

ることを報告した( K o b ay a s hi e t aJ . , 2 0 0 4 ) ｡
一

方 ､ S A P K I O やシロイヌナズナ O S T l / S R K 2 E

の C 一末端ドメイン の
一 部欠失によって A B A による活性化の み が消失することも示されている

(Yb s hid a et al . , 2 0 0 6 ) ｡ また ､ 大腸菌で発現させた組換え O S T l /S R K 2 E の C 一 末端領域のド

メイン 2 および1 の 一 部分を欠失するとリン酸化活性がなくなることが報告されている( B e li n et

aJ .
,
2 0 0 6) ｡ さらに ､ O S T l /S R K 2 E C 一末端ドメインに は ､ プロテインフォスファタ

ー ゼ 2 C である

A B11 が結合することが酵母t w o - h y b rid アツセイによっ て示されて いる( Y o s hid a e t al . , 2 0 0 6 ) ｡

これらの ことは ､ C - 末端ドメインが上流シグナルの 受容に必要なドメインであることを示 して い

る｡

リン 酸化による制御をうけるプロ テインキナ ー ゼの 多くに つ い て ､ その 触媒ドメイン中央に存

在するアクティベ ー ション ル ー プと呼 ばれる領域 のセリン ､ ス レオ ニ ンあるい はチ ロ シン のリン
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酸化によって活性化されることが知られている(J o h n s o n e t a L , 1 9 9 6; N ole n et al . , 2 0 0 4) . ま

た ､ これらのアミノ酸を酸性アミノ酸で置換することにより構成的活性型になる場合も知られて

いる( A s ai et al . , 2 0 0 2; G o ng et al . , 2 0 0 2) . S n R K 2 のアクティベ
ー ション ル ー プ中には7 つ の

セリン およぴス レオ ニ ン が存在するが ､ これらの幾つ かあるい はその組み合わせ に つ い て酸

性アミノ酸 へ の 置換による構成的活性化型 へ の変換が試みられたが ､ 明瞭な構成的活性型を

得ることには成功して いない( K o b a y a s hi et al . , 2 0 0 4) .

S n R K 2 プロテインキナ ー ゼが高浸透圧ストレス によっ て迅速に活性化されることは , 高浸透

圧ストレス応答の シグナル伝達における中心的役割を想像させる｡ しかし､ 高浸透圧シグナリ

ングにより活性化された S n R K 2 プロテインキナ ー ゼが ､ 植物細胞内でどのようなタン パク質を

リン酸化しているかに つ いての知見は極めて限られている｡

A B A による活性化を受けたA A P K によるリン酸化標的の候補として . A KI P l と名づけられた

R N A 結合タン パク質が報告されて いる( Li et al . , 2 0 0 2) ｡ A KIP l が酵母t w o - h y b rid アツセイに

おい て . A A P K と結合すること､ 試験管内においてA A P K は A KI P l をリン酸化すること､ A KI P l

が A B A シグナリン グによって核ス ペックルとよばれる核内の特定の構造に局在するようになる

ことなどがその根拠である｡

s rk 2 e 変異体を用い た実験から, A B A によって活性化を受ける S n R K 2 プロテイン キナ ー ゼ

は気孔応答のみ ならず, A B A による遺伝子発現誘導に至るシグナル経路においても機能して

いると考えられた( Yb s hid a e t al . , 2 0 0 2) ｡ 当研究室では ､ A B A による転写誘導を担うb Z IP 型

転写因子 T R A B l を同定し､ この 因子の転写活性化能がリン酸化 によっ て制御されて いること,

ならびにそのリン酸化部位の1 つ が S e rl O 2 であること明らかにした( K a g ay a et a l . , 2 0 0 2) ｡ さ

らに ､ A B A により活性化された S A P K 8 から1 0 がこの セリンを芸式験管内で効率よくリン酸化す

ることや , 培養細胞内で過剰発現させた S A P K I O とT R A B l が免疫沈降により共沈降すること

などを報告した( K o b a y a shi et al . , 2 0 0 5) ｡
一 方 ､ T R A B l ホモロ グであるイネやコムギの A B A 応答エ レメント( A 臣R E) 結合因子( それぞ

れ O R E B l およびT a A B F) とS n R K 2 プロテインキナ ー ゼの特異 的相互作用も酵母t w o - h y b rid

アツセイによって示されて いる( C h a e e t a L ! 2 0 0 7; J o h n s o n et al . , 2 0 0 2) ｡ これらの ことから､

A B R E 結合因子 は､ A B A によっ て活性化を受けた S n R K 2 プロテインキナ ー ゼによってリン 酸

化され ､ その 転写活性化能が増加するものと考えられる｡ T R A B l は S e rl O 2 に加えて S e rg 4

も S A P K I O によっ てリン 酸化される｡ シロイヌナズナの A B R E 結合 因子に つ いてもS n R K 2 に

よるリン 酸化が報告された( F u rih at a et a L ,2 0 0 6 ) ｡ これらリン酸化部位の周 囲の 配 列から,

L x R x x S という共通配 列が浮 かびあがっ てくる｡ 興味深い ことに ､ この ような標的配列のコ ンセ

ンサス は C D P K の認識配列ともオ ー バ ー

ラップしており､ A B R E 結合タン パク質のリン酸化に

寄与するプロテイン キナ ー ゼ は S n R K 2 の み ではない 可能性もある ｡ 実際 ､ シロイヌナズナ

C D P K の 1 つ である AtC P K 4 と A B F 4 との相互作用が酵母t w o - h y b rid アツセイによって示さ

れている( C h oi e t al . , 2 0 0 5) 0

以上 の ように ､ S n R K 2 フ ァミリ
ー に属するプロ テインキナ ー ゼ が ､ 高浸透圧ストレス および

A B A 応答におけるシグナル伝達において中心的な役割を果たして いる可能性を示すデ ー

タが

蓄積してきて いる ｡ しかし､ これらのプロテイン キナ ー ゼを介するシグナル伝達経路の 下流応

答や活性化に関わる上流因子 につ いての知見は未だに乏しく､ 今後の課題となっ ている｡

そこで本研究では ､ 嵩浸透圧ストレス や A B A シグナル が S n R K 2 プロテインキナ ー ゼまで伝

達されるメカ ニ ズム ､ すなわち岡プロテインキナ
- ゼの 上 流因子 に関する知見を深めることを
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目指した｡ そのためまず､ 高浸透圧ストレスや A B A シグナ ルによる S n R K 2 プロテインキナ ー

ゼの 活性化を引き起こすリン酸化のリン酸化部位の 同定を行 っ たうえで ､ これ に関わる上流プ

ロテイン キナ
ー ゼの 同定を試みた｡ また､ 想定しうる上流因子として 3 主体 G タン パク質やフォ

ス ファチジン 酸の関与に つ いて検討を行 った ｡ また､ 研究の 過程でS A P K の フォスファチジン酸

結合能が確認されたため ､ フォス ファチジン酸と S A P K における活性化メカニ ズムの 関係につ

いても検討した｡

第二 章 実験

1 . プロトプラストを用いたトランジェント発現

エ レクトロ ボレ ー ション 法によるトランジェ ント発現は ､ イネ培養細胞 ( O c -li n e) から調製した

プロトプラストを用 い ､ K a g ay a ら(2 0 02 ) が記載した方法に従っ た｡ 共発現 に用 いた S A P K 発

現プラスミドは K o b a y a s hi ら(2 0 0 4 , 2 0 0 5) が記載したプラスミドあるい は ､ 当研究室におい て

小林により作製されたプラスミド( 未発表) を用 いた｡ エレクトロボレ ー ション 後の細胞を､ 1 .2 m I

の R 2 P 培地 (Ky o z u k a a n d S hi m a m ot o , 1 9 9 1) (細胞濃度はおおよそ1 xl O 6 c e[]s/ m l) を用

い て 3 0 ℃で 1 2 から1 5 時間培養した. よく懸濁した1 m J のプロトプラスト培養液を2 ml 遠心

チ ュ ー ブ(アシスト) に移し､ 終濃度の 5 倍の 濃度の N a C l または A B A を含む R 2 P 培地を1/4

容を加え､ 1 5 分間処理した｡

また. 使用した薬剤は次のようにプロトプラスト培養液に処理した｡ 滅菌水に溶解したマ スト

バラン( W a k o) あるい はメタノ ー ルに溶解したスフィンゴシン 1 -リン酸( Sig m a)を目的の 処理濃

度になるように R 2 P 培地 ､ 4 0 0 m M N a C l あるい は5 0 〟 M A B A を含む R 2 P 培地 に加え､ 1 5

分間静置 ､ 処理した ｡

リン脂質の 処理 は次のように行 った ｡ 3 - s n - フォスファチジン酸 (P A ; Sig m a) ､ ole o yJ - L - α -リ

ゾフォス ファチ ジン 酸 (L P A ; Sig m a) , L - α - フォス ファチジル コリン (P C ; Sig m a) あるい は

3 - S ∩ - フォス ファ チジル エタノ ー ルアミン (P E ; S ig m a) は. クロロホルム に溶解した｡ 使用前に

クロ ロ ホル ムを揮発させ ､ R 2 P 培地に約 3 0 分 間 の 超音波処理( B R A N S O N , Y A M ♪J O

B R A N S O N IC 1 5 1 0) により完全にミセル 化させた後､ プロトプラスト培養液に加えて処理した｡

2 . 二 次元電気泳動とイムノブロッテイング

2 - 1 . 目的タン パク質の精製

目的タンパク質をトランジェント発現させ たプロトプラストの培養液 1 m l に対して各処理を行

い . 1 0 , 0 0 0 rp m . 室温で 3 分間遠心後､ 上溝を除去し､ 液体窒素で凍結した｡ 凍結した細胞に

抽出b u q e r[2 0 m M T ris I H C ](p H 7 . 5) , 2 m M E D T A , 2 m M E G T A , 5 0 m M β - グリセロリン軌
1 0 0 LL M N a 3 V O 4 , 2 m M D T T 0 .5 m M P M S F

,
1 x C o m pl et e T M

- E D T A -fr e e ( R o c h e) , 2 5 0

m M スクロ
ー

ス
,
0 .1 % T w e e n 2 0] を2 0 0 LLl 加えてボルテックスし､ 1 5 , 0 0 0 rp m ､ 4 ℃で 1 5

分間遠心後 , 上 溝を新しい エ ツペン にとっ た｡ これ に 2 0 0 〟l の T E 飽和フ ェノ
ー

ル( p H 8 . 0) を

加えボルテックスし､ 1 5 , 0 0 0 rp m ､ 4 ℃で 1 5 分 間遠心後 ､ 上 溝を除去した ｡ 5 0 m M T ri告 - H C t

(p H 7 . 5) を2 0 0 JL l 加えボルテックスし､ 1 5 ,0 0 0 rp m ､ 4 ℃ で1 5 分間遠心後 ､ 上 溝を除去し､

メタノ
ー

ルに溶解した1 0 0 m M 硫酸アンモ ニ ウムを1 m l hE] えて混合後､ -2 0
o

C で
一 晩保存し
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た. これを1 5 ,0 0 0 rp m ､ 4
o

C で 1 5 分間遠心した後, 上清を除去し､ さらにメタノ ー ルに溶解し

た1 0 0 m M 硫酸アンモ ニ ウムを1 m ] 加えて混合後､ 1 5 , 0 0 0 rp m ､ 4
o

C で 1 5 分間遠心し, 上

溝を除去した. この 操作を2 回繰り返した後, 8 0 % アセトンを1 . 5 m l 加え､ 1 5 , 0 0 0 rp m ､ 4
o

C

で 1 5 分間遠心し､ 上 溝を除去した｡ この 操作を2 回繰り返した後､ サンプルを風乾させ た｡

2 - 2 .
ニ 次元電気泳動

二次元電気泳動の -

次 元目の泳動は､ Z O O M IP G R u n n e r システム () n vitr o g e n) を用い ,

添付 の 説明書にしたが っ て 行 っ た ｡ 上 述の ように精製した風乾後の サ ン プル に ､ S a m pl e

b u 斤e r[7 .7 M 尿素, 2 .2 M チオウレア, 4 % C H A P S , 2 0 m M D T T , 0 . 5 % Z O O M C a rri e r

A m p h olyt e s (p H 4 - 7; l n vitr o g e n) , 0 . 0 0 2 % ブロ モフェノ ー ルブル -

] 1 6 0 LL l を加 えて溶解し､

1 5 ,0 0 0 rp m ､ 4
o

C で 1 5 分間遠心後. 上 溝をサンプル溶液とした｡ Z O O M カセットを平らな実

験台上 に置き, サンプル溶液 1 55 JL l をサンプルロ ー ディングディ′(イス に充填し､ 一

次元等

電点電気泳動用の Z O O M ストリップゲル (p H 4
- 7; l n vitr o g e n) をカセットに挿入し､ そのまま

室温で 9 0 分間静置して ､ ストリップゲルを膨潤させ た｡

電極用ろ紙2 枚に蒸留水を浸 み込ませ ､ ゲル の両端に置き､ カセットをZ O O M I P G R u n n e r

にセットして電気泳動を開始した｡ 通電条件は表1 に示した3 段階で ､ 限界電流値及び限界電

力値はそれぞれストリップゲル 1 本当り1 m A ､ 2 W に設定した ｡
一

次元電気泳動終了後､ 次 のようなS D S 平衡化処理を行 っ た｡ ストリップゲルをカセットから

取り出し､ ゲル 1 本当り5 m l の S D S 処理溶液【1 x N u P A G E L D S S a m pl e B uff e r (l n vjtr o g e n) ,
1 x N u P A G E S a m pl e R e d u cin g A g e n t(l n vitr o g e n)] で1 5 分間振遺した ｡ さらに ､ ゲル 1 本当り

5 m l の S -ア ルキル化溶液[1 2 5 m M イミダゾ ー ル ( W a k o) , 1 x N u P A G E L D S S a m ple B u q e r

(l n vit｢o g e n)] で 1 5 分間振遺した｡

N u P A G E 1 0 % ビス ートリス ゲル 1 m m 1 w ell(ln vitr og e n) を用い て ､ 次のように二 次元目の

電気泳動を行 った ｡ S D S 平衡化処理した 一

次元ストリップゲルを二 次元目ゲル のウェ ルに乗

せ . ゲル 同士が密着するようにミクロ ス パ ー テルで軽く押し, 分子量 マ ー カ ー

( P r e ci si o n PI u s

P r ot ei n A l= ∋J u e S t a n d a rd s; Bio - R a d) 3 LL l を浸み 込ませた小片ろ紙をストリップゲルの陽極

外側に挿入した. 二 次 元目のゲ ルを泳動槽にセットし. 泳 動 b u斤e r[ 1 x N u P A G E M E S S D S

R u n ni n g B uff e r ([ n vitro g e n)]を注ぎ､ 通電条件は定電圧 2 0 0 V で 3 5 分間 ､ ゲル
一 枚あたり

の 限界電流値及び限界電力値はそれぞれ 1 2 0 m A 及び2 5 W に設定し, 泳動した｡

2 - 3 . イム ノブロッテイン グ

上記の 方法で泳動したゲルをBlo tti n g b uff e r[4 . 8 m M トリスヒドロキシメチ ルアミノメタン , 3 . 9

m M グリシン , 2 0 % メタノ
ー

ル, 0 .1 3 m M S D S ] を用い てトラン スプロットS D セル( Bio - R a d)

によりニトロセル ロ ー

スメンプレン( T r a n s - Bl ot T ra n sf e r M e diu m ; Bi o - R a d) に電気泳動的に転

写した｡ 転写後のメン プレンをブロッキング溶液I l % B S A , 5 % スキムミルクを含む T B S

b u 斤e r[5 0 m M T ris (p H 7 . 8) , 1 5 0 m M N a CI , 1 m M M g C 12
･

6 H 2 0 ]I 中で 3 7
o

C で1 時間穏や

か に振蓋 しながらイン キ ュ ベ ー

卜した ｡ その 後 ､ 1 /1 0 0 0 希釈 の 抗 H A 抗体( C o v a n c e ,

Ri ch m o n d , C A ) を含むブロッキン グ溶液中で , 3 7
o

C ､ 1 時間振遺した｡ T T B S b u 肝e r[ 0 .0 5 %

m E E N 2 0 を含む T B S b u q e r(p H 7 .8)] で 3 回洗浄した後､ 1 /2 0 0 0 希釈の ペ ルオキシダ ー ゼ

( H o s e r a dis hi P e ro xid a s e ) 標 識 し た 二 次 抗体( E C L A n ti - m o u s e lg G , H o r s e ra dis h
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P e r o xid a s e li n k e d w h ol e a n tib o d y; A m e r s h a m ) を含むブロ ッキング溶液中で , 3 7 ℃ ､ 1 時

間振遺した｡ その 後､ T T B S b ufF e r で3 回 , T B S b u q e r で 3 回洗浄した後, E C L P) u s W e st e r n

Blo ttin g D et e cti o n S y st e m ( A m a e r s h a m ) を用 い て 発 光 反 応 を行 い ､ X 線 フ イル ム

( H y p e rfi[ m E C L ; A m e rs h a m ) に露光した｡

3 - 1 . 目的タン パク質のアフィニ ティ ー

回収

各処理をしたプロトプラスト培養液1 ml に ､ 5 倍濃縮 His 結合 b ufFe r[1 0 0 m M リン酸緩衝液

(p H 7 .4) , 5 0 m M イミダゾ
ー

ル , 5 % T w e e n 2 0 , 2 5 0 m M β - グリセ ロリン 酸
,
5 0 0 〃 M

N a 3 V O 4
,
2 .5 m M P M S F

,
5 x C o m pJ et e T M

- E D 17 u r e e ]2 5 5 LL I を加え, 液体窒素で速やか に

凍結した. 終濃度0 . 5 M および全容量1 .7 m H = なるように 5 M N a C) および滅菌水をそれぞ

れ加え, 融解した ｡ さらに . 超音波処理( B R A N S O N , S O N I FI E R M O D E L 4 5 0; o ut p ut 1 .
3
,

d uty c y cl e l O % ) 1 5 秒間を2 回行 い ､ 1 5 ,0 0 0 rp m . 4 ℃で 1 5 分間の遠心 によっ て残達を取り

除い た｡ このようにして得た細胞抽出液を30 日I の Nj - N T A アガロ
ー

ス レジン (Q I A G E N) と混

合し､ 4
o

C で 3 0 分間 ､ 回転により摸挿した｡ レジンを W a s h b ufF e r[2 0 m M リン酸緩衝液

(p H 7 . 4) , 2 0 m M イミダゾ
ー ル

,
5 0 0 m M N a CI

,
5 0 m M β一グリセロリン艶 1 0 0 日M N a 3 V O 4 ,

0 . 5 m M P M S F
,
1 x C o m pl e te T M E D T A -fr e e] で 3 回洗浄し､ 次に 1 x C o m pl et e T M E D T A -fr e e

を含む 2 0 m M T ris - H C J(p H 7 . 5) で 3 回洗浄した後､ 3 0 JL J の 2 x S a m pl e b ufFe r を加えた .

これを9 5 ℃ ､ 5 分間処理し､ 結合タン′iク質を溶出して , 1 5 , 0 0 0 rp m ､ 1 分間の 遠心によっ て

レジンを取り除いた｡

3 - 2 . P h o s - T a g S D S
- P A G E

P h o s - T a g S D S
- P A G E は Kin o s hita ら(2 0 0 6) の 方 法 にしたが っ て 行 っ た ｡ P h o s - T a g

( N A R D ) の終濃度が1 0 0 〟 M になるように作製した1 0 % S D S - ポリアクリルアミドゲ ルに ､ 上

記の 溶出液をアプライし､ S D S - P A G E により分画した ｡ 電気泳 動後､ 1 0 m M E D T A を含む
T o w bin b ufFe r[2 5 m M トリスヒドロキシメチルアミノメタン

,
1 9 2 m M グリシン , 1 0 % メタノ

ー

ル] でゲルを1 0 分間振遺し､ 再度E D T A を含まない To w bi n b ufFe r で 1 0 分間振遺して上 記の

方法でイムノブロッテイン グを行 った｡

4 . 変異体 S A P K 2 リコンビナントタンパク質の 調製

4 -1 .
コ ン ストラクトの作製

p3 5 S
I S h ム ーS A P K 2 K/A 1 7 S /N - d H A -H is (小林. 未発表) の N s p V およぴE c o 8 1 1 (T a K a R a)

による部分消化により得られた S A P K 2 K/ A -7 S / N 断片領域を､ P E N T R /S D /D - T O P O - P r e S

S A P K 2 ( K 3 3 A) ( 青田 ､ 2 0 0 7 . 名古屋大学大学院生命農学研究科修士論文) を同制限酵素

で消化 して得られた ベ クタ ー 側断片に組 み 込 み ､ シ
ー

クエ ン スを確認後 ､ G at e w a y L R

C l o n a s e E n z y m e M ix (l n vit r o g e n) を用 い た L R 反応 に よっ て ､ 大腸菌用発現 ベクタ
ー

P D E S T -t n く(T s u n o d a et aI . , 2 0 0 5) に組み込んだ. 発現 ベクタ
ー の模式図を付図1 に示した｡

S A P K 2 K/A の調製には､ 当研究室において青田 により作製された発現 ベクタ ー ( 青田 ､ 2 0 0 7 ,

名古屋大学大学院生命農学研究科修士論文)を使用した ｡
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4 - 2 . 培養

得られた発現 ベクタ
ー

を, E . c o lj B L 2 1 ( D E 3) p Ly s S 株に導入した｡ 得られた形質転換体の

単
一 コ ロ ニ ー

をL B 液体培地 (50 〟g/ m l アンピシリン) に植菌し､ 3 7 ℃で O D 6 0 0 が 0 .6 から

0 . 8 になるまで振畳培養し. 終濃度5 0 〃 M になるようにIP T G を加えた｡ さらに 3 7 ℃で 3 時

間もしくは1 8 ℃ で
一 晩培養した後, 3 , 0 0 0 x g で 2 0 分間遠心することにより大腸菌を回収し

- 8 0 ℃で保存した ｡

4 -3 . 精製

精製の過程における共通の操作につ いて ､ 以下 に示す ｡

タン パク質濃度は､ 2 8 0 n m における吸光度と 一

次構造から得たトリプトファン及びチロ シン 残

基の数に基づいて算出した E の僅から求めた｡ タン パク質溶液の濃縮は ､ 分画分子量1 0 , 0 0 0

の C e n tripl u s Y M
11 0 ( M ilJip o re) およびC e ntri c o n Y M -1 0 ( M i"ip o r e) を用 いて限外ろ過によ

り行 った . 遠心濃縮は､ C e n triplu s の場合 3 .0 0 0 x g , 4
o

C で､ C e n th c o n の場合は5 ,0 0 0 x g ､

4
o

C で行っ た ｡ S D S - P A G E には ､ 1 2 . 5 % ポリアクリルアミドゲルを用い ､ クマ シ ー プリリア ント

ブル
ー

( C B B) 染色 (Q uic k C B B ; W a k o) によりタン パク質バンドを検出した｡ 分子量マ
ー カ

ー

として Hig h
- R a n g e R ain b o w M ol e c uJ a r W eig ht M a rk e rs ( G E H e a[th c a re) を用 いた.

4 -4 . 発現の確認

冷凍した菌体をS o ni c a ti o n b u 斤e r[2 0 m M T h s - H C l (p H 7 . 5) , 5 0 0 m M N a C I, 5 m M イミダ

ゾ
ー ル] に懸濁し､ 氷上 で超音波処理 (T O M Y; U D - 2 01 ; o ut p ut 2 . 5

,
d u ty cy cle 1 0 0 % ) 2 . 5

分間を2 回行 った ｡ 得られた破砕液を1 5 ,0 0 0 rp m で 1 5 分間遠心し､ 可溶性画分と不溶性画

分 に分離したo 目 的融合タン パク質の 発現 および可溶化の確認は ､ S D S - P A G E により行 っ

た｡

4 - 5 . S A P K 2 K /A およぴ S A P K 2 K/A 1 7 S / N の 大量精製

S A P K 2 K/A およびS A P K 2 K/A - 7 S/ N の大量精製には､ 終濃度5 0 LL M の IP T G で誘導し.

1 8
o

C で 一 晩培養した大腸菌を用 いた. 冷凍した菌体をS o nic a ti o n b ufF e r に懸濁し､ 氷上で超

音波処理 ( o ut p u t 4 . 5
,
d uty cy cl e 5 0 % ) 2 . 5 分間を8 から1 2 回行 っ た｡ 得られた破砕液を

4 0
,
0 0 0 x g で 1 時間遠心し､ 可溶性タンパク質を回収した｡ 得られた可溶性融合タン パク質を､

C h elati n g S e p h a r o s e F a st Flo w レジン (G E H e alth c a r e) 2 0 m l を充填しNi イオンをキレ
ー ト

させ たカラム( 以下2 0 m l N i c h el atin g カラムなどと記す) に吸着させ ､ 1 6 0 m l の S o ni c a tio n

b u肝e r で洗浄後､ イミダゾ - ル濃度を5 m M から 3 0 0 m M まで 1 . 5 m M / m l の 濃度勾配をかけ

て溶出した ｡ 融合タンパク質を含むカラム溶出画分 は､ C e nt ripl u s Y M -1 0 による濃縮後､ ゲル

ろ過 b u q e r[2 0 m M T ri s - H Cl (p H 7 .5) , 1 5 0 m M N a C l] で平衡化した HiL o a d 2 6/6 0 S u p e rd e x

7 5 p g ( G E H e alth c a 帽) を用い てゲルろ過した ｡ これらの精製融合タン パク質の
一 部に終濃

度 0 . 5 m M になるように D T T を加え､ 1 m g タン パク質あたり1 7 から 2 0 U の P r e S ci s sio n

P r ote a s e ( G E H e alth c a re) で 4 ℃で , S A P K 2 K/ A の場合は 2 日間 , S A P K 2 KJA - 7 S / N の
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場合は 3 日間処 理し､ チオレドキシン (T r x) - Hi s 6 タグを切 断した o プロテア ー ゼ処理の後の 反

応液を､ 5 m l N i c h el ati n g カラム にかけて ､ T r x - Hi s 6 タグおよび未消化融合タン/ i ク質を吸着

させ ､ 非吸着画分 に目的タン パク質を回収した ｡ 得られ た非吸着画分をその まま C e n tripl u s

Y M -1 0 により濃縮し､ H iL o a d 2 6/6 0 S u p e rd e x 7 5 p g を用い たゲルろ過精製に供した｡ さらに ､

終濃度0 . 5 m M になるように D T T を加え､ C e nth pl u s Y M -1 0 およびC e n tri c o n Y M - 1 0 を用い

て目的タン パク質を濃縮した｡

5 . ゲル 内リン 酸化アツセイ

5 - 1 . イネ培養細胞からの細胞抽出液の 調製

植え継ぎ後 3 日目のイネ培養細胞( O c 株) の 培地を除き､ 0 .4 M N a Cl を含む R 2 S 培地ま

たは N a Cl を含まない R 2 S 培地で1 0 分間処理した後 ､ 処理培地を吸引により抜き取り. 液体

窒素で速やかに凍結した｡ 液体窒素温度でこれを乳鉢 ､ 乳棒を用い てパ ウダ ー 状に破砕し､ 3

倍容の E xtra ctj o n b ufFe r[5 0 m M T ris - H Cl (p H 7 . 5) , 2 m M E D T A , 2 m M E G T A , 5 0 m M β-

グリセロリン酸, 1 0 0 LL M N a 3 V O 4 , 2 m M D T T 0 .5 m M P M S F
,
1 x C o m pl ete T M E D

-

rA -fre e
,

2 5 0 m M スクロ
ー

ス
,
0 .1 % T w e e n 2 0 ] に懸濁した｡ 懸濁後1 , 0 0 0 rp m ､ 4 ℃で 5 分間遠心し

て得た細胞抽出液を. あらかじめKin a s e b u q e r[2 5 m M T ris - H C [(p H 8 . 0) , 1 0 m M M g C12 , 5 0

m M β - グリセ ロリン 酸, 1 0 0 JL M N a 3 V O 4 , 1 x C o m pl ete T M - E D T A -fr e e
,
5 % グリセロ ー ル]

で平衡化したゲ ル漉過カラム ( エコ ノバック1 0 D G カラム ; Bi o - R a d) によっ て′くッファ
ー

置換を

行うとともに低分子成分を除去した｡ その 後､ 1 5 ,0 0 0 rp m ､ 4 ℃で 1 5 分間遠心し､ 上 溝画分を

ゲル 内リン酸化アツセイのサン プルとした｡

5 -2 . ゲル 内リン酸化アツセイ

基質タン′i ク質を終濃度 0 .2 m g/ m l になるように加えて作製した 1 0 % ポリアクリルアミドゲ

ルを用い て S D S - P A G E を行っ た｡ 電気泳動後 ､ ゲルをプロ パノ ー ル液【5 0 m M T h s - H C l ( p H

8 .0) , 2 0 % 2 - プロ パ ノ ー ル] 中で 30 分間振遺する操作を2 回行 った｡ その 後､ A 液【5 0 m M

T rj s I H C J (p H 8 . 0) , 0 .5 % ( v/ v) 2 -メルカプトエタノ ー ル
,
0 . 2 m M E D T A ] ､ 続いて変性液【5 0

m M T ri s - H C l( p H 8 .0) , 0 . 5 % ( v/v) 2 -メルカプトエタノ
ー ル

,
0 . 2 m M E D T A

,
6 M グア ニ ジン】で

それぞれ 3 0 分間を 2 回ずつ 振畳処理した ｡ あらかじめ ､ 4
o

C で冷やしておい た再生液[5 0

m M T ris - H C l (p H 8 . 0) . 0 .5 % ( vf v) 2 -メルカプトエタノ ー ル , 0 . 2 m M E D T A , 0 . 0 4 % T w e e n

4 0] で 4 ℃ . 3 0 分間の 振畳処理を2 回､ 4 ℃で 一 晩の 処理を1 回 . さらにもう 一 度再生液で

4 ℃ ､ 3 0 分間の 振畳処理を行 った｡ 次に . B 液[1 0 m M T h s - H C l (p H 7 .5) , 0 . 1 m M E G T A
,
2

m M D T T
,
1 5 m M M g C 12] に置換して3 0 分間振遺し, さらに1 0 m f の B 液に交換した後､ 1 0 0

JL M A T P を2 LL[ と5 0 LL M Ci/ m )[ γ 一3 2 P ] A T P ( 比放射能 3 0 0 0 C U m m ol) を 5 JL l ､ また､

場合によっ ては ､ 目的の 処理濃度になるようにスタウロスポリン( W a k o)を加え､ 3 7 ℃で 1 時

間反応した｡ その 後, 洗浄液(5 % T C A , 1 % N a 4 P 2 0 7
･

1 0 H 2 0) で 3 0 分間 8 回洗い ､ ゲル

を乾燥させ た後 ､ [P プ レ
ー

ト ( M ole c ul a r D y n a m i c s) に 露 光し ､ T y p h o o n 9 2 0 0 ( G E

h e a 肘1 C a r e) を用い て検出した｡

73



6 . 試験管内リン酸化アツセイ

Ki n a s e b uffe r[2 0 m M T rjs - H CI (p H 7 . 5) , 1 m M D T T , 1 0 m M M n C暮2] 4 JL l に ､ 酵素として

S A P K 2 W T を2 0 0 n g ､ 基質として Trx - S A P K 2 K/ A ､ T r x IS A P K 2 KJA - 7 S / N あるい は M B P を

20 0 n g , およぴ2 0 0 LL M A T P I JLI ならびに2 JJ C i の[ γ -3 2 P ] A T P を加え､ 滅菌水で総容

量を 2 0 LL l にした ｡ 3 0
o

C で反応後､ 1 0 あるい は 1 5 % ポリアクリルアミドゲルを用 いた

S D S - P A G E で分画 した . 分 子量 マ
ー カ ー は P re cisi o n P一u s P ro tein A " Bl u e S ta n d a rd s

( Bi o - R a d) を用 いた . 電気泳動後, 洗浄液 (5 % T C A , 1 % N a 4 P 2 0 7
･ 1 0 H 2 0) で 1 5 分間

の洗浄を2 回行 い , C B B 染色 (Si m ply BI u e T M S af e S tai n; ln vitr o g e n) を行 った後乾燥した｡

乾 燥後 の ゲ ルを IP プ レ ー ト ( M ole c ul a r D y n a m ic s) に 露 光 し ､ Ty p h o o n 92 0 0 ( G E

h e alth c a r e) を用 いて検出した｡

7
. 抗 S A P K -リン酸化 S e r1 5 8 ペプチド抗体を用い たリコンビナントS A P K 2 リン 酸化活性の検

出

Ki n a s e b ufFe r[2 0 m M T ris - H C l (p H 7 . 5) , 1 m M D T T , 1 0 m M M n C J2] に酵素として 2 0 0 n g
の S A P K 2 W T ､ 基 質として 2 0 0 n g の S A P K 2 K/A あるい は S A P K 2 K/ A - 7 S /N , 2 0 0 JJ M の

A T P を1 JL l 加え, 総容量を2 0 fL l にした. 3 0 ℃で 6 0 分間の 反応後 ､ 6 x S a m pl e b u q e r

を 4 〟l 加え､ イムノブロ ッテイングに供した｡ 抗 S A P K -リン酸化抗体を用 いたイムノブロ ッテイ

ングは上 記の 方法に幾つ かの変更を加えた ｡ メンプレン には P V D F メンプレン (H y b o n d - P ;

A m e rs h a m ) を用い た｡ ブロッキングは､ ブロッキング溶液【2 % B S A , 1 0 % ス キムミルクを含

む T T B S b ufFe r] を用 いて ､ 室温で 1 晩穏やかに振遺しながらインキ ュ ベ ー 卜することにより行

った ｡
一

次抗体処理 は ､ 1/2 0 希釈の 抗 S A P K -リン酸化抗体を含むブロ ッキン グ溶液中で ､

3 7 ℃ で 1 時間振遺することにより行っ た｡ 二 次抗体処理は, 1 /2 0 0 0 希釈の ペ ルオキシダ ー ゼ

( H o s e ra di s hi P e r o xid a s e ) 標 識 した 二 次 抗体 ( E C L A nti - r a b bit lg G , H o r s e r a dis h

P e r o xid a s e Ji n k e d w h ole a n tib o d y; A m e r s h a m ) を含むブロッキン グ溶液中で ､ 3 7 ℃ で 1 時

間振遺することにより行 っ た ｡

第三章 結果

1 . S A P K 2 リン 酸化部位の 同定

S A P K を介する高浸透圧ストレスシグナル伝達､ 特に S A P K 分子に情報を伝える上流プロ

テインキナ ー ゼを明らかにするためには ､ 嵩浸透圧ストレス に応答してリン酸化されるアミノ酸

残基を同定することが必須である｡ そこで ､ 園1 に示したS A P K 2 アクティベ ー ション ル
ー プ中の

セリンおよぴス レオ ニ ン残基に変異を導入した発現プラスミドを作製し､ 高浸透圧 ストレス に応

答したリン酸化 に変化があるかどうかを調べ ることによりリン 酸化部位の 同定を試み た｡ これ

までの研究では ､ S A P K 分子のリン酸化状態の変化は､ S D S - P A G E 上の 移動度シフトにより

観察してきたが ､ その解像度は高くなく, 複数のリン酸化部位が存在する場合のリン酸化状態

を区別することに は限界 があった ｡ そこで ､ ここではリン酸化状態の変化を二 次元電気泳動上

の pI シフト､ すなわちリン 酸基の付加によるスポットの酸性側 へ の移行として検出した.

d H A - Hi s タグを付 加した S A P K 2 ( S A P K 2 -d H A - Hi s) をプロトプラストで
一

過 的に発現させ ､
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コ ントロ
ー

ル処理あるい は高浸透圧ストレス処理(4 0 0 m M N a C l)を行 っ た後､ 二 次元電気泳

動によりタン パク質を分離､ S A P K 2 -d H A - H is を抗 H A 抗体を用 いたイムノブロ ット解析により

検出した｡ コ ントロ ー ル処理を施した細胞の S A P K 2 は 1 つ のメジャ ー

スポットと､ それより酸性

側の 1 つ の マイナ
ー

スポットとして検出された( 園 2) ｡ メジャ ー

スポットを基底状態として考える

と､ コントロ ー ル処理 においても ー

部の分子がリン酸化を受けているものと思われた ｡ また. 高

浸透圧ストレス処理を行うと､ 基底状態より酸性側に 4 つ の スポットが出現した( 園 2) ｡ したが

って , S A P K 2 は高浸透圧ストレスに応答して少なくとも4 カ所でリン酸化されると考えられた｡

また ､ アクティベ
ー ションル ー プ前半の 4 つ の セリンをアス パラギンに置換したA N S l では基底

状態より酸性側に移行した 2 つ のスポットが確認された( 園 2) . アクティベ ー ション ル ー プ後半

の 3 つ の セリン およぴス レオ ニンをアス パラギンに置換した A N S 2 では基底状態より酸性側 に

移行した3 つ の スポットが ､ アクティベ ー ション ル ー プ中の 7 つ全てのセリンおよびス レオ ニ ンを

アス パラギン に置換したA N S 3 では酸性側に移行した1 つ の スポットが出現した( 園 2) ｡ A N S 3

でも pl シフトがみられたことより. S A P K 2 はアクティベ
ー ション ル ー プ外の領域 に少なくとも 1

ケ所リン 酸化部位が存在すると考えられる｡ また ､ A N S l および A N S 2 変異での スポットの減

少から､ S A P K 2 のアクティベ
ー ションル ー プ前半に は少なくとも2 ケ所 ､ アクティベ ー ション ル ー

プ後半に は少なくとも1 ケ所リン酸化部位が存在すると思われた｡ A N S l あるい は A N S 2 にさ

らに1 アミノ酸の変異を加えたコ ンストラクトを用 いて細かく調 べ て みると､ コ ン ストラクト 1 47 .

1 4 9 ､ 1 5 0 およぴ1 5 4 を用いた場合において ､ 1 4 7 およぴ1 4 9 では基底状態より酸性側に移行

したスポットが共 に 3 つであったの に対し､ 1 5 0 およぴ1 5 4 では酸性側に移行したスポットが2

つ であっ た( 園 2) ｡ ここで ､ A N S 2 で酸性側に移行したスポットの数は 2 つ にもみ えたが ､ 1 4 7

およぴ1 4 9 では共に酸性側移行スポットが 3 つ であっ たことから､ A N S 2 でみられた酸性側移

行スポットも3 つ であると考えた ｡ また､ コン ストラクト1 5 8 ､ 1 5 9 およぴ1 6 2 を用い た場合 ､ 1 5 9

および1 6 2 では酸性側に移行したスポットが 2 つ であったのに対し､ 1 5 8 では酸性側に移行し

たスポットが 1 つ であっ た(園 2) ｡ これらの結果およぴアクティベ ー ション ル ー プ外の領域 に 1

ケ所リン酸化部位が存在することから. S A P K 2 は高浸透圧ストレス に応答して少なくともアクテ

ィベ
ー ション ル ー プ内 S e r1 5 0 ､ S e r1 5 4 ､ S e r1 5 8 がリン酸化されると考えられた｡

研究の途中で . P h o s - T a g というリン酸基に親和性をもつ 化合物をポリアクリルアミドに結合

させ たゲルを用 いて S D S - P A G E を行うことによりタン′( ク質のリン酸化を明瞭な移動度シフト

として検出できる技術があることがわかった ｡ そこで ､ この 手法を用いて ､ 上 記の S A P K 2 変異

体の幾つ か につ いて ､ 高浸透圧ストレスに応答したリン 酸化状態の変化を調 べた ｡

S A P K 2 ( W T) および変異体A N S l ､ A N S 2 およぴA N S 3 を P h o s -T a g S D S
- P A G E に供した

ところ､ Ⅵ什 ではコントロ
ー ル処理した場合に基底状態と思われるバンドが 1 つ ､ 高浸透圧 スト

レス処理した場合に高度にリン酸化されたと思われるバンドが1 つ 出現した( 園 3) ｡ またA N S l

では高浸透圧ストレス 処理した場合に 3 つ の バ ンド､ A N S 2 では 5 つ の バンド､ A N S 3 では 2

つ の 明確なバンドが確認された( 図 3) ｡ 各レ ー

ン の 1 番下に現れたバンドを基底状態とすると､

まずA N S 3 の 結果からS A P K 2 アクティベ ー ションル ー プ外の 領域には少なくとも1 ケ所リン 酸

化部位が存在すると考えられた｡ このことから､ S A P K 2 アクティベ ー ション ル ー プ領域前半に

は少なくとも3 ケ所 , 後半には少なくとも1 ケ所 ､ つ まりアクティベ - ション ル ー プ全体では少なく

とも4 ケ所が高浸透圧ストレス に応答してリン酸化されると思われた｡

この結果と上述した二 次元電気泳動の結果を比較すると､ S A P K 2 アクティベ
ー

ション ル
ー プ

後半およぴアクティベ ー ション ル ー プ外の 領域 に存在すると推測されたリン酸化部位の数は
-
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致した ｡ アクティベ
ー

ション ル
ー

プ前半 におい て 推測されるリン 酸化部位 の数が ､ p h o s - T a g

S D S - P A G E で調 べ た場合 ､ ニ 次元電気泳動で調べ た場合よりも 1 つ 多くなったが , S e r1 5 0 ､

S e r1 5 4 およぴS e r1 5 8 が S A P K 2 リン 酸化部位であるという結果に対しては問題ないと思われ

た ｡ ところが . P h o s - T a g S D S
- P A G E はタン/ i ク質のリン 酸化の程度に準じた移動度シフトを

生じさせることを考慮すると､ A N S 2 で現れた下 から2 番目の バンドが示す S A P K 2 リン 酸化状

態と下 から3 番目の バンドが示す S A P K 2 リン 酸化状態の 間には ､ 1 つあるい は 2 つ の別の

S A P K 2 リン酸化状態が存在する可能性が残されたが , 他の コンストラクトを用 いて確認するに

は至らなかっ た｡

2 . 抗 S A P K -リン 酸化 S e r1 5 8 ペプチド抗体の作製

上記の結果から､ S A P K の 活性化 に関わる上流プロテインキナ ー ゼはS e r1 5 8 を含むアクテ

ィべ
- ション ル ー プ中の幾 つ かの セリン ･ ス レオ ニ ンを効率よくリン酸化するプロテイン キナ ー

ゼであることが期待される｡ これらセリンのリン酸化を特異的に認識する抗体が得られれば､ こ

の様な活性を持つ プロテインキナ ー ゼの 検出 ･ 同定を試みるための有力なツ ー ル になる｡ また ､

jn viv o での S A P K のリン酸化状態､ 活性化状態をモ ニタ -

することもできる. そこで , このリン

酸化 S e r1 5 8 と周辺配列を含む 9 アミノ酸の ペプチドにカップリン グ用 のシ ステインを加えた

Q P K(p S)T V G T P C を合成し. ウサギに免疫した( M B L 社に外注) ｡ この ペプチド配列の 選択に

当たっ ては, 抗原性とS A P K ファミリ ー の複数のメン バ ー を認識できることの2 点を考慮に入れ

た｡ 得られた血清から, リン 酸化ペ プチドを用 い たアフィニティ ー 精製と対応する非リン 酸化ペ

プチドによる吸収により抗 S A P K -リン酸化S e r1 5 8 ペプチド抗体( 抗S A P K -リン 酸化抗体) を得

た ｡

大腸菌で発現させ ､ 精製したチオレドキシン( T r x) 融合 S A P K 2 (T nく- S A P K 2 V V T) , その活

性部位 のリジン をア ラ ニ ン に 置換することにより酵素活性をもたなくなっ た改変 S A P K 2

(T rx - S A P K 2 ru A ) ､ さらにアクティベ
ー ション ル ー プ中の 全ての セリン およぴス レオニ ンをアス

パラギン に置換した改変 S A P K 2 (T rx - S A P K 2 KJ A -7 S /N ) それ ぞれ 1 0 から 1 0 0 0 n g を

S D S - P A G E によって分画し､ 1 /2 0 希釈の 抗S A P K -リン酸化抗体およぴ1/2 0 0 0 希釈の ペ ルオ

キシダ ー

ゼ( H o s e r a dis hi P e ro xid a s e) 標識した二 次抗体(抗ウサギ Ig G ) を用 いてイムノブロ

ット解析を行 った . その結果, 1 0 0 n g 以上 の Trx - S A P K 2 W T に つ いての み抗 S A P K 2 -リン酸

化抗体によるシグナル が検出された( 図 4) ｡ T r y - S A P K 2 V VT は大腸菌内ですでに自己リン 酸

化を受けているの に対して ､ T rx - S A P K 2 K/A はリン酸化されてい ない ことが 明らかにされて い

る( 青 田 ､ 2 0 0 7 ､ 名古 屋大学大学院生命農学研究科修士論文) ｡ したが っ て ､ この 抗体は

S e r1 5 8 のリン酸化を特異的に認識できる抗体であると考えられた｡ ただし､ 1/2 0 希釈という高

い濃度を用いても1 00 n g 以上 の T r x I S A P K 2 W T しか検出できなかったことから､ この 抗体を

用 いてin vi v o での S A P K のリン酸化状態や活性化状態をモ ニタ ー

するには力価 は不十分で

あると予想された . ただし､ T r x - S A P K 2 VV T のどの 程度の割合の 分子の S e r1 5 8 がリン酸化さ

れているかは不明であることから､ 実際の検出感度はもっと高い可能性もある｡

3 . イネ培養細胞抽出液による S A P K 2 リン酸化活性

S A P K リン 酸化活性をもつ プロテイン キナ ー ゼを探索する目的で ､ 高浸透圧ストレス処理 ,

あるい はコ ントロ ー ル 処理 をしたイネ培養細胞抽出液を用 い て ､ S A P K 2 リン 酸化 活性を
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S A P K 2 K /A あるい は S A P K 2 K /A -7 S / N ( 園 5 -A ) を基質としたゲル 内リン酸化アツセイによっ

て調 べた ｡ 高浸透圧ストレス シグナル がS A P K に伝達される経路におい て C a 2 + が働いて いる
ことが 当研究室で明らかにされて いる｡ そこでゲル 内リン 酸化アツセイは C a 2 + 存在下および

非存在下の 両方で行 っ た｡ その結果 ､ 5 5 k D 付近に C a 2 + 存在下 の み において検出される

S A P K 2 リン酸化活性/くンドが確認された( 園 5 - B ) ｡ また､ この 活性′くンドの移動度は S A P K 2

K /A を基質とした場合の ほうが S A P K 2 K /A 17 S 爪 を基質にした場合よりも遅かっ た( 図 5 - B ) .

これ には ､ 基質の違い により異なるプロテインキナ ー ゼを検出して いる可能性と､ アクティベ ー

ション ル ー プ中のセリン ･ スレオニ ンとの親和性の違いにより移動度が変化している可能性の 2

つ が考えられた｡ 前者であるとすれば､ S A P K 2 K 仏 でみられたリン 酸化活性はアクティベ ー シ

ョン ル ー プ内のリン酸化であり高浸透圧ストレス シグナルをS A P K 2 に伝達する上流プロテイン

キナ
ー ゼによるもの かもしれない ｡ また､ 後者である場合におい ても. アクティベ ー

ション ル
ー プ

中のアミノ酸配列の違い に起因することから､ S A P K のリン酸化に 関わるプロテイン キナ ー ゼ

であることを否定するものではない ｡

また ､ 特異性の低いプロテインキナ ー ゼ阻害剤であるスタウロスポリン は S n R K 2 プロテイン

キナ ー ゼの 活性を強く阻害するが ､ 高浸透圧ストレス およぴ A B A 処 理による in vi v o での

S n R K 2 メン バ ー の 活性化 はスタウロス ポリン による阻害を受けない ことが報告されて い る

( B o u d s o c q et al . , 2 0 0 7) ｡ また､ 当研究室においても､ スタウロ スポリン は高い濃度におい て

の み S A P K 2 の高浸透圧ストレス による活性化を阻害することが示されて いる｡ したがっ て ,

S A P K の 上流プロテインキナ ー ゼは ､ スタウロスポリンに対する感受性が低 い ことが期待され

る ｡ そこで ､ 上 記の ゲル内リン酸化反応を種々 の濃度の スタウロ ス ポリン存在下で行 っ てみ た｡

スタウロ スポリン 0 . 1 口M 存在下で は､ 7 5 k D 付近の プロテインキナ ー ゼ活性を強く阻害したの

に対し､ 上述の 5 5 k D 付近の C a 2 + 依存性活性は阻害しなか っ た( 園 5 - C ) ｡ さらに高い 1 □M

ではこの活性は完全 に阻害された ｡ 一

方 . これより低 い 分子量の プロ テイン キナ
ー

ゼ活性はこ

の濃度に おいても阻害されなか った( 図 5 - C ) ｡ したが って ､ S A P K をリン酸化する5 5 k D 付近

の C a 2 + 依存性プロテインキナ ー ゼはスタウロ ス ポリンによっ て阻害されるもの の ､ その 感受性

は高くないものと思われた｡ しかし､ この C a 2 + 依存性プロテインキナ ー ゼがS A P K の 上 流キナ
ー

ゼであるか否か につ いては ､ さらに詳細な検討が必要である｡

4 . 3 量体 G タン パク質の S A P K I O 活性化に与える影響

種々 の 阻害剤を用 いた研究により､ 高浸透圧 ストレス に応答した S A P K の 活性化 に は

C a 2 + シグナ ルが関与することがこれまでに 示され てい る｡ 本研究では , 文献情報をもとにさ

らに別の上流因子 に関する探索を試みた ｡ S A P K メンバ ー のうち､ S A P K 8 から1 0 は高浸透圧

ストレスの み ならず , A B A による活性化も受ける｡ そこで A B A シグナル による活性化も含め ､

S A P K I O の 活性化に影響を及ぼす因子を探索することにした｡

気孔の A B A 応答に は 3 主体 G タン/ i ク質の 関与が示されており. さらにこの 応答には A B A

活性化型の S n R K 2 プロテインキナ ー ゼが働いて いる｡ そこで , 動物で 3 主体 G タン パク質の

活性化割として働くことが知られているマ ストパラン や ､ 3 主体 G タン パク賞 α サブ ユ ニ ットおよ

ぴその構成的活性型の 共発現による S A P K I O 活性化に対する影響を調べ た ｡

d H A - H is タグを付加した S A P K I O を 一

過 的に発現させ たプロトプラストに対し､ 終濃度 0 か

ら 2 5 〟 M の マ ストパラン存在下 で ､ コ ントロ ー ル処理あるい は高浸透圧ストレス処理(4 0 0

m M N a C t) あるい は , A B A 処理( 5 0 〟 M) を 1 5 分間処理した後､ M B P を基質としたゲル 内リ
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ン 酸化 アツ セイにより発 現 した S A P K I O 活性を検出した ｡ 高浸透圧 ストレス 処理 による

S A P K I O の 活性化 は､ マストパラン によって影響されなかっ たが ､ A B A によるS A P K I O の 活性

化は , マストパラン濃度に依存して少ないながら低下 した( 囲 6 - A ) ｡ このことは ､ 3 量体 G タン

パク貢が A B A によるS A P K I O の活性化を負に制御している可能性を示唆する｡

また､ 3 主体 G タン パク質 αサブ ユ ニ ット( G cr) またはその構成的活性型変異体( G α
★

)を共

発現させたとき､ S A P K I O の活性化に影響するか否かを調 べ た｡ その結果､ G α およぴ G α
★

は､ 高浸透圧ストレス処理を施したときの S A P K I O の活性を促進するようにみえた( 園 6 - B ) 0

そこで ､ それぞれ の発現プラスミドの組み合わせ による遺伝子導入( エ レクトロ ボレ ー ション) を

3 反復行 い ､ イムノブロットで検出した S A P K I O シグナルで標準化 S A P K 活性を定量化した｡

その結果､ G α および G α
★

は､ S A P K I O の活性化を促進する傾向を示したが . その 効果はあ

ってもわずかであると思われた( 国 6 - C ) ｡

動物で はスフィンゴシン は ､ 細胞 内メッセン ジャ ー として ､ またスフィン ゴシン受容体ファミリ ー

の G タン パク質共役型受容体に対する細胞外リガンドとして機能し､ 細胞分裂からアポト
ー

シ

ス に至る多様な生命現象を調節している｡ 植物では ､ スフィンゴシン が A B A による孔辺細胞膨

圧の 調節に関与する3 量体 G タン パク質の 上流因子であることが報告されて いる(C o u ｢ s ol et

al .
,
2 0 0 3) ｡ そこで ､ スフィンゴシン 1

-リン酸の S A P K I O 活性化に対する影響を調 べたが､ 濃度

1 から 2 5 〟 M の 範囲で は､ 顕著な効果は観察されなかっ た( デ
ー

タは示さず) ｡

5 . フォス ファチジン酸の S A P K 活性化に対する効果

これまで , ホス ホリパ ー ゼ D ( P L D ) やこの酵素反応産物であるフォス ファ チジン 酸( P A ) が

A B A シグナル伝達や高浸透圧ストレス 応答シグナル伝達におい て重要な働きをしていること

が報告されている( M u stilJi et aI . , 2 0 0 2 ) . また､ 細胞外からミセ ル状で与えたP A もシグナ ル分

子として機能することが幾つ かの研究で報告されて いる( K o m is et aI . , 2 0 0 6 ; Z h a n g et al . ,
2 0 0 3) ｡ そこで , S A P K 2 あるい は S A P K I O を

一

過的に発現させたプロトプラストに P A を添加し､

S A P K を活性化するか否か ､ あるい は高浸透圧ストレス や A B A による活性化に対して影響が

あるか否 かを調 べ た｡ しかし､ 5 0 から 1 , 0 0 0 〟 M の 範囲で P A が S A P K 2 を活性化すること

はなかっ た( 図 7 - A ) .
一

方 ､ P h o s - T a g ゲルによるイムノブロ ット解析によって発現した S A P K 2

を検出すると､ 高浸透圧ストレス によるリン酸化 ･ 活性化に伴っ て移動度シフトしたバンドよりさ

らに泳動度が遅 い バンドが観察された( 図 7 - A ) ｡ S A P K I O に つ いても同様な結果が得られた

( 園 7 - B ) ｡ この ような結果から､ S A P K 2 およぴS A P K I O は, P A 処理によっ て活性化とは無関

係に高いレベ ルのリン酸化を受けるように思えた｡

次に細胞に与えたP A が . 高浸透圧ストレス や A B A によるS A P K の 活性化 に影響するか否

かを調 べた . d H A I Hi s タグを付加したS A P K I O を5 0 0 JL M P A 存在下あるい は非存在下にお

いて 4 0 0 m M N a Cl あるい は 5 0 〃 M A B A で処理し､ タイムコ ー

スをとっ て S A P K I O 活性を測

定するとともに P h o s - T a g S D S
- P A G E によりリン酸化状態を調 べ た｡ その結果､ 処理 5 分から

6 0 分の 間に おい て P A は ､ 高浸透圧ストレスおよぴA B A 処理による S A P K I O の 活性化 に対

して影響を及ぼさない ことがわか っ た( 図 8) ｡
一

方, P h o s - T a g S D S
- P A G E 後のイムノブロ ット

解析では ､ 処理時間にかかわらず P A 処理による大きな移動度シフトが観察された( 図 8) 0

6 . S A P K の P A 結合活性
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5 分という短い P A 処理で定常レベルの 大きな移動度シフトが起きたことから､ この移動度シ

フトが本 当に R A シグナルを受けての S A P K のリン酸化レ ベ ルの 上 昇を現して いるの か否かに

つ いて疑念をもっ た｡ そこで , 処理時間0 分 ､ すなわち､ P A を添加直後にプロトプラスト培養液

を液体窒素で凍らせ ､ P h o s - T a g S D S
- P A G E を行 っ たところ､ 同様の移動度シフトが観察され

た( 園 9) ｡ また. プロトプラストを未処理のまま液体窒素で凍結し､ ソニ ケ ー

ションによる細胞破

砕後, P A を添加しP h o s -T a g S D S
- P A G E を行 った場合においても同様に移動度シフトが観察

された. したが っ て ､ この P h o s -T a g 上 での S A P K の大きな移動度シフトは､ P A によっ て誘起さ

れたリン酸化 によるもの ではないと考えた ｡ P A がリン酸基をもつ こと､ およぴこのプロトプラスト

を用 いた実験系で は細胞を培地ごと抽出しており. 抽出液中にもPA が高い 濃度で含まれてい

ることから考えて ､ この 大きな移動度シフトは, リン酸化ではなくS A P K 分子に R A が強固に結

合し､ その P A に含まれるリン酸基がP h o s - T a g に強い親和性を示した結果によるもの であろう

と考えた. 蛍光あるい は Rl 模轍P A を用 いた実験での確罷が必要で はあるが､ シロイヌナズナ

中の PA 結合タン パク質を PA - アガロ
ー

スを用い て網羅的に解析した研究において S n R K 2 プ

ロテインキナ
ー ゼの -

つ が PA 結合タンパク質として報告されてい た(T e ste n k et al . , 2 0 0 4) こと

から考えても､ この結輸は間違いないものと思われる｡

上記の ような S A P K の PA 結合能が生物学的に意味のあるもの か 否かを検討するために ,

他 のリン 脂質でも同様な移動度シフトが起きるか否かを確かめた｡ すなわち ､ S A P K 2 あるい

はS A P K I O を発現するプロトプラストの抽出液に ､ P A の ほ か ､ リゾフォスファチジン酸 (L P A) ､

フ ォス ファ チ ジ ル コリン( P C ) あるい はフォス ファ チ ジル エタノ ー ル アミン ( P E ) を添加 し ､

P h o s - T a g S D S
- P A G E を行 った ｡ その結果 ､ P A 添加時の み に明瞭な大きな移動度シフトが観

察された( 囲 1 0 - B ) ｡ また ､ この 実験で S A P K I O の 方が S A P K 2 より P A 結合能が高いように

みえた｡ P C およぴ p E に含まれるリン酸基はグリセロ ー ル 骨格との エ ステル結合 に加えてコリ

ンあるいは エタノ ー ルアミン残基とも結合して いる点で P A とは異なり. P h o s -T a g との相互作用

がないか弱い ために移動度シフトが敢察されなか った可能性も否定できな い ｡ しかし､ L P A の

リン酸基は PA と同等の状態にあり, 構造上もアシル基が 一

つ少ないだけである｡ このことから

考えて ､ P A の S A P K に対する結合は特異性の高いもの であると思われた｡

P A 添加 による移動度シフトが , S A P K に特異的なもので はなく. サンプルに残存する P A に

よりタン パク質の種類に限らず, p h o s -T a g S D S
- P A G E 上で移動度シフトを引き起こすという

可能性に つ いても検討した. 当研究室でこれまで使用してきたd n a J 様タン/ くク質 ､ s e c 1 4 様タ

ン パク質､ H S P 9 0 およぴα -t u b ulin の d H A - H i s タグ付きタンパク賞発現プラスミドを用い て同

様に P A によるP h o s - T a g S D S
- P A G E 上 での移動シフトを調 べ た｡ これ以降の実験では ､ リン

脂質を添加直後にプロトプラスト培養液を液体窒素で凍結し､ タン パク茸を抽出した ｡ その 結果､

d n aJ 様タン/くク貰およぴ s e c1 4 様タンパク賞に関しては . P A 添加による明瞭な移動度シフト

は見られなかっ た( 園 11) ｡
一

方､ H S P 9 0 およぴ α -t u b ulin は P A 添加により非常に明確な移

動度シフトを示した( 園 11) ｡ 偶然の 一 致ではあるが ､ H S P 9 0 およぴα -t u b uli n は先に述 べた

P A 結合タン / i ク質の網羅的解析のなかで P A 結合性が示されて いた(T e st e rik et al . , 2 0 0 4) o

したが って ､ これらの結果は ､ P h o s -T a g S D S
I P A G E における移動度シフトで みた P A 結合性

は､ タン/くク質に 関して特異性があることを示して いる｡

さらに ､ 結合の特異性およぴS A P K 中の P A 結合部位に関する情報を得るために ､ S A P K I O

の C 一 末端欠 失タン パク質の 発現プラスミドを用 い て P A 結合能を比較した. その 結果 ､

S A P K I O の C 一末端側アミノ酸配列のうち , 酸性アミノ酸に富む特徴的な領域の 欠失により P A
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結合能が上 昇することがわか った( 園 1 2 - B) ｡ これ は､ この領域が S A P K と P A の結合に対し

て阻害的に働 いて いるものと考えられた ｡ また ､ S A P K l に つ い ても同様の 傾向が観察された

( デ ー

タは示さず) ｡

以上 の結果は ､ P A が浸透圧ストレスや A B A シグナリン グにおい て情報分子として働いてい

るという報告を考え合わせると､ P A と S A P K の結合はシグナル伝達において何らか の意味が

あることを期待させる｡

7 . P A の結合が S A P K 2 活性に与える影響

S A P K と P A の 特異的結合の 生理的意義に つ い てさらに検討するために , P A の S A P K 酵

素活性に対する影響を調 べ た｡ 大腸菌で発現させ ､ 精製したS A P K 2 を用 い ､ M B P を基質とし

た試験管内リン酸化反応に P A を添加した｡ また､ 同時に基質を加えない反応も行い , S A P K 2

の 自己リン 酸化反応 に対するP A の 効果も調 べた｡ その 結果 ､ P A 添加(1 0 0 〃 M) は､ M B P リ

ン酸化活性および同時に起きるS A P K 2 自己リン酸化活性には大きな影響を及ぼさない ことが

わか った( 園 1 3 - A ) ｡
一

方 ､ 基質を加えない で反応させ た場合の S A P K 2 自己リン酸化活性は､

P A 添加により顕著に促進されることがわかった( 囲1 3 - A ) ｡ そこで ､ P A の 自己リン酸化反応促

進効果に つ いてさらに検討を加えた｡

S n R K 2 は C a 2 + 依存的なプロテインキナ ー ゼではないが ､ C a 2 + によっ てその活性が若干促

進されることが報告されて いる ｡ また . 高浸透圧ストレスシグナルが S A P K に伝達される経路

において C a 2 + が働 いて いることも当研究室で明らか にされている｡ そこで C a 2 + 存在下 および

非存在下の 両方において P A の S A P K 2 自己リン酸化に対する影響をタイムコ ー

スをとって調
べ た｡ その結果､ 反応 時間 1 5 分で は明確でなかったものの ､ 反応時間 6 0 およぴ1 2 0 分にお

いて S A P K 2 の 自己リン酸化活性が ､ C a 2 + の有無にかかわらず､ P A によって促進されること

が確認できた( 園 1 3 - B ) ｡

次に ､ この S A P K 2 自己リン酸化促進作用が ､ P A 特異 的なもの であるの かを調べ るために ､

L P A ､ P C およぴ p E の 効果を調 べ たところ､ 何れのリン脂質も自己リン酸化を促進することが

わか っ た( 園1 4) ｡ したがっ て ､ P A の 自己リン酸化促進作用は ､ その S A P K へ の特異的結合と

は関連しない可能性が高いと思われた｡

S A P K の 自己リン酸化とその P A による促進作用は､ S A P K の 活性制御において何らか の

意義があるのだろうか ? その可能性を探る目的で ､ この自己リン 酸化によっ てアクティべ -

ショ

ン ル
ー プ中の セリン およぴス レオ ニ ン がリン酸化されるかどうかを調 べ た｡ S A P K 2 の 分子 間自

己リン酸化は ､ 野生型組換え S A P K 2 (S A P K 2 W T )を酵素とし､ 活性部位のリジンをアラニ ン

に置換しかつ N 末端に T R X タグを付した酵素活性を持たない改変S A P K 2 (T r x - S A P K 2 K JA )

を基質に用 いて活性を測定し､ アクティべ - ション ル ー プ中の セリン およびス レオ ニ ンを全てア

ス パラギン に置換した T Ⅸ - S A P K 2 K 仏 -7 S/ N を基質に用 い た場合と比較した ｡ その結 果 ,

T r y - S A P K 2 K /A - 7 S / N を基質に用い た場合, T r x - S A P K 2 K /A に比 べ てそのリン 酸化 レベ ルは

低下した( 図 1 5) ｡ この ことは ､ 分子間自己リン酸化の 一 部は ､ アクティベ ー

ションル
ー プ中に

起こって いることを示している｡ また , S A P K 2 による T nく- S A P K 2 K/A のリン酸化もP A により

促進されることがわかっ た( 図 1 5) ｡ このことは､ P A の 活性促進作用が( 分子間) 自己リン酸化

に特有の 現象であることを示すもの である｡

さらに ､ この アクティベ
ー ション ル ー プ中に起こる S A P K 2 の 分子間自己リン酸化が , この研

究で 明らかにした活性制御に重要であるリン酸化部位 S e r1 5 8 に起こって いるかどうかを上述
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の抗 S A P K - リン酸化抗体を用 いて調 べ た ｡ この抗体の 力価 が高くない ことを考慮して , 酵素

S A P K 2 VV T と基質T r x - S A P K 2 K/A あるい はT r x - S A P K 2 KJ A - 7 S / N の濃度を標準より5 倍高

い濃度にし､ 非模織 A T P を用いた試験管内リン酸化反応を行 っ た｡ 反応産物を抗 S A P K -リン

酸化抗体を用 い たイムノブロット解析で調 べ たところ, T Ⅸ -S A P K 2 K 仏 あるい は T Ⅸ - S A P K 2

K 仏 -7 S / N は抗体と反応しない ことがわか った( 園 1 6) ｡ したが っ て ､ S A P K 2 の 自己リン 酸化で

は , S e r1 5 8 はリン酸化されない かあるい はされても極低レベ ルであるものと考えられた ｡

第四章 考察

1 . 高浸透圧ストレスシグナルにおけるS A P K 2 のリン 酸化部位

S n R K 2 メン バ ー が高浸透圧ストレス に応答してリン酸化されるアミノ酸残基を同定すること

は､ S n R K 2 プロテインキナ ー

ゼの活性化メカニ ズムの理解だけで はなく､ S n R r Q プロテインキ

ナ - ゼにシグナルを伝える上流プロテイン キナ ー ゼを明らかにし. その シグナ ル伝達機構を解

明するための有力な情報となる｡ そこで本実験では ､ イネゲノム にコ ー

ドされ た1 0 個の S A P K

のうち ､ 当研究室において大腸菌による大量発現 系が構築されて いるなど. 最も機能解析が

進められている S A P K 2 に焦点をあてて実鼓を行 っ た｡

二 次元電気泳動を用いた解析では､ S A P K 2 は高浸透圧ストレス処理(4 0 0 m M N a C l) によ

りアクティベ ー ション ル ー プ内の S e r1 5 0 ､ S e r1 5 4 ､ S e r1 5 8 およぴアクティベ ー ション ル ー プ外

に 1 ケ所の計4 ケ所 がリン 酸化されることが推定された( 園 2) ｡ この 解析で調 べた全てのアミノ

酸置換変異体において ､ 二 次元電気泳動上 で示 すスポット数とそれぞれが 示す予想されるリ

ン酸化部位の数の 間に矛盾が生じなかっ たことから､ 信頼性の高い結論であるとい える｡ また

研究過程におい て B ur z a ら(2 0 0 6) により､ 培養細胞から精製したタバコ S n R K 2 プロテインキ

ナ
ー

ゼ Nt O S A K のアクティベ ー ション ル ー プ内の S e r1 5 4 と S e r1 5 8 (S A P K 2 におい ても同じ

残基に相当) が高浸透圧ストレス に応答してリン 酸化され ると報告されており､ 本研究の結論

を支持するもの である｡ しかし､ アクティべ - ション ル ー プ外のリン 酸化はこれ まで指摘されて

おらず､ 新奇の 発見である｡ 一 方 P h o s -T a g S D S
- P A G E を用 い た解析からは, S A P K 2 は少な

くとも 5 ケ所リン酸化されるという可能性が示され , そのうち 1 つ は S e r1 4 7 あるい は S e r1 4 9

であると思われ た( 園 3) ｡ しかし, アクティべ - ション ル ー プ後半に存在する2 つ のセリン ･ ス レ

オ ニ ン を全て置換しても. 野生型と同じ高い レ ベ ルのリン 酸化に相 当するバ ンドが検出された

ことの 説 明はつ いて いない ｡ コントロ
ー ル 処理 におい ても ー 部の 分子がリン酸化を受けて いる

ことから､ S A P K 2 の 活性化に必要な複数のリン酸化部位のうち, 活性を得るには至らないがと

てもリン酸化されやすいリン酸化部位が存在すると思われ ､ また S A P K 2 は段階的なリン 酸化

を経て迅速に活性化されると予想される ｡ 各変異体に つ いてゲル 内リン 酸化アツセイでそれら

の 活性を調 べることはしていない が ､ これまで S n R K 2 プロテインキナ ー ゼのアクティベ
ー ション

ル ー プ中の幾つ かのセリン ･

ス レオニ ンに つ い てアミノ酸置換が試されており､ 何れの場合も活

性を失うことが報告されて いる｡ しかし､ 全て につ いて解析が行われてい るわけで はない ことか

ら. さらに徹底した解析が必要 であろう｡ また､ これまで ､ 同領域の セリン ス ･ レオ ニ ンを酸性ア

ミノ酸に置換することによりリン酸化を模倣し､ 構成的活性化型の変異体を得る試み が複数の

研究室で行われ てきたが ､ 何れ においても成功しておらず､ 全ての 場合 において活性が失わ

れるという結果 になっ て いる｡ この ような点におい て今回明らかになっ たアクティベ ー ション ル
ー プ外のリン 酸化 は興味深 い ｡ 今後このリン 酸化部位を同定することにより S A P K 2 を含む
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S n R K 2 プロテインキナ ー ゼの 活性化制御の仕組みがより詳細に解明されることが期待され ､

また構成的活性型変異体の作製にもつ ながるかもしれない ｡

また, S A P K 8 ､ S A P K 9 およぴ S A P K I O は A B A と高浸透圧ストレス によっ て相乗的に活性

化されることが 示されて いる( 山本 , 2 0 0 4 ､ 三 重大学大学院生物資源学研究科修士論文) ｡ こ

の A B A による活性化は迅速で , A B A の合成蓄積を介するものとは考えられない ｡ S A P K メン

バ ー

によって A B A による活性化を受けるものと受けないものがあること､ およびC 一末端制御ド

メインの 部分欠 失によっ て A B A による活性化のみ が消失することは. 高浸透圧ストレス シグナ

ルとA B A シグナルが独立に A B A 活性化型 S n R K 2 プロテインキナ ー ゼに伝達されることを意

味する｡ この ことから､ A B A シグナル によるリン酸化が高浸透圧ストレス によるそれとは異なる

部位で起こる可能性も考えられる｡ つ まり､ 同じ部位がリン酸化されるならば ､ 高浸透圧ストレ

ス によりそれ以上活性化されない状態に A B A を同時に処理しても､ 活性化に対する付加 的な

効果は見られな いはずである｡ こうした意味において ､ A B A シグナル による S A P K のリン酸化

部位 に つ い ても調 べ ることはとても興味深い ｡ 最近 ､ B o u d s o c q ら(2 0 0 7) は ､ シ ロイヌナズナ

の S n R K 2 プロ テインキナ
ー ゼの 活性化 におけるリン酸化の 程度がメン バ ー ごとに違うこと､ ま

た､ A B A による活性化を受けるメンバ ー

では, 高浸透圧ストレスによる活性化と A B A による活

性化で はリン酸化 の レ ベル が異なることを主張して いる｡ また､ S A P K 2 と同じサブクラス Ⅱに

属し, 高浸透圧 ストレスの みによって活性化されるS A P K 3 で は､ S A P K 2 の S e r1 5 0 に相当す

るアミノ酸残基はセリン ではなくアラニ ン であることから､ 少なくとも同定したリン酸化アミノ酸部

位はS A P K メン バ ー

全てに共通ではないとい える｡ これ は､ B o u d s o c q の 結果と
一 致している｡

S A P K 2 の 高浸透圧ストレス によるリン 酸化 は､ 通常の S D S - P A G E でも長時間の泳動により

移動度シフトとして観察できる ｡ しかし､ メンバ ー によっ ては活性化に伴う移動度シフトを検出で

きないものもあり､ これもメン バ ー

間でのリン酸化レベル の違いを反映してい るものと思われる｡

S A P K 2 の S e r1 5 4 およぴS e r1 5 8 につ いてはイネ S n R K 2 メン バ ー 全てに保存されていること

を考えると, それらのリン酸化 がイネS n R K 2 プロテインキナ ー ゼの 活性化メカニ ズム に基本的

に重要な働きをして いると推定される ｡ また, P h o s - T a g S D S
- P A G E を用 い た解析におい て

S e r1 4 7 あるい はS e r1 4 9 がリン 酸化部位である可能性が示唆されたが , これらのアミノ酸残基

もメン バ ー 全て に保存されて いる｡ この ことを考えると､ メン バ ー 間で活性化に伴うリン 酸化の

レベ ルが異なることは ､ 対応するリン酸化部位があるかない かの違 い の み によるもので はない

ものと思われる｡

2 . イネ S n R K 2 メン バ ー を活性化する上流因子の探索

高等植物に おいて C a 2 + 依存 的に活性化されることが知られて いるプロテイン キナ ー ゼは

c a暮m o d uli n -d e p e n d e nt p r ot ei n kin a s e ( C a M K ) ､ カル モ ジュリン 様ドメインを分子 内にもつ

C a 2 + -d e p e n d e n t p ro tein kin a s e (C D P K ) およぴ c al ci n e u ri n 様カルシウム結合タン パク質

( C B L) と結合する C B L -i nte ra ctin g p o n ein kin a s e ( C I P K) である｡ ただし､ C a M K は､ 幾つ か

の植物で は報告があるものの シロイヌナズナゲノム にはコ
ー

ドされて いない ｡ C D P K ファミリ
ー

の幾つ かのメン バ ー や CI P K およぴC B L ファミリ ー の 特定メン バ ー

の嵩浸透圧を含むストレス

応答 へ の 関与が知られて いる｡ 特に ､ C D P K は C a 2 + に加えて , シグナル依存的なリン酸化に

よる活性を受ける場合や( R o m eis et al . , 2 0 0 1 ) ､ 自己リン 酸化 による活性化受ける場合

( C h e n g et al . , 2 0 0 2) が知られている｡
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これまで に ､ 当研究室におい ても高浸透圧ストレスシグナル が S A P K に伝達される経路に

おいて C a 2 + が働い ていることが明らかにされ てい る｡ そこで ､ イネ培養細胞抽出液中に存在

する未知の 上流プロテイン キナ ー ゼを探索する目的で ､ S A P K 2 リン酸化活性をゲル 内リン酸

化アツセイにより調 べ たところ､ 5 5 k D 付近 に確かに C a 2 + 依存的であるリン酸化活性が検出さ

れた( 園 5 1 B ) . また. この 活性/くンドの 移動度は S A P K 2 K/A を基質とした場合と S A P K 2

K/ A -7 S / N を基質にした場合で異なって いた . もしこの 違い が ､ S A P K 2 K JA およぴ S A P K 2

K/ A -7 S / N 両基質のアクティベ ー ションル ー プにおけるアミノ酸配列の違いを認鞍した異なるプ

ロテインキナ ー ゼによるリン酸化の結果であるとすると､ S A P K 2 K /A でみられたリン酸化活性

はアクティベ
ー

ション ル
ー プ内のリン酸化であり､ S A P K 2 K 仏 をリン酸化したプロテインキナ -

ゼが高浸透圧ストレスシグナルをS A P K 2 に伝達する上流プロテインキナ ー ゼである可能性も

含まれる｡ 一

方 ､ これらが同じプロテインキナ ー ゼであるとするならば ､ そのアクティベ ー ション

ル ー プ中の セリン ･

ス レオニ ン ヘ の親和性の違い に起因して移動度の違い( 遅れ) が観察され

たものと考えられ ､ この 蛾含も､ S A P K 2 の 活性化と何らかの 関係がある可能性がある｡
一

方 . B o u d s o c q ら(2 0 0 7) は. i n viv o での高浸透圧ストレス およぴ A B A シグナル による

S n R K 2 メンバ ー

の 活性化 はスタウロスポリン によっ て阻害されない ことを報告した ｡ スタウロス

ポリンが上 述の S A P K 2 リン酸化活性にどのような影響を及ぼすの かに つ いて 同様にゲル内リ

ン酸化アツセイによって調べ たところ. C a 2 + 依存的な55 k D 付近のプロテインキナ ー ゼ活性は

1 〟 M の スタウロ スポリンで処理した場合 ､ ほとんど活性が阻害されたもの の ､ 7 5 k D 付近の

プロテインキナ
ー ゼ活性に比 べ ､ スタウロス ポリンによる阻害感受性は低か った( 園 5 - C ) ｡ た

だ､ この C a 2 + 依存 的活性より低い分子量の C a 2 + 非依存的プロテインキナ ー

ゼ活性は 1 〟
M スタウロス ポリン処理におい ても阻害されなかっ た ｡ 今回の実験で ､ B o u d s o cq ら(2 0 0 7) が

報告したようにスタウロ ス ポリンの 活性阻害を受けない ､ あるい は阻害感受性の 低 いプロ テイ

ンキナ ー ゼ活性が複数観察されたが ､ S A P K の 上流プロテインキナ ー ゼであるという明確な情

報は得られなか っ たため ､ さらに検証する必要がある｡

気 孔の A B A 応答には3 主体 G タン パク賞､ P L D およぴ p A の 関与が示されて おり( W a n g ,
2 0 0 2; W a n g et aI . , 2 0 αS) ､ さらにこの 応答に は A B A 活性化型の S n R K 2 プロテインキナ

ー ゼ

が働いて いることが分かって いる( M u stilli e t al . , 2 0 0 2; Y o s hid a et al . , 2 0 0 2) ｡ また 3 量体 G

タン パク質は ､ 細胞膜の 細胞質側表層 に存在する受容体 G p r otein { o u ple d re c e pt o r

( G P C R ) で 受 け取られた情報を細胞内 に伝達 する役割を果す ことが明らかとな っ て い る

(Pie r c e e t a L
,
2 0 0 2) ｡ 最近 . シロイヌナズナ G P C R 様タン パク質が細胞膜におけるA B A 受容

体であることが報告された(Li u et aI . , 2 0 0 7 ) ｡ ただ , この報告に対する否定的な見解も発表さ

れて いる｡ このような背景に基づき､ 高浸透圧ストレスおよび A B A シグナ ルにより活性化され

るS A P K I O を用 い て ､ 動物では3 主体G タン パク賞の 活性化剤として働くマ ストパランや P L D

の 活性化剤であるスフィンゴシンによる薬剤処理 ､ あるい は 3 主体 G タン パク賞α サブユ ニ ッ

トおよぴその構成的活性型の 共発現によるS A P K I O の 活性化に対する影響を調 べ た｡ その結

果 ､ スフィンゴシン によるS A P K I O 活性化 へ の 影響は見られなかっ たが ､ S A P K I O を
一

過的に

発現させ たプロトプラスト培養液を A B A およぴマ ストパランで処理 したところ ､ A B A による

S A P K I O の 活性化が阻害された( 園 6 - A ) ｡
一 方 ､ 3 主体 G タン パク質α サブ ユ ニ ットまたはそ

の構成的活性型変異体を共発現させたとき, 高浸透圧ストレスに応じて S A P K I O の活性化を

促進する傾向を示したが ､ その効果は顕著ではなか っ た( 図 6 - B
, C ) ｡ また ､ プロトプラスト培

養液に PA を処理した何れの場合におい ても､ S A P K 2 およぴ S A P K I O 活性化 へ の影響は観
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察されなかっ た( 園 7 , 8) ｡ 残念なことに , 今回の実験からはS A P K の 活性化に関与すると思わ

れる上流因子の 決定的な手掛かりを得るには至らず, また､ 植物におけるマ ストパラン の効果

には疑問も投げかけられているが ､ 3 量体 G タンパク質は A B A による S A P K I O の活性化を

負に制御するという可能性を残した｡ 何らか の有効な手掛かりとなることを期待したい ｡

3 . フォスファチジン酸の特定タンパク質 へ の 特異 的結合

上 述のように P A の効果を調 べる過程で､ S A P K のリン酸化状態を P h o s -T a g S D S
- P A G E

によるバンドの移 動度シフトとして観察しようとしたところ､ P A 処理によるリン酸化とも思える移

動度の 遅延が観察された ｡ しかし, シフトした/ ( ンドの移動度は高浸透圧ストレスおよぴ A B A

処理したときの 活性化状態を示すそれよりも大きく, そのうえ S A P K の活性化に伴うもの では

なかっ た( 園 7 , 8) ｡ この移動度シフトは始め ､ リン酸化によるものと考えたが ､ 詳しく調 べ てみ

ると, この現象が P A シグナルを受けての S A P K のリン酸化に起因するもの ではなく､ P A が

S A P K 分子 に強固に結合し､ P A に含まれるリン酸基が P h o s -T a g に強い親和性を示した結果

であると考えられた｡ ただし､ 蛍光あるい はR] 標識 P A を用いて PA の S A P K 結合能を確認す

るまで には至 って いない ｡ また, この結合によるバンドシフトは . P A と同様の状態のリン酸基を

もつ L P A をはじめ ､ 種々のリン脂質処理において観察されなかっ たことから､ P A 特異的なもの

であることが確認された( 園 1 0) ｡ さらに ､ H S P 9 0 および α -t u bli n においては P A との結合能

( 移動度シフト) を示したの に対し､ d n a J 様タンパク質およぴ s e c1 4 様タン パク質では P A との

結合能を示さな か っ た( 園 11 ) . こ の 結果を裏付 けるもの として ､ T e s te rik ら( 2 0 0 4 ) が

P A - S e p h a r o s e を用 い て行 ったシロイヌナズナ中の P A 結合タン パク質の網羅的解析が挙げら

れる｡ T e ste rik らはその中で ､ P A 結合タン パク質の候補として S n R K 2 プロテインキナ ー ゼ ､

H S P 9 0 およぴα -t u bli n が含まれることを示している. 本実験で P A 結合性を言式したタン パク質

は何れも当研究室で S A P K の 標的基質の探索する上 でその候補として発現 ベクタ ー を構築し

たもの で , 酵母t w o -h y b rid スクリ
ー ニ ングで選抜されたもや. 高浸透圧ストレス によっ て迅速に

リン酸化されると考えられるタン パク質である ｡ H S P 9 0 および α -t u btin の P A へ の 結合と

S A P K へ の P A の結合 は､ 単なる偶然の 一 致ではなく､ 何らかの 生物学的意味が含まれて い

るの かもしれない ｡

4 . フォスファチジン酸の S A P K 結合能とS A P K 2 自己リン 酸化促進作用 の関連

p A が S A P K へ 結合するとこによる生物学的意味を見い だすために , 言式験管内で P A が

S A P K 活性に影響を与えるか否かに つ い て. 大腸菌で発現させ ､ 精製した S A P K 2 を用い ､

M B P を基質とした試験管内リン酸化アツセイによっ て調 べたが ､ M B P のリン酸化活性に は大

きな影響は見られなかっ た( 図 1 3 ,A ) ｡ しかし､ 基質を加えない で反応させた場合の S A P K 2 の

自己リン酸化活性が P A 添加により促進することがわか った( 囲 1 3 - B ) ｡ ただし, この S A P K 2

自己リン酸化活性の促進はL PA , P C およぴp E 何れのリン脂質を添加した場合におい ても観

察された( 囲 1 4) ことから､ P A の S A P K へ の特異的結合とは関連しない ､ 広い範囲のリン脂質

による作用であることがわか った｡

これらの結果を受け､ S A P K の活性制御における P A (リン脂質) の意義を､ S A P K 2 の分子

間自己リン酸化活性を調べ ることで検討した. S A P K 2 W T を酵素とし､ N 末端に T R X タグを付
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した酵素活性を持たない Tr x - S A P K 2 K JA を基質に用い て活性を測定し､ アクティべ - ション ル
ー プ中の セリンおよびス レオ ニンを全てアス パラギン に置換した Trx -S A P K 2 K/A - 7 S /N を基質

に用 いた場合と比較したところ､ 分子間自己リン酸化の 一 部はアクティベ ー

ション ル
ー プ中に

起こり､ そのリン酸化も P A (リン脂質) によっ て促進される( 園 1 5) ことから､ P A の 活性促進作

用は(分子間) 自己リン酸化に特有の現象であることが示唆された ｡ また ､ 抗 S A P K 2 -リン 酸化

抗体を用 いたイムノブロット解析により､ S A P K 2 の 自己リン酸化 におい ては. S e r1 5 8 はリン酸

化されないか 検出できない レベ ルであると思われた( 図 1 6) ｡

これらの 結果より, P A の S A P K 結合能とPA (リン脂質) によるS A P K 2 の 自己リン 酸化促進

作用は､ とりあえずわけて考える必要があろう｡ P A と S A P K の結合性は特異的ではあるが ,

高浸透圧ストレスおよぴA B A シグナルによるS A P K の 活性化には影響しないことから別の作

用を考える必要がある｡ A BIl は､ A B A シグナル伝達 の負の 調節因子でプロテインフォスファタ
ー

ゼ 2 C の
一

つ であるが ､ Z h a n g ら(2 0 0 4) は ､ A B11 も P A と特異 的に結合し､ A B A シグナル

によっ て P A 依存的に細胞膜 へ 局在するようになることを報告してい る｡ P A とS A P K の 結合も､

膜との相互作用やその 調節に働いているの かもしれない ｡ また､ α -t u bli n は P L D を介して細

胞膜と相互作用して いるという報告もある｡ P L D ､ その酵素反応産物である P A ､ 基質である膜

のリン脂質とα -t u bli n の 関係がどのようになっ ているか は分か っ て いな い ｡ ただ, 当研究室で

は α -t u blin と浸透圧ストレス応答の 関係が解き明かされ つ つあり( 伴 ､ 私信) ､ P A が高浸透圧

ストレス応答の シグナル分子である可能性を考えると, S A P K の P A 結合能と関連させ て考え

ることも興味深い ｡

P A (リン脂 質) による S A P K 2 の自己リン酸化活性の促進は ､ 複数の S A P K 2 分子がミセ ル

状の P A (リン脂質) に結合することで ､ S A P K 2 の 分子間距離が縮まり､ 自己リン酸化を引き起

こしやすくなっ たとも考えられる｡ 青田(2 0 0 7) は ､ S A P K 2 の 分子間自己リン酸化が基質 M B P

の 添加によっ て ､ 競合により阻害されるどころか ､ 逆に促進されることを観察している｡ また､ 他

の植物の S n R K プロ テインキナ ー ゼに関しても同様の報告がある｡ さらに青田(2 0 0 7) は､ この

基質による自己リン 酸化の促進が ､ C - 末端ドメイン の欠 失により顕著に低 下することを示して

いる｡ 彼女はこれらの結果から､ 外部基質 M B P と酵素 S A P K 2 の 結合によりS A P K 2 の構造

が変化し､ 分子間自己リン酸化の基質としての S A P K 2 とのリン 酸化部位や相互作用部位が

露出することにより､ 基質 S A P K 2 のリン酸化が促進されるというモデルを議論して いる｡ 同様

の ことが P A (リン脂質) の自己リン酸化促進作用 の場合 にも当て はまるかもしれ ない ｡ この自

己リン 酸化 において は ､ アクティベ ー ション ル ー プ内の セリンおよぴ/あるい はス レオ ニ ンもリン

酸化されるが､ S e r1 5 8 はほとんどリン酸化されないことから､ 直接の 活性化とは結びつ かない

と思われる｡ いずれにせよ､ これらの ことが S A P K の細胞 内での働きと何らか の関係があるか

否かにつ いて は今後の課題である｡

最後に ､ P h o s - T a g S D S
- P A G E によりタン パク質の特異的な PA へ の 結合を検出できること

がわか ったことは予期せ ぬ成果であっ た｡ 今後､ 高浸透圧 ストレス や A B A シグナリン グの みな

らず . P A が関与するシグナル伝達の分子メカニ ズムを研究するうえで有効なツ ー ルとなること

が期待される｡
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表 二 次元電気泳動の 通電条件

電 時 (分

1

2

3
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( B)

(C)
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てトド阿秘抄≡
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窃珍窃窃E[E] 8

図 1 リン 酸化部位 同定の ため に用 いた S A P K 2 変異体コンストラクト

(A) 発現ベクタ
ー

の概要を示す模式図｡

(ら) S A P K 2 アクティ ベ
ー ション ル ー プのアミノ酸配列 ｡ キナ

ー ゼドメインを緑 ､ C 末端ドメインを黄色で示した ｡

セリンまたはスレオニン残基は書字で示した｡

( c) 図 2 以降の乗馬剣こ用いた S A P K 2 変異体のアクティベ
- ション ル - プ中のアミノ酸置換を表す模式 臥 セリ

ンまた はスレオニ ンをアスパラギンに置換した残基を赤い斜線で示した｡
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図 2 アクティべ
- ションル

ー プ中のアミノ酸置換による高浸透圧ストレス に応答した S A P K 2

リン酸化 へ の 影響

s A P K 2 - d H A - His あるいはその変異体( 園l )をプロトプラストで発現させ ､ 未処理として R 2 P 培地 ､ 高浸透圧ス

トレス処理として 4 0 0 m M N a Cl を含む培地で 1 5 分間処理した｡ 柵製したそれぞれのタンパク質を高浸透圧ス

トレス処理 β) および未処理 ( C) , 両サンプルを混合したもの (ら+ C) とし､ 二次元電気泳動で展開. 抗 H A 抗

体を用い たイムノブロ ット解析を行っ た｡ 上段にアミノ酸置換部位 , 下段にイムノブロ ットの結果を示す｡
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★

園 3 P h o s -T a g S D S
- P A G E ( = よる S A P K 2 リン 酎ヒの検出とアクティベ ー ションル ー プ中

の アミノ酸置換の影響

s A P K 2 - d H A - Hi s あるいはその変異体( 園 1) をプロトプラストで発現させ ､ 高浸透圧ストレス処理として 4 0 0

rn M N a C ほ 含む培地で 1 5 分間処理した(S) ｡ コ ントロ
ー

ル処理 (C) は N a Cl を含まない培地を加えることによ

り行った｡ 処理後､ 発現タンパク質を Ni - N T A アガE) - ス レジンでアフィニティ - 回収し､ P h o s -T a g S D S
I P A G E

に供した後､ 抗 H A 抗体を用 いたイムノブロ ット解析により検出した｡ リン酸化による移動鹿シフトを ★ で示した｡
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3 7

園 4 抗 S A P K 2 - リン酸化 S e r1 5 8 ペプチド抗体( 抗リン酸化 S A P K 抗体) の特異性

10 から1 .0 0 0 ng のリコンビナントT r x 融合 S A P K 2 W T (T r x - W T) ､ T r y - S A P K 2 K IA 汀r x 一 灯A) およぴ T rx I

s A P K 2 KIA ･7 S/N ( T r y
- 7 S / N) を S D S ･ P A G E によっ て分画した後,

1 /2 0 希釈の抗 S A P K - リン酸化抗休およぴ

1/2 0 0 0 希釈のペ ルオキシダ
ー ゼ頼経した二 次抗体(抗ウサ ギIg G ) を用いてイムノブロ ット解析を行 った｡ 抗

S A P K - リン酸化抗体で検出された T n トS A P K 2 W T を ★ で示 す｡
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園 5 イネ培養細胞抽出液中の S A P K 2 リン酸化活性

(A) 基質に用いたリコンビナントS A P K 2 K/A ( K/A) およぴ S A P K 2 K/ A - 7 S 爪 U S/ N) の S D S - P A G E の C B B

染色像｡ M は分子Jt マ ー カ ー

､
I -

は S A P K 2 K/A およぴ S A P K 2 KIA 1 7 S/N を示す｡

( a) S A P K 2 KI A ( KIA) あるいは S A P K 2 K IA
-7 S/ N (7 S 刑) を基質として混ぜたポリアクリルア ぴ ゲルを用いて .

コ ントロ ー ル処理 (C) あるい は 4 0 0 m M N a Cl 処理 (S) したイネ培養細胞抽出液を S D S ･ P A G E で分画し､ ゲ

ル内リン酸化アツセイを行った｡ リン酸化反応は C a 2
' 存在下 ( +) あるいは非存在下 ( -) で3 0 ℃ ､ 1 時間行 つ

た｡ C a 2
'

存在下のみにおい て検出された S A P K 2 リン酸化活性を ★ で示した｡

( C) 0 から1 p M の スタウロスポリン存在下で P) と同様のゲル内リン酸化アツセイを行った｡
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園 6 マストパラン処理およぴ 3 t 体 G タンパク質の 共発現 が S A P K I O の 活性化 に与 える

影響

(A) S A P K I O - d H A - Hi s をプE) トブラストで発現させ ､ 高浸透圧ストレス処理として 40 0 m M N a C l を含む培地

(s aK) ､
A B A 処理として 5 0 LA M A B A を含む培地(A B A) に各汲鹿の マストパランを加え ､ 1 5 分間処理した｡ コ ン

トロ - ル ( C o ntr ol) は何も含まない培地で処理した ｡ 発現タンパク質を N i
- N T A アガロ ー ス レジンを用いてアフィ

ニ ティ
ー

回収した後 ､
M B P を基質としたゲル内リン酸化アツセイ(I n - G el) ､ およぴイムノブロ ット解析 (A nti - H A)

に供した｡

(B) S A P K I O - d H A - Hi s のみ( S A P K I O) ､ およぴ これとともに 3 A 体 G タンパク質α サブユ ニ ット( G α;
S A P K I O + G α) あるい はその構成的活性型( G α

●

こS A P K I O + G α
★

) をプロトプラストで発現させ ､ 高浸透圧スト

レス処理として4 0 0 m M N a CI を含む培地で 1 5 分間処理した(S ari) . コ ントロ
ー

ル( C o nt r ol) は N a C l を含まな

い 培地で処理した｡ 処理後 , ( A) と同様の 解析を行っ た｡

( c) (B) の実験を 3 反復し(S a m ) み) . S A P K I O と 3 主体 G タン′(ク質を共発現させ たときの S A P K I O の 活

性化レベ ルを定土化した｡
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園 7 P A 処理による P h o s 一 丁a g 上での S A P K 2 の移 動度シフト

(A) S A P K 2 - d H A - His をプロトプラストで発現させ ､
ミセル化した P A を種々の漉鹿になるように加えた培地で

3 0 分間処理した｡ さらに ､ 有漢透圧ストレス処理 ( S) として 4 0 0 m M N a Cl で1 5 分nJl 処理した後. 発現タン/ (ク

貫を Ni - N T A アガロ ー スレジンによってアフィニ ティ -

回収し､ M B P を基質としたゲル内IJ ン 酎ヒアツセイO n - G el)
およぴイムノブロ ット解析を行った｡ S A P K 2 の 活性化を示すシグナルを ー で示した ｡ 発現 . 回収したタン′iク

箕のJt およぴリン酸化状態を確認する目的で ､ 通常の S D S - P A G E ( S D S - P A G E) ､
Ph o s - T ag S D S

- P A G E

(P h o s I T a g) を行いイムノブロ ット解析に供した ｡ P A 処理による高い レベルの移動度シフトを . で示した｡

(a) S A P K I O
- d H A - Hi s を用いて( A) と同様の実験を行った｡ S A P K I O の 活性化を示すシグナルを → で示

した ｡ また､ P A 処理による高い レベ ルの移動度シフトを ★ で示した ｡

9 3



C o nt r o [ C o n t r ol + P A S alt S aft + P A A B A A B A + P A
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園 8 P A の 高浸透圧ストレス および A B A による S A P K I O の 活性化に対する影響

S A P KI O - d H A - His をプロトプラストで発現させ ､ 4 0 0 m M N a Cl を含む培地(S alt) ､ それに終濃度 5 0 0 LJ M P A

を含む培地(S alt + P A) ､ 5 0 LJ M A B A を含む培地(A B A) あるいはそれに終濃度 50 0 LA M P A を含む培地

(A 8 A + P A) で繰時的にプロトプラスト培養液r = 処理した｡ コ ントロ
- ル ( C o ntr ol) は何も含まない 培地で処理した｡

処理後､ 発現タンJ (ク貫を Ni - N T A アガロ ー スレジンによってアフィ ニ ティ - 回収した後､
M B P を基質としたゲル

内リン酸化アツセイ(ln - G el) ､ P h o s - T a g S D S I P A G E (P h o s ･ T a g) および発現したタンパク貫の 丘を確認するた

めのイムノブロ ット解析(S D S - P A G E) を行 った｡ P A 処理 による移動度シフトを ★ で示した｡
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1 2

園 9 S A P K の P A 結合による P h o s 一丁a g S D S
- P A G E 上 の移動度シフト

S A P K I 0 - d H A I H i s をプロトプラストで発現させ ､ 終漉康が 50 0 LA M f = なるようにミセル化した P A を含む培地を

加え ､ 1 5 分後(L a n e 1) , あるいは 直後(L a n e 2) l = 液体窒素で凍結した｡ 凍結細胞培養液から発現タン′iク

耳を Ni - N T A アガE) - ス レジンによってアフィニチイ 一 回収した後 .
P h o s - T a g S D S

- P A G E を行っ た｡ S A P KI 0

と P A の結合による移動度シフトを ● で示した｡
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P h o s ･ T ag
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園 1 0 S A P K のリン脂質結合特異性

(A) S A P K との結合アツセイ( = 用いたリン脂質の名称と構造 ｡

( B) S A P K 2 -d H A - His あるい は S A P K I 0 - d H A I Hi s をプロトプラストで発現させ , 培養液を未処理のまま液体窒

素で凍結させた後 , タン/ くク質を抽出し､ 終濃度が 5 0 0 LJ M になるようにミセル化した P A あるいはその 他のリン

脂質を加え 1 5 分nZI 氷上でインキ ュベ ー

卜した｡ コ ントロ ー

ル ( C) はリン脂質を加えないインキ ュベ
-

ション ｡ イン

キ ュベ ー

ション後､ 発現タンパク質を N i - N T A アガ ロ ー スレジンによっ てアフィ ニ チイ
一

回収し､ 通常の S D S -

P A G E (S D S - P A G E) およぴ P h o s - T ag S D S - P A G E ( P h o s - T a g) ( = か けイムノブロ ット解析を行った｡ P A 処理

( = よる移動度シフトを ★ で示した .
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園 11 P h o s - T a g S D S
- P A G E 上 の移動度シフトでみ た P A 結合のタンパク質特異性

d H A - Hi s タグを付加した各発現プラスミドをエレクトE) ボレ - ションによりプロトプラストに導入し, 終,
L

3t 度が 50 D

LJ M になるようにミセル化した P A を含む( +) あるいは含まない (
-) 培地を加えた後 ､ すぐに液体窒素で凍結した｡

発現タン/くク苦を Ni - N T A アガロ
ー

スレジンによってアフィニティ - 回収した後, P h o s - T ag S D S
･ P A G E (P h o s -

T ag) および発現したタンパク箕を確認するためのイムノブE) ツト解析(S D S
- P A G E) を行 った｡ P A 処理によって

移動度がシフトしたバンドを * で示した｡
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( A)
A 2 8 5 M 3 6 2

3 1 7 3 2 1

I P A L

( B)

W T C o l

P A - + - +

● ●

- * -

■■■l l ■
■ヽ

P h o s I T a g

S D S - P A G E

3 5 7 3 6 2

園 1 2 S A P K I O C 末端側酸性アミノ酸領域欠失の P A 結合 へ の 影響

(A) C 末端欠失 S A P KI O ( C D l ) の C 末端側アミノ酸配列｡

(B) d H A I Hi s タグを付加した S A P K I O あるい は C D l をプロトプラストで発現させ , 終濃度が 5 0 0 LJ M になるよ

うにミセル 化した P A を含む( +) あるい は含まない (う R 2 P 培地を加えた後 ､ すぐに液体窒素で凍結した｡ 発現

タン′iク貫を Ni - N T A アガロ - ス レジンによっ てアフィ ニ ティ ー 回収した後､ 通常の S D S - P A G E (S D S - P A G E)
およぴ P h o s - T a g S D S

- P A G E (P h o s - T a g) にか けイムノブロ ット解析を行っ た｡ P A 処 矧 こよっ て移動度がシフ

トしたバンドを ● で示した｡
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園 1 3 P A による S A P K 2 自己リン酸化活性の促進

(A) 終漉度が 1 0 0 LJ M になるようにミセル化した P A を含む( +) Kj n a s e b ufFe r あるい は含手ない ( -) Kj n a s e

b u fFe r 中で S A P K 2 W T およぴ M B P をそれぞれ 20 0 ng 加え､ γ
3 2p - A T P と共に 3 0 ℃ で 15 分Ⅶあるいは

1 2 0 分間インキュ ベ -

卜した｡ 反応後, S D S - P A G E で分画し, C B B 染色を行っ た後 , IP プレ ー トに露光した｡

基質を含まずに同様の処理をした自己リン酸化反応も行った｡ 上に IP 僚(l P i m a g e) ､ 下に C B B 染色健( C B B

st ai n) を示した ｡ I
-

は S A P K 2 W T ､ ー は M B P の位置を示す｡

( B) 1 m M C a
2 ' 存在下 ( +) あるい は非存在下 (

-) ､ か つ 1 0 0 p M P A 存在下 ( +) あるい は非存在下 (
-) で 2 0 0

n 9 の S A P K 2 W T を r
32 p - A T P と共に 3 O ℃ で 1 5 I

60 あるい は1 2 0 分間インキ ュベ ー 卜した｡ 反応後(A) と

同様の操作を行った ｡ 上にIP 偉 (IP im ag e) ､
下l = C B B (C B B st ai n) 染色像を示した｡
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園 1 4 S A P K 2 自己リン 酸化促進作用は P A 特異的ではない

1 m M C a 2
' 存在下 ( +) あるいは非存在下 ( -) において . 終濃度が 1 0 0 LJ M になるようにミセル化した各リン脂

質を含む Kin a s e b ufre r あるいはリン脂箕を含まない Kjn a s e b uff e r に 2 0 0 ng の S A P K 2 W T を加え､ r
3 2
p -

A T P と共に 3 0 ℃ で 1 時間インキ ュベ ー 卜した｡ 反応後 ､ 図 1 4 (A) と同様の解析を行っ た｡ 上にI P 偉(lP

i m a g e) ､
下 に C B B 染色像( C B B st a 机) を示した ｡
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園 1 5 S A P K 2 自己リン酸化はアクティぺ - ションル ー プ内でも起き､ そのリン酸化は P A に

よっ て促進される

1 m M C a 2
+

存在下 ( +) あるいは非存在下 ( -) において ､ 終浪度が 1 00 p M になるようにミセル化した P A を含

む( +) Kjn a s e b ufre r あるい は P A を含まない ( -) Kjn a s e b uff e r 中に酵素として S A P K 2 0 N T) ､ 基質として

Tr x - S A P K 2 K IA 汀rx - K J A) あるい は T rx - S A P K 2 KIA - 7 S /N (T IT -7 S/N) をそれぞれ 2 0 0 ng 加え､ r
3 2 p IA T P

と共に 3 0 ℃ で 1 時間インキュ ベ ー

卜した｡ 反応後 ､ 園 1 4 (A) と同様の解析を行った｡ 上に IP 健(lP i m a g e) .

下 に C B B 染色像( C B B st ai n) を示した｡ ■
-

は S A P K 2 W T ､
■一 は T rx ･KIA または T rx - 7 S / N の位置を

示す｡
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図 1 6 S A P K 2 アクティぺ - ション ル ー プ内の S e r1 5 8 は自己リン酸化されない

終濃度が 1 0 0 p M になるようにミセル 化した P A を含む( +) Ki n a s e b uff e r あるい は含まない ( -) Kin a s e b uff e r

中に酵素として S A P K 2 W T ､ 基質として T I7( - S A P K 2 K IA 汀rx - K IA) あるいは T r x - S A P K 2 K /A - 7 S/ N ( T r x -

7 S IN) をそれぞれ 1 p g 加え, 非凍識 A T P と共に 3 0 ℃ で 1 時間インキュ ベ
ー 卜した｡ 反応後 S D S I P A G E で

分画し､ 抗 S A P K - リン酸化抗体を用いたイムノブロ ット解析を行っ た( A nti - S A P 杓 ｡ また同様に S D S - P A G E を

行い C B B 染色した｡ 上 にイムノブロ ット解析の結果､ 下 に C B B 染色像を示したo
-

■ は S A P K 2 W T
､
- I

は T Ⅸ ･ K 仇 または T ∝ - 7 S/N を示す｡
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S A P K 2 VV T

S A P K 2 K/ A

( B)

S A P K 2 JU A - 7 SIN

A T P btr[d h 8 S托e

+
K 3 3 A
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K3 3 A

+
7 S / N
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A ctj v atio n l o o p

付図1 S A P K 2 および変異体 S A P K 2 の発現 ベクタ
ー

i
A

l ､.覧芸霊監芸二認諾霊芝諾
p

I
D E

.

S

{
-

GT:.e
"

LZ,
9

誌o
G

S
e

F77s
y

*

.

/

i3i
i

諾
L

L
T

u
_
T D? 7

b
_

ゼサイトを示す｡

( B) 野生型 S A P K 2 (S A P K 2 W T) および変異型 S A P K 2 ( S A P K 2 K IA およぴ s A P K 2 K /A
-7 S /N ) の アクティベ

ションル
ー プのアミノ鼓配列 ｡ S A P K 2 K /A は A T P 結合部他に位正する 3 3 辛目のリジンをアラニ ンに丘換した

もの ｡ S A P K 2 K /A -7 S 爪 はさらにアクティベ ー ション ル ー プ中の 全てのセリンおよぴス レオ ニ ンをア スパラギン[ =

置換したもの .
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a n d A s s m a n n

,
S . M .

(2 0 0 2) . M o d u[a tj o n of a n R N A -bin di n g p ro tei n b y a b s cisi c
- a cid - a cti v at e d p r ot ei n

kin a s e . N a tu re 4 1 8
,
7 9 3 -7 9 7 .

Li
,
J .

,
W a n g , X . Q . , W a ts o n , M . B . , a n d A s s m a n n , S . M . (2 0 0 0) . R e g ul atio n of a b s cisi c

a cid -in d u c e d st o m ata( cl o s u re a n d a ni o n ch a n n els b y g u a rd c e" A A P K kin a s e .

S cie n c e 2 8 7 , 3 0 0 - 3 0 3 .

Li u
,
X .

,
Y u e

,
Y .

,
Li
,
B .

,
N i e

,
Y .
,
Li
,
W .

,
W u

,
W . H .

,
a n d M a

,
L . (2 0 0 7) . A G p r ot ein

- c o u ple d

r e c e p to r is a pla s m a m e m b ra n e re c e p to r f o r th e pla nt h o r m o n e a b s cisi c a cid . S ci e n c e

3 1 5
,
1 7 1 2 -1 7 1 6 .

M a e d a
,
T , W u ｢gl e トM u rp h y , S . M . , a n d S aito , H . (1 9 9 4) . A t w o - c o m p o n e n t Sy Ste m th at

r e g u) ate s a n o s m o s e n s ln g M A P kin a s e c a s c a d e i n y e a st . N at u r e 3 6 9
,
2 4 2 -2 4 5 ,

M ik o[aj c zy k , M . , A w o t u n d e , 0 . S . , M u s zy n s k a , G . , KIe s sig , D . F . , a n d D o b r o w o)s k a , G ･

(2 0 0 0) . O s m o tic s tr e s s in d u c e s r a pid a cti v ati o n of a s ali cyli c a cid
-i n d u c e d p r ot ein

kin a s e a n d a h o m olo g o f p ro tei n ki n a s e A S K l i n to b a c c o c eII s . P la nt C el[ 1 2 , 1 6 5 - 1 7 8 .

M o n k s
,
D . E .

,
A g h o r a m , K .

,
C o u n n e y , P . D .

,
D e W aJd

,
D . B .

,
a n d D e w e y , R . (2 0 0 1) .

H y p e r o s m otic s tr e s s i n d u c e s th e r a pid p h o s p h o ryl ati o n of a s oy b e a n

p h o sp h atidyli n o sit o] tr a n s fe r p r otein h o m oJ o g th ro u g h a cti v ati o n of th e p r otei n kin a s e s

S P K l a n d S P K 2 . Pl a n t C e‖1 3
,
1 2 0 5 -1 2 1 9 .

M u n nik
,
T .
,
Ligt e ri n k , W .

,
M e s ki e n e

,
I .
,
C ald e ri ni

,
0 .

,
B e y e rly , J .

,
M u s g ra v e , A .

,
a n d Hid

,

H . (1 9 9 9) . D is ti n ct o s m o - s e n si n g p r otei n kin a s e p ath w a y s a re in v olv e d i n sig n a"in g

m o d e r ate a n d s e v e r e h y p e r
-

o s m oti c s tr e s s . pl a n t J . 2 0
,
3 8 1 -3 8 8 .

M u n nik , T .

,
M eij e r, H . J . G .

,
t e r Rj e t

,
B .

,
Hid

,
H .

,
F r a n k

,
W .

,
B a n el s

,
D .

,
a n d M u s g ra v e , A .

(2 0 0 0) . H y p e r o s m oti c st re s s sti m ul a te s p h o s p h o[ip a s e D a c ti vity a n d ele v a te s th e
le v e( s of p h o s p h atidic a cid a n d dia c ylgly c e r ol p y r o p h o s p h a te . Pla nt J . 2 2

,
1 4 7 -1 5 4 .

M u stiHi
,
A . C .

,
M e rl ot

,
S .

,
V a v a s s e u r

,
A .

,
F e n zi

,
F .
,
a n d Gira u d a t

,
J . (2 0 0 2) . A r a bid o p si s

O S T I p rot ein ki n a s e m e dia te s th e r e g ul atio n of st o m atar a p e n u r e by a b s cjsi c a cid

a n d a cts up s tr e a m of r e a cti v e o xy g e n s p e ci e s p r o d u cti o n . pla nt C ell 1 4
,
3 0 8 9 -3 0 9 9 .

N ole n
,
B . ,
T ayr o r, S .

,
a n d G h o s h

,
a (2 0 0 4) . R e g ul a ti o n of p ro tei n ki n a s e s; c o ntr ollin g

a cti vity th r o u g h a cti v ati o n s eg m e nt c o nf o r m ati o n . M oI . C ell 1 5
,
6 6 1 16 7 5 .

P a rk
.
Y . S . , H o n g , S . W .

, O h , S . A .

,
K w a k

,
J . M .

,
L e e

,
H . H . , a n d N a m , H . G , ( 1 9 9 3) . T w o

p u tati v e p r ot ei n kin a s e s fr o m A ra bid o p sis th ali a n a c o n tai n hig hly a cidi c d o m ai n s .

P l a nt M o =∋i o1 2 2 , 6 1 5 -6 2 4 .
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Pi c a [
7
C ･

7
W e st e rg r e n ･ T .

I
D o v e ･ S ･ K ･ ･ L a rs s o n , C ･ ･ a n d S o m m

.

a h n
･
M ･ (1 9 9 9) ･ S alinity

a n d h y p e r o s m o ti c st re s s in d u c e r a pid in c r e a s e s Jn P h o s p h atid yJj n o sit oI

4
,
5 - bis p h o s p h a te , di a cyrg(y c e r or p y r o p h o sp h a te , a n d p h o s p h atid yJ c h olin e in

A ra bid o p sis th a[ia n a c ells . J . Bi ol . C h e m . 2 7 4
,
3 8 2 3 2 - 3 8 2 4 0 .

Pi e r c e
,
K . L .

,
P r e m o nt

,
R . T , a n d L efk o w^tz , R . J . (2 0 0 2) . S e v e n -tra n s m e m b r a n e

re c e pt o r s . N at . R e v . M ol . C e] = ∋io L 9 , 6 3 9 16 5 0 .

R eis e r, V . , R ain , D . C . , a n d S ait o , H . (2 0 0 3) . Y e a st o s m o s e n s o r Sl n l a n d pla nt c yt o ki ni n
r e c e pt o r C r e l re s p o n d t o c h a n g e s i n t u rg o r p r e s s u re . J . C e " Bj o[ . 1 61

,
1 0 3 5 11 0 4 0 .

R o m eis , T . , L u d wig , A . A .

,
M a rti n

,
R .

,
a n d J o n e s

,
J . D . G . (2 0 0 1) . C alci u m - d e p e n d e nt

p r ot ein kin a s e s pl a y a n e s s e ntial r ol e i n a pla nt d ef e n s e re s p o n s e . E M B O J . 2 0 ,

5 5 5 6 -5 5 6 7 .

S h e n
,
Q .

,
G o m e z - C a d e n a s

,
A .

,
Z h a n g , P .

,
W alk e r - Si m m o n s

,
M . K .

,
S h e e n

,
J .

,
a n d H o

,
T .

H . (2 0 0 1) . D is s e ctio n of a b s cisic a cid sig n al tr a n s d u ctio n p ath w a y s in b a rl ey ale u r o n e

la y e rs . Pl a nt M or . BioJ . 4 7
,
4 3 7 -4 4 8 .

T e s te rin k
,
C .

,
D e k k e r

,
H . L .

,
Li m

,
Z . Y .

,
J o h n s

,
M . K .

,
H ol m e s

,
A . B .

,
K o st e r

,
C . G .

,

Ktjst a kis
,
N . T .

,
a n d M u n nik

,
T (2 0 0 4) . 1s o] ati o n a n d id e ntn c atj o n of p h o s p h atidi c a cid

t a ｢g et s 什o m pla nt s . Pla n t J . 3 9
,
5 2 7 -5 3 6 .

T s u n o d a
,
Y .

,
S a k ai

,
N .

,
Kik u c hi

,
K .

,
K at o h

,
S .

,
A k a gi, K .

,
M i u r a - O h n u m a

,
J .

,
T a s hir o , Y . ,

M u r a ta
,
K .

,
S hib uy a , N .

,
a n d K at o h

,
E . (2 0 0 5) . I m p r o vi n g e x p r e s si o n a n d s ol u bility of

ri c e p r ot ein s p r o d u c e d a s f u si o n p rot ei n s i n E s c h e ric hi a c o[i . P r otein E x p r. P u rif . 4 2 ,
2 6 8 -2 7 7 .

U r a o
,
T .
,
Y a k u b o v

,
B .

,
S a to h

,
R ,

,
Y a m a g u c hi

- S hin o z a ki
,
K .

,
S e ki

,
M .

,
H ir a y a m a , T . , a n d

S hin o z a ki, K . (1 9 9 9) . A tr a n s m e m b r a n e h y b rid -ty p e his tidin e ki n a s e in A r a bid o p sis

f u n ctio n s a s a n o s m o s e n s o r . PJ a n t C e)1 ll
,
1 7 4 3 -1 7 5 4 .

W a n g , X . (1 9 9 9) . T h e r ol e of p h o s p h o(ip a s e D i n sig n ali n g c a s c a d e s . P hy siol . 1 2 0 ,

6 4 5 - 6 5 2 .

W a n g , X . (2 0 0 2) . P h o s p h olip a s e D in h o r m o n al a n d s tr e s s sig n alin g . C u rr . O pin . Pl a nt

Bi ol . 5
,
4 0 8 ■1 4 .

W a n g , X .

,
D e v ai a h

, S . P .
,
Z h a n g , W .

,
a n d W e[ti

,
R . (2 0 0 6) . Sig n alin g f u n ctio n s of

p h o s p h atidi c a cid . P r o g . Lip d R e s . 4 5
,
2 5 0 -2 7 8 .

Xi o n g , L .

, S c h u m a k e r, K . S . ,
a n d Z h u

, J . K . (2 0 0 2) . C eH sig n alin g d u ri n g c old , d r o u g ht ,

a n d s alt str e s s . pl a n t C e" 1 4 ( S u p pl) , S 1 6 5 -1 8 3 .

Xi o n g , L a n d Z h u , J . K . (2 0 0 2) . M o) e c u[ a r a n d g e n eti c a s p e cts of pl a nt re s p o n s e s t o

o s m otic str e s s . P( a nt C ell E n viro n . 2 5
,
1 3 1 -1 3 9 .

Y o s hid a , R . , H o b o , T , lc hi m u r a , K .

,
M iz o g u c hi , T .

,
T a k a h a s hi

,
F .
,
A r o n s o

,
J .

,
E c k e r

,
J . R .

,

a n d S hin o z a ki
,
K . ( 2 0 0 2) . A B A

- a cti v ate d S n R K 2 p ro tein kin a s e is r e q uir e d f o r

d e h y d rati o n stre s s sjg n ari n g i n A r a bid o p s fS . Pl a n t C e " P h y sio L 4 3 , 1 4 7 3
-1 4 8 3 .

Y o s hid a
,
R .

, U m e z a w a . T .

,
M iz o g u c hi , T .

,
T a k a h a s hi

,
S .

,
T a k a h a s hi

,
F .
,
a n d S hin o z a ki

,
K .

(2 0 0 6) . T h e r e g ul ato ry d o m ai n o f S R K 2 E / O S T l /S n R K 2 .6 int e r a cts with A B ll a n d

int e g r at e s a b s cisic a cid ( A B A) a n d o s m oti c str e s s sig n als c o ntr o)lin g s to m a taJ cl o s u r e

in A r a bid o p sts . J . Bi ol . C h e m . 2 8 1 , 5 3 1 0 -5 3 1 8 .

Z h a n g , S .

,
a n d Kl e s sig , D . F . (1 9 9 8) . T h e t o b a c c o w o u n di n g - a ctiv a te d m it o g e n

- a ctiv at e d

p r o tei n kin a s e is e n c o d e d b y S J P K . P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A . 9 5
,
7 2 2 5 -7 2 3 0 .

Z h a n g , W . , Qi n , C . , Z h a o , J . ,
a n d W a n g , X . (2 0 0 4) . P h o s p h olip a s e D alp h a 1 -d e n v e d

p h o s p h atidic a cid in te r a cts w ith A BII p h o sp h at a s e 2 C a n d re g ula te s a b s ci si c a cid

sig n alin g . P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A . 1 0 1 , 9 5 0 8 19 51 3
.

Z h a n g , W .

,
W a n g , C .

, Qin , C .

,
W o o d

,
T .
,
Ola fs d ottir

,
G .

,
W elti

,
R .

,
a n d W a n g , X . ( 2 0 0 3) .
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T h e ole ate -

s ti m ul at e d p h o s p h olip a s e D , P L D d eJta , a n d p h o s p h atidi c a cid d e c r e a s e
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Z h u
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要約

S N Fl イel a te d p ro tei n kin a s e 2 ( S n R K 2) ファミリ
ー

のプロテインキナ ー ゼ群に属するプロテ

インキナ
ー ゼは. 植物において ､ 高浸透圧ストレスやストレス ホルモンとして知られているアブ

シジン酸( A B A ) により活性化される｡ これらの プロテインキナ ー ゼが高浸透圧ストレス や A B A

応答におけるシグナル伝達において中心 的な役割を果たしていることを示唆する報告が相次

いで いる｡ しかし､ これらのプロテインキナ ー ゼを介するシグナル伝達経路の下流応答や活性

化に関わる上流因子に つ いての知見は未だに乏しい ｡ 本研究では, イネ S n R K 2 プロテインキ

ナ
ー

ゼの 上流因子に関する知見を深めることを目的とし､ まず S A P K 2 のリン酸化部位の 同定

を行い ､ S e r1 5 0 ､ S e r1 5 4 およぴS e r1 5 8 が高浸透圧ストレス によっ てリン酸化されることを示し

た｡ 上流因子の探索において は､ スタウロ スポリンの 感受性が低く､ C a 2 + 依存的な S A P K 2 を

リン 酸化するプロテインキナ ー ゼの存在を見いだし､ 3 量体 G タン パク質が A B A によるS A P K

の 活性を負に制御して いる可能性を示唆した｡ さらに ､ フォスファチジン 酸は S A P K の 活性に

は直接関与しない特異的な結合をし, その結合が生物学的意味を有して いる可能性を示した ｡

また , プ ロ テ イン キ ナ
- ゼ の リン 酸化状態を検出するため の 技術 である P h o s -T a g

S D S - P A G E は ､ タン パク質の特異的なフォスファチジン酸 へ の 結合を検出するための新たな

手法となることが期待された｡
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