
第2章

p125に よ るPI 3-kinase活 性 化 機 構 と

p125の 細 胞 内 局在 制御 機 構 の解 析

＜緒言＞

前 章で述 べた よ うにp125は 、YXXMモ チ ー フを有す るタ ンパ ク質 で、 そ のチ ロシ ン リ

ン酸 化 量 とp85と の結 合が 良 く相 関す る こ とが 明 らか とな って いた。 一般 に、p85に2つ

存在 す るSH2ド メイ ンの うちN末 端側 の ドメイ ンが アダ プター分 子 のチ ロシ ン リン酸 化 さ

れ たYXXMモ チ ー フを認 識 す る こ とに よ り結合 す る と考 え られ て い る(Sarmay et al.,

2006;Songyang et al.,1993)。 した が って 、p125も 何 らかのチ ロシ ンキナ ーゼ によ り

YXXMモ チー フが チ ロ シン リン酸化 され 、 これ を認識 してp85と の結 合が起 こる と予想 さ

れた 。

既 知 のYXXMモ チー フ を リン酸化 す るチ ロ シンキナ ーゼ は アダ プター分子 と刺 激 によ っ

て 異な る。FRTL-5細 胞 では、cAMP経 路 を長 時間刺 激す る と、poly [Glu:Tyr](4:1)を 基

質 に用 いた実 験 によ りチ ロシ ンキナ ーゼ活 性 が上 昇、特 にSrc peptideを 基質 に用 いた 実験

に よ りSrc familyの キ ナーゼ 活性 が 亢進 して い る ことが 、 これ まで に明 らか にな って いる

(根 建 博士 論 文,2000)。 またp125の 配列 中 には、Src familyキ ナ ーゼ が持つSH3ド メイ

ンが 結合 す るProline-richモ チ ー フ と、Srcに よ ってチ ロシ ン リン酸化 され る と予想 され

るチ ロシ ン残 基 も存在 して いる(Roskoski,2004)。

そ こで本章 で はSrc familyの キナ ーゼ を阻 害す る薬剤PP1とPP2(Chong et al.,2005)

を用 いてp125の チ ロ シ ン リン酸化 とp85と の結 合へ の影 響 を調べ 、p125を リン酸化す る

チ ロ シ ンキナ ーゼ の種 類 を推定 した。次 に、p125の 部 分 欠失変 異体 を用 いて チ ロシ ン リン
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酸化されることによ りp85と 結合す る領域の検討を進めた。更にp125の チロシンリン酸化、

p85と の結合 によるPI 3-kinaseの 活性化が細胞内のどの部位で起 こるのか明 らかにす るた

めに、p125の 免疫染色 を行った。p125がF-actinと 共局在することが明 らか となったため、

actin重 合阻害剤を用 いてp125とF-actinが 共局在できな くなった際にp125の 細胞内局在

とチ ロシンリン酸化、p85と の結合が どう変化するのかを解析 した。更に、p125欠 失変異

体の細胞内局在を免疫染色することによってp125の 細胞内局在 に必要な領域 を調べた。
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〈結果〉

第1節p125を チ ロ シ ン リ ン酸 化 す る キ ナ ー ゼ の 検 討

Src familyキ ナ ーゼ 阻害 剤がp125の チ ロシ ン リン酸 化 、p125とp85の 結合 に及ぼ す 影響

p125を チ ロシ ン リン酸化 す るキナー ゼ がSrc familyキ ナー ゼか どうか検討 す るため 、静

止 期 同調 培養 後 のFRTL5細 胞 をBt2cAMPを 含 む培 地で24時 間処 理す る際 に様 々な濃 度

のSrcfamilyキ ナー ゼ 阻害剤PP1あ る いはPP2で 処 理 した。p125の タ ンパ ク量 は阻害剤

処 理 で変 化 しな か った が 、PP1とPP2共 に3μMで 処理 した 時 に、p125の チ ロシ ン リン

酸 化 が抑 制 され た 。 同時 にp125と 共免 疫沈 降す るp85量 も減少 した(Fig .2-1)。

Srcに よ ってチ ロシ ン リン酸 ヒされ た125と85の 結 合

内在性p125が 発現 して いな い293T細 胞 にFlagタ グを融 合 したp125を 発現 させ 、

Flag-p125の チ ロシ ン リン酸化 とp125とp85の 結 合 を検 討 した 。Flag-p125を 単独 で 発現

した細 胞 と比 較 して 、チ ロシ ンキ ナー ゼSrcを 同時 に発現 す る と強 くチ ロシ ン リン酸化 さ

れ(Fig.2-2A)、Srcを 発現 した 場合 にのみFlag-p125とp85の 結合 が観 察 された 。そ こ

で、Flag-p125免 疫 沈 降物 に含 まれ るPI3-kinase活 性 を測 定 した ところ、Srcを 同時 に導

入 した 時 にの み 高い活性 が 確認 され た(Fig.2-2B)。

第2節p125の チ ロ シ ン リ ン酸 化 部 位 とp85と の 結 合 領 域 の 決 定

まずp125の 種 々の領 域 を欠 失 した変 異体 を6種 類 作製 し、このN末 端側 にFlagタ グ を

融合 して、293T細 胞 にSrcと 共 発現 させ た。 一晩培養 後 、抗Flag抗 体 を用 いて 免疫沈 降

を行 い、Flag融 合 タ ンパ ク質の チ ロ シン リン酸化 、p85と の共沈 降 を検 討 した(Fig .2-3)。

ア ミ ノ酸 残基1-510の 部 分 と、184-843の 部分 との融 合タ ンパ ク質が 強 くチ ロ シン リン酸化

された 。1-185の 部分 はチ ロ シン リン酸化 され るが 、他 の変 異体 と比 較 して リン酸化 され る

度 合 いが低 か った。p85は 、1-510の 部 分 と1-185の 部 分 に共沈 降が確 認 され た。 これ らの

結 果 をTable2-1に ま とめた 。

第3節p125の 細 胞 内 局 在 の 解 析

内在性p125の 局在 部位

Bt2cAMPを 加 え る、あ るいは加 え な い培 地 でFRTL-5細 胞 を24時 間培養 して 、抗p125

抗体 を用 いた 免疫 染色 を行 った。この際抗 原 と して用 いた ペ プチ ドを抗p125抗 体 に予め 加

え て反 応 させ 、 中和 した 抗体 をネ ガテ ィブ コ ン トロール と した。 同時 にPhalloidin-TRITC

を用 いてF-actinを 染 色 した(Fig.2-4)。p125は 細胞 質 に存 在 した が、stress fiberと 細胞
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膜 直下 のF.actinと の共 局在 が観 察 され た 。stress fiberはBt2cAMP処 理 に応答 して形成

されて いた。Bt2cAMP処 理 を しな い細胞 で はp125の 発現 量が 低 いた め蛍光 強度 が非 常 に

弱 いが 、Bt2cAMP処 理 を した 細胞 と同様F-actinと 共 局在 が確 認 された 。 ネ ガテ ィブ コ ン

トロー ルで はBt2cAMP処 理 を しな い細胞 よ りも蛍 光 強度 が弱 く、また特 定 の局在 を示 さな

かった 。

F-actin重 合 阻害剤 がp125の 細胞 内 局在 とp125の チ ロシ ン リン椴 化 、p125とp85の 結合

に及 ぼす 影響

p125とF-actinと の共 局在 が 観察 された た め、actinの 重合阻害 剤latrunculin B処 理 し

た 際 にp125の 細胞 内 局在 が どの よ うに変化 す るか調 べた 。FRTL-5細 胞 を24時 間Bt2cAMP

とlatrunculin Bを 加 えた培 地で培養 し、抗p125抗 体 とPhalloidin-TRITCを 用 いて 免疫

染 色 を行 った(Fig.2-5A)。latrunculin B添 加 は、 細胞 の形態 を球 形 に変化 させ た 。 同時

にF-actinの 量は 大き く減少 、細 胞膜 直下 にわ ず か に存在 した他 は 正常 な構 造 を示 さず 、

stressfiberが 観察 され な くな った 。p125は 検 出 され うるF-actinと 共 局在 した が、大部 分

は細胞 質 に一様 に存在 した 。

この条件 下で のp125チ ロ シ ン リン酸化 お よびp85と の結合 を調 べた(Fig.2-5B)。p125

のチ ロ シ ンリン酸 化 は添加 したlatrunculin Bの 濃 度依 存 的 に抑 制 され 、同 時 にp125と 結

合 したp85量 も減 少 した。 この際latrunculin B処 理 はp125タ ンパ ク量 をわず か に減少 さ

せ た。

第4節p125が 特 徴 的 な 細 胞 内 局 在 を 示 す た め に 必 要 な 領 域 の 決 定

N末 端 側 にmycタ グを融合 した 、p125の ア ミ ノ酸残 基1-185の 部分 と、654-843の 部分

をFRTL-5細 胞 に 発 現 し た 後 、Bt2cAMPを 加 え た 培 地 で 培 養 し 、 抗myc抗 体 と

Phalloidin-TRITCを 用 いて 免疫 染色 を行 った(Fig.2-6)。mycタ グ を融 合 した全 長p125

は、内在 性p125と 同 じ局在 を示 した。一方 ア ミノ酸 残基654-843の 部分 を発現 させ た場 合

は全長p125と 同様 に細胞 膜直 下でF-actinと 共 局在 した が、1-185の 部分 との融合 タ ンパ

ク質 は細胞 質 に一様 に存在 し、F-actinと 共 局在 を示 さな か った 。
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〈考察〉

p125チ ロ シ ン リ ン醸 化 酵 素 の 検 討

p85と ア ダ プター分 子 の結 合 はア ダプ ター分子 のYXXMモ チ ー フのチ ロシン リン酸化 を

p85が 認 識す るた め に起 こる。Fig.1-3A、Fig.2-1のp125の チ ロシン リ ン酸化 量 とよ く対

応 してp125とp85が 結 合 す る結果 は 、p125が 他 の ア ダプ ター分子 と同様 第1章 で 示 した

YXXMモ チー フでp85と 結 合 して いる こ とを示 唆 して い る。 本章 で はまずYXXMモ チ ー

フをチ ロシ ン リン酸化す るキナ ーゼ と してSrcfamilyキ ナ ーゼ に着 目 し、 この 阻害 剤 と し

て 知 られ て いるPP1とPP2を 用 いて検 討 した。これ まで にSrc familyキ ナー ゼ はSrc、Fyn、

Lyn、Yes、Lck、Hck、Blk、Fgrの8種 の分子 が報 告 され て いる(Boggon and Eck ,2004)。

これ らの分 子 の うち、PP1がin vitroリ ン酸化 反応 を 半分 に抑制す る 半量 阻害濃度 が 、Lck

とFynに 対 して10nM以 下 、Hckに 対 して20nM、Srcに 対 して170nMで あ る ことが報

告 され て いる。一方PP2のin vitroリ ン酸 化反 応 に対 す る 半量阻害 濃度 はFyn、Lck、Hck

に対 して10nM以 下 であ り、Srcを 抑制 しな い(Chong et al-, 2005; Hanke et al., 1996)。

そ こでそ れぞ れ0.3μMを 加 えて培 養 を行 ったが 、p125の チ ロシ ン リン酸化 は一 部抑 制 さ

れ た(Fig.2-1)。 細 胞培 養 に加 え るPP1、PP2の 濃 度 は細 胞種 や実 験条 件 によ り異な る こ

と、細 胞 内 へ浸 透 して作 用 す る効 率が 明 らか で はな い こ とか ら(Ishizawar et al., 2004;

Thamilselvan et al., 2004; Yeh et al., 2004)、 更 に検 討 が必 要だが 、Src、Fyn、Lck、Hck

はp125を チ ロシ ン リン酸化 す るキナ ーゼ で はな い と考 えた 。 この場合PP1とPP2が 作 用

しな いSrc family分 子 のLynやYesがp125の チ ロシ ン リン酸化 キ ナーゼ の 可能性 が ある。

Lynに つ いて は活 性化 によ って アダ プター分 子 がチ ロ シ ン リン酸化 され 、p85と 結 合す る報

告 もあ り(Dombrosky-Ferlan and Corey, 1997; Kuruvilla et al., 1994)、 一 つの候 補 であ

る。

p125の チ ロシ ン リ ン酸 化 とPI3-kinaseの 関 係

293T細 胞 にp125の み を強 制発現 させ た 場合 、cAMPア ナ ログや血 清存 在下 で培養 して

もチ ロ シ ン リン酸化 が ほ とん ど起 きなか った(data not shown)。 これ はp125を チ ロシ ン

リン酸化 す る機 構 が存在 しな いた め と考 え られ る。一方Srcを 強制発現 させ る と、p125が

チ ロシ ン リン酸 化 され 、p85と の結 合が観 察 された(Fig.2-2A)。 この理 由 と して は、GFP

タ グ を融合 したp125を293T細 胞 に強制 発現 させ る とGFP-p125の 細胞 内 局在 は細胞 質全

体 に存在 す るた め(data not shown)、p125が 強制 発現 したSrcと 相 互作 用 し、 活性化 す

るた め と考 え られ る。Fig.2-1の 結 果 と併 せて考 える と、p125の 内在性 チ ロシ ンキナ ーゼ

はSrcfamilyキ ナー ゼ分 子 であ る可能 性が 高 い。免疫 沈 降物 か らはPI3-kinase活 性 も検
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出 され て お り(Fig.2-2B)、Src familyキ ナーゼ によるp125の チ ロシ ン リン酸 化 はPI

3-kinaseと の結 合 に必 須 であ る と結論 した 。

p125チ ロ シ ン リ ン 酸 化 部位 とp85結 合 部位 の 決 定

p125の 欠失 変 異体 を用 いてチ ロシ ン リン酸 化 部位 とp85結 合部 位 を決定 した(Fig.2-3)。

p125をN末 端側 半分 とC末 端側 半分 に欠失 させ 、 またN末 端 側 と、PHド メイ ン と2つ

のチ ロ シン残 基 、coiled-coilド メイ ンを分 けて機能 解析 で き るよ うに欠失 変 異体 を設 計 した。

p85はp125ア ミノ酸 残基1-185の 部分 に結 合 した。 この 中 にはYXXMモ チ ー フも含 まれ

て い るが、他 のチ ロシン残基 やProline-rich domainがp85と の結合 に関与 しな い ことを示

すた め に も、YXXMの72番 目チ ロシン残基 を、点変 異 させ て同様 の解 析 を早急 に行 う必 要 が

あ る。

p85と 結 合す る部位 を欠 失 した ア ミノ酸 残基184-843部 分 のp125変 異体 が 強 くチ ロ シ ン

リン酸 化 されて いる ことか ら、p85の 結合 とは直接 関係な いチ ロシ ン リン酸 化 も起 こる こと

が明 らか とな った。そ の リン酸化 され るチ ロシ ン残 基の候 補 と して はAEAP-110と の相 同

性 か ら リン酸 化 が予測 され た475番 目、477番 目のチ ロシ ン残 基が 挙 げ られ る。特 に475

番 目のチ ロ シン残基周 囲の 配列YDYVはSrcの チ ロシ ン リン酸 化 モチ ー フYE/D-E/D-Ψ

との類似 性 が高 いが、これ らのチ ロシ ン残 基 を含 む変 異体 の うち 、186-510部 分 の変 異体 は

チ ロシ ン リン酸化 され な い こと も明 らか とな った。

p85が 結合す るp125の ア ミ ノ酸 残基1-185部 分 は、チ ロシ ン リン酸化 が非 常 に弱 か った。

Srcの リン酸化 配列Y-E/D-E/D-Ψ に対 して 、p125のYXXMモ チ ー フの配列 はYIYMで あ

り、配列 の違 いが リン酸化 効率 に影 響 して いる こ とが考 え られ る。Srcと 共 発現 しな けれ ば

この変 異体 はp85と 共 免疫 沈 降 しな か った(data not shown)こ とか ら、この弱 い リン酸化

がp85と の結合 に重 要だ と考 えて い る。

p125の 細 胞内 局 在 と チ ロ シ ンリ ン 酸 化 に 果た す役 割

内在 性p125の 細 胞 内局在 を解 析 した と ころ、p125はF-actinと 共 局在 した(Fig.2-4)。

F-actinに は様 々 な構 造 が存在 し、それ ぞれ 異な る役割 を果 た して いる。細 胞接 着 を基 点 に

伸 長 し、細胞 の進 展 した形態 を維 持 す るstress fiber、 細 胞移 動 に関わ る葉 状仮 足や 糸状 仮

足 、細胞 膜 を裏打 ちす る網 目状 構造 や 、 エ ン ドソー ム を取 り巻 くF-actinな どが存 在す る

(Cabodi et al., 2004; Kaverina et al., 2002)。p125と よ く共 局在 したFactinの 構 造 は

stress fiber(Gloushankova et al., 1997; Small et al ., 1998)と 細 胞膜 直下 の 裏打 ち構 造

(Vadlamudi et al., 2002)で あ った 。cAMP処 理 によ ってstress fiberが 形成 され る こと と

併 せ て考 え る と、F-actinを 足場 タ ンパ ク質 とす る こ とでp125は 細 胞 内局在 を決定 され て

お り、この 局在 がp125を 介 した シグナ ル伝達 に重 要で あ る とい う作 業仮 説 を考 える ことが
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でき る。p125がF-actinと 直接 結合 して いるのか 、あ る いは何 らか のア ダプタ ー分子 を介

して い るのか は、p125の チ ロ シン リン酸 化機 構やp125に よ り活 性化 され たPI3-kinase

経 路 の下 流分 子 を解 明す るため に重 要で あ り、in vitroで のF-actin binding assayを 行 う

必 要が あ る(Ihara et al., 2006; Roof et al., 1997)。

F-actinが 存在 しな い場 合 に内在 性p125の 細 胞 内局在 が どうな る のか、actin重 合阻 害剤

latrunculin Bを 用 いて検 討 した 。F-actinが 大 き く減 少 し、p125は 細胞 質 に一様 に存在 し

た(Fig.2-5A)。 この際 、p125の タ ンパ ク量 はlatrunculin Bに よって ほ とん ど変 化 しな

か った。しか しp125の チ ロシ ン リン酸化 はlatrunculin Bの 濃度 に応 じて 抑制 され 、p125

とp85と の結 合 も同様 に抑制 された(Fig.2-5B)。 この結 果 は、F-actinはp125タ ンパ ク

質合 成 に は必 要 で はな いが、合成 され たp125はF-actinと 結合 す る ことでチ ロシ ンキナ ー

ゼ と反応 、 リン酸化 され 、PI3-kinase活 性 を リクル ー トす る ことが でき る とい う機能 の存

在 を示 して い る。

stress fiberが 結 合 して いる細 胞 接 着 点 はfocaladhesionと 呼 ばれ て お り、 こ こで は

integrinが 細 胞 外基 質 と結合 し、様 々な タ ンパ ク質 と複合体 を形成 して いる。この タ ンパ ク

質 複合 体 の 中 にはEAKやSrc familyチ ロ シンキナ ーゼ が含 まれ てお り(Velling et al.,

2004)、EAKがIA型PI3-kinaseを 活 性化 す る可能 性 も報告 され て いる(Akagi et al.,

2002;Xia et al.,2004)こ とを併せ る とp125はfocal adhesionに 存在 し、Src familyチ ロ

シ ンキ ナ ーゼ によ ってチ ロ シン リン酸化 を受 けてPI3-kinaseを 活性化 す る可能 性 も考 え

られ る。

p125の 細 胞 内 局在 に 必 要 な 領 域 の 決 定

mycタ グを融 合 したp125部 分 欠 失変 異体 を用 いてF-actinと の結 合 に必要 な領域 を検 討

した 。ア ミノ酸 残 基654-853部 分 のみ のp125がp125全 長 と同 じ細 胞 内局在 を示 した結 果

か ら、C末 端 側 のcoiled-coilを 含 む領域 が必 要 であ る ことがわ か った(Fig .2-6)。 一方 、

p125全 長 を導 入 した際 に核 の周 囲 に局在 が観察 され 、654-853部 分 の融 合 タ ンパ ク質 もま

と まって 局在 して いる様 子が 観察 された が 、 これ らの局在 は過 剰 に発 現 した た め に小 胞体

に蓄積 して いる と考え て いる。また 、1-185部 分 は細胞 質 に一様 に存 在 した。塊 状 のF-actin

が観 察 され るが 、 これ は プ ラス ミ ドを導 入 した際 に用 いたDEAE-dextranに よる細胞 毒性

の た め に形態 異常 が現れ て いる と予想 して いる。

本 章 で得 られ た結 果 よ り、p125はcAMP処 理 によ って発 現が 誘導 され 、新 た に合成 され

た タ ンパ ク質 はcoiled-coilド メイ ンを介 してF-actinに 結 合 、そ こでSrcfamilyチ ロ シン

キナ ーゼ によ って ア ミ ノ酸 残基1-185の 部分 にチ ロシ ン リン酸化 を受 け、p85と 結 合、この
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細胞 内局在 にPI3-kinaseの 活 性 を リクル ー トす る と いう機 構 の存 在 が 示唆 され た(Fig.

2-7)。
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Fig.2-1cAMP処 理 に よ っ て 誘 導 され るp125の チ ロシ ン リン 酸 化 とp85と の 結 合

にSrc family kinase阻 書 剤 が 及 ぼ す 影 響

静止期FRTL-5細 胞を1mM Bt2cAMPで 処理する際に、同時 に0.3μM、3μMのSrc family kinase inhibitor
PP1あ るい墜PP2で 処理し、対照として用意 したBt2cAMP処 理しない細胞と共 に24時 間培養

、抗p125抗 体を
用いて免疫 沈降 した。沈降物を細胞抽出液とともに図 に示 した抗 体 を用 いてimmunoblottingし 、得られたバン
ドを定量 した。
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Fig.2-2p125チ ロシ ン リン 酸 化 がp125とp85の 結 合 に 及 ぼ す 影 響

293T細 胞 にFlag-p125とSrc発 現 プラスミドをリン酸 カル シウム 法 にて導 入 した。24時 間
培養後 、細胞 抽出液を調製 し、抗Fla抗 体を用いて免疫沈降 を行 つた。3xFLAG peptide
を用いて溶 出後 、免疫沈降前の抽出一液と共に図に示した抗体を用いでimmunoblottingし

た(A)。(A) と同様 に免疫沈降を行った後、Pl3-khaseassayを 行 った(B)。
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Fig.2-3欠 失 変 異 体 を 用 い たp125の チ ロシ ン リン 酸 化 領 域 とp85結 合 領 域 の 解 析

293T細 胞 にFlag-p125全 長あるいは様 々な欠失変異体 とSrcを発現するプラスミドをリン酸カルシウム法

にて導 入した。24時 間培養後、細胞抽 出液を調製し、抗Flag抗 体 を用いて免疫沈降を行った。3xFLAG

peptideを 用 いて溶出後図に示した抗体を用いてimmunoblottingし た 。得られ た結果を下にまとめた。赤

字 はアミノ酸 残基H85番 目を含んだ変異 体。
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Fig.2-4FRTL-5細 胞 に お け る 内 在 性p125の 細 胞 内 局 在

静 止 期FRTL-5細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含 む 、あ るいは 含 まない培 地 で24時 間 培 養 し、抗p125抗 体 を用 いて免

疫 染色 を行 なった。この 時 抗p125抗 体 と抗 原 ペ プチ ドを予め 反 応 させ て免 疫 染 色 に用 いてネガティブコント

ロ-ル とした。抗 体 反 応 液 にはCanGet Signalを 用 い、二 次 抗 体 の 抗ラビットIgG-FITC抗 体 を反 応させ る時 に
Phalloidin-TRITCを 加 えた。共 焦 点 顕 微 鏡FL-500を 用 いて観 察 を行い 、細 胞 内局 在 の解 析 の ために それ ぞ

れ の 処 理 の 細 胞 は 異 なる感 度 で観 察 を行 った。
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Fig.2-5 FRTL-5細 胞 に お い てactin重 合 阻 害 剤latrunculin Bが 与 え る 影 響

静 止期FRTL-5細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含 む 培 地 に10μM latrunculin Bを 同 時加 えて24時 間培 養 し、

抗p125抗 体 を用 いて免 疫 染 色 を行な った 、抗 体 反応 液 に はCanGet Slgnalを 用 い、二次 抗 体 の 抗 ラ

ビットlgG-FITC抗 体 を反 応 させ る時 にPhalloidin-TRITCを 加 えた.共 焦 点 顕微 鏡FL-500を 用 いて観

察 を行 った(A).

静止 期FRTL-5細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含 む 培 地 に 、1μM、10μMの.atrunculin Bを 同 時 に加 えて、

対照 としてBt2cAMP処 理 しない細 胞 と共 に24時 間 培 養 し、抗p125抗 体 を用 いて免 疫 沈降 した.沈 降

物 を細 胞 抽 出 液 とともに 図 に示 した抗体 を用 いてimmunoblottingし 、得 られ たバ ンドを定 量 した(B)。
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Fig.2-6 FRTL-5細 胞 に お け るmyc-p125欠 失 変 異 体 の 細 胞 内 局 在 の 観 察

FRTL-5細 胞 にmyc-p125全 長 あるいは 二 種 類 の 欠 失 変異 体 を発 現す るプラスミドをDEAE-dextran

法 にて導 入 した 。静 止期 同 調培 養 後1mM Bt2cAMPで 処 理 して24時 間 培養 し、抗mycgE10抗 体 を用

いて免 疫 染色 を行 なった。抗 体 反 応 液 にはCanGet Signalを 用 い 、二次 抗 体 の 抗 マウスIgG-FITC抗

体 を反 応 させ る時 にPhalioidin-TRITCを 加 えた 。共焦 点 顕微 鏡FL-500を 用 いて観 察 を行 った。
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Fig.2-7 p125はC末 端 側 でF-actinと 共 局 在 し 、N末 端 側 の チ ロ シ ン

リン 酸 化 を 介 してp85と 結 合 す る

p125はcoiled-coilド メインを介 してF-actinに 局在 し、そこでSrc familyキ ナー ゼ によって

YXXMモ チー フが チ ロシンリン酸 化 され る。p85がp125の リン酸 化 チ ロシン残 基 を認 繊

してP13-kinaseが 活 性 化 され る。latruncuiin BはF-actinの 形 成を阻 害 するため 、p125

とチロシンキ ナー ゼ は 共局 在 できず 、その結 果p125は チ ロシンリン酸 化 が 抑制 され て

p85と 結 合 できな い 。
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