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序 章

1. 微小管モーター蛋白質 キネシン

微小管は、繊毛・鞭毛の軸糸として、また紡錐体の構成要素として、細胞運動や染

色体の分配に関与している。更に、分泌・エンドサイトーシス・軸索輸送といったよ

うな膜小胞やオルガネラの輸送系にも関与している。このように多くの細胞(内)運

動の基礎をなしており、それを駆動する因子の研究がなされてきた。微小管上で動力

を発生する因子は微小管モーター蛋白質 microtubulemotor proteinと呼ばれるが、

そのうち以前から知られていたダイニン dyneinは繊毛・鞭毛運動に関与するもので

ある(紬糸ダイニン) 1にそれに対して、細胞質中の微小管依存型の運動を駆動する

因子は不明のままであったが、近年、ー速の微小管モーター蛋白質が細胞質中から発

見された。それらは、キネシン kinesin、細胞質ダイニン cytoplasmicdynein、ダイ

ナミン dynaminと呼ばれる蛋白質である 2) 3) 4) 。キネシンは 110~140kD の重鎖 2

偲と 60~80kDの経鎖 2 個とから構成され、微小管上をプラス端方向へ運動する。細

胞質ダイニンは約 500kD の重鎖 2 個とその他 14~120kD の数種のサブユニットから

構成されている複雑な巨大分子であり、紬糸ダイニンと同形の細胞質因子と考えられ

ている。キネシンとは逆に微小管上をマイナス端方向へ運動する。ダイナミンは

100kDの単一のポリペプチドからなる。微小管同士を架橋する性質を持ち、キネシン

やダイニンのように明確な動力発生能は確認されていないが、微小管モーター蛋白質

に特徴的な性質を有しているので、その一種とされている。

微小管モーター蛋白質の運動能は、顕微鏡で直接観察することが可能である 5)。蛋

白質をビーズの表面に付着させてそのビーズをATP存在下微小管上で輸送させたり、

あるいは蛋白質をカバーガラスに付着させておき、そこに微小管と ATPとを加えて

微小管を輸送させ、観察する。キネシンやダイニンはそのようなアッセイによってモ



ーター蛋白質と確認されたものである。更に、微小管モーター蛋白質に共通の性質 6) 

として、 ATPの非存在下で微小管に安定に結合しそれがATPの添加によって解か

れるといったような、 ATP感受性の微小管との結合能を有することが挙げられる。

また、微小管の添加によってATP加水分解の速度が上昇する。これと同様の現象は

アクチンフィラメントとミオシンの系でも知られており、これらの性質はATPの化

学エネルギーの運動エネルギーへの変換に寄与していると考えられる。以下にキネシ

ンに関する知見をまとめる。

キネシンは、最初イカの神経組織において微小管依存型の膝小胞輸送系を駆動する

因子の探索の結果分離された 2)。この研究に先立って、イカの神経軸索媛に加水分解

されないATPのアナログであるAMPPNPを添加すると、膜小飽が微小管上に付

着した状態で輸送が止まる現象が観察されていた 7)。ミオシンや軌糸ダイニンがAM

PPNPの存在下でアクチンフィラメントや微小管に安定に結合する性質を有するこ

とが知られており、このことから、輸送されている小胞には同様の動力を発生するモ

ーター蛋白質が付着していることが推測された。そこで、 AMPPNPの添加によっ

て微小管との結合が引き起こされるという性質を用いて、そのモーター蛋白質の分離

が試みられた。イカの視葉抽出物中で微小管をタキソーノレを用いて重合させ、 ATP

存在下で微小管を遠心分離によって除くと、微小管とともに多くのMAPs ( 

microtubule associated prot巴ins)が溶液中から除かれるが、 ATPに感受性の微小管

結合能を有する蛋白質は溶液中にとどまる。そこにタキソールを用いて重合させた微

小管をAMPPNPとともに添加すると、目的の蛋白質が特異的に微小管に結合し、

更にATPの添加によってそこからその蛋白質を遊離させる。この様な手法にゲル滅

過及び hydroxylapatit巴カラムクロマトグラフィーを組み合わせることによって、

110kDのポリペプチド(重鎖)とそれに付随した 65kD及び 70kDのポリペプチド

(軽鎖)が精製された。この蛋白質はATPの存在下ラテックス・ビーズを微小管上



で一方向に輸送する性質を有することが観察され、その速度は 0.3~0 .5μ mJsec と測

定された。そこでこの蛋白質は細胞質由来の微小管モーター蛋白質と判断され、キネ

シンと命名されるに至った。更に、キネシンを付着させたビーズを単離中心体から重

合させた微小管に加える実験では、ビーズが中心体から離れる方向に輸送されるのが

観察されたので、キネシンは微小管のプラス方向へ運動し、軸索中では ant巴rograde

の輸送(細胞体から軸索の末端方向への輸送)に関与していると判断された 8)。その

後、同様の蛋白質はウシの脳引、ウニ卵 10)、ショウジョウパエ 11)、動物の組織・

細胞 12) 13) 14)等様々な生物・細胞から見つかっている。

キネシン精製の最初の報告では、 ATPase活性は検出されなかった。しかし、

inorganictripolyphosphate (AMP P N Pと同様にキネシンの微小管への結合を促す)

を用いて精製されたウシ脳キネシンからは、微弱なATPase活性(0.06~0.08μ 

mol/min/mg )が検出され、更にその活性は微小管の存在によって急激に上昇する(

2.1μmol/min/mg at l.1mg!ml tubulin )ことが観察された引。後にAMPPNPを用

いて精製されたウシ脳キネシンからも類似のATPase活性の上昇が見られた。た

だし、活性上昇の程度は異なっていた(0.31μmol/min/mg at 1mg!ml tubulin) 15)。

その違いの理由は不明である。

キネシンの精製においては、 110kDの重鎖とともに 62kDの軽鎖が得られ、その量

比は 1 1である。また、その被合体の分子量は 379000~ 386000と報告されている

ので、キネシンは重鎖2個と経鎖2個とからなる四量体であると考えられている 1.) 

17) 

精製したキネシン分子の電子顕微鏡観察によると、細長く伸展した構造 (80nm)

が中央に存在し、その一端に 2個の球状の「頭部J構造 (9x 10nm)が述結している

18)19)20)。この頭部構造が動力を発生するドメイン(モータードメイン)と考え

られている。この頭部ドメインを合む45kDのペプチドはATP感受性の微小管結合

能及び、微小管によって上昇するATPase活性を有することが報告されている 20)



2 1) 22)。一方、伸展構造の他端には扇形の「尾部」構造が連結している。経鎖に対

する抗体はこの尾部に結合するので、軽鎖は「尾部」に位置していると考えられてい

る19)。

キネシン重鎖のアミノ酸配列は、ショウジョウパエの cDNAの塩基配列から明か

となった 23) 24)。それに基づいて行った二次構造予測によると、 N末端側で 50kD

の球状ドメインを形成することが示され、その中にはATP結合部位のコンセンサス

配列が合まれていた。一方、 C末端側では1O~15kDの球状ドメインを形成すること

が示された。更にそれらの中間の領域は、 G ヘリックスをとることが高く予測され、

しかも疎水性アミノ酸が 7残基ごとに出現するといったような、 coiled co 

i 1構造をとるのに特徴的な配列であることが示された。キネシン霊鎖の一部分の

みを ln V Jtroで発現して得られたポリペプチドの実験から、 N!l:総領域がA

TP感受性の微小管結合能を有していることが示された。

キネシンの細胞内での機能に関する研究は、蛋白質の構造や酵素学的な性質に関す

る研究に比べて遅れていた。キネシンはオルガネラ・肢小胞等の輸送に関与している

という予想からそのような構造体との結合が考えられるが、実際は可溶函分に検出さ

れ、構造体の函分では検出されなかった。また、精製したキネシンをオノレガネラ・膜

小胞等の画分と組み合わせても輸送系を再現することはできなかった 2)。しかし、 K

I処理したオルガネラ・ JI英小胞に全軸索疑可溶因分を添加することによって実現され

る輸送系から、抗キネシン抗体を用いてキネシンを吸着 ・除去すると輸送活性が失わ

れることから、キネシンがその輸送系に関与していることが強く示唆された 25)。た

だし、精製したキネシンのみではその失われた活性を回復することができないので、

キネシン以外の因子の関与を示している。

一方、免疫細胞化学的手法も行われている。抗キネシン抗体によって培養細胞やイ

カの軸索疑を染色すると、オルブゴネラ ・膜小胞等を示すようなパターンが得られ、そ

れらの輸送に関与していることがここでも示唆される 26) 27)。また、小胞体のネッ



トワークが形成されているような細胞では、それに沿ったようなパターンが観察され

ており、ネットワーク形成にも関与していると思われる 14)。

2 キネシン・スーパーファミリー

細胞中には微小管を基礎とした多種多様な運動が見られる。そこで、それぞれの運

動において、微小管モーター蛋白質が適切なH寺矧に目的の構造体を選んで輸送する仕

組みが問題となる。そのWfo答として、細胞は複数の種類のモーター蛋白質を持ち、そ

れぞれが別々の現象に関与していると考えられている。そのようなモーター蛋白質は、

共通の動力発生ドメインに、それぞれが愉送する梢造体と相互作用するための各々に

特有のドメインが連結したような桃造を有していると予想される。この 2、3年の聞

にキネシンに関してそのような蛋白質の存在が主に分子逃伝学的な解析によって発見

され、キネシン・スーパーファミリーの存在が提唱された。すなわち、共通のモータ

ードメインに各々に固有の尾部ドメインが述結したような構造を有する蛋白質(キネ

シン関連蛋白質 kinesin-r巴lat巴dprotein )から構成されるスーパーファミリ ーである。

以下、既知のキネシン関述逃伝子 -EE白質を挙げる。

カピ (AspergiJJusniduJans)のbimC4変異では有糸分裂に際してスピンド〉レポー

ルボディー (SP B)の分離が阻害されるために紡錐体が異常となり、核分裂が正常

に進行しない。その野生型遺伝子 bimCはキネシン重鎖のモータードメインと高い相

同性を示す配列を有していた 28)。分裂醇母 (SchizosaccharomyceS pombe)の cut7

+遺伝子もキネシン関連遺伝子であり、その変異は同様の紡錐体形成異常を引き起こ

す29)。また、その遺伝子l産物は分裂期の SPBや紡錐体微小管に局在していること

が示された30)。

際母 (Saccharomyces cerevisiae )のKAR3遺伝子は、接合時の核の融合に必須で=

あり、その発現はG ファクターによって強く誘導される。また、その変異株の解析か



ら、細胞分裂にも関与していることが示唆されている 31に同じく酵母からクローン

化された CIN8及び KIPl遺伝子は両方とも紡錐体の形成に関与している 32) 3 3)。そ

れらの遺伝子単独の変異は表現型に現われず、二重変異のみ細胞分裂に影響が現われ

るので、 CIN8とKIPlとは同ーの機能を持ちお互いの変異を相補することができる

と考えられている。

ショウジョウパエ (Drosophila melanogaster) のゲノムDNAライブラリー及び

cDNAライブラリーから PCRによってキネシン ・モータードメインに相同なDN

A配列を増幅し、それを多糸染色体とハイブリダイズさせたところ、 30カ所以上の

部位が検出された 34)。実際、キネシン重鎖以外にもキネシン関連遺伝子が知られて

いる。 cJaret領域の遺伝子35) 36)は、 J圧発生初期の細胞分裂とメスの減数分裂におけ

る染色体の分離に必要である。この変異は染色体の不分離とそれに伴う染色体の欠損

を引き起こす。 nod遺伝子は減数分裂の第一分裂において第四染色体など

nonexchange chromosom巴の分離(distributive segregation )に必要であり、その変

異はそれらの染色体の欠損を引き起こす37)。また、 nod遺伝子は成虫ではメスでの

み発現が見られるが (distributivesegregation系はメスにのみ存在する)、発生・成

長の段階では分裂細胞一般に発現が見られるので、体細胞分裂にも関与していること

が示唆されている。一方、キネシン重鎖遺伝子の変異(khc) は幼虫・踊・成虫の神

経系に影響し死に至るが、!圧発生の段階には影響せず、細胞分裂には必須でないこと

が報告されている 38)。

線虫(白enorhabditiselegans) の unc-l04遺伝子の変異は、シナプス小胞の神経

細胞体からの anterogradeの取h索輸送を阻害する 39) 40)。

これらの遺伝子の変異においては、互いに類似の表現型を示すものも合まれるにも

かかわらず、モータードメイン以外の領域において相向性を有するものはなく、キネ

シン・スーパーファミリーを構成する蛋白質の種類はいまだに想像の範囲を越えてい

る。また、これらの中には、キネシン霊鎖とは異なり C末端側にモータードメインと



相同な配列を有するものも合まれる(酵母の KAR3、ショウジョウパエの cJaret

segregation product) • cJaretsegregation productはキネシンと異なり、 mVltroの

アツセイによると微小管のマイナス端方向へ運動することが確認されている 41) (2)。

この性質がモータードメインの位置に起因するのかどうかは不明である。

3. 高等植物の微小管43)

組物細胞にも微小管は存在し、小胞の輸送や染色体の分配等の細胞内運動に関与し

ていることが知られている。また、それ以外に植物独自の微小管構造も存在する。増

殖細胞においては、表層微小管 corticaJarray、前期前微小管束 preprophaseband、

紡錘体 mitoticspindJe、隔膜形成体 phragmopJast、放射状の微小管束radiaJarrayと

いったように細胞周期の進行に伴ってダイナミックに微小管の配向か変化する 44) 45)。

表層微小管は、細胞質表層の細胞膜に近接した位置に存在し、細胞壁最内層のセル

ロース微繊維と平行に走っている 46)。また、表層微小管を薬剤によって破壊すると、

セルロース微繊維の配向が乱れ、その結果細胞伸長の極性が失われる。これらのこと

から、表層微小管はセルロース微繊維の配向を決定することにより細胞の伸長方向ひ

いては細胞の形を決定していると考えられている。細胞周期においては間期の細胞で

観察され、前期前微小管東の出現とともに消失する。

前期前微小管束 47)は、 M期直前に、将来細胞板が母細胞の細胞壁と融合する位置

に細胞を取り巻く束として出現し、紡錘体の形成とともに消失する。その出現位置か

ら見て、分裂面の位置を決定すると考えられている。

倣重体の形成に関しては、植物には明l確な構造体としての中心体が存在しない点で、

動物や下等真核生物と異なる。しかし、その詳細はいまだに不明である 48)。

関JI英形成体は 46) 49)、分裂終j切に分裂面上に出現する。 2胞の微小管の束が互い

に逆向きに、かつ赤道面上でオーバーラップした状態で赤道面と直角に配されたよう



な構造体である。植物細胞の細胞質分裂の様式としての細胞板の形成に関与しており、

その微小管に沿って細胞板の材料を合む小胞が分裂面に向かつて輸送されている。微

小管の極性は分裂面側がプラス端、娘核側がマイナス端となっており 50)、プラス端

方向へ運動する微小管モーター蛋白質の関与が予想される。隔膜形成体は、最初は細

胞の中央に生じ、細胞板を形成しながら徐々に周囲に広がり、最終的に細胞板が細胞

質を二分する。最近の研究では51)、その過程でチュープリンが赤道面上に位置する

微小管のプラス端に重合し、更にその微小管が赤道面から離れる方向に転位されるこ

とが示された。そして、この転位運動はGMPPNPやAMPPNPによって阻害さ

れGTPやATPによって促進された。そこで、赤道面領域には微小管モーター蛋白

質が存在し、微小管の重合と同時にそのモーター蛋白質が 2本の微小管のオーバーラ

ップ領域で互いを逆方向に滑らせるように動かしていると考えられた。運動の促進効

果はGTPに比ベてATPでは弱かったので、このモーター蛋白質は、 ATPを基質

として好むキネシンやダイニンではなく、 GTPを好むダイナミン様の因子であると

予想された。

細胞周期のS期からG2期に位置する細胞には、細胞の中央に存在する核から放射

状に周辺部に伸びた微小管 52)が観察される。これは、前期前微小管束の形成ととも

に消失する。

一方、分裂を停止してや)1長のみ行っている細胞では、以上の微小管桃進のうち表応

微小管のみが観察される。

4. 本研究のねらい

このように植物細胞においては、微小1't::が分裂装置の主主Eな桃成要素で:あるだけで

なく、細胞分裂而や{I)I:L;;;ブ';ji'Jの決定機桃にも合まれている。他物組織においては、{II!)

の々制11胞が強固な創IIJ)包壁に)frIまれて固定されているために、制j泡分裂によって生じた



細胞問の位置関係がそのまま維持されることから考えると、植物体の形態が最終的に

個々の細胞の形とそれらの細胞のつながり方によって決定されることが理解できる。

このことより、微小管は細胞分裂や細胞分裂面・伸長方向の決定を通じて植物体全体

の形態の決定にかかわっていると考えられる。そこで、植物の形態形成の理解のため

には、微小管の研究が重要であると言えよう。

しかし、微小管が細胞のi自殖や形態決定に関与していると言うものの、個々の微小

管が分子レベルで、どのような機能を担っているのかということに関してはまだ情報が

少ない。例えば、表層微小管がどのような仕組みで自身の向きと平行にセルロース微

繊維を配列させるのかは不明である。また、前期前微小笠束は納l胞板が形成される時

j切には消失しているので、それが存在していた位置に細胞板が融合するための情報を

残しておく働きを持っていると考えられているが、その仕組みも十分には解明されて

いない。

真核生物一般について知見から、微小管の主たる役割として細胞内の様々な構造体

の極性輸送及び転位illi1fYJの基礎をなしていることが挙げられる。この機能はモーター

蛋白質の機能を通じて発抑されると考えることができるので、微小管の役割を考える

場合にそれに付随したモーター蛋白質に注目する方法論も有用であると考えられる。

しかし、植物制11胞にはそーター蛋白質の関与が容易に予怨される機能が存在するにも

かかわらず、その存在を明慌に示した研究例は本研究の開始前には1!防沿った。そこで、

高等植物において微小管モーター蛋白質の存在を示すことは、組物に特徴的な微小管

構造の機能を解明するてがかりとなると思われる。すなわち、機能の不明な微小管束

に、それに村|犯したモーター蛋白質の存在を示すことによって、その微小管の役割が

明1山となってくることがWI刊される。本研究はその第ールーとして、 ~'S等品b:物のゲノム

上、さらには制Jl包中に、キネシン以の微小管モータ -lli白質(i!1伝子)の存在を証明

することを目121とした。その方法として、キネ、ンン様微小佐モータ -lli白11:は組織 ・

剤IJJ]包中の存在iJ1が少なく生化学的なアプローチは鮒しいと予定!されたので、まず分子



生物学的な手法によって遺伝子を探索するといったアプロ ーチを試みた。
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第一章 シロイヌナズナにおけるキネシン関連遺伝子ファミリーの同定

高等植物細胞には、微小管をベースとした構造が存在し微小管モーター蛋白貿の存

在が予想されていたが、それに関する報告はなかった。近年キネシンの塩基配列が決

定され、更にその後キネシン重鎖のモータードメインに類似の配列を有する蛋白質の

遺伝子が相次いでクローン化され、それらの間で高く保存されている配列の存在がわ

かった。そこでまず、それらの配列を用いて高等植物ゲノム中にキネシン関連遺伝子

が存在するかどうかを調べることにした。高等植物ではゲノムの倍化が一般に見られ、

材料の選び方が問題となるが、本研究ではシロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana)を

用いた。シロイヌナズナはアブラナ科の野草であるが、世代時間が短いこ と、小型で

栽培が容易であることなどから植物分子遺伝学研究の際のモテ、ル植物として広く用い

られているものである， 3)。特に、ゲノムサイズはハプロイド当たり 7X107bp

で一般の高等植物に比べると数十分のーから数百分のーであり、最小単位のゲノム構

成を有し、多くの遺伝子が lコピーのみ存在していると考えられているので、重複な

く効率良く遺伝子の検出を行うことができる。

1. 材料と方法

シロイ ヌナズナ (コ ロンビア株) (Arabidopsis thaliana Columbia) 

シロイヌナズナの組子は、旦u化学研究所ライ フサイエンス筑波研究センタ ー植物分

子生物学研究室篠崎ー雌博士から分与された。それを、バーミキュライトとパーライ

トI 1の混合物に肥料として J/ J 000希釈ハイポネックスを加えたものを用い

て22 'Cで述続して蛍光灯光を当てて栽培し、約 6迎li¥Jで郁子が取利された。

オリゴヌクレオチドの合成
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PCRプライマー用のオリゴヌ クレオチ ドの合成は、 DNAsynthesizer mod巴1392

(Appli巴dBiosystems)を用いて行った。

PCR 

シロイヌナズナのゲノムDNAを1μE、2種のプライマーをそれぞれ 1μM、4

種の dNTPをそれぞれ0.2mM、Taqpolymerase (宝酒造)を 2.5unitを反応液

(1 0 mM T r i s・HC1 (pH8.3)、 50mM KCI、 1.5mM MgC 

1 2、 0.00 1 % gelatin)に加え、 950C 1分、 400C1.5分、 720C3.5分の

サイクルを 30回行った。なお、 PCRの鋳型に用いたDNAは東京大学遺伝子実験

施設の米国好文博士より分与されたシロイヌナズナのランズパーグ株 (Landsberg

巴recta) のゲノムDNAである。

PCR産物のク ローン化

PCR反応液を 0.8%アガロースゲルを用いて電気泳動に供し、目的の大きさのD

NA断片を合むゲノレ片を切り取り、ジーンクリーンキット (B10101)を用い

てDNA断片を溶出 ・回収した。それをKlenowfragment処理してDNA末端を平滑

化してプラスミドベクター pTZ18RのHinc11消化物と述結し、それを大腸

菌XLI-Blu巴株 (巴ndA1，hsdR17(rk-， mk+)， supE44， thi-l， λ ， recA1， gyrA96， r巴IAl，t..

(lac)， [F， proAB， lacI
Q

Zt..M15， Tn10(tetR)]) に導入して目的のDNA断片が符入され

たプラスミドを保持する菌株を得た。以下、本論文では別に断っているもの以外は

XL1-Blue株を組換DNA操作の際の宿主菌に用いた。

塩基配列の決定

プラスミドベクタ-pTZJ8R上にク ローン化したDNAI析片をS巴quenas巴を用

いてdideoxychain terminationy'去により民基配列を決定した。プライマーは、M13
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Primer RV (宝酒造)及びM13Primer P1 (東洋紡)を用いた。電気泳動は厚さ 0.3

5mm、長さ 65cmの6%アクリルアミド/8M ureaの変成ゲノレを用いた。

シロイヌナズナのゲノムDNAの調製

シロイヌナズナの葉 10 0 gを21iterの粉砕バッファー(0 . 35M sucrose、0

1M T r i s-HC 1 (pH8.0)、 5mM M g C 1 2' 5 0 mM K C 1)中で

プレンダーを用いて破砕し、それをポアサイズ 1000μm及び80μmのナイロン

メッシュで滅過してから 3000rpm、 1 0分間遠心分離した。得られたベレツト

を10m1のTE (1 0 mM T r i s -H C 1 (p H 8 .0)、 1mM EDTA)に

懸濁し、その等容の 2XLysis buff巴 r(1MNaCl、 0.2M T r 

i s -H C 1 (p H 8 .0)、50mM EDTA、 2% Sarkosyl)を加えて室温に 1

5分おいた。次に、全体で 25mlのサンプルにCsCIを25 gと10 mgJml E t 

B rを200μl加えて 48000rpm、 1 6時間 (VA C 5 0ローター)遠心し、

遠心チューフ手中でバンドとなったDNAを回収した。 S巴c-ブチノレアルコールでEtB

rを抽出して除き、エタノール沈殿、 70%エタノーノレリンスを行い、 TEに溶かし

た。

サザンハイブリダイゼーション

PCR産物をクローン化したプラスミドDNAから制限酵素処理及びアガロースゲ

ノレ電気泳動によってシロイヌナズナ・ゲノム由来のDNA断片を分離・精製し、それ

をランダムプライマーラベリングキット(宝酒造)と [a_32PJ dCTPとを用い

て標識し、プロープに用いた。制限酵素消化したシロイヌナズナのゲノムDNAを5

μEづっ 0.7%アガロースゲルを用いて電気泳動し、ニトロセルロースメンプラン

にプロッティングした。そしてハイブリダイゼーション溶液 (3XSSC、 1 X 

Denhardt's solution、 100μgJml Salmon 0 N A、 0.5% SDS)中でプロー
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プと 60.C一晩ハイプリダイズさせた。そして 60.Cの0.1XSSC、 0.1% S 

DSで洗い、オートラジオグラフィーに供した。

2 結果

シロイヌナズナのゲノムDNA上のキネシン遺伝子及びキネシン様蛋白質遺伝子の

存在を確認するために、 PCR法を用いた。まず、酵母 (Saccharomysescerevisia巴)

のKAR3産物 (KAR)、ショウジョウパエ (Drosophilamelanogaster)のキネシ

ン重鎖 (ki n)及びclaretsegregationproduct (C a)、カピ (AspergiII us 

nidulans)のbi m C産物 (bi m) 間で高く保存されている配列 (Fi g.1-1) 

に基づいてオリゴヌクレオチドのプライマー 1、2、3を合成した (Fi g.1-2)。

プライマー 1はATP結合部位とされている部分 24)の一部 (1FAYGQT) より

設計されたものであり、この配列は 4種の蛋白質問で完全に保存されている。プライ

マー 2および3は、微小管結合部位 24)に合まれる保存性の非常に高く機能的に必須

と考えられる配列よりそれぞれ設計されたものである。それぞれのプライマーのコド

ンの3番目に相当する部分については、混合ヌクレオチドあるいは I (デオキシイノ

シン)を配した。

プライマー lと2、または!と 3との組み合わせでシロイヌナズナのゲノム DNA

を鋳型として PCRを行ったところ、各々の反応で数種の具なる大きさの産物が得ら

れた。そのうちプライマー lと2では 1~ J.l k b、プライマー lと3では 0.8k 

b前後のものをアガロースゲル市気tjk!fYJにより分離しDNAを回収した。これらは、

上記の 4稲の既知lのキネシン|耳目出立伝子産物から予fJ.lされる大きさ(Jと2で0.6

k b、 1と3で0.5k b) より大きいが、本笑験ではゲノム DNAを(p;lj型としてい

るのでイントロンが存在することを予想したためである。それらの PCR産物を大腸

菌のプラスミドベクター pTZI8Rに辿結してクローン化を試みたところ、;昆なる
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Primer-l 
工 F A Y G Q T 

BIMC ATCTTCGCATACGGACAAACC 
KAR3 A 
CLAR T C G G 
KIN A T T G G 

ーーーー ーーーー一一ーーーーーーーー〉

5・-ATCTTYGCATAYGGACAPAC-3・

Primer-2 Y N 

Primer-3 

rr 1 P F R D S K L T 
E 

BIMC CACATTCCCTATAGAGAATCTAAGCTCACG 
KAR3 T A T A A A 
CLAR C G C GA C C G 
KIN C C T T C A A 

〈ーーー ーーーーーー一一一ーーーーーーーーーーーーーー【

3'-GTPTAIGGIATGTCITTIAGITTYGAITG-5' 
h 

L V D L A G S E 

BIMC CTGGTCGATCTGGCTGGTAGCGAG 
KAR3 T T T C TC A 
CLAR G T C CTCT 
KIN G T C TC 

〈【ーーー一一ーー ー ーーーーーーーーー

3・-GACCAICTAPACCGGCCAAGGCTY-5・

Fig.1-2 P C Rに丹lいたプライマー

プライマーの設計に用いたカビのbimC(BIMC)、酵母のKAR3(KAR3)、ショ

ウジョウパエのcJaretsegregationproduct (CLAR)及びキネシンE自民 (KIN) の塩

基配列及びコードされているアミノ i.i支配列をプライマーの上に示した。 bimαi外は

bimCと E~なるお1基のみ示した。プライマーの配列中、 I inosine、P: A and B、Y

Cand Tを示す。
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1 4種のクローンが得られた。クローン化したDNA断片の両端付近の塩基配列をそ

れぞれ決定した。そのうち 5種類 (A、B、C、D、Eと記す)について決定した塩

基配列と予想されるアミノ目立配列の一部を Fi g. 1-3に示す。プライマー lに隣接

する配列は5種類いずれもキネシン重鎖と類似している。プライマー l及び隣接部分

に対応する部分はキネシンに特徴的なATP結合部位であり、他のキネシン関連蛋白

質との聞で高く保存されている配列である。そこでこの 5種類のDNA断片はキネシ

ン関連泣伝子に由来するものである可能性が高いと思われた。更に、 A、B、Cにつ

いてはプライマー 2に隣接する配列もキネシン重鎖の対応する配列に類似していた。

一方、他の 9種類のクローンは、両端がプライマ-2または 3のみで増幅されたよう

なDN Aljfr片で=あり、その中にはキネシンに類似した配列は見だされなかったので、

キネシン関連泣伝子とは無関係な DNA配列に由来するものと思われた。

次に PCR産物A、B、C、D、Eの各DNA断片をプロープとしてシロイヌナズ

ナのゲノム DNAのササ、ンハイブリダイゼーシヨン解析を行った。その結果、 5種類

のプローブに対して 5本のバンドが見出され (Fi g.1-4) 、これらの PCR産物

がシロイヌナズナのゲノム由来であることがliuf認された。

3. 考察

本主主では、キネシンならびにキネシン様蛋白質に特有なATP結合昔11位と微小管結

合部位の中で高く保存されたアミノ fi麦配列より設計した 3稲の合成プライマーを用い

ることにより、シロイヌナズナのゲノム DNAから PCR産物を符、それらの境基配

列を決定した。 14むの PCR産物の解析から、シロイヌナズナのゲノム中にキネシ

ン重鎖のモータードメインに類似の配列が 5種類相生することが示唆された。ただし、

何られたDNA断片の大きさから判断すると、この配列巾にはイントロンが合まれて

いると思われる。ジェノミツクサザンWi析の結果もキネシン様蛋白質逃伝子の存在を
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Fig.1-4 シロイヌナズナ ・ゲノム DNAのサザンハイブリダイゼーション

Aでは 5秘主fiのPCR産物A、B、C、D、Eを混ぜてプローフに用いてシロイヌ

ナズナのゲノム DNAに対してハイブリダイズさせた。各レーンにはゲノム DNAの

BamHI (1) 、EcoRI (2)、HindIII (3)、PstI (4) 消化

物を泳動した。

B ではレーン 1~4 は PCR産物A のみ、 5~8 は B と C 、 9 ~ J 2はDとEを混

ぜてプローブに用いてシロイヌナズナのゲノムDNAに対してハイブリダイズさせた。

各レーンにはゲノムDNAのBamH 1 (1、5、 9)、EcoRI (2、6、 1 0)、

HindlII (3、7、 I 1)、Ps t I (4、8、 I 2)消化物を泳動した。
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支持している。今回調べた 14極にとどまらず、より多くの PCR産物を調べること

により、またプライマーの配列を改変することにより、更に他のキネシン関連遺伝子

が見出される可能性もある。

シロイヌナズナは他の高等植物と比べると同ーの遺伝子が重複して存在する可能性

が少ないと考えられるので、この結果からシロイヌナズナないし高等植物一般のゲノ

ム上には各々別個の役割を持ったキネシン関連泣伝子が存在することが示唆される。

このようなキネシン関連逃伝子ファミリーの存在はDrosophilaやS.cerevisiaeでも知ら

れている。そこに合まれる泣伝子産物は共通のモータードメインに各々特有の尾部ド

メインが接続したような椛造を持っており、細胞内で異なる役割を分担している。シ

ロイヌナズナにおいてキネシン関辿泣伝子の存在が示されたことで、このような遺伝

子ファミリーは、高等下等を問わず植物をも合めて広く真核生物に見られるものと考

えられ、キネシン様微小包ーモーター蛋白質が~t.去細胞にとって必須の機能を担ってい

ることを物語っている。
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第二章 シロイヌナズナのキネシン関連遺伝子 cDNAのクローン化

前訟で、シロイヌナズナのゲノム上に複数のキネシン関連遺伝子が存在することが

強く示唆された。次に、それらの巡伝子の存在と発現を確認し、どのような遺伝子産

物をコードしているのか等についての情報を得るために、 A~Eに対応する cDNA

のクローン化を試みた。

1. 材料と方法

シロイヌナズナのpoly(A)+ R N Aの調製

発芽後 20目前後の植物体のロゼット葉または 30目前後の花を液体窒素中で乳ば

ちを用いて破砕し、 2倍容の抽出ノミッファー(5 M guanidine thiocyanate、 2 5 

mM sodium citrate、o. 5 % Sarkosyl、2mM EDTA、5% s 

-mercapto巴thanol) を加えて混ぜ、 5OOC 15分保温した。それを遠心分離して上清

を集め、 1 mlにつき 0.1gのCsClを溶かし、遠心チューブ内でCsCl溶液(5 

7M CsCl、 O.lM EDTA) に重屈し、 SW28ローターで 24 0 0 0 r p 

m 1 9時間遠心分離した。得られたベレットを 1M urea/ 2 % Sarkosyl溶液に溶

かし、フェノール処理、エタノール沈殿を行い、水に溶かした(全RN A) 0 4 Og 

の主主から約 2mg、 1 5 gの花から約 4mgの全RNAが得られた。そこから

oligo(dηcellulose (Collaborative Reseach Incorporat巴d)カラムに吸着する図分とし

てpoly(A)+ R N Aを調製した。

cDNAライブラリーの作製

poly(A)+R N A 5μEから、 r c DNA合成システム・ プラス」及び rc DNAク

ローニングシステム、 λgt 1 1、アダプタ一法」キット(両方ともアマシャム) を
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用いて cDNAライブラリーを作製した。まず、 po!y(A)+ R N Aを鋳型として

o!igo(dT)をプライマーに用いて逆転写酵素によりフアースト・ストランド cDNA

を合成した。それによって生成したmRNA/cDNAハイブリツドをRNas巴H処理

することにより mRNA鎖にニックとギャップを入れ、それからDNApo!ymeras巴I

によってセカンド・ストランドを合成することにより 2重鎖 cDNAが得られた。次

にT4DNA po!ymeraseによって合成した cDNAの末端を平滑にし、 そこにEC oR 

Iアダプターを連結した。それをλgt 1 1ベクターのEcoRI部位に連結し、

n v i t r 0パッケージング、を行った。

プラークハイブリダイゼーション

宿主大腸菌としてY1090(hsd(r;mk+)， JacU169， ProA+， Jon-， araD139， StrA， SupF， 

trpC22・Tn10(pMC9)}‘を用いて直径 15 cmの平板培地上に 1枚につき約 5万個のプ

ラークを出現させ、ナイロンメンプラン (NEN)に移した。このようなメンプラン

に対し、 32Pで標識したプロープをハイブリダイゼーシ ョン溶液 (50%ホルムアミ

ド、 6XSSC、 1% SDS、o. 1 mgJml Sa!mon D N A、 5xD巴nhardt's

so!ution)中 600Cで一晩ハイブリダイズさせた。 600Cの 0.1x S S C/  0.1 % 

SDSで洗浄した後、オートラジオグラフィーに供した。

cDNAの境基配列の決定

得た}， g t 1 1クローンのうちそれぞれの逃伝子について最長の cDNAを選び、

cDNA全体をプラスミドベクタ -pTZ!8Rまたは 19Rにサフクローニングし

た。それぞれの cDNAを、キロシークエンス)IJテレーシヨンキット(宝酒造)を用

いて、 Exonucleas巴IIIとMungBean nuclea切により捌から 200 ~ 2S0bp つつ欠

失させた。それによってこれらのDNA断片が抑入されたー辿のプラスミドを作製し

た。各 cDNAクローンについて阿端iからの 2方向に欠失誘神体を作製した。各クロ
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ーンのそれぞれのプラスミド、についてへルパーファージM13K07を用いて一本鎖

DNAを調製してシーケンシング反応の鋳型とし、二本鎖両鎖の塩基配列を解説した。

反応・電気泳動等は第一章と同様に行った。

2. 結果

シロイヌナズナの薬及び花からそれぞれpoly(A)+ R N Aを調製し、 λgt 1 1をベ

クターとして葉および花のcDNAライブラリーを作製した。そして、 PCR産物A、

B、C、D、Eをプロープとしてプラークハイブリダイゼーションによるスクリーニ

ングを行った。その結果、 Aでは葉のライブラリ ー中の 100万個のプラークから 1

個、花のライブラリー中の 130万個のプラークから 2個のポジテイブクローンが得

られた。 Bでは葉のライブラリー中の 100万個のプラークから 13個、花のライブ

ラリー中の 50万個のプラークから 1個のポジテイブクローンが得られた。 Cでは葉

のライブラリー中の 100万個のプラークから 2個、花のライブラリ ー中の 50万個

のプラークから 3個のポジティブクローンが得られた。 Dでは葉のライブラリー中の

100万個のプラークからはポジティブクローンが得られず、花のライブラリー中の

1 8 0万個のプラークから 5個のポジティブクローンが得られた。 Eでは葉のライブ

ラリー中の 100万個のプラークからはポジティブクローンが得られず、花のライブ

ラリー中の 180万個のプラークから 7個のポジティブクローンが符られた。これら

のクローンについて挿入 cDNAの長さを調べた。その結果、 Aではト29 (2.9 

k b)、Bではλ-6(27kb)、Cでは'¥-63 (2.8 k b)、Dではλ-5 1 

(3.2 k b)、Eではふ 31 (3.5kb) の各クローンが最長の長さを持つことが

わかった。

これらの cDNA挿入部分全体のDNA断片を制限醇素消化 (AとDはEcoRI、

BとCはBamHIを用いた)及びアガロースゲル電気泳動によって調製し、 AとD
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はpTZ19RのEcoRI部位に、 BとCはpTZ18RのBamHI部位に挿入

した。次にこれらのサプクローンについて、 ExonucleaseIIIとMungBean Nucleaseと

を用いた欠失法により挿入断片の両端から種々の長さに削り込んだような一連の欠失

誘導体を作製し、 cDNAの全塩基配列を決定した。その結果をFig.2-1、 2-2、

2-3、 2-4に示す。いずれの cDNA上にも 3'端lζポリ (A)配列が存在してい

た。 Aでは塩基配列 25 2番から 2630番までの 23 7 9 b pからなるORFが見

出された。その上流240番に読み枠に合う位置でナンセンスコドンが存在していた

ので、との cDNAはポリペプチドをコードする領域全体を合むと判断した。そこで

この cDNAには 79 3残基、 89kDのポリペプチドがコードされていると予想し

た。 Bでは 174悉から 240 8番までの 2235bpからなるORFが見出された。

その上涜 17 1番にAの場合と同様にナンセンスコドンが存在していたので、ポリペ

プチドをコードする領域全体を合むと判断し、 74 5残基、 84kDのポリペプチド

がコードされていると予想した。 Cでは 25 1番から 25 1 2番までの 22 6 2 b p 

からなるORFが見出された。そして同様に 21 2呑にナンセンスコドンが存在して

いたので、この cDNAがポリペプチドをコードする領域全体を合むと判断し、 7 5 

4残基、 85 k Dのポリペプチド、がコードされていると予想した。 Dでは 48番から

3 0 0 8君主までの 2961 b pからなるORFが見出された。そのORFの開始点付

近の塩基配列 (TCTCAGAT旦GCG) (下線は開始コドンを示す)は

Joshi，C.Pの報告5りにある高等植物遺伝子の翻訳開始部位のコンセンサス (TAAA

CAAT旦GCT) に多少類似していることから、そこが翻訳開始部位と判断した。

それにより、 987残基、 11 0 k 0のポリペプチドがコードされていると予想した。

図では各々の cDNAにコードされていると予想したポリペプチドのアミノ酸配列を

塩基配列の下に記した。これらの逃伝子産物は第三誌で述ベるようにキネシン重鎖と

関連の深い配列を有していたので、それぞれの遺伝子を ka t A、 k a t B、ka t 

c、k a t D (主inesin-r巴lated gene of会rabidopsis!_haJiana) と命名した。
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GAAACT ACAGGCTCCTGCTTCAGTCACACAC TT ACACACACACAAAAA TCCCCAAA TT AGGAAAAAGT AAGAA TCCT AGTTTCTCGACTT 90 
CGATτGAGAAGG TTTTCGA TTTGA TTCTCT AAGA TCTTGAGAA TCAA TCGGAGA TTTT A TTG TCGGT AACCCGAA tTT AGGGAGAAGACT 1 80 

ACCATTTTGGGA TTTTT A. TGCA.CTTGA.CGAGCGAAAGGAGAA.GAAA TTTG T AGCAA TTTTGAG TCTCGGA.GA TGGCTTC TCGCAACCAGA 210 
H A. S rl. NQN  

A TCGTCC TCCTCGCAG TCCAAACGCCAAAAAGGAGGGTCTCGGTGGCATTTCA TTTGACAAGCGAAGGAAAGTGGAAACGCAAGGAGGT A 360 
8 RPPRSPNAKKEGLGGISFD 又 RRKVETOGGT

C TGGGAGAAGACAAGCTTTTTCGGC TG TGAA T AAACAAGA TGTCACGA TGAACAGCGA TG T AGGGAGCA TTGAAGAA TGTGG T AAAGTTG 450 

38 G R R Q A F 5 A. V N K 0 0 V T M N 5 0 V G S 1 E E C G K V 0 

ACTTT ACAAAAGATGAAA T A TTGGCG TTGCTCAGTGAGAGAGCA.AA.AGCTGGAAAGTTTGA T ACT AAGGCT AAGA TTGAGCAA.A TGACGG 540 

68 F T K 0 E 1 L A L L S E R A K A G K F 0 T K A K 1 E Q M T 0 

A T ATT ATCAAGAGGCTGAAGGTTTGTGT AAAA TGGTTCCAACAA.GCTGA TGA.A.ACCCA TGTCC AAGAGAAGGAAAA TTTGAAGGTTTCTT 630 
98 I 1 K R L K V C V K W F 0 Q A 0 E T H V 口 EKENL!<VSL

TGGAA rCTTCAGAACAAAAA T A.CAA.CCACA.A.AGA.GTTGGAGGCT AGGACAAAAGAGGAAGAGCT ACAGGCCA.C T A. TCTCAAAG TTGGAAG 120 

128 E S S E Q K Y N H K E L E A R T K S E E L Q A. T 1 S K L E: E 

A.GAA TGT AG TG TCAC T ACA TGAAAAGCTTGCAA.AGGAGGAG TCT AGT A.C AC AGGACGCCA T TGAATGTCA T AGAAGAGAAAAAGAAGCT A 810 
158 N V V S L H E K L A K E E S 5 T Q D A 1 E C H R R E K E A R 

GAGTTGCAGCTGA.AAA.AGTGCAGGCTTCTCTCGGAGAAGAACTTGA T AAAGTT AAGGAAGAGAAAATGGCTGCCAAGC AGAAGG TGACGT 900 
188 V A A E K V Q A S L G E E L D K V K E E K M A A K Q K V T S 

CACTTGAGGA T ATGT ACAAAAGGCtGCAAGAGT ACAACACAA.GTTTGCAACAA T A T AACAGCAAACTTCAGACTGATCTTGAAACAGTTC 990 

218 L E D M Y K R L Q E Y N T 5 L Q Q Y N 5 K L Q T 0 L E T V R 

GAGCTGCACTCACACG TGC TGAAAAAGAGAAG TCAAGCA TCCTGGAGAA TCTT AGT ACA.CTT AGGGGACACAGCAAGTCGCTGCAGGA TC 1 080 
248 A A L T R A E: K E K S S I L E N L 5 T L R G H 5 K 5 L Q 0 司

AACTATCTTCAAGCAGAGTGTTGCAAGATGACGCTATAAAACAGAAGGATTCATTGCTTTCGGAAGTTACT AATCTTCGGAATGAGCTCC 1170 
218 L 5 5 5 R V L 0 0 D A I K Q K D 5 L L 5 E V T N L R N E L Q 

AACAAGTCCGGGA TGACCGTGA TCGCCAAGTTG T ACAG TCACAGAAGCTGTC TGAGGAGA TC AGGAAG T ACCAGGAGAA TG TCGGAAAGT 1 260 

308 Q V R 0 0 R D R 司 VVQSQKLSE E: I R K Y Q E N V G K S

CA TCGCAAGAGCT AGACA TCTTGACAGCAAAA TCAGGA TCG TTGGAGGAGAC A TGTTCG TTGCAGAAGGAGCG TTT AAA T A TG TT AGAGC 1 350 
338 5 Q E L D 1 L T A K 5 G 5 LεεTCSLQKERLN 門 L E ロ

AGCAATTAGCAATCGCCAATGAAAGGCAAAAGATGGCAGATGCATCAGTATCTCTT ACTAGGACAGAGTTTGAGGAGCAGAAGCATCTAC 1440 

368 Q L A I A N E R Q i< M A 0 A 5 V 5 !... T ~ T E F' E E Q i< H L L 

TG TGCGAACT ACAAGACCGGCTTGCAGACA TGGAGCATCAAC TG TGTGAGGGAGAG TT A T TGCGGAAGAAGCTTCA T AACACT ATTCTTG 1 530 
398 C E L Q 0 R L A 0 M E H Q L C E G =: L L R K i< L H N T I L E 

AA TT AAAAGGAAA T A T ACGTGTCTTCTGCCGAGTGCGTCCCTTG TT ACCAGACGA TGGAGGACGACA TGAAGC AACTGT AA T AGCCT A TC 1 620 
428 L i< G N 1 R V F' C R V R ? L L P 0 D G G R H E. A T V 1 A Y P 

cr AC TTCAACAGAAGCCCAAGGAAGAGGTGTTGA TTTGG TTC AGAG TGGGAACAAACA TCCTTTC ACCTTTGA.CAAAGTTTTCAACCACG 1 71 0 
458 T 5 T E A Q G R G V D L V Q S G N i< H P F 1 f' D K V F N H E 

AAGC1TCCC AGGAGGAAGT A1TCTTTGAAAT A TCTCAACTTGT ACAGAGTGCA TTGGATGGC T A T AAGGTTTG T A TCTTTGCCT ACGGTC 1800 

488 A 5 Q E E V F F E: 1 5 Q L V Q 5 A L 0 G Y K V C 1 F' A Y G Q 

AGACCGGTTCTGGAAAGACC1 ACACCA TGA TGGGCCGGCCTGAGGCGCCAGATCAGAAAGGACTGA TCCCTCGA TCAC TTGAACAGA T A T 1 8 90 
518 T G 5 G K T Y T 何門 GR?EAPDQKG LIPRSL e: QIF

rCCAAGCCAG TCAA TCACTCGG TGC ACAAGGCTGGAAGT ACAAGA TGCAGG T A TCGA TG TTGGAGA T A T A T AA TGAGACCA TCAGAGA TT 1 980 
548 Q A 5 Q 5 L G A Q G W i< Y K M Q V 5 M L E 1 Y N E T 1 R 0 L 

TGC TCTCT ACAAA TCGAAC AAC T TCT 1'1 TGGAC，'TGGTGCGAGC AGACAG TGGC ACCTC AGGAAAGCAA T A T ACAA TC ACTC A TGACGl' AA 2070 

518 L 5 T N R T T S M 0 L V R A 0 5 G T 5 G :-< Q Y T 1 T H D V N 

A TGGJ¥CACACCCA TGTC AGCGACT TG八CCAT f¥ TT1'GATGTGTGCAGCGTTGGAAAGATATCCTCACTCT1GCAGCAGGCTGCTCAGAGCA 2160 

608 G H T H V 5 D L T r F D V C 5 V G i< 1 5 5 L L Q Q 1¥ A Q 5 R 

GG TC AG T AGGGAAGAC TCAAA TGAA TGAGCA八TCATC T AGAAGTCA TTTCGTGi1' TACT f¥ TGAGGA TTTCAGGTG TT AA TGAGAGCACCG 2250 
638 5 V G i< T Q M :-1 E Q 5 5 R 5 H F V F' T M R 1 5 C V N E. 5 T E 

AAC AGC AGGT ACAAGG TG T TCTC AACCT A  ̂T AGA TCャTGCTGGAAGCGAGAGGCT A TCGAAGAG TGGGGC AACTGGAGA TCGA TT AAI¥AG 2340 

668 Q Q V Q G V L N L 1 D L A G S E R L 5 K 5 G ，¥ T G D R L K E 

AGACAC AGGC T A TAAI¥C i¥AAAGTでTA TC AGC Tl'1'Gi¥GTGA 1'GT AA T A 1'T1'GCA T1'GGC l' AAGAAAG，¥AĜ  TCA 1'GTTCC TTTC AGAAACT 2430 
698 T Q A 1 N i< 5 L 5 A !.. 5 0 V 1 F A L A K i< E D il V P F R N 5 

CAAAGCT AAC 1¥ T A TCTGC1'CCAGCC: T TGCCTAGG，¥GGAGf， TTC ̂AAGACCTTGA TGTTCGT AAACA TTTCGCCτGACCCAACTTCTGCTG 2520 
728 K L T Y L L Q ? C L G G 0 5 K T L M r V N I 5 P D P 1 5 1¥ G 

GAGAGTCTCTTTGCTCAC TCCGGTTTGCTGC T AGAG T AAATGCGTG1'GAAA TTGG T A T ACCT AGGCGACAAAC TTCAACGI¥AGCTCCTTG 2610 

158 E 5 L C 5 L 只 ~AI\~VN^CEIGIPR 只 QTSTKLLD

ACTCTCGCTT AAGCT A TGGCT AA!....AA TGTTCAG，I¥fl.GA TCi'GCĈ A TT A TTGA T1'C ACAf¥C rc TTC1'C T1'G TGGGTTTTGAC l¥CA iCAA TC 2 -， 0 0 
188 5 R L 5 Y G • 

TCTTATCTTGTAACC1'CTTAλ!¥CTCt¥ 1'1' ACT AAC;¥ TTT TTTCCGGA TCT1'1' i¥ TG!¥ T AGT AGAGCAGC TTGCTG TC TT AGCAJ¥ TGTGGC 1'T 2790 
TCTCTATGTTGTt. TGi¥Gλl¥AC，¥iλ，¥ TCCTC1'GC i ，.... TTĈ  ̂TG Ti'T l¥t.A TG 1';.... Ti'TTT TC AヘλλAl，八IV，，¥̂̂;¥J¥ 2863 

Fig.2-1 k a t A c 0 N AのillI弘悶列と予想されるアミノ酸配列
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CGGGAGAGCCCAACGGAGAGACA T A TCGCCA TTTCAAAGCT AAACAA亡CAGAiAAT AAT ACTGAGG'rTTTTATGCTTATAATTGGGGTGA 9C 
AAGAGACAAA TCCAGAGTGTGTGT AAA TT AGGT ACGAGAAGAA TT TCAGCT AACTCT TTTGAGAGAGGAGAAAAAAC T AA T AGA TGC TTG 1 B 0 

1 M V C 

GGGAAA TGACGAACAA TGCAAGAA TCCGCCCA TCTTTrCCGCTGAAAGATCTGACCAG T AA TGAAGGA TCTGAA T A TGGTGGCCCTGTTG 270 
4 E M T N N G RIR?S:'PV i< DLTSNEGSE'!'GGPVE  

AGTTT ACCAGAGAAGA TGTTGAAACTCTTCTTCA TGAGCCAA TCAAGT ACAAGAGC AAGT ACAA TT ACAAGGAGAGA TGTGAGAA T ACGA 360 

34 f T R E D V E T L L H E R 1 K '!' K S K Y N Y K E R C E N T 例

TGGACT A TGT AAAAAGGCTT AGGCTTTGCA TT AGA TGGTTTC AAGAACTCGAGTT AGA TT A TGCA TTTGAGCAAGAGAAGTTGAAGAACG 450 

64 0 Y V K R L R L C 1 R W F Q E L E L 0 Y A F E 0 E K L K N A 

C TA TGGAGA TGAA TGAGAAGCA TTGCGCCGA TTTGGAGG TT AA TTTGAAAGT AAAGGAAGAGGAGCT AAA T A TGGT AA TTGATGAACTGA 540 
94 例 E MN EK HCADLEVNLKVKE EELNMVIDELR

GGAAGAACTTTGCA TCTGTTCAGGTGCAACTTGCCAAAGAACAAACAGAGAAA TTGGCTGCAAA TGAATCTCTTGGAAAAGAGAGAGAAG 630 
124 K N r A S V Q V 0 L A K E Q T E K L A A N E 5 L G K E R E A 

CAAGAA TTGCTG TTGAAAGTTTGCAAGCTGCCATT ACAGAAGAGC T AGCAAAGACGCAAGGAGAGCTTCAAACAGCT AACCAGAGGA TTC ヲ20

154 R 1 A V E 5 L Q A A 1 T E E L A K T Q G E L Q T A N Q R 1 。
AAGCTGTCAATGACA TGT ACAAACTCTTGCAAGAGT A T AACTCGAGCtt AC AGTTGT ACAAT AGCAAACTtCAAGGTGA TCTCGACGAAG B 1 0 

184 A V N 0 M Y K L L Q E Y N 5 S L Q L Y N S K L 0 G 0 L 0 E A 

CTCATGAAAATATAAAGCGAGGAGAGAAAGAACGGACTGGCATTGTAGAAAGCATTGGCAACTTAAAGGGTCAGTTTAAAGCACTACAGG 900 

214 H E N 1 K R G E K E R T G 1 V E 5 1 G N L K G Q F K A L Q 0 

ATCAGCTTGCTGCCTCGAAGGTG TC ACAAGA TGA TG TCA TGAAGCAAAAAGA TGAA TTGGTGAA TGAAA TTGT AAGTCTCAAGGTTGAGA 990 
244 Q L A A S K V S Q 0 0 V M K Q K 0 ~ L V N ~ 1 V S L K V E 1 

TTCAACAGGTCAAAGATGACCGTGACCGCCAT AT AACGGAAA TTGAAACTCTGCAAGCAGAAGCAACCAAGCAAAA TGACTTCAAAGACA 1 080 
274 Q Q V K D 0 R D R H 1 T E 1 E T L Q A E A T K Q N 0 F K 0 T 

CCA T AAA TGAGCTTGAGAGT AAGTGTTCTGTTC AAAA T AAGGAGA T AGAAGAGTTGCAGGA TCAA TT AGT AGCTTC TGAGAGAAAACTGC 11 70 
304 1 N E L E 5κCSVQNKEI  EELQ DQLVASERKLQ  

AGGTGGCTGA TTT A TCT ACTTTTGAGAAAATGAACGAGTTTGAAGAGCAAAAGGAAAGCA TT A TGGAGCTGAAAGGTCGC TT AGAAGAAG 1 260 
334 V A 0 L 5 T F E K M N E F E E Q K E 5 1 M E L K G R L E E A 

CGGAACTT AAACTCATCGAAGGAGAAAAACT ACGGAAGAAGTTGCAC AAT ACCA T ACAGGAACTGAAGGGAAAC A TCCGTG T A TTCTGT A 1 350 
364 E L K L 1 E G E K L R K K L H N T 1 Q E L K G N 1 R V F C R 

GGGTGAGACCTCTATTATCAGGAGJ"GAA 1'TCT AGTGAGGAGGCCAAAACTATATCCTACCCTACATCTCTAGAAGCAC1'TGGTCGGGGCA 11140 
394 V R P L L 5 G E N 5 5 S E A K T 1 5 Y P T 5 L E A L G R G 1 

TTGACTTG TTGCAAAA TGGACAA TCGCf， T TGTiTC .. ¥C A tTTGA l' .. ¥AGG TT TTTG TGCC AAG rCCA TC AC AAGAAGA TGTTTTTG T AGAGA 1 530 
424 0 L L Q N G Q S H C F T r 0 K V f V P 5 A 5 Q E 0 V f' V E 1 

TTTC1'C AACTTGTCCAGAGCGCTC7TGA TGGTT ACAAGG TTTGCA TTTTCGCA T A 1'GGACAAAC AGGA TCTGGAAAAACTT A T ACAA TGI¥ 1 620 
454 S Q L V Q 5 A L 0 G Y K V C 1 F A Y G 0 T G S G K T Y T M M 

TGGGTAGGCCAGGAAACCCGGATGAAAAAGGAC1'GATTCCTCGATGTTTGGAGCAAATATTTCAAACAAGGCAGTCTCTTCGATCACAGG 1 i 1 0 
484 G R P G N P D E K G L 1 P R C L E Q 1 F Q T R Q 5 L R S Q G 

GTTGGAAGT A TGAG TTGC AGGTG TとTATGTTAGI¥AATATACAACGAAACGATTAGGGATCTCTTGTCAACAAACAAGGAAGCTGTGAGAG 1 B 00 

514 W K Y E L Q V 5 M L E 1 Y N E T 1 R 0 L L S T N K E A V R A 

C AGACAA TGGCG 1'TTC TCCGCAGAAAT A TGCAA TCAAAC ATGA TCC r AGTGGGAA T ACACA TGTTGTGGAACTT ACTGTTGT AGATGTTC 1 8 90 
54 <1 0 N G V 5 P Q K Y A J K H 0 A S G N T H V V E L T V V 0 V R 

GAAGCTCGAAT.CAGG TTTCG TTCC TCtT AGACCACGC AGCTCGAAACAGGTC AG T AGGGAAGACCGC AA TGAACGAGCAA TC TTCT AGAA 1 9 a 0 
574 5 S K Q V 5 F L L 0 H A A R N R S V G !< T A M N E Q S S R S 

GCCATTTCGTT1'TCACATTGAAG，¥ TC守 CtGGAT1'C Â CGAGAGCAC AGAGCAACAAGT ACAAGGTGでCtTGAACCTGATTGAtCTTGCGG 2070 

604 H F V F T L K 1 S G F N E 5 T E Q Q V Q G V L N L 1 0 L A G 

G T AG TGAGCGT1'TGTC AAAGAGCGGA TCAACTGGCGA T AGACtGAAAGAAACTCAAGCAA l'Cf¥ACAAAAGCTT A TCG TC1'CT AGGCGATG 21 60 
634 5 E R L S K 5 G S T G 0 R L K E T Q A 1 N K 5 L 5 5 L G 0 V 

tCAT A TTTGCC 1'T AGCGAAGAf¥AGAAGA TC八CGTTCCTでTCAGAAACTCI¥AAGC TCACTT A TC 1'1'C 1'TCAGCCCTGTT T AGGTGGTGACr 2250 

664 1 f' A L A :< K ~ D H V P F ~ N 5 K L T '{ L L 0 P C L G G 0 S 

CGAAGACGCTAATGTTTGTGAAC州 TCI¥CACCAGAACCTTCCTG、人CCGG:'GAGTCTCTGTGCTCCCTCAGGTTTGCAGCAAGAGTGAATG 2340 

694 K T L 1'1 F V N i l' PεPSSTGESLCSLRFAARVNA  

C TTGTGAGA TT~GAA:::TGCACAC::G iC A TG TT ~\ACGCC A~GCCG TT AGA TT A TCGCTTGAGCCTTGGA TGAGAA TTTTC TCCACTGAAGC 2430 
i 2 4 C E 1 G l' A H ~ H V ~J j， R P L 0 Y R L 5 L G 

CAÂ GAAI¥ TAAAGTT A TGTTT A TACCCGλA TG iGGGC AC l' AC TTGI¥ TGTTGG T I¥Ct AAA TC TCT A T A T AGC TTG T AA T AGT 1'TC AAGG Tで 2520
crG T1' ATCT rc T I¥C1'C1'TG 1'CT TGGA TCAGÂ GA T TTGTG TGC TGGAAAA TCA T AA TGでTCTGAGACCATTAACCGCATCATTTCATTAA 2610 
AAAAAAAAAA 2620 

Fig2-2 ka tBcDNAのi:tl，U:配列と予だ!されるアミノ fi貴闘己列
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GAAACGτGCCTCCA TTTCT AAAACCCAAA TCC TTCTTCGT ACAAACGACACAA TCTCTCTT AAA TGCCAAAGGTCC TCTTtTTCGTCTTC 

TTCCAC TCTCTCT A T AC TTCTCTCACAAA TCTGGGC A TGTTTTGAAA TCCAC A TTCTTC A tTCACTGAG TTTCCTTTλCCTCTTAAAGTT 

TCAA !CTTTAGATTGAGAGAGAλATTTGAAGT AA守 TTAAGGT AACAAGAAGAGAACAA TTTτGTTC TG TT A TGGTGGGGGCGA TGGCAAA 
1 M V G A 尚 A N 

90 
180 
210 

CAA TGGAAGAA TCCGGTCAGC TTTTCCGGTGACT AA TGGG TC AAAAGA TC TGACGCCGAACAGiGCTCCGGCGAGT AC AACCGGA TCTGA 360 
8NGRIRSA:?VT~GS!(DLTPNSA?ASTTGSE 

A T A TGGTCCTGTTGAGTTCACAAGAGAAGACG TTGAAACTC TTCTT AA TGAACGAAτCAAGTACAAGAGCAAATTCAACTACAAGGAGAG ~ 50 

38 't G P V E F T R E 0 V E T L L N E R 1 K '! K S K F N Y K E R 

ATGCGAGAA T A TGA TGGA TT A T A T AAAAAGACT T AGAC TT TGCA Tt AGA TGGTTTCAAGAACTTGAG TTGGA TT A TGC TTTTGAGCAAGA 5 ~ 0 
68 C E N M M 0 Y 1 K R L R L C 1 R W F 司 ELELDYAFEQE

GAAGTTGAAGAACGCA TTGGAA TTGAA TGAGAAGCA TTGTG TTGACA TGGAGGTT AGTTTGAAAAACAAAGAAGAGGAGCTGAA T A TGA T 630 
98 i( L K N A L E L N E K H C V 0 M E V S L K N K E E E L N M 1 

AATTGAAGAGCTGAGGAAAAACTTTGAA rCTGTTCAAGTTCAACTTGCCAGGGAACAAACGGAGAAGTTGGCGGCGAA TGATTCTCTTGG i 2 0 
128 工 EELRKN FESVQVQLAREQTEKLAANDSLG

AAAAGAGAAAGAAGCAAGACTTTCTG TTGAAAAGGCACAAGCTGGTCTCACAGAAGAGC T AGGAAAAGCACAAGGAGA TC TTCAAACGGC 810 
158 K E K E A R L 5 V E K A Q A G L T E E L G K A Q G 0 L Q T A 

T AACCAGAGGA T ACAA TCCGTGAATGACA TGT ACAAACTGTTGCAAGAG T A T AACTCAAGCTTGCAGCTGT A T AACAGCAAGC T ACAAGG 900 

188 N Q R 1 0 S V N 0 M Y i< L L Q E Y N 5 5 L Q L Y N 5 K L Q G 

TGA TCTTGATGAAGCTCACGAGACT A T AAAACGCGG TGAGAAAGAACGGACTGCCA TT A TTGAAAA T A TTGGCAACT TGAAGGG TCAGTT 990 
218 0 L 0 E A H E T 1 K R G E K E R T A 1 1 E N 1 G N L K G Q F 

TTCAGCATTACAGGAACAACTTGCTGCTTCTAAGGCTτCTCAAGAAGATATCATGAAGCAGAAAGGTGAATTGGTAAATGAAATTGCGAG 1080 
248 5 A L 0 E Q L A A 5 K A 5 Q E 0 1 M K Q K G E L V N E 1 A S 

TCTCAAGGT AGAGCTTCAGCAAGTCAAAGA TGACCGTGATCGCCA TTT AG TGGAAGTT AAAACCTT AC.~AACCGAGGCAACCAAG T ACAA 11 i 0 
278 L K V E L Q 0 V K 0 0 R. 0 R H L V E V K T L 司 TEATKYN

TGACTTCAAAGACGCCA T AACCGAGCTTGAGACTλCATGTTCGTCCCAGAGTACCCAGATACGACAGTTGCAGGATCGACTAGTAAACTC 1260 

308 D F K D A 1 T E L E T T C 5 S Q S T Q 1 R Q L Q 0 R L V N 5 

TGAGAGGAGAC TGC AGGTGTCTGA TCT A TCT ACCT TτGAGAAAATGAATGAGTATGAAGACCAGAAGCAAAGCATTATCGATCTGAAAAG 1350 
338 E R R L Q V 5 0 L S T F S K 問 NEYEDQKQSIIDLKS

TCGCG T AGAAGAAGCAGAACTT AAACTCGTTGAAGGAGAAAAACT ACGGAAGAAG TTGC ACAA T ACCA TTCTTGAACTGAAAGGT AACAT 1 4 4 0 
368 R V E E A E L K L V E G E K L R K i< L H N T 1 L E L K G N 1 

ACGTGTGTTCTGT AGAGTT AGACCTC T A TTGCCGGGTGAGAACAA TGGAGATGAGGGAAAAACT A TTTCTT ACCCGAC A TCCC T AGAAGC 1 530 

398 R V F C R V R ? L L ? G =: N N G 0 E G K T I 5 '! P T 5 L E A 

AC TTGGCCGTGGT A TTGAC TTGA TGCAAAA TGCGCAA.l¥AGCA TGCTT TCACA TTTGA T AAGGTTTTTGCGCCGλCTGCATCACAAGAAGA 1620 
~28 L G R G 1 0 L M Q N A 0 K ~ A f T :' 0 K V F A ? T A 5 Q E 0 

TG TCTTCACTGAGA TTTCTCAACTTG T TCAAAG TGCTC TCGA TGGTT ACAAGGTGTGCA T T TTTGC A T A TGGACAAt'¥CTGGA TCGGGAAi¥ 1 710 
458 V F T E 1 S Q L V Q 5 A L 0 G Y K V C 1 F A '! G Q T G 5 G K 

AACTT ACACCA TGA TGGG T AGGCCAGGAAACG TCGAGGAAAAAGG TCTGi¥ TCCCGCGA TGでTTGGAGCAAATATTTGAGACGAGGCAGTC 1800 

488 T Y T H H G R ? G N V .:: E K G L 1 ? R C L E Q 1 F E T R Q 5 

TCTTCGATCTCAGGGTTGGAAA T ACGAACTGCAGGT A TCCi¥ TGTT AGAAA T A T ACAA TGAAACGA TCCGAGi¥ TC TCCTGTCAACAAACAA 1 8 90 
518 L R 5 口 GWK YELQVSMLEI'!NETIRDLLSTNK

AGAAGCAGT AAGAACAGACAGiGGTG TTiCTCC，¥CAGAAACA rGCT A TT A:¥ACA TGA TGCT AGTGGAAACACGC A TGTCGCTGAGCTT AC 1 980 
5~8 E A V R T D 5 G V S ? Q K t! A 1 K H 0 A S G N T H V A E L T 

T A TTTTGGA TG TT AAAAGC TCTCGGGAGG TTTCA TTCC TCTT AGA TCA TGC TGC TCGT AACAGGTCTG T AGGGAAGACTCAGA TGAACGA 20 i 0 
578 1 L 0 V K S 5 R E V 5 ?' L L 0 H A A R N 只 SVGKTQ I-1NE

GCAA TC TTCC AGAAGCCA TTTTGTTTTCACGC7 A;;GAf¥ TCTCTGG TG T1' A人亡GliGAGCACTGAGCAACAAGTACAAGGTGTCTTGAACCT 2160 
608 Q S S R S H F' V r T L ~ 1 S G V N E S T E Q C V Q G V L N L 

GA TTGA TCTTGCGGGGAGTGAGCGT TT tI TCGI¥.AGヘGTGGATC AACCGGliGA T AGACTT AAtiGAAACTC AAGCAA TCAI¥C AAA;¥G TTTG TC 225 C 
638 1 0 L A G 5 E R L 5 !( 5 G 5 T G 0 ~ L K E T Q A 1 N K S L S 

GTCGCT AGGCGA TG TCAT ，i TTCGCC TT {，GCAAAGAAAG':'IAGli TCA TGT ACCA TTCCGAAACTC AAAGCTCACA T A TCTTCTCCAGCCTTG 2 J 4 0 

668 5 L G 0 V 1 F A !.. A :< :< E 0 H V ? ?' R N S K. L T 'f L L Q P C 

CTT AGGCGGTGACGCAAAGACGCT iiA TGTTTGTGAAC AT TGCACCGGAA TCTTCrTCAACCGG TGAGTCTC TCTGCTCTCTT AGA TTCGC 2!l 30 

698 L G G 0 A K T L 刊 FV'.¥IA?SSSSTGESLCSLRFA

AGCGAGAGTGAA TGCTTGCGAGA TTGGAACACC ACG T AGGC AGAC T AI'¥C A TCAAACCA TTGGAAAA TCGGTTG，¥GCC l'TGGA TGAGGGAA 2520 
728 A R V N A C E 1 G T P R R Q l' N 1 K. P L E N R L 5 L G '" 

AGAAAAGAGAGA TGGI¥ TT TGAAG TTTGAAGCT Af¥AAGCTTC A TTTC AAAGTT A八TTATATGAA1'GTACTTAliTATGGTCACAACTTGATG 2610 

AAGAAGGA TGGGA TGA TTCT AACAAGAAAAC A TG.:-'，¥GACC TTTTG TTGTAA TjTG T A T AG T TTGG TTT AGCA TTTT A TT A TC TG TTG TTT 2700 
A TG T AA T TCTT TTTCTTTTGGA l'CA T AAG T AGGA TτTTGCTTGTTGATGTTCGGATTCAT.... Tl'CATCTTCTGGGATTCAAAA TA 1'TTACT 2790 
TCTCAJ¥AAAAAAAA 2804 

Fig.2-3 
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AAACACCGCAA TTTTCTCTGCA TCTCA T AA TTTCACCAGAA TCTCAGA TGCCCACGACA TCGGAGA TCAACAA TGA TC TTTCGTT TTCCG 90 
1 MATTSE! I" NDLSFSV  

TTG T ATCGATTGTTGAAGATGTTCTTCAACAACA T AGτAGCCGATCAAGCGACGTCGGTT7GG7:':'CCAGAAAAGTTGAAGAATCTTCTT 180 

16 v 5 1 V E D V L 0 口 HSSRSS DVG  LV  S~KVEESS L 

TGAGAAGA T A TGAAGCTGCTGGG TGGCTT AGAGA T A TGA TCGGAGT TTCCAA TGGT AAAGA TTT TCCAGGAGAGCCTTCTGAAGAAGAGT 270 
46 R R Y E A A G W L R D M 1 G V 5 N G K D F ? G E P S E E E F 

TT AGGCTTGGA TTGCGAAGTGGGATCGTTCTTtGT AA TGTtCTT AACAAAGTT AA TCCTGGA TC AG TC TCAAAGG TCGTTGAAGCGCCGG 3 60 
76 R L G L R S G 1 V L C N V L N K V N ? G 5 V 5 K V V E A P D 

ACGATGTTGCAGA TGGAGCTGCACTTTCAGCTTTTCAA T ACTTTGAAAACA T AAGGAAT'!'iTTT AGT AGCr A T AGAGGAAATGGGGTTGC 450 

106 D V A 0 G A A L 5 A F 口'tF' ENIRNFLVAIEEMGLP

CA TCA TTTGAAGCTTCAGA T ATGGAGAAGGGAGGCAAG TCT A T AAGGA T AG TGAACTGCA TTCTTGCCCTT AAGTCTT A T AG TGAGTGGA 5 <1 0 
136 5 F E A 5 0 M E K G G K 5 1 R 1 V N C 1 L A L K 5 Y 5 E W K 

AACTGAAAGGTGAAAATGGTCCATGGAGGT A TGGATCT AACA TGAAACA T AACTTTGGA TCGAGAAAACT A TTTCTGAGAAAAAGTTCAG 630 
166 L K G E N G P W R '!. G S N M K H N f G S R K L f L R K S 5 E 

AGCCATTTGTT AGTTCT A T ATCGAGAACTC AGTCGACGGAT A TGTT ATCAACTGATCAACCTCTGAGTTCTGATGGAGATTC T AGA TCCA 720 

196 P F V S S 1 5 R T Q 5 T 0 M L S T 0 Q P L 5 5 0 G 0 5 R S 1 

T AAA TGGGCiTG TTCGG TCA TTCA TTGC AGACAGAAAGCA TGAAGA T A TTCCAAA TG TTG T AGAG TCTG TGTTGAACAAAGT T ATGGAAG 810 
226 N G L V R S F 1 A 0 R K H E 0 1 P N V V E S V L N K V M E E 

AAGTCCAGCAGCGTTT A TCAA TCCACAATGAAATGA TGAAATCAAG TTCAAAGCCT A TTCC AGAAGA TGA TTCATCCTGTGAGACAGTGG 900 
256 V Q 0 R L 5 1 H N E M M K S S S K P 1 P E 0 0 5 S C E T V V 

TCCGGTCTCAGCTGTGTGA TGCAAGACAAC A TGAGGAAGCAGAAGAAAA T AG TCCGCCCCAGGTTG':'GGAAAAAAAGTTTCAAAGGACAA 990 

286 R S 0 L C 0 A R Q H E E A E E N 5 P P Q V V :: K K F Q R T N 

ATTTTGAACA TCACGAAGAACAAAAGA TTCTTCTGAA TCAACAAAAACACATCCAGGAGTTGAAGC AAACCTT A T ACACT ACAAAAGCAG 1 080 
316 F E H H E E Q K 1 L L N 0 Q K H I Q E L K Q T L Y T T K A G 

GAA TGAAATTGCTGCAGA TGAAGT A TCAAGAl、GATTTCTTTCATCTAGGCAAGCATTTM，ATGGTT':'AGCTTATGCGGCTACGGGATACA 1170 
346 刊 K LL QM KYQEDFFHLGKHLNGLAYAATGYK

AAAGGGTTCT TGAAGAAAACCG T AAACTGT AC AA TCT AGTGCAGGA TCT AAAAGGAAACA T ACGGG:G T...C TG TCGAGT T AGGCCGTTCT 1260 
376 R V L E E N R K L Y N L V Q 0 L K G N 1 R V ':: C R V R P F L 

TGCCTGGGCAAGAAAGTGGTGG TTTGAGTGCCG 1'GGAAGACA T AGACGAAGGGACCA TCACGA TCAGAGT TCCA TCAAAGT A TGGGAAAG 1 350 
406 P G Q S S G G L 5 A V r.: D 1 0 S G T 1 T 1 ~ V ? S K Y G K A 

CAGGACAAAAACCA TTT A TG TTCAACAAf，Gl'CTTTGGTCCTTCTGCAACACAAGAGGAAG7G':'TTTCAGACA TGCAGCCT'I'TGGT ACGGT 1 4 4 0 
436 G 0 1<: P F M F N K V F G P S A T 司 E E V F 5 つ川口 P L V R 5 

CGGTTCTCGA TGGC'I' ACAA TG'I'CTGCA TCTTCGCTT A TGGCC AAACCGGGTCAGGGAAAAC T1'1'T I¥CCA TGACAGGGCCT AAGGAACTGA 1 530 
466 V L 0 G Y N V C 1 F A Y G Q T G S G K T F T M T G P K E L T 

CTGAAGAGAGCCT AGGTG TGAACT ACAGGGCACTGGC AGATCTGTTTCTTCT A TC AAA TCAAAGAAAAGACACGACCAGCT ACGAAA TCT 1 620 

496 E E S L G V N '!. R A !.. A D L F L L S N Q R :< D T T S Y E 1 5 

CAGTTCAGA TGTTGGAAA 1'TT ACAACGAGCAAGTCAGAGATCT ACTTGCCCAAGA TGGCCAGACT AAfiAGGT1' AGAGA TCAGAAACAACT 1 710 
526 V Q 1"1 L t: 1 '!. N E Q V R D し L A Q D G QTK R. LEIRNNS

CTCACAA TGGAATC AA TG T ACCGGAAGC AAGTCT AGTGCCTGTC1'CA TCGACGGA TGACG TT A T ACAGCT AA TGGA TTTGGGAC ACA TGA 1800 

556 H N G 1 N V P r.: A S L V P V S S T 0 0 V ! Q L M 0 L G H M N 

A TCGTGCAGTGAGCTCT ACAGCCATGAA iGACAGAAGT AG1'CGA TCTCACAG TTGiGT AACTGl'TCA ';G TTCAAGGCAGAGACCTCACA T 1890 
586 R A V 5 S T A M N 0 B 5 5 R 5 H 5 C V T V H V Q G R 0 L T 5 

CTGGCTCτATCCTCCAτGG TTCT A TGCATCTGGTTGATCTTGCAGGAAGCGAGAGAGτGGACAAGTC1'GAGGTGACTGGAGACAGACTGA 1980 
616 G S 1 L H G S M H L V 0 ;_， A G 5 E R V 0 K 5 E V l' G 0 R L K 

AGGAGGCTCAAC ACATC AAC AAG TCCCTCTCGGCTCTTGGAGA TG TCA TCTCCTCGC1'TTCCCAG.l¥AGACTTCTCA TG TGCC TT ACAGAA 2070 

646 E A 0 H 1 N K S L S A L G D V 1 5 S 】 SQKTSHVPYRN

ACAGT AAACTCAC TCAGC TGCTGCAGGACTCCCTCGGAGGA TCAGCCAAGACACTT A TG TT TGTCC ，iCA角 AAGTCCAGAACCTGACACTC 2160 

676 5 K L T Q L L Q 0 5 L G G 5 A K T L M P V H 1 S P E P 0 T L 

TCGGAGAAACTA1'TAGTACTCTGAAGTTTGCTG八ACGAGTGGGGAGTGTTGAGCTAGGCGCTGCTCGヤGiGAACAAAGATAACTCAGAGG 2250 
706 G E T 1S T  L K F A E R V G S V E L G A A R V N K D N 5εv  

TT AAGGAGCT T AAAGAGCAGA TTGCT八r...TC1'T八八GATGGCTCT AG TGAGGAAAGGAAA TGG T AA TGA TG T i¥CAACC AACAGCT A T ACCAA 2340 

736 K E L K E Q 1 A N L K M A L V R K G N G N 0 V Q P T A 1 P 1 

TCAACCG TGAGAGAA T A TCGAGAAGAAGA TCAC TCGAAACTCCT ACT A TTCGACCC AAA TT ，'¥CCT ACCA同 GGGAÂ CACATCAAACAACA 2430 
766 N R E R J 5 R R R 5 L E T P T 1 R P K L P 守 MGNTSNNS

GT AGGCCCCAGf¥ 1'CA TGGATCT M¥GTGGACCAGAGGCTTTT AACGAC AGTACTGCA TC :TCAAGAAGAC ACAGCTT AGA T A TCCA TGAGC 2520 
796 R P Q 1 刊 DLSG?fAPNDSTASSRRHSLDIHEL

T AA TGAAA TCT1'C TTC 1'CCGGCTTGGCCGI¥GGCAGCC AC1'Cl'I.A TGGAAAAGACGAGGAC AGAGAA 1'C1' AAG TCGGGCGAG TGGA TCGA T A 261 0 

826 M K 5 5 S P A W P R 0 :> L :-J G K 0 E 0 R ~ 5 K S G E W 1 0 K 

AGCA TGAAGAA TT/l.A TTCAAAA TCAGf¥ATCC f，A/¥ TTCTCCCGAGCAATTCT ACCAGTCAA同 GGTCCC1'C，A.ACAACAA1'CACTATA TGGTG 2700 
856 H E E L 1 Q N Q N P ;.J S P E Q F Y Q 5 M V P Q Q Q 5 L Y G G 

GGAAACAAGA TTTCGAAG TGCAGAG T A1'T ACAGA T AACGAf， TCTGA TGAAGCCGCAACAAGCGA TiGC TC AGAT1'CCGATTTGC TG1'GGC 2790 
886 K Q 0 F S V Q S 1 T 0 N E S D E A A :' 5 0 C S 0 S 0 L L W R 

GA TTGAGCG T1'C Â GTGAA TG TTCCC ̂AAGT't'TCT AA T A TCC AAAACTCAGC ̂AACCCC AAλCCAAAGAÂ ATTCAGCCCAGAACTGCTA 2880 

916 L S V Q V N V P K V 5 N r 0 N S A N ? K P K K Q P R T ^ K 

AACTCrCAGAAAC勾AGAAGTTTAATTCCA TCGCTGA TCCCAGCACCAAGCAAGAGACC:CC T AACA:: ，¥Gでt¥AAヤTCACAGCCGCAGCGAC 2970 
946 L S E l' R S L i P 5 L 1 P t'¥ ? 5 K R P P N 司 VNSQPQRP

CAACGAGAGI¥ TGGAAAACGCAGACTGI¥G TT T AGGCACA TGAACACACCAGiT7TGT Â "GAGヤ TTAi¥AAAGGAAGGAGACAAATATTTGT 3060 
976 T R 0 G :< H R L 5 L G T 

TG1'T1'TGT A T A TTGTGAG/iGAAAGCT Tl'CTCTGT TGTGGCCGC 1'C1'1' A TTG l'GCC A 1'1' AAGG l' AAAi¥λTCTCAAATTTGCTGTTTTGAGT 3150 

GTACAAI¥AAATGA iTCCTTATTAT ACAATC1'TCTl'TTGGi¥ TTCTAAAAAAAAAAAAAAÂ AAAAAAI¥AA 3219 



3. 考察

本章では、第一主主で得た 5 秘!jJ~の PCR産物に対応する cDNAのクローン化を試

みた。その結果、 5種類全てに対応する cDNAクローンが符られた。このことは、

それらの遺伝子が少なくとも転写段階で発現していることを示している。 cDNAク

ローンのスクリーニングは楽と花見IJ々 に作製したライブラリーから行った。各々のラ

イブラリーから得られたポジティブクローンの数からそれそeれの遺伝子のおおよその

発現量を推測することが可能である。 5種類とも相当発現量が少ないと予想されるが、

中でも特にAは発現が微弱であると思われる。 Bはmと花両方のライフラリーからク

ローンが千ぜられたが、特に来のライブラリーから比較的効率良く得られたので、植物

体中で広く発現が見られるが、特に梨で訓と多く発現していると思われる。 Cも主主と

花両方のライブラリーからクローンが符られたが、 Bとは逆に11:;のライブラリーから

効率良く得られたので、植物体中広く発現が見られるものの、特に花で制と多く発現

していると恩われる。 一方、 DとEは楽のライブラリーからはクローンが符られず、

花のライブラリーからのみクローンが符られたので、かなり;;1:;1\f~的に発現している

と思われる。以上のように、各々の泣伝子で予怨される発引パターンに特徴が見られ

ることから、それぞ‘れが独自の役;切を品一った別仰の泣伝子であること考えられる。

クローン化した cONAのうち、 A 、 B 、 c 、 D の全域~U配列を決定した。いずれ

のcDNA中にもORFが存在しており、それぞれ89 k D (A)、84 k D (B) 、

8 5 k 0 (C) 、 1 10 k 0 (0) の蛋白質がコードされていると予想された。ここ

で決定した cONAの杭基配列を第一111，て11日分的に決定した PCR産物のめ{法配列と

上七較してみると、 PCR産物中には、 cONAの続基配列で言うと、 Aでは 23 4 4 

悉と 2345訴の問、 Bでは 21 2 6おと 2j 2 7若干の問、 Cでは 1838おと 18 

3 9悉のr:lJ&び 22 3 0訴と 22 3 1務、 Dでは 15 1 j 訴と 15 1 2 C{s:の!1:J.&.び l



849番と 1850悉の聞に相当する領域に cDNAでは見られない塩基配列が存在

しており、そこがイントロンであることがわかった。



第三主主 K a t蛋白質のアミノ殴配列の解析

キネシン・スーパーファミリーに属する蛋白質はキネシン重鎖のモータードメイン

と類似の配列を有していることに特徴がある。また、キネシンには細長く伸びたスト

ーク(柄)梢造が中央部に存在することが電子顕微鏡による観察などから知られてい

るが、その桃進の特徴はアミノ酸配列にも現われている。キネシン重鎖のアミノ酸配

列の中央部の領域はαヘリックスを取りやすいことが二次椛進予測から示され、更に

疎水性アミノ酸が 7残基毎に現われていることから、 2分子が coiled coi 

lを形成する領域であるとされている。本誌では ka t逃伝子産物(以下Ka t蛋白

質と記す)のアミノ自主配列の特徴を調べることにより他のキネシン関連蛋白質に対す

る位置づけを試みた。

Fig.3-1 K a t lli白質と既知1のキネシン|刻辿lli白質とのアミノ円安配列の比11皮(次ペ

ージ)

KatA、 KatB、KatC、KatD、酵母のKAR3、ショウジョウパエのcJaretsegrega tion 

product (CAと記す)及びキネシン主~l'j (KINと記す)のモータードメイン相当部分

の配列を並列した。 7個全ての蛋白質でアミノ酸残基が一致している部分には牢印を、

一致していないが性質の似たアミノ椴残却のみ見られる部分には+印を付した。キネ

シン霊鎖でATP結合部11i:l立び微小管結合昔日位と考えられている配列を下に示した。
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+ *+* ** ** + 
KATA ELLRKKLHNTILELKGN工RVFCRVRPLLPD-DGGRHEATVIA-YPTSTEAQGRGVDLVQS 472 

KATB EKLRKKLHNTIQELKGNIRVFCRVRPLLSG-ENSSEEAKTIS-YPTSLEALGRGIDLLQN 428 

KATC EKLRKKLHNT工LELKGNIRVFCRVRPLLPG-ENNGDEGKT工S-YPTSLEALGRGIDLMQN 437 

KATD LEENRKLYNLVQDLKGNIRVYCRVRPFLPG-QESGGLSAVED-IDEGTITIRVPSKYGKA 435 

KAR3 ETVRRTLHNELQELRGN工RVYCRIRPALKNLENSDTSLINVNEFDDNSGVQSMEVTKIQN 429 

CA NMERKELHNTVMDLRGNIRVFCRIRPPLES-EENRMCCTWTY-HDESTVELQSIDAQAKS 389 

KIN MSAERE工PAEDS工KVVCRFRPLNDS-EEKAGSKFVVK-FPNNVE------ENCIS 47 

+ * + +* ++ ++ ++ * ** ****合**食*** ** 
KATA -GNKHPFTFDKVFNHEASQEEVFFE工SQ-LVQSALDGYKVCIFAYGQTGSGKTYTMMGRP 530 

KATB -GQSHCFTFDKVFVPSASQEDVFVEISQ-LVQSALDGYKVCIFAYGQTGSGKTYTMMGRP 486 

KATC -AQKHAFTFDKVFAPTASQEDVFTEISQ-LVQSALDGYKVC工FAYGQTGSGKTYTMMGRP 495 

KATD -GQKP-FMFNKVFGPSATQEEVFSDMQP-LVRSVLDGYNVCIFAYGQTGSGKTFTMTGPK 492 

KAR3 TAQVHEFKFDKIFDQQDTNVDVFKEVGQ-LVQSSLDGYNVCIFAYGQTGSGKTFTML--- 485 

CA KMGQQ工FSFDQVFHPLSSQSD工FEMVSP-LIQSALDGYNICIFAYGQTGSGKTYTMDG-- 446 

KIN -IAGKVYLFDKVFKPNASQEKVYNEAAKSIVTDVLAGYNGTIFAYGQTSSGKTHTMEGVI 106 
」一一一一-ATP bindinl?"一一一一一J

*+ + +* + *** + + *** 
KATA EAPDQK-GLIPRSLEQIFQASQSLGAQGWKYKMQVSMLEIYNETIRDLLSTNRTTSMDLV 589 

KATB GNPDEK-GLIPRCLEQIFQTRQSLRSQGWKYELQVSMLEIYNETIRDLLSTNK-ー一一EAV 541 

KATC GNVEEK-GLIPRCLEQ工FETRQSLRSQGWKYELQVSMLEIYNETIRDLLSTNK--ー-EAV 550 

KATD ELTEESLGVNYRALADLFLLSNQ-RKDTTSYEISVQMLEIYNEQVRDLLAQDG----QTK 547 

KAR3 -NPGD--GIIPSTISH工FNWINKLKTKGWDYKVNCEFIEIYNENIVDLLRSDNーーー-NN- 537 

CA -VPESV-GVIPRTVDLLFDSIRGYRNLGWEYElKATFLEIYNEVLYDLLSNEQ-ー一一KDM 500 

KIN GDSVKQ-GIIPRIVNDIFNHIYAMEVN-LEFHIKVSYYEIYMDKIRDLLDVSK-ー一一VNL 160 

+ + + * * *+ 合脅

KATA RADSGTSGKQYT工THDVNGHTHVSDLTIFDVCSVGKISSLLQQAAQSRSVGKTQMNEQSS 649 

KATB RADNGVSPQKYAIKHDASGNTHVVELTVVDVRSSKQVSFLLDHAARNRSVGKTAMNEQSS 601 

KATC RTDSGVSPQKHAIKHDASGNTHVAELTILDVKSSREVSFLLDHAARNRSVGKTQMNEQSS 610 

KATD R- ーーー LEIRNNSHNGINVPEASLVPVSSTDDVIQLMDLGHMNRAVSSTAMNDRSS 598 

KAR3 KEDTSIGLKHEIRHDQETKTTTITNVTSCKLESEEMVEIILKKANKLRSTASTASNEHSS 597 

CA ----EIR---四 -MAKNNKNDIYVSNITEETVLDPNHLRHLMHTAKMNRATASTAGNERSS 551 

KIN SVHEDKNRVPY-VK-GATERFVSSPEDVFEV-ーーー-----IEEGKSNRHIAVTNMNEHSS 209 
microtubulc binding-一ー一一ーーーーー

*** + + * + *+**女*** + + * ** *** * 
KATA RSHFVFTMR工SGVNESTEQQVQGVLNL工DLAGSERLSKSGATGDRLKETQAINKSLSALS 709 

KATB RSHFVFTLK工SGFNESTEQQVQGVLNLIDLAGSERLSKSGSTGDRLKETQAINKSLSSLG 661 

KATC RSHFVFTLR工SGVNESTEQQVQGVLNL工DLAGSERLSKSGSTGDRLKETQAINKSLSSLG 670 

KATD RSHSCVTVHVQGRDLTSGSILHGSMHLVDLAGSERVDKSEVTGDRLKEAQHINKSLSALG 658 

KAR3 RSHSIFIIHLSGSNAKTGAHSYGTLNLVDLAGSERINVSQVVGDRLRETQNINKSLSCLG 657 

CA RSHAVTKLELIGRHAEKQEISVGSINLVDLAGSE----SPKTSTRMTETKNINRSLSELT 607 

KIN RSHSVFLINVKQENLENQKKLSGKLYLVDLAGSEKVSKTGAEGTVLDEAKNINKSLSALG 269 

+** * 大 + * + * + * * * * +*安* +* +++ * *+ +* *+ 
KATA DVIFALAKKE-一一DHVPfRNSKLTYLLQPCLGGDSKTLMFVNISPDPTSAGESLCSLRFA 766 

KATB DVlfALAKKE---DHVPFRNSKLTYLLQPCLGGDSKTLMfVNITPEPSSTGESLCSLRFA 718 

KATC DVIFALAKKE自 由 ー DHVPfRNSKLTYLLQPCLGGDAKTLMFVNIAPESSSTGESLCSLRFA 727 

KATD DV工SSLSQKT---SHVPYRNSKLTQLLQDSLGGSAKTL>lFVH ISPEPDTLGETISTLKFA 715 

KAR3 DVIHALGQPDSTKRHIPFRNSKLTYLLQYSLTGDSKTLMFVNISPSSSHINETLNSLRfA 717 

CA NV ILALLQKQ---DH 1 P Y RNS KLTH LL>lP SLGGNSKTL.1F 1 NVSP fQDCFQESVKSLRF 11 664 

KIN NVISALADGN--KTHIPYRDSKLTRILQESLGGNARTTIVICCSPASFNESETKSTLDfG 327 

KATA ARVNACEIGIPRRQTSTKLLDSRLSYG 793 

KATB ARVNACEIGTAHRHVNARPLDYRLSLG 745 

KlITC ARVNACEIGTPRRQTNIKPLENRLSLG 754 

KATD ERVGSVELGAARVNKDNSEVKELKEQI 742 

KAR3 SKVNSTRLVSRK 729 

CA ASVNSCKMTKAKRNRYLNNSVANSSTQ 691 

KIN RRAKTVKNVVCVNEELTAEEWKRRYEK 354 
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KATB 

KATC 

KATA 

医蕗歴盟主EZi己主自暴孟ii;藍:;
MASRNQNRPPRSPNAKKEGLGGISFDKRRKVETQGGTGRRQAFSAVNKQDVTMNSDVGS工 60

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

KATB 

KATC 

KATA 

日 TB S司sNESTEQQVQGVLNLIDLAGSERLSKSGSTGDRLKETQAINKSLSSLGDVIFALAKKE 671 

KATC SGVNESTEQQVQGVLNLIDLAGSERLSKSGSTGDRLKETQAINKSLSSLGDVIFALAKKE 680 

KATA SGVNESTEOOVOGVLNLIDLAGSERLSKSQ刃rGDRLKETOAINKSLS比周辺江ALAK旦 719

KATB DHVPFRNSKLTYLLQPCLGGD~KTLMFVNII司PEPSSTGESLCSLRFAARVNACEIGTBB司 731
KATC DHVPFRNSKLTYLLQPCLGG咽KTLMFVNI!T/P亘SSTGESLCSLRFAARVNACEIGTPRR 740 

KATA DHVPFRNSKLTYLLOPCLGGDSKTLMFVNI凶Ad討T也凶GESLCSLRFAARVNACEIGIPRR 779 
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 Fjg3-2 K a t lli白質問のアミノ倣配列の比I佼

K a t A、 Ka t B、 K日 tCのアミノ 1.1支配列全体を並列した。互いに一致してい

るアミノ目立残基を枠で阻んで示した。
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1. 結果

1) K a t蛋白質と他の蛋白質とのアミノ酸配列との比較

K a t蛋白質と既知の蛋白質とのアミノ酸配列を比較したところ、 4種のKa t蛋

白質はいずれも C末端側にキネシン重鎖のモータードメインと類似の配列を有してい

た。 Fi g.3-1で、キネシン重鎖(ショウジョウパエ) 24)及び他のキネシン関連

蛋白質である KAR3産物(酵母) 3 1)、cJaretsegregationproduct (ショウジョウ

パエ) 35) とKa t蛋白質との聞で対応するアミノ酸配列を並列させた。キネシン重

鎖のアミノ駿残基 11*から 332悉までの領域と配列が一致している割合は、 Ka

tA蛋白質の 43 0悉から 771番までの領域で 36%、Ka t B蛋白質の 38 6悉

から 72 3番までの領域で 36%、Ka t C蛋白質の 395若手から 732番までの領

域で 36%、Ka t D蛋白質の 393番から 717*までの領域で 40%であった。

特にATP結合部位(キネシン重鎖の 86番から 10 6悉)や微小管結合部位(1 2 

9ないし 174番から 331番)等キネシン・スーパーファミリーに属する蛋白質の

聞で高く保存されている配列はKa t蛋白質でも見出された。ただし、キネシン霊鎖

ではモータードメインがN末端側に位置するのに対し、 Ka t蛋白質ではいずれも C

末端側に相当する配列が存在する点が特徴である。モータードメイン様の配列をC末

端側に持つ既知の蛋白質として醇母のKAR3産物が挙げられるが、これとの類似度

は更に高く、 KAR3産物のアミノ酸残基 376番から 722番までの領域で配列が

一致している割合は、 Ka t A蛋白質の 42 1呑から 771悉までの領域で 46%、

K a t B蛋白質の 377容から 723番までの領域で 49%、Ka t C蛋白質の 38 

6番から 73 2悉の領域で 49%、Ka t Dの38 4悉から 72 0悉までの領域で 4

1%であった。しかし、 Ka t蛋白質のN末端側領域に隊]しては、データベース(s 

WISS-PROT、NBRF-PDB)中に既知の蛋白質の中に類似したものは見出
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されなかった。

一方、 Ka t蛋白質同士では、 Ka t B蛋白質と Ka t C蛋白質とが全体で 84%

のアミノ酸配列の一致が見られた。しかし、 Ka t A蛋白質と Ka t B蛋白質とでは

全体では 59%にとどまり、 Ka t DについてはC末端領域以外では他の 3個と類似

の配列は見出されなかった。Ka t A、B、C蛋白質の全長のアミノ駿配列の並列を

F i g 3-2に示す。

2) K a t蛋白質の二次構造予iJliJ

ジョイント法 55)によってKa t蛋白質の二次構造を予測した。この方法は 5種類

の異なる二次構造予測法 (Gibrat-Garnier-Robsonの方法、 Ptitsyn-Finkelst巴Inの方法、

Naganoの方法、 Nishikawa-Ooiの方法、 Qian-Sejnowskiの方法)を併用することによ

り予測の信頼度を高める方法である。その結果をFi g 3 -3に図示する。それによ

ると、 Ka t A蛋白質のアミノ酸残基 42 9番から C末端側、 Ka t B蛋白質の 38 

6番から C末端側、 Ka t C蛋白質の 394番からC末端側、 Ka t D蛋白質の 39 

2番からC末端側の各領域にはいずれも、 Gヘリックス、 8シート、コイルといった

構造が交互に混さ、って存在すると予測された。これより、これらの領域は球状のドメ

インとなっていると考えられる。すなわち、これらの領域はアミノ酸配列がキネシン

重鎖のモータードメインと類似していることに加え、予測される二次構造もモーター

ドメインに類似していると言える， 4)。一方、 Ka t A蛋白質のアミノ酸残基 70番

から 42 8番、 Ka t B蛋白質の 36悉から 385番、 Ka t C蛋白質の 46悉から

393悉の各領域はGヘリックスを取る可能性が高いと予測された。しかもそれらの

領域では疎水性アミノ酸が 7残基ごとに並んでいることから (Fi g.3-4)、それ

らの領域は 2分子が C 0 i 1巴d C 0 i 1を形成して二虫体となるのを仲介する領

域である可能性が高い。これもキネシン '4)及び他のキネシン関連蛋白質 31) 36)に
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Fig.3-3 K a t A蛋白質の二次fi'li巡予測

Aではジョイント法によるご次柿造予測結梨をグラフに示した。桃山hはアミノ酸配

列を表す。上向きの紋はその場所でαヘリックス椛造を、下向きの線はβシート都道

をとると予測されたことを示す。それ以外の部分はコイルを示す。 Bでは中央のαヘ

リックスに富む領域ι1"に見られる疎水性アミノ阪残基のくり返し配列を示した。 7Y!
基ごとの~**性アミノ般に下級をやl した。
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Fig.3-4 K a t B 蛋白質の二次桃i企予iJ!IJ

Aではジョイント法による:次+I\~jft予 iJ! IJ結果をFig.3-4と同総にグラフに示した。 B

ではFig.3-4と同様に，*，火のαへリァクスに市む日;j"jJ或中に見られる疎水性アミノ fi変残基

のくり i!Eし面白リを示した。
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Fig.3-5 K a t C蛋白質の二次椛造予iJIiJ

Aではジョイント法による二次椛造予測結果をFig.3-4と同様にグラフに示した。 B

ではFig.3-4と同様に中央のαヘリックスに官む領域中に見られる疎水性アミノ酸Y}HJ;
のくり返し配列を示した。
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も見られる特徴である。ところが、 Ka t D蛋白質は、中央部分でGヘリックスを取

ると予測された範囲は他の三つに比べて短く、またその領域内には 7残基ごとの疎水

性アミノ酸の繰り返しも存在しない点で他の 3っと異なる。

2. 考察

本章では、まず4穏の Ka t t氏自質ではキネシン重鎖のモータードメインと類似の

配列がC末端¥{J!Uにあることを示した。しかし、 N末端側領械ではいずれも既知の蛋白

質と類似の配列は見出されなかった。このことから、 Ka t 蛋白質はキネシンと相同

なモータードメインを持ち同様な微小管モーター活性を有しているが、細胞内では既

知のキネシン関連蛋白質とは追う役制を担っているような別個の蛋白質であると考え

られる。キネシン・スーパーファミリーは共通のモータードメインに各々特有の尾部

ドメインが辿結したような杭迭を持つ蛋白質の集合であるが、 Ka t蛋白質もその一

員として加えることができょう。ただし、尾部ドメインに相当する領域には他に類似

の配列を有する蛋白質が見つからないので、 Ka t蛋白1'I:はスーパーファミリーの中

でも新規の範的に屈する可能性がある。 4租の Ka t蛋白1'I:はいずれも C末端nllJにモ

ータードメインに相当する配列を有しており、その点がN末端iJIIJにモータードメイン

が位置するキネシン主鎖と hì~なる。 K a t蛋白質と同級に C末端側にモータードメイ

ンに相当する配列を有する蛋白白として静岡のKAR3産物があるが、これとの主n似

性は更に向く、機能の[日でも近い可能性がある。 Katili白質同士では、 Ka t Bと

K a t CとはN末封M7Jミら C末端iまで全体にわたってアミノ隊配列が似ており、同級の

機能を持つ"T能性が向い。 一方、 Ka t AとKa t 0のN末河川HJ或は他と主n似した配

列は見出されず、それぞれ異なる機能を持っていると忠われる。

アミノ隊配列の二次tiW.is予測IJによると、 K日 t~笠 1~lnのモータードメインに相当す

る領域はいずれもキネシンill釦のモータードメインに見られるような二次椛造のパタ
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ーンを示し、この点からも Ka t蛋白質がキネシン・スーパーファミリーに属するも

のであることが支持される。しかも Ka t A、B、Cに関しては、ポリペプチドの中

央部分に 2分子が coil ed coilを形成するような構造が予測され、キネシ

ンに特徴的な構造がKa t蛋白質でも見られることが示された。
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第四主主 K a t蛋白質の活性の検出

本主きでは、 Ka t蛋白質が実際にキネシン様の活性を有するかどうかを In V I 

t r 0で試験した。キネシンはATP感受性の微小管結合能を有する。それと関連し

て、 ATPのアナログである5'-ad巴nylylimidodiphosphat巴 (AMPPNP) の存在下

では微小管に安定に結合した状態が保たれる。この性質を用いて、種々の生物種から

キネシンを精製する際の第一段階の濃縮法として、 AMPPNP存在下で微小管を超

遠心分脱することによりキネシンを微小管に付着させて他の可溶成分から分離する手

法が一般に行われている。また、キネシンはそれ自身のみでも微弱なATPase活

性を有するが、それに微小~~;を添加lすることにより ATPase 活性が数倍に地偏さ

れることが知られている。これらの性質はキネシン、タイニンといった微小管モータ

ー蛋白質に特徴的に見られるものである。そこで Ka t 蛋白質も同様の性質を有して

いるかどうかを調べた。キネシンの微小管モーター活性の発現には重鎖のN末端モー

タードメインの 45 0残基のみで十分であることが知られているので、本主主では Ka 

tC蛋白質を用いて、モータードメインに相当する C末端側の傾減を合むがN末端領

域は合まないようなポリペプチドを用いてアツセイを行った。

1. 材料と方法

Ka t C(207-754)蛋白質の大日発引と料製

k a t CのcDNA中の約 1.7k bのHindIII断片(塩基配列 868番から

25 6 0悉)を発現ベクタ -pQE9 (QIAGEN) のHindIII切断部位に

組み込んだ。この発現ベクターは姉入したDNA断片のコードするアミノ酸配列を、

ベクター上にコードされているH i s 6個その他のアミノ酸配列に融合させて発現さ

せるものである。この翻訳部分の上流には Ia cオベレーターを合むパクテリオファ
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ージT5のプロモーターが存在している。このプラスミドの宿主には大腸菌M15 

[pREP4]株 (Q1 AGEN)を用いた。この宿主菌は Ja cリプレツサーをコ

ードする遺伝子 Ja c 1がのっているプラスミド pREP4を発現ベクターとは別伺

に保持しており、そのため通常は発現ベクター上のT5プロモーターからの転写は抑

制されている。そして培養中に随時 lPTGを添加することにより T5プロモーター

からの転写を誘導し、目的の蛋白質を発現させることができる。このプラスミドを導

入した大腸菌をLB培地中 37 'Cで培養した。そしてOD0.7に透した時に lPT

Gを0.2mMになるように添加し、以降 20'Cで一晩培養した。こうして、 Ka t C 

蛋白質のアミノ酸残基 207番からC末端までの領域に 6個のH i sがN末端に連結

しているようなポリペプチド (Ka t C(207-754)蛋白質と記す)を発現させた。その

培養液から 35 0 0 g、 20分間の遠心によって菌体を集めて 4倍容のバッファー

(100mM Pipes (pH6.9)、300mM NaCl、10mM

2-m巴rcapto巴thanol、 1 mM PM S F、 1μ g/ml 1巴upeptin)に懸濁させた。それを

超音波破砕し、 6000 g、20分間遠心してその上清を集めた。それをN トNT

Aアガロース (QIAGEN)カラムに添加し、上記のバッファーにimidazole(p H 

6.9)を 100mM加えたものでカラムを洗い、 imidazole(p H 6 . 9 )を 250mM

加えたもので溶出した。それにMgSO，を lmM、DTTを2mMになるように加え、

セントリコン 30 (amicon)で濃縮してKa t C(207-754)蛋白質標品とした。

チュープリンの精製

文献56) 57)の方法を参考にして行った。ウシの脳(芝浦臓器、品)I[) から大

脳を取り出し、そのうちの 25 0 gに 19 0 mlのPEM-4Mバッファー (4M

glycerol、 1mM 2-mercapto巴thanol in P E M) (P E M: 1 0 0 mM P i p e 

s (pH6.9)、 lmM EGTA、 lmM MgSO，)加えてミキサーを用いて

組織を破砕した。それを 35 0 0 g、 1 0分間 (4'C)遠心し、続いてその上清を 7
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0000 g、 60分間 (4'C)遠心した。その上滑にGTPを0.1mM、ATPを2.

5mMになるように加え、 34 'C、 35分間保温した。それを 100000g、50 

分間 (30 'C)遠心した。上清を捨て、沈殿を 40mlのPEMバッファーに溶かし、

氷中に 30分間おいた。それを 100000g、50分間 (4'C)遠心し、上清を集

めた。それに等容のPM-8Mバッファー(8 M glycerol、 2mM GT  P in P E 

M)を加えて 34'C、 35分間保温した。それを 100000g、 50分間 (30'C)

遠心し、得られる沈殿を 10 mlのPEMに溶かした。それを氷中に 30分間おき、 1 

o 0 0 0 0 g、 50分間 (4'C)遠心し、上清を集め、それをτ"w:ice-cycl巴d

Microtubule Proteinとした。以上で 13 3 mgの微小管蛋白質が得られた。次に、その

うちの 10 0 mgのサンプルをNaCl濃度 0.25MとしてDEAE-SephadexA-50 

(フアルマシア) (4 ml。平衡化バッファー (0.25M NaCI、 0.1mM G 

TP in PEM)で平衡化したもの)カラムに添加し、平衡化ノくッファーで洗った

後、溶出バッファー (0.5M NaCI、 O.lmM GTP in PEM)でチュー

プリンを溶出した。それを 0.1mM G T P in P EMに対して透析し、セントリ

コン 30 (amicon)で濃縮した。それをチュープリン標品とした。

K a t C(207-754)蛋白質のATPase活性の測定

文献58)に基づき次のように行った。 Ka t C(207-754)蛋白質 10μEを 1mg!ml 

チュープリン (20μM taxol、2mM GTP in P EM中で室温に 30分間お

いて重合させたもの)を合む(または合まない)反応液(1 0μM taxol、 lmM 

GTP、2mM DTT in P EM) (p EM  バッファー 100mM Pip 

e s (pH6.9)、 lmM EGTA、 1 mM M g S 0，)に加えて室温に5分間

おき、 [y -32 pJ A T P (1 x 1 0 4 cpm/nmol)を 1mMになるように加えて全体を

100μlにして反応を開始させた。室温で 10分間または 15分間反応させ、 1 0 

%SDSを 10μl加えて反応を止め、更にリン酸試薬 (10N H
2
SO，、 10% 
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(w/v) ammomium molybda旬、 o. 1 N silicotungstic acidをそれぞれ2: 2 1の割

合で混ぜたもの) 1 0 0μlと65 3 5のxylene/isobutanolとを 1ml加えて 15秒

間激しく混ぜ、それを数秒間遠心分離して、生じる上層の 0.5mlをとりシンチレー

ター (0.8% omnifluor (N E N) in 70: 30 (v/v) toluene:巴thanol) 5 mlに

入れ、液体シンチレーションカウンター(ベックマン)で計測した。同時にKa t C 

(207-754)蛋白質を入れないで同様の操作を行い、その時の値をKa t C(207-754)蛋

白質を入れた場合の値から差し引くことによってATPase活性を計算した。

K a t C(207-754)蛋白質と微小管との結合笑!験

反応液(1 mgfml tubulin (taxolにより重合させたもの)、 20μM taxol、 l 

mM GTP、2mM DTT、 2.5mM AM  P P N P、 2. 5 mM M g S 0， in 

PEM) にKa t C(207-754)蛋白質を 20μg加えて 200μiにし、室温に 15分

間おいた。それを卓上趨遠心(ベックマン)で 10 0 0 0 0 g、 30分間 (22 'C) 

遠心した。得られる上清と沈殿とを分け、次に沈殿を 200μ1の溶液 (20μM 

taxol、 1mM GTP、 2mM DTT、 2.5mM AM  P P N P、 2.5mM Mg 

S 0， in P EM)に溶かし、それを再び‘遠心した (100000g、 30分間

(2 2 'C) )。得られる上清と沈殿とを分け、次にその沈殿を 200μlのATP抽

出溶液 (10mM Mg A T P、 20μM taxol、 1 mM GT  P、2mM DTT 

in P EM)に溶かし、 室温に 15分間おいた。それを超遠心し (100000g、

3 0分間 (22 'C) )上清と沈殿とに分けた。対照実験としては、 AMPPNPの替

わりにATPを用いて同様の操作を行った。

2. 結果

Ka tClli白質のアミノ敗残基 207悉から C末端までをコードするDNA断片を
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発現ベクター pQE9に組み込んだ。この発現ベクターは挿入したDNA断片のコー

ドするアミノ酸配列をベクター上にコードされている H i s 6個その他のアミノ酸配

列に融合させて発現させるものである。そのプラスミドによって Ka t C蛋白質の 2

o 7悉から 75 4番までのアミノ酸配列のN末端にH i sが6個付加したようなポリ

ペプチド (Ka t C(207-754)蛋白質)を大腸菌の系を用いて発現させた。そしてその

菌体の抽出液からNi-NTAアガロ ースを用いて発現させたポリペプチドを精製し

た (Fi g. 4 -1 A)。これとウシの大脳から精製したチュープリン (Fi g.4・ 1B) 

とを組合せた実験によって、キネシンに特有な微小管添加によるATPase活性の

上昇、及びATPのアナログである5'-adenylylimidodiphosphate(AM P P N P)添

加によって誘起される微小管との安定な結合の検出を試みた。キネシンでは霊鎖のモ

ーター ドメインのみで微小管モータ ー活性を有することが知られているので、 Ka t 

C蛋白質の場合もその一部分のみの配列を持つ Ka t C(207-754)蛋白質で上記の活性

が検出されることが期待された。

その結果を Fi g. 4 -2、 4 -3 fと示す。 Ka t C(207-754)蛋白質のATPase活

性はチュープリン非存在下ではo. 8 :t 0 . 4 nmol!min/mg (1 0回の実験の平均値)、

チュープ リン 1mg/ml存在下で1立2.5:t 0.4 nmol/min/mg ( 1 0回の笑験の平均値)

とiJIIJ定され、チュープリン添加により 3倍の上昇が観察された。また、Fi g. 4 -3 

では、 Ka t C(207-754)貨白質がAMPPNP存在時には重合チュープリンと安定に

結合して超述心分離でチュープリンとともに沈殿に来ること(レーン 3、4)、その

沈殿をATPを合む熔1伎にi容かすと Ka t C(207-754)蛋白質が重合チューフリンから

離れ、再び超JM心を行うと上ii'iにくること(レーン 6、 7η) がji(l品首

めにAMPPNPの代わりにATPの存在下で同段の笑験を行つたところ、超遠心で

K a t C(207-754)蛋白質のほとんどは霊合チュープリンと挙動をともにせず(レーン

8、 9)、 E合チュープリンとの安定な結合を引き起こすのはAMPPNPに特有の

{引きであることがわかった。また、 Ka t C(207-754)蛋白質がAMPPNP添加によ
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Fig.4-1 K a t C(207-754)蛋白質とチューフリンの精製

AではKa t C(207-754)蛋白質発現菌の IPTG添加前の菌体の全抽出物(レーン

1 )、 IPTG添加後一|助培養した菌休の全tlll出物(レーン 2)、 Ni -NTAアガ

ロースからの250mMimidazoleiW出回分(レーン 3)を SDS-PAGEに供し、 CB
B染色を行った。

BではTwice-cycledMicr-otubule Protein (レーン 1)、 DEAE-S巴phadexA50カラム

から 0.5M-NaC 1で溶出したチュープリン(レーン 2)をSDS-PAGEに供し、

CBB染色を行った。
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Fig.4-2 K a t C(207-754)蜜白質のATPase活性

-MTは重合チューフリン非存在下、 +MTは重合チュープリン1mg/ml存在下で:の

ATPas巴活性を示す。それぞれ10回づっ笑験を行い、その平均値と最大値 最小値と

を示した。
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Fig.4-3 K a t C(207-754)蛋白質の微小管との結合実験

チュープリンのみ(レーン 1)、 Ka t C(207-754)蛋白質のみ(レーン 2)、 AM

PPNP存在下で Ka t C(207-754)蛋白質と重合チュープリンを混ぜて超遠心分離し

て得られる上清(レーン 3)及び沈殿(レーン 4)、その沈殿をAMPPNPを合む

溶液に懸濁して超遠心分V-ilfして得られる上清(レーン 5)、得られた沈殿をAT PtllJ 

出溶液に懸濁して超遠心分~iff して何られる上清(レーン 6 )及び沈殿(レーン7)、

ATP存在下で Ka t C(207-754)蛋白質と重合チュープリンを混ぜて超迷心分断して

得られる上清(レーン 8)及び沈殿(レーン 9)を SDS-PAGEに供し、 CBB

染色を行った。
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って結合しているチュープリンから Ka t C(207-754)蛋白質が溶出されるのも、 AT

Pに特有の働きであることが判明した(レーン 5、 6 )。

3 考察

本主主では、 Ka t蛋白質のうち Ka t C蛋白質を選び、そのモータードメインに相

当する領域を合むポリペプチドKa t C(207・754)蛋白質が In V I t r 0でキネシ

ンに特徴的な性質を持っかどうかを試験した。その結果、重合チュープリンを添加す

ることによってATPase活性が 3倍に上昇するのが検出された。また、 AMPP 

NPを添加することによって重合チュープリンとの安定な結合が誘起され、 ATPの

添加によってその結合から遊離されることが観察された。これより、アミノ般配列の

類似性のみならず、 KatClli白質が実際にキネシンに類似した性質を有しているこ

とが示された。

K a t C(207-754)蛋白質のアツセイは全て室温で行った。これはシロイヌナズナの

栽培は室温付近 (22'C) で行っていることを考慮したためである。ウシの脳から精

製されたキネシンのATPase活性は 37'Cでチュープリン非存在下で 0.05μ 

mol!min/mg、 1 mg!mlチュープリン存在下では 0.31μmol!min/mgと報告されてい

る15)。検出されたKa t C(207-754)蛋白質の活性はこの値に比べて、チュープリン

非存在下で 60分の l、チュープリン存在下で 120分の lにとどまっていた。その

理由として、反応温度の違い、蛋白質の性質の違い、 Ka t C(207-754)蛋白質サンプ

ルの劣化等が考えられる。また、ウシ脳キネシンではチュープリン添加により活性が

約 6倍にまで上昇するのに比べ、 Ka t C(207-754)蛋白質では 3倍にとどまった。ウ

シ脳のキネシンのアツセイでは同じウシ脳から精製したチュープリンと組み合わせて

いるが、 Ka t C(207-754)蛋白質のアツセイでもウシ脳のチュープリンとのヘテロな

組み合わせであるため、 Ka t C(207-754)蛋白質とチュープリンとの相互作用が弱く、



活性化が不完全であったということも考えられる。



第五章植物細胞からのKa t蛋白質の検出

植物細胞内には小胞やオルガネラ等の微小管依存性の輸送系が存在するにもかかわ

らず、微小管モーター蛋白質の存在に関する報告はほとんどなかった。最近、タバコ

(Nicotiana tabacum)の花粉管中にウシ脳のキネシン重鎖に対する抗体と反応するポ

リペプチドが存在することが示されたが、その他の一般の植物組織でキネシン様蛋白

質の存在を示す報告はない。 一般の植物細胞中にはいろいろな微小管構造が存在し、

また、微小管依存性の小胞やオルガネラ等の輸送系も存在するが、それに関与すると

思われる微小管モーター蛋白質に関する知見はほとんど無いのが現状である。本章で

は、シロイヌナズナの cDNAライブラリーからクローン化した ka t遺伝子産物が

実際に発現して植物細胞内で機能しているかどうかを調べるために、まずKa t蛋白

質の抗体を用いてシロイヌナズナやタバコ培養細胞中でのKa t蛋白質の存在を検出

することを試みた。

1 材料と方法

タバコ培養細胞BY-2

日本たばこ産業株式会社たばこ <1"央研究所より分与された。

B Y-2細胞の培養

Linsmaier and Skoogの培地60) にsucroseを3%、 2，4-DをO.2m凶、 myoinositol

を 100mgj!、 KH，PO，を 20 0 mgjml加えた培地 80mlを300mlの三角フラス

コに入れ、それに 7日目の培養液を 5ml移 し、 2 rcで振並立培養した。

K a t B (5-249)蛋白質の大日発現と精製
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オリゴヌクレオチド 5'GCGCGGATCCATGACGAACAATGGAAGAATCC3'及

び 5・GCGCGGATCCCTTCGAGGCAGCAAGCTG3' をプライマーに用いて ka t 

BcDNAlμgを鋳型として反応液に加え(バッファーの組成は第一章と同様)、

9 4 'C 1分、 55'C3 0秒、 72'Cl.5分のサイクルを 20回繰り返すPCRを行

った。これにより、 katBcDNAの塩基配列 18 6番から 920番までのDNA

領域の両端にBamHI切断部位を付加したようなDNA断片を合成した。それをB

amHIで消化して発現ベクター pQE16 (Q 1 AGEN)のBamHI-BgJ 

1 1部位に組み込み、そのプラスミドを大腸菌M15 [pREP4] (QIAGEN) 

に導入した。この発現ベクターは第四主主で用いた pQE9と同様に、挿入したDNA

断片のコードするアミノ酸配列をベクター上にコードされているH i s 6個その他の

アミノ酸配列に融合させて発現させるものである。それをLB培地中37'Cで培養し、

OD 0.7で IPTGを lmMになるように添加し、以降 37 'Cで3時間培養した。

こうしてKa t B蛋白質のアミノ酸配列5番から 249番までの領域のC末端にHi

sが 6個付加したようなポリペプチドを発現させた。このポリペプチド(以下Ka t 

B (5-249)蛋白質と記す)は大腸菌細胞内でインクルージョンボディーとなったので以

下のように可溶化してから精製した。その培養液から 35 0 0 g、 20分間の遠心に

よって菌体を集め、それを 5倍容の超音波破砕用バッファー (50 mM N a H
2 
P 

0， (pH8.0)、 300mM NaCI、 10mM 2-m巴rcaptoethanol)に懸濁し

て超音波破砕した。それを 60 0 0 g、 20分間 (4'C)遠心し、得られる沈殿を最

初の菌体の 2.5倍容の溶液(6 M guanidin巴hydrochlorid巴、 O.lM NaH
2
PO 

4、 10mM Tris、 1 0 mM 2-m巴rcaptoethanol(p H 7 . 5) )に懸濁して室

温lで 1時問視持した。それを 6000 g、 20分間(室温)遠心し、得られる上清を

N i-NTAアガロース (QIAGEN)カラムに添加した。バッファー (8M

urea、 O.lM NaH2PO，、 10 mM T r i s、 10 mM 2-mercaptoethanol 

(p H 6.8)でカラムを洗い、同じ組成で pH 5.8のバッファーで目的のポリベプ
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チドを溶出した。次に蛋白質調製用の電気泳動装置 (Cell Prep、Bi 0 R 

a d)を用いて SDS-PAGE (14%アクリルアミド)により単一のポリペプチ

ドとして精製し、 Ka t B (5-249)蛋白質標品とした。

K a t C(207-754)蛋白質の大量発現と精製

第四重量と同様にKa t C(207・754)蛋白質を大腸菌の系を用いて発現させた。その菌

体を集め、 4倍容の溶液(6 M guanidin巴hydrochlorid巴、 O.lM NaH
2
PO.、

10mM Tris、 1 0 mM 2-mercaptoethanol (p H 7 .5) )に懸濁して超音波

破砕を行った。それを 60 0 0 g、20分間(室温)遠心し、得られる上清をNi

-NTAアガロース (QIAGEN)カラムに添加した。バッファー (8M urea、

O.lM NaH2PO.、 10mM Tris、 10mM 2・m巴rcapto巴thanol(p H 6 

8 )でカラムを洗い、同じ組成で pH 5.8のバッファーで目的のポリペプチドを溶

出しKa t C(207-754)蛋白質襟品とした。

K a t D(230-380)蛋白質の大岳発現と精製

オリゴヌクレオチド S'CG CG GA TCCCGGTCA T丁CATTGCAGACAG3'及び

5'GCGGGATCCTTCT寸CAAGAACCCTTTTGT A3'をプライマーに用いて ka t D c 

DNAlμgを鋳型として反応I伎に加え(バッファーの組成は第一立と同様)、 94 

oc 1分、 55 oC 3 0秒、 72
0

C1.5分のサイクルを 20回繰り返すPCRを行った。

これにより、 katDcDNAの境基配列 73 5番から 1187悉までのDNA領域

の両端にBamHI切断部位を付加したようなDNA断片を合成した。それをBam

HIで消化して発現ベクター pQE16 (QIAGEN)のBamHI-BgJII

部位に組み込み、そのプラスミドを大腸菌M1S [pREP4] (QIAGEN)に

導入した。それをLB培地中 3rcで培養し、 OD0.7で 1P TGを2mMになる

ように添加し、以降 3rcで31時間培養した。こうしてKa t D蛋白質のアミノ酸配
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列 230番から 380番までの領域のC末端にH i sが 6個付加したようなポリペプ

チドを発現させた。このポリペプチド(以下Ka t D (230-380)蛋白質と記す)は大腸

菌細胞内でインクルージョンボディーとなったのでKa t B (5-249)蛋白質の場合と同

様にに可溶化してから精製した。その培養液から 35 0 0 g、 20分間の遠心によっ

て菌体を集め、それを5倍容の超音波破砕用バッファー (50mM NaH
2
PO. 

(pH8.0)、300mM NaCI、 1 0 mM 2-mercaptoethanol)に懸濁して超

音波破砕した。それを 60 0 0 阜、 20分間 (40C)遠心し、得られる沈殿を最初の

菌体の 2.5倍容の溶液 (6 M guanidin巴hydrochloride、 O.lM NaH
2
PO.、

10mM Tris、 1 0 mM 2-mercaptoethanol (p H 7 . 5) )に懸濁して室温で

1時間按排した。それを 60 0 0 g、 20分間(室温)遠心し、得られる上清をNi

-NTAアガロース (QIAGEN)カラムに添加した。バッファー (8M urea、

O.lM NaH2PO.、 10 mM T r i s、 10 mM 2-mercapto巴thanol(p H 6 

8 )でカラムを洗い、同じ組成で pH 5.8のバッ ファーで目的のポリペプチドを溶

出し、 Ka t D(230-380)蛋白質標品とした。

抗血清の作製

精製したKa t B (5-249)蛋白質 1.5mg及びKa t C(207-754)蛋白質 1.5mgをそ

れぞれウサギ(日本白色:fiTi、メス、 1=1;<f宝生物材料センタ ー) 2羽づつに免疫した。最

初に l羽につき 30 0μEの蛋白質サンプルを等容のフロイン トの完全アジユハント

と混合し、下JJ去の筋肉中に注射した。次に、その 3週間後に 250μgの蛋白質サン

プルを等容のフ ロ イントの不完全アジユバントと混合し、同様に下肢の筋肉 '~l に注射

した。9!:にその 2迎n:J1:去に 20 0μBのサンプルを同級にフロイントの不完全アジ、ユ

パン トと混合し、注射した。そしてその 1:i1!4Rn後に心臓から全採血を行った。各注射

2えひー採JU[の際に、 精製した Iくat s (5-249)蛋白質及びKa t C(207-754)蛋白質を用

いてEL [ S Aにより血液tI，の抗体自lIiの上昇をlIIl認した。



K a t蛋白質に特異的な抗体の精製

K a t B (5-249)蛋白質 4mg、Ka t C(207-754)蛋白質4mg、Ka t D(230-380)蛋

白質4mgを各々CNBr-activat巴dSepharose 4B (フア/レマシア) 1m]づつに固定してア

フィニティークロマトグラフィー用ゲルを調製した。ただし Ka t C(207-754)蛋白質

に関しては、第四主主に記した方法 (guanidinehydrochlorideやureaなどで変成させな

い)によって精製したものを用いた。抗Ka t B (5-249)蛋白貿抗血清 3m]を 10mM

のTr i 5 -H C] (p H 7 .5)で 30m]に希釈してKa t D(230・380)蛋白質カラム

に添加し、その素通り回分をIくat B (5-249)蛋白質カラムに添加した。それを 10 

mM -T r i 5 -H C] (p H 7 .5)、 10 mM  -T r i s -H C] (p H 7 .5) /1 

M-NaC]、 1 0 mM -T r i 5 -H C] (p H 7.5 )で続けて洗ったのち、 1 0 0 

mM -g]ycine (p H 2 . 5 )で溶出した。それに即座に 1M -T r i s -H C] (p H 8. 

0)を1/10容加えて中和し、 PB S (2 0 mM sodium phosphat巴 (pH7.2)、

0.145M NaCI) に対して透析を行った。最後にセントリコン 30(amic

o n)で濃縮し、抗Ka t B (5-249)蛋白質抗体椋品とした。抗 Ka t C(207・754)蛋

白質抗体の場合も同様に、抗/(/lii'，'を Ka t 0 (230-380)蛋白質カラムに通してから Ka 

t C (207-754)蛋白質カラムに添加し、精製 泌総して椋11111を符た。

タバコ培養細胞BY-2からの微小笠モーター蛋白質の波綿

培養 2日自のBY-2細胞 6gを 1XPEMパッファー (100mM Pipes 

(p H 6.9)、 1mM EGTA、 1 mM Mg S 0
4

) で 1回洗浄し、溶液 (7.5

mM DTT、 15μ g/ml 1巴upeptm、 15μ 且Iml p巴pstatinA、 15μ g/ml 

aprotinin、 15μg/ml tosyl arginine methyl est巴rhydrochloride in 1.5 X P E孔1)

6mlに懸濁して超音波破砕し、それを 60 0 0 g、 1 0分間 (40C)遠心し、その上

消を次に 100000g、30分間 (40C)遠心(ベックマン 75T iローター)し、
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その上清を 6.84 ml集めた。それにGTPを 1mM、ta.xolを20μM、tubulin( 

ta.xol、GTP存在下で重合させたもの)を 1mg!ml、AMPPNPを2.5mM、

sodium tripolyphosphateを2.5mMIとなるように加えて 8mlにし、氷中に 30分間お

いた。次にそれを遠心チューフ*内でsucros巴cushion(2 0 % sucros巴、 1mM GT 

P、 20μM taxol、5mM DTT、 2.5mM AM  P P N P in P E M) 8 0 

0μlに重層し、 1 0 0 0 0 0 g、 30分間 (40C) (ベツクマン SW50.1ロータ

ー)遠心した。得られる沈殿をATP溶出バッファー (lmM GTP、 20μM 

ta.xol、5mM DTT、 10mM ATP、 20mM MgSO.、 100mM Na 

C 1 in P E M) 3 0 0μlに溶かし、氷中に 1時間おいた。それを 100000g、

3 0分間 (4
0

C) (ベックマン卓上遠心機)遠心し、上清を微小管モーター蛋白質画

分とした。

ウエスタンプロティング

蛋白質を SDS-PAGEにより分離し、セミドライブロッティング装置(バイオク

ラフト)を用いて Immobilonメンプラン(ミリポア)にトランスファーした。

それを 5%のスキムミルクを合むPBふ T (0.1% Tween20、 1 3 6.9 

mM NaCl、 2.7mM KCl、 1O. 1 mM N a 2 H P 0 .、 1.8mM KH
2 

PO.) 中で 1時間振滋し、次いでPB S-Tで洗ってから抗Ka t B (5-249)蛋白質抗

体(または抗Ka t C(207-754)蛋白質抗体)を 1/1000容合むPB S-T中で 1

時間振並ました。それを PB S-Tで洗い、次にanti-rabbitIgG hors巴radishperoxidase 

linked whole antibody (from donky) (アマシャム)を 1/5000容合むPB S-T中

で 1時間振並立した。それを PB S-Tで洗いECLシステム(アマシヤム)で発色さ

せた。

2 結果
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1 )抗Ka t蛋白質抗体の調製

K a t B蛋白質のアミノ目安残主主5悉から 24 9番をコードする DNA断片を発現ベ

クター pQE  1 6に組み込み、 Ka t B蛋白質の 5悉から 249悉までのアミノ酸配

列のC末端にH i sが6佃付加したようなポリペプチドを大腸菌の系を用いて発現さ

せた。そしてその菌体の十111出減から N i -N T Aアガロースカラム及びSDS-PAG

Eを用いて発現させたポリペプチド(以下Ka t B (5-249)蛋白質と記す)を精製した

(Fig.5-1A)。また、f，{"1凹誌で述べた Ka t C (207-754)蛋白質をN i -NTAア

ガロースカラムを用いて*f~im!!した (F i g. 5 -1 B)。得られた Ka t B (5-249)蛋白

質と Ka t C(207-754)蛋白質とをそれぞれウサギに免疫して抗血ii';を待た。更にそれ

から抗原蛋白質を回定した樹脂をmいて Ka t B (5・249)蛋白質及びKa t C 

(207-754 )蛋白質に特異的な抗体を精製した。この際、それぞれの抗血清を各々の蛋白

質カラムに添加する前に、 KatDlli白質カラムに辺してそれに吸えまする回分を除い

た。これにより、 H i s 6 佃の述続部分~;K a t B (5-249)蛋白質及びKa t C 

(207・754)蛋白質中の元のIくa t蛋白質に存在しないベクター由来の配列部分を認識す

るような抗体の四分を除くことができると忠われた。以下、本論文ではこのように精

製した特異的な抗Ka t B (5・249)蛋白質抗体及び抗 Ka t C(207-754)蛋白質抗体を

用いた。 Ka t B蛋白質と Ka t Clli白質とはアミノ目安配列が全体にわたって高度に

保存されているので、抗lくal B (5・249)抗体は両蛋白質のN末端1J!iJ'Iil1域を認識し、抗

K a t C(207-754)抗体は ~I ，jt丘内 nのけ 1火msから C末端に至る'ÍÎFf械を認識するものと考

えられた。

2 )他物制j胞成分中のlくal蛋|二l質の検出
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Fig.5.1 K a t B (5.249)蛋白質と Ka t C(207.754)蛋白質の精製

AではKa t B(5.249)蛋白質発現菌の IPTG添力同百の菌体の全抽出物 (レーン 1)、

IPTG添加後 31時間培養したj!fi休の金十111出物(レーン 2)、菌休中の不溶性蛋白質

を可溶化した四分(レーン 3)、 N ト NTAアガロースからの pl-l 5 .8での溶出函

分(レーン 4)、 SDS.PAGEからの総/Jj四分(レーン 5)を SDS.PAGEに

供し、 CBB染色を行った。

BではKa t C(207.754 )責任1 1'1: ~e~見直jの IPT G 添加古íIの菌体の全十'"tH物(レーン
J) 、 [ PTGi奈川後一脱出挺したjl'i体の全れI'I:l:l物(レーン 2)、 N i -NT  Aアガ

ロースからのpH 5.8での出山間分(レーン 3)を SDS.PAGEに供し、 CBB

染色を行った。



これらの抗体を用いてシロイヌナズナ及びタバコ培養細胞BY_261
)の全抽出物に

対しウエスタンプロッティングを行ったところ、明確なシグナノレは検出されなかった。

これは植物細胞にKa t BまたはKa t C蛋白質が合まれる量が少ないためであると

予想し、次にKa t BまたはKa t C蛋白質を植物全蛋白質から濃縮することを試み

た。

微小管モーター蛋白質の特徴としてAMPPNPやInorganictripolyphosphat巴の添

加により微小管と安定に結合する性質が知られており、微小管モーター蛋白質の精製

の第一段階としてこの性質を用いて他の蛋白質と分離する方法が広く行われている。

第四主主で Ka t C蛋白質も同様の性質をもつことが示されたので、以下のような操作

を行った。 BY-HIlI胞のflll山液に重合チュープリンと AMPPNP及ひ、sodium

tripolyphosphateとを加えて初述心し、その沈殿を IOmMのATPを合む溶液に懸

濁して再ひ、超遠心を行い、その上前を集めた。 Ka t蛋白質は最初はチューフリンに

結合して他の細胞内成分と分離されて/1殿四分に波縮され、次にATPにより微小管

から特異的に溶出されて上消に来るとWJ待される。それをウエスタンプロッテインタ

に供したところ、抗Ka t B (5-249)蛋白質抗体及び抗Ka t C(207-754)蛋白質抗体

の両方で同様に 85 k 0付近に単一のシグナルが検出された (Fi g 5 -2、レーン

1、 4)。対照として BY-2のtlllLl:l被の代わりにハツファーのみで同様の奴作を行

ったところシグナノレは検出されなかった (Fi g 5 -1、レーン 2、 6 )。従って検

出されたシグナルは BY -2 FIこl米の蛋白質によるものと判断された。そこでBY-2細

胞中に存在する Ka t Bあるいは Ka t C蛋白質と等制Iiな蛍白質(以下 Ka t B/C 

と記す)を示すシク"ナルで:あると考えられた。

3. 考察

本12ではタバコ培養剤111出BY-2中に、抗Ka t B (5-249)lli向1'1抗体及びl1(Ka t 
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Fig.5-2 タバコ培養細胞BY-2からのKa t B/C蛋白質の検出

BY-2剤I/Jj酎111出液'l'の微小竹モーター蛋白質四分(レーン]、 4)、対照のために

チュープリンのみから ATPで+IIIU.¥した間分(レーン 2、5)、料製した Ka t B 

(5・249)蛋白質(レーン 3)、i'，'i製した Ka t C(207-754)蛋白質(レーン 6)を SO

S-PAGEに供し、そのウエスタンプロットを抗Ka t B (5-249)蛋白質抗体 (レー

ン 1~3) 及び抗 K a t C(207-754)蛋|土li"l抗体で染色した。
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C(207-754)蛋白質抗体の両方で認識されるような約 85 k Dの因子が存在することを

示した。この分子量からもこの因子が KatB(84kD)あるいはKatC(85

k D)蛋白質と等価なものであることが支持される。シロイヌナズナ及びBY-2の

全蛋白質からはそのような因子の存在を示すシグ、ナルは検出されず、 Ka t蛋白質の

濃縮を行った場合にのみシグ・ナルが検出されたが、それはこの因子の存在量が少ない

ためと考えられた。また、その際に行った波縮法は微小管モーター蛋白質の性質に基

づく方法であるので、この因子は微小管モーター蛋白質としての機能を有している可

能性が高い。以上により、この因子は Ka t BあるいはKa t C蛋白質と等価なキネ

シン様微小管モーター蛋白質であると判断され、 Ka t B/C蛋白質とl呼ぶことにし

た。 Ka t B/C蛋白質はIl見分化した植物培養納Il包で存在が検出された最初の微小管

モーター蛋白質であり、植物でもキネシン様蛋白質が花粉}管の{rlr長といったような特

殊に分化した細胞の機能のみならず、細胞分裂など増殖細胞一般に見られる機能に関

与していることが示唆される。
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第六主主 細胞周期に伴う Ka t B/C蛋白質量変化の観察。

第五章で、タバコ培養細胞BY-2中にKa t B/C蛋白質が存在することを示した。

B Y-2はJJ見分化した増猫能のみを有する細胞で:あるので、 Ka t B/C蛋白質は細胞

周期の進行に関与した役割を担っていることが予想される。ショウジヨウパエ、酵母、

動物細胞等では、キネシン関述蛋白質が紡錐体の形成や染色体の分配に関与している

ことが知られており、 Ka t B/C蛋白質が同様の機能を持っているとしたら興味深

い。そこで本主主では、細胞内での機能を推定するために、 BY-2細胞の向調培養系

を用いて細胞周期と Ka t B/Clli白質量との関係について制ベた。

1. 材料と方法

タバコ培養細胞BY-2 

~ミ京大学理学部植物学教室長[Li敏行僻士より分与された。

BY-2細胞の培養

Linsmaier and Skoogの培地， 0)にsucroseを3%、 2，4 -Dをo. 2 mgf!、 myoInositol

を 100mgf!、 KH，PO，を 200mgf!加えた培地 95mlを 30 0 mlの三角フラスコ

に入れ、それに細胞を移し、 27"Cで振並立培養した。

B Y-2細胞の向調

7日目の培養液 1Omlをアフイデイコリンを 5μg/ml合む新しい培地 95mlに移し、

2 411寺r，:]振iH した。そのJi~1r:t i(!I: II' の剥IJJ胞をガラスフィルター( I 7 G 2) を用いて l

literの培地で洗い、 1 0 mlのI削山に懸泊して新しい 95mlの別地に移し、 J阿佐培養を

行った。



ウエスタンプロ ッティングに供するサンプルの調製

第五章で行った微小管モーター蛋白質の濃縮と同様に行った。サンプリングしたB

Y-2細胞0.6gを lXPEMバッファー (100mM Pipes (pH6.9)、 1 

mM EGTA、 1mM MgSO.)で 1回決ってから 1.5mlチュープ中で溶液

(7.5mM DTT、 15μgfml 1巴up巴ptl口、 15μgfml pepstatinA、 15μgfml 

aprotinin、15μgfml tosyl arginine methyl ester hydrochloride in 1 .5 X P E 

M) O.6m 1に懸濁して超音波破砕し、 14000rpm、5分間 (40C)遠心し、

その上清を次に 1000 0 0 g、 30分間 (40C)遠心し、その上清を 80 0μl集

めた。それにGTPを 1mM、taxolを20μM、tubulin(taxol、GTP存在下で重合

させたもの)を 1mgfml、AMPPNPを2.5mM、sodiumtripolyphosphateを2.5

mMになるよ うに加えて900μlにして混ぜ、氷中に 30分間おいた。次にそれを

sucrose cushion (2 0 % sucrose、 1mM GT P、 20μM taxol、5mM DT  

T、 2.5mM AM  P P N P in P EM) 8 0 0μlに重層し、 1 000 0 0 g、3

0分間 (4
0

C)遠心した。得られる沈殿をATP溶出バッファー (1mM GT  P、

2 0μM taxol、5mM DTT、 10mM A T P、 20mM M g S 0，、 10 0 

mM N a C 1 in P E M) 4 0μlに溶かし、氷中に 1時間おいた。それを 100

o 0 0 g、 30分間 (4
0

C)遠心し、上清を 10μlづっ SDS-PAGEに供した。

ウエスタンフロテイングのシク、ナルの治皮のiJ!IJ定

デンシトメーター(品i:11CS-930)を用いた。

2 結果

B Y-2細胞の培養をDNAポリメラーゼαのli[l筈剤であるアフィデイコリンを用い



て細胞周期のG 1期と S)切との問で止め、次に培養液からアフイディコリンを除くこ

とにより向調的に細胞周期を進行させた。そして文献 61) に従い、細胞周期の各時

期の細胞としてアフイデイコリンを除いてから l時間後 (S期に相当)、 3時間後、

引i寺間後 (G2)切に相当)、 7時間後、 9時間後 (M期に相当)、 1 0.5時間後、

1 2.5時間後 (G1期に相当)の培養液から細胞をサンプリングした。その際の 9

時間後の細胞を顕微鏡で観察したところM!切に属するものが 60%以上存在し、向調

が達成されていることが隊認された。そして、各時期のKa t B/C蛋白質の量を、

各々のサンプルから調製した微小管モーター蛋白質四分をフゃロッテイングして抗Ka

t B(5-249)蛋白質抗体及び抗 Ka t C(207-754)蛋白質抗体を用いて調べた。その結

果を Fi g. 6 -1に示す。これによると、同一間の経過にともない検出されるシク、、ナル

の強度が増加して 9時間後に必大になり、その後減少していくのが両方の抗体でとも

に観察された。抗Ka t C(207・754)蛋白質抗体で検出されたシグナル強度の上昇は、

11時間後に比べて 911寺間後で約 26倍とiJIi1定された。すなわち、 Ka t B/C蛋白質

はM)切を中心にして検出111がim}Jf!すると判断された。

3. 考察

本主主では、 Ka t B/C蛍白質tlの創lIJ泡}i'dWJの進行にf!1'う変化について訓へた。実験

結果はKa t B/Clli白'tliilがMWJに増加することをl聞協に示している。 MJ切に相当

する 911寺間後以外でも Ka t B/C蛍白'aは検出されたが、本実験で達成された同部!

の程度は 60~70%に wfまっていること、 4うに G lJ切とした 12.5時間後では実

際にはMWJの細胞が相当iE成っていることを考服すると、 Ka t B/C蛋白質はMj切

細胞に特呉的に検出されるものであると考えることが可能である。ただし、本実験で

のKa t B/C蛋白質の検山は、制jj包内容物のうち微小管モーター蛋白質の性質をJ'#

つ四分から行っているので、検出日が細胞内に存在する全 Ka t B/C蛋白質量を反
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の変動

Aでは、培養液からアフィテイコリンを除去後 l附I~日(レーン J) 、 311年間(レー

ン 2)、 511当[11](レーン 3)、 7 II~fI:\1 (レーン 4)、 911寺11¥1(レーン 5)、 1 0.5 

H寺間(レ ン 6)、 1 2.511山口(レーン7)、の制胞から訓製した微小1'8:モーター

蛋白質四分及びチュープリンのみから ATPによって抽出した四分(レーン S)のウ

エスタンプロットをJILJく日 tB (5-249)蛋白質抗休(レーン J~3) 及び抗 K 8 t C 

(207-754)蛋白質抗体で染色した。 BではAで検出したシグナルの強度を示した。

7 

タバコ培養細胞BY-2における制II})包周期lに依存した Ka t B/C蛋白質量

6 5 4 3 
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映していない可能性もある。すなわち、細胞内に不活性型の(微小管モーター蛋白質

の性質を失っている) K a t B/Clli白質が存在する場合、そのような蛋白質は検出

されないおそれがある。したがって細胞周期に伴う Ka t B/C蛋白質の検出量の変

化が細胞内に存在する全 Ka t B/C蛋白質量の変化を示しているのか、それとも蛋

白質合成後の制御によって活性型蛋白質と不活性型蛋白質の割合が変化していること

を示しているのかは不明である。しかし、いずれにしても「微小管モーター蛋白質の

性質を有する Ka t B/C蛋白質」の量がM期に増加していると結論することができ、

M期に特異的な細胞機能に関与していることが示唆される。

ショウジョウパエ、動物剤1/胞、百字母等ではキネシン様蛋白質が紡錐体の形成や染色

体の娘細胞への分配に関与していることが知られている。また、植物細胞では、植物

に特有な細胞質分裂の装置である隔J/英形成体において、細胞板の材料を含む小胞の輸

送や隔J/英形成体を構成する微小管の;Ji王位に微小管モーター蛋白質が関与していること

が予想されている。 Ka t B/C蛋白質が関与する可能性があるM!切の細胞機能の一

例としてそれらを挙げることができる。
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第七章総合討論

本論文では、シロイヌナズナのゲノム上からキネシン関述逃伝子と考えられる配列

を5種類見出し、それらの配列に対応する cDNAをクローン化した。そのうちの 4

種類の境基配列の決定したところ、いずれも C末端側領域にキネシン重鎖のモーター

ドメインと相同と考えられるアミノ酸配列を有するポリペプチドがコードされていた。

これらの遺伝子は、キネシン問述巡伝子であると判断され、 ka t A、 ka t B、k

a t C、 ka t Dと命名した。 Ka t C蛋白質に関しては、そのモータードメインに

相当する領域を合むポリペプチドが笑際にキネシン様の活性を示すことを示した。以

上の結果は、高等植物に微小管モーター蛋白質辿伝子が存在することを最初に証明し

たものである。また、高等他物として最小のゲノム椛成を有すると考えられているシ

ロイヌナズナから復数のキネシンl即座泣伝子が見出されたことは、酵母やショウジヨ

ウパエで知られているのと同級に、他物にもキネシン関連遺伝子ファミリーが存在す

ることを意味する。このことから、キネシンモーター蛋白質が様々な細胞機能に対応

して別々の蛋白質に分化している現象が、其核生物一般において見られることが想像

され、キネシンの重要性を示している。

植物細胞には微小管を基礎とした様々な運動系が存在することが知られていたにも

かかわらず、それを駆動する因子の実体に関する知見はごく最近までなかった。本論

文の結果によって、それらの現象を微小管モーター蛋白質の機能と結び付けて議論す

ることをより確かなものとすることができょう。例えば、植物特有の細胞質分裂装置

である隔膜形成体には、細胞板の材料を合む小胞を細胞板形成位誼に輸送する機構が

存在する。その輸送にキネシン型のモーター蛋白質が関与していることが予想されて

いるが、キネシン様の微小管モーター蛋白質Ka tが植物に存在することが示された

ことにより、 Ka t蛋白質を合む-1洋のモーター蛋白質のいずれかがその輸送を駆動

しているということが、より強く石確信される。また、今まで機能が不明であった微小
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管構造に関しでも、モーター蛋白質と関連させて機能を推定することが可能である。

例えば、前期前微小管束が分子レベルでを果たしている機能は不明であるが、この微

小管の聞に小胞が存在している 62)ことや、それが存在していた位置の細胞壁が後に

肥厚している 63) ことなどが観祭されている。キネシン様~白賀の存在が示されたこ

とにより、前期前微小管束の微小管は分裂面の位置を示す物質を合む小胞を輸送する

機能を持ち、その輸送をキネシン様蛋白質が担っているという議論が可能となる。

続いて、タバコ培養細胞中に Ka t BあるいはKa t Cに相当する蛋白質が存在す

ることを示し、 Ka t B/C蛋白質と命名した。この蛋白質はATP感受性の微小管

結合能を有する蛋白質の四分から見出され、微小管モーター蛋白質に特徴的な性質を

持っていることを意味している。また細胞周期に関しては、 MWJ細胞において強く検

出され、 M!切特異的な機能に関与していることが示唆された。このことより、 Ka t 

B/C蛋白質は細胞分裂装也の梢成要紫であるという予想が可能である。

細胞分裂における微小管依存型の運動現象として、分裂後期に見られる染色体の紡

錘体極方向への移動が挙げられる。この運動は動原体で起こる微小管の脱重合によっ

て駆動されることが invitroの実験によって報告された 64)が、抗体染色によって細

胞質ダイニンが動物細胞の紡錘体と動原体に存在することが示され6S) 66)、微小管

モーター蛋白質が染色体の分配に深く関与していることが指摘された。酔母では、染

色体DNAのセントロメア配列に結合して動原体微小管との相互作用を仲介する蛋白

質複合体がマイナス端方向への微小管モーター活性を有することが示された 61)。キ

ネシン型の微小管モーター蛋白質の動原体との関与を示す報告もある。 HeLa細胞で

見出された CENP-E蛋白質は、キネシンのモータードメインと相同と思われるアミノ

酸配列を有し、前中期染色体の蝦J原体及び後期の紡錘休中央部分にJ君主Eしていた。ま

た、細胞周期のG2期に蛋白質が出現し、細胞分裂の終了とともに消失することが示

された 68)。動原体には微小管に対して逆方向の運動能を有する 2磁類のモータ-m:

白質が存在し、リン酸化を介した制御系によってそれらのスイッチングが起こるとい
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う報告があり 69)、動原体は複数のモーターから構成された複雑な機能を有している

ことがわかる。

キネシン様蛋白質は動原体以外の構造にも関与している。アフリカツメガエルの

Eg5遺伝子産物は紡錘体微小管に、特lと紡錘体極付近に局在していることが報告され

た70) 7 1)。また動物細胞から、逆向きに並列する微小管同士を架橋して互いの微小

管を滑らせるように動かす機能を有するキネシン様蛋白質が発見され、分裂後期の紡

錘体の伸長に関与していることが示唆された72)。分裂酵母の cut7産物は、スピンド

ルポールポテ、イー及び分裂後期B期の紡錘体中央部分に局在することが示された 30)。

紡錘体の形成過程にもキネシン様蛋白質が関与していることが知られている。分裂

酵母の cut7及びカピの bimCの変異株では、スピンド、ノレポールボデ‘ィーが分裂して二

極性の紡錘体が形成される過程が阻害される 28} 29}。また、酵母の CIN8及び KIPl

遺伝子産物も二極性紡錘体の形成及び形態維持に必須であることが示され、それらが

2つの極を分離させる方向にカを及ぼしていると判断された。更に、その際に別のキ

ネシン関連遺伝子であるKAR3産物が逆向きのカを及ぼしていることが示唆された 7

3) 

このように、微小管モーター蛍白賀、特にキネシン様蛋白質が染色体の娘細胞への

分配過程に深く関与していることが動物制胞や酔母等の研究から知られている。 そこ

で、 Ka t B/C蛋白質も組物制11胞ιl'で同様の機能を持っていることが想像される。

また植物細胞には、明liすな'1'心体桃i告が存在しないことを始め、紡錘体の形成過程

等動物や下~~t~核生物には見られない独特の剤111自分裂機材Jが存在する。 細胞質分裂装

白である陥11見形成休も植物l"1tI ~ I の桃造体である。 K a t B/C蛋白質がそのような機

椛に関与している可能性もある。 Katlli白11のN末端。lリ配列に日J的1の他のキネシン

|具l辿蛋白質のいずれにも主fi似の配列が存在しないことは、Ka t B/C蛋白質が植物

独自のキネシン校モータ -lli1'1'('1であることを支持する。
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論文の内容の要旨

農芸化学専攻

平成二年度博士課程進学

三井久幸

指導教官 高橋秀夫

論文題目 高等植物におけるキネシン関連遺伝子ファミリーの研究

Studieson出ekin悶 n-relatedgene familyofhigher plants 

キネシンは最初、イカ神経細包内での小胞等の軸索輸送を駆動する因子として分隊・

精製された微小管モーター蛋白質である.その後類似の蛋白質が種々の生物 細胞で

見出されている.これらは分子量 11 0ー 140 k Dの重鎖 2個と 60-80kDの

軽鎖 2個とから構成される四畳体として存在し、 ATPに依存して微小管上でプラス

縦方向への運動を行う。キネシン霊鎖にはN末端側に球状ドメイン(モータードメイ

ン、頭部ドメイン)が存在し、そこに動力を発生する機能が備わっている.一方、 c
末端側 「尾部Jドメインは軽鎖あるいは他の分子と相互作用する領域となっている.

近年、キネシンのモータードメインと類似のðìl~J を有する蛋白質が広範な真核生物の
聞で続々と報告され、キネシン・スーパーファミリーの存在が提唱された.それらの

機能の欠損は細胞分裂時の紡錐体形成や染色体の分配、細胞融合といったような微小

管に依存した細胞機能の異常を引き起こす.スーパーファミリーに属する蛋白質は、

共通のモータードメインに各々特有の尾部ドメインが接続した構造を持っており、多

様な現象に対して各々が役割分担して関与していることを物語っている。

一方、高等組物においては、微小管モーターに関する知見はほとんどないのが現状

である.高等他物細胞では細胞周期の進行に伴う顕著な微小管の配向の変化が観察さ

れ、しかもその中には表層微小管 ・前期前微小管来・隔政形成体といったような組物

特有の構造も合まれている.これらの微小管構造は鮪物細胞の地殖・分化に直接関与

していると考えられており、植物の形態形成の理解には微小管の動態と機能にi渇する

研究が重要であるa 本論文は、組物細胞にもそーター蛋白質が関与した微小管機能が

存在することを予想し、その解明の一歩としてキネシン様モーター蛋白質の存在につ

いて論じたものである.

l シロイヌナズナにおけるキネシン|刻迎遺伝子ファミリーの同定

防母、シ ョウジ ョウパエ等の既知のキネシン|刻述遺伝子陥]で高度に保存されている

配列に基ついてプライマーを合成し、シロイヌナズナ (Arabidopsislhauana)のゲノム

DNAを鈎型として PCRを行った.生じたDN八断片のうち適度な大きさと};P_われ

る0.8ー 1.1k bのものをクローン化し、 1 4草Eの別々のクロ ンを得た。それらす



ベてについて部分的に塩基配列を決定したところ、そのうちの5種類 (A、B、C、

D、Eと記す)がキネシン様の配列を有していた.次に、それら 5種類のDNA断片

をプロープとしてシロイヌナズナのゲノムDNAのサザンハイプリダイゼーション解

析を行った.その結果、各々に対するシグナルが見出され、 5種類のPCR産物がシ

ロイヌナズナのゲノム由来であることが確認された.シロイヌナズナのゲノムサイズ

は他の高等植物に比ベて著しく小さく、遺伝子の霊績が少ないと考えられているので、

これらは各々別個の役割を持った遺伝子である可能性が高く、そのような遺伝子によ

って機成されるファミリーが存在することが示された.

2. シロイヌナズナのキネシン関連遺伝子 cDNAのクローン化

続いてシロイヌナズナ葉及び花からポリ A+RNAを調製し、 λgt 1 1をベクター

として薬及び花の cDNAライブラリーをそれぞれイ乍製した.そして先に得たPCR

産物をプロープとしてスクリーニングを行い、 5種類各々に対応する cDNAクロー

ンを得た.そして各々について最長のクローンを選び (A:2.9 k b、B:2.7kb、

C:2.8kb、D:3.2kb、 E:3.5kb)、プラスミドベクター上にサプクロ

ーニングし、そのうちA、B、C、Dの全塩基配列を決定したーその結果、 Aには

7 9 3残基 (89k D) 、Bには 745残基 (84k D)、 Cには 754残基 (85 

kD)、Dには 98 7残基 110 k Dのポリペプチドがコードされていると予想され

た.以下に述ベるようにこれらの遺伝子産物はキネシン重鎖と関連の深い百e?1Jを有し

ていたので、それぞれの遺伝子を ka t A、 ka t B、 ka t C、 ka t D (kin凶作

related gene of Arabidopsis thah'ana) と命名した.

3. K a t蛋白質のアミノ駿配列の解析

k 8 t遺伝子産物(以下 Ka t 資自貨と記す)と既知の蛋白質とのアミノ酸配列を

比較した。 4種のKa t蛋白質はいずれもC末端側にキネシン重鎖のモータードメ イ

ンと類似の侃列を有していた。ショウジョウパエのキネシン霊鎖のアミノ酸残基 11

2昨から 33 2蒋までの領域と配列が一致している制合は、 Ka t A蛋白質で 36%、

K a t B~茸白質で 36% 、 K a t C 蛋白質で 36%、KatD蛋白質で 40%であっ

た.特にATP結合部位や微小管結合部位等キネシン・スーパーファミリーに属する

蛋白質の!日lで高く保存されている肥列はKa t ~畳白貨においても見出された.ただし、
キネシン霊鎖ではモータードメインがN末端側に位置するのに対し、 Ka t 蛋白質で

はいずれも C末端側に相当する配列が存在する点が特徴である.モータードメイン械

の間列をC末端側に持つ既知の蛋白質として静母のKAR3産物が挙げられるが、こ

れとの類似皮は更に商く 45%前後のアミノ絞首i:mの一致が見られた. しかし、 Ka 

t 蛋白質のN末端個IJ領域に関しては既知lの蛋白質の中に類似したものは見出されなか

ったo K a 1 I任白質問土では、 Ka t BとKa t Cとが全体で 84%のアミノ酸舵列

の一致が見られたが、 Ka t AとKa t Bとは 59%にとどまり、 Ka t DはC末端

側領域以外で他の 3個と類似の舵列は見出されなかった。次にジョイント法によって

K a t I任長1f'Iの二次構造予測を行った.その結J誌によると、 K a 1 A蛋白質のア ミノ

酸~~i人 70蒋から 4 2 8器、 Ka t B 蛋白質のアミノ酸残基 36暑から 38 5器、 K



a t C蛋白質のアミノ酸残基 46番から 39 3番の領域はαヘリックスをとると判断

された.しかもそれらの領域では疎水位アミノ酸が7残基ごとに並んでいることから、

Ka t A、Ka t B、Ka t C各蛋白質は中央部分が coiled coilを形成

して二量体になると予想された.これはキネシンにも見られる特徴的な構造である.

一方、 KatD蛋白質では、中央部分でαヘリックスをとる確率が他の三つに比べて

低く、 7残基ごとの疎水位アミノ酸の繰り返しも存在しなかった.以上、 Ka t蛋白

賓がキネシン蜜鎖のモータードメインと相同と考えられる配列を有し、しかもA、B、

CはキネシンIc特徴的な二次構造をも有していることが判明した.

4. K a t蛋白質の活性の検出

KatC蛋白貨のアミノ酸残基 207悉からC末端までをコードする DNA断片を

発現ベクターに組込み、大腸菌の系を用いて発現させ精製した。このポリペプチド

(K a t C(207-754)蛋白質と記す)をウシの大脳から精製したチューブリンと組合せ

た実験によって、キネシンに特有な微小管添加によるATPase活性の上昇、及び

ATPのアナログである5'-ader官ly]imi仕刈iphosphate(AM P P N P )添加によって誘

起される微小管との安定な結合の検出を試みた.その結果、 Ka t C(207ー754)蛋白質

は室混でチューブリン非存在下では 0.8nmol/min/mg、重合させたチュー

プリン lmg/ml存在下では 2.5nmol/min/mgのATPase活性を示

し、 3倍以上の活性の上昇を確認できた.また、 Ka t C(207-754)蛋白質をAMPP

NP 2.5 mM存在下で重合チューブリンと混ぜて室温におき、次に趨遠心によりチュ

ープリンを溶液中から分離したところ、 Ka t C (207-754)蛋白質がチュープリンと共

に沈殿に移行することが確認された.更にその沈殿物をATPを 10mM合む溶液に

懸濁し再び超遠心を行ったところ、 Ka t C(207-754)蛋白質がチューブリンから離れ

て溶液中にとどまりチュープリンのみ沈殿することが観察された.

5 植物細胞からのKa t蛋白質の検出

K a 1 B 蛋白質のアミノ酸残基5蒋から 249 'lfrをコードするDNA断片を発現ベ

クターに組み込み、大腸菌の系を用いて発現させ精製した.得られたポリペプチド

(K a t B(5-249)蛋白質と記す)と上記のKa t C(207-754)蛋白質とをそれぞれウサ

ギに免疫し抗血消を得た。そして抗原資自質を回定した樹脂を用いてKa 1 B (5-249) 

蛋白質及びKa 1 C(207-754)蛋白質に特典的な抗体を調製した。 Ka t B蛋白質と K

a t C蛋白質とはアミノ酸配列が全体にわたって高度に保存されているので、抗Ka 

1 B(5-249)抗体は阿蛋白質のN末端側領域を認識し、抗Ka t C(207-754)抗体は両蛋

白質の中央部から C末端に至る領域を認識するものと考えられた.それらの抗体を用

いてシロイヌナズナ全抽出物及びタバコ培養細胞 BY-2の全納出物に対しウエスタ

ンプロッティングを行ったところ、明機なシグナノレは検出されなかった.そこでBY

-2の布IJt包括主に:ill合チュープリンと AMPPNPとを加えて趨遠心し、そのちt般を

10mMのATPを合む総液に懸滋jして再び紐遠心を行い、上消を集めた。この図分

には微小管モーター活性を持つ資自主tが政紛されているとWJ待される.それをウエス

タンプロッテイングに供したところ、両方の抗体で同様に 85kD付近に単一のシグ



ナノレが検出された.これはBY-2細胞中に存在する KatBあるいは Ka t C蛋白

質の等価物 (Ka t B/Cと記す)を示すと判断した。

6 細胞周期に伴う KatB/C蛋白質量変化の観察

BYー2細胞をアフイデイコリンを用いて向調的に培養し、細胞周期の各時期の細

胞から上記の方法で微小管モーター蛋白質函分を調製しウエスタンプロッティングに

供した.すると両抗体ともM期で特に強いシグナルが検出され、その強度はS期に比

ベ約 26倍の上昇と測定された.との現象がKatB/C蛋白質のどのような制御に

基づくものであるかは不明であるが、 Ka t B/ C蛋白質が紡錐体の形成・染色体の

分百e.細胞質分袈といったM期に特異的な細胞機能11:.関与していることが示唆された.

まとめ

本研究ではシロイヌナズナのゲノムょにキネシン関連遺伝子ファミリーが存在する

ことを示した。更に Ka t C蛋白質については、モータードメインに相当する領域を

合むポリベプチドが実際にキネシン械の活性を有することを示した。ただし、 Ka t 

蛋白質のN末端「尾部」領域には既知の蛋白質と類似の配列は見出されず、 Ka t 蛋

白質はキネシン・スーパーファミリーの中でも新規な範騰に属する可能性がある.ま

た、 Kat B/C蛋白質が植物培養細胞において微小管モーター活性を有する形で存

在し、その検出品が細胞分裂期に上昇することを示した.






