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ATP = adenosine 5にtriphosphate

BSA = bovine serum albumin 

CBB = Coomassie Brilliant Blue 

cDNA=∞mplementary DNA 
cPKC = conventional PKC subfamily 

cRNA=∞mplementary RNA 
DAG = diacy匂Iycerol

略語表

DMBA = 7，12-dimethylbenz(a)anthracene 

DMEM(ー)= Dulbec∞'s modified Eagle's medium w~hout serum 
DMEM(+) = Dulb民∞'smωifiedEagle's medium剖 pplementedw~h 10% fetal 

bovine seru m 

DMSO = dimethylsulfoxide 

DNA = deoxyrit泊nucle応 acid

dNTP = deoxynucleoside 5'-triphosphate 

(A = adenosine G = guanosine C = Cytidi問 T= thymidine ) 

ddNTP = dideoxynucleoside 5・-triphosphate
DTI = dithiothreitol 

EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA = ethyleneglycol bis (2-aminoethylether) tetraacetic acid 

3H =trijium 

HEPES = N-2-hydroxyethylpiperazine-N'ー2-ethanesuHonicacid 

IgG = immunoglobulin G 

IP3 = inositol 1，4，5-trisphosphate 

kb = kilobase(s) 

kDa = kilodaijon 

KLH = Keyhole limpet hemocyanin 

MBS = m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester 

MES = 2-(N-mo巾holino)ethanesuHonicacid 

MNNG = N-methyl-N'-nitro-N-nijrosoguanidine 

MOPS = 3-(N-rnorpholino)propanesulfonic acid 

nPKC = novel PKC subfamily 

PBS = phosphate-buffered saline 

PC = phosphatidylcholine 

PDBu = phorbol 12，13・dibutyrate

PI = phosphatidylinositol 

PIP2 = phosphatidylinositol 4，5-biphosphate 

PKC = protein kinase C 

PMSF = phenylmethylsuHonyl fluoride 

PS = phosphatidylserine 

RNA=rit泊nucleicacid 

SDS = sodium dodecyl suHate 

SDS -PAGE = SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS = Tris-buffered saline 

TEMED = N，N，N'，N'-tetramethylethylenediamine 

TPA = 12-O-tetradecanoylpho巾0113・acetate



序 吾6
員同

生体は、優れた情報処理体である。生体は、個体レベル、組織レベル、細胞レベルで適切に

情報を交換、処理してホメオスターシス (hom回 S凶 is)を保っている。この情報処理機織の破綻

によりホメオスターシスが崩れた状態が、様々な疾患であり、痛であると考えられる。従って、

個体レベルと細胞レベルの問の情報のやり取りを担う、ホJレモン、増殖因子、神経伝達物質と

いった多彩な情報が、細胞膜上の特典的な受容体を介して、どのように細胞内に伝達され、処

理されていくかを理解することは、生命を理解するための欠くことのできないアプローチの一

つである。プロテインキナーゼC(pKC)は、 1977年の発見以来、この情報伝達機併の解明のた

めの一つの要請を担ってきた (1-3)。

PKCは、本来、カルシウム、 1)ン脂質要求性のセリン/スレオニン蛋白質リン酸化鯵素とし

て同定された (4-6) 0 PKCの細胞内情報伝達機構における重要性が認識されるようになる

大きな契機となったのは、細胞膜イノシトールリン脂質(Pl)の代謝産物の一つである、ジアシ

Jレグリセロール(DAG)が、 PKCのセカンドメッセンジャーとして働くことの発見であった(7，

8)。続いて、細胞に多機な作用を引き起こす、フォルポールエステル型の発癌プロモータ一、

TPAによりPKCが特異的に活性化されることが発見された (9-11)。以来、生理的なPKC活

性化物質のDAGのホモローグとして、 TPAを用いた細胞のPKC応答の解析が進められてきた。

最近、 DAGの産生経路として、 Pl代総のほかにフォスフアチジJレコリン(PC)代謝の重要性

も指摘されている (12)。即ち、 PKCシステムカ中C代謝系によっても作動されると考えられて

きており、極めて多くのレセプター系による情報伝達に、 DAG-PKCシステムが関与している

ことが示唆されるに至った。

一方、ここ数年の関に、 PKCが複数の酵素分画に分離され (13ー18)、また、主に脳の

cDNAライブラリーから数穆のPKC関連クローンが単厳された (19-30)。これにより、従来

単一蛋白質であると考えられてきたPKCは、異なる組織分布を持つ、複数の分子種からなるフ

ァミリーを形成していることが明らかになった (31-34)。我々はこれを、構造、及び生化学

的性質の点から、 cPKC(convcnLiona1 PKC)とnPKC(novc1 PKC)とに分けて考えている (24，33，

34) (図 1)。
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図 1 cPKC、nPKC分子種の4書道の模式図

但し、 nPKC~ は 、 cys民ine-rich 陀院al 配列の片方を欠〈。
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cPKCは、 α、βI、sII、yの4つの分子種よりなり、酵素学的には、その活性にCa2ペ リ

ン脂質、 OAGを必要とすることで、また、構造上は、 3つの保存領域 (conse円cdregion; Cl. C2. 

C3) を持つことで特徴づけられる。C1領域は、リン脂質、 OAG、フォルボールエステルの結合

部位であり、特徴的な構造として、 Zn7インガ一様のシステイン残基に官む配列 (cys出回引ch

re院atsequence) を持つ。 C2領域は、 Ca2+の結合領域と考えられており、 C3領域は、他のプロ

テインキナーゼとも相向性を持つキナーゼドメインである。各C領域の問には、 D領減

(divcrgcnt rcgion; 01-D4)が介在している。戸IとβEは、D4領域の配列のみが異なっており、

これは単一の遺伝子のa1tcmativcsp1icingに由来する (35-37) 0 nPKCとcPKCの権造上の最も

大きな差は、nPKCがC2領域を欠いていることであり、これを反映して、これまでに単離され

たnPKC分子種 (8.ε.nのキナーゼ活性はCa2+非依存性である (24.29. 34. 38. 85)。

私は、博士過程において、発猫プロモーションの研究の流れの中で、 PKCを介する情報伝達

機併の研究に携わってきた。マウスでは、皮膚を用いた発構実験系が確立しており、この系の

中で、 TPAはイニシエーターによ って生じた「初期の痛細胞 J(initia出dccll)の増殖を促進する

強力な発痛プロモーターとして知られている。

PKCの活性化物質であり、また発癌プロモーターでもあるという、 TPAのもっこ菌性の接点

を採るべく、マウス皮膚の発癌プロモーションの過程において、どのPKC分子積が重要な役割

を担っているかを調べる過程で、マウス皮膚のcONAライプラリーより新しいPKC分子種、

nPKC ~ (e岨)とnPKCO(山e阻)をクローユングした (39)。

本論文では、第一章でnPKC~ 、第二章で nPKCO の構造と機能について述べ、第三章で全体

の総括と今後の展望について考察する。



第一章 nPKCη の構造と機能について

第一節 nPKC'fJの構造とその生化学的性質

[nPKC1Jの cDNAの単灘]

マウス皮膚のcDNAライプラリーをウサギのcPKCa、βH、y、nPKC<、 tの cDNA断片、

及びnPKC8のオリゴヌクレオチドをプロープとしてスクリーニングを行った。スクリーニン

グした約50万の独立したクローンのうち、インサート長が十分であり、上記のプロープのいく

つかと明らかにクロスハイプリダイズする 9つのクローン (A1，A6， A8， A9， A21， A24， A26， 

A29， A35)を選んだ。

A6、A21、A24の3つのクローンは、 ε>β目、 y>どの般に強〈ハイプリダイズし、部分シ

ークエンスの結果、これら 3クローンは、同ーの mRNA由来の互いに重複する cDNAクローン

であることが分かった。このうち最も長いA24のインサートは、約3.2kbであったが、内在す

るECOR1官官位を利用して、 A24L(-2.2 kb)とA24S(-1.0 kb)の2つの断片に分けて解析した。

クローンA24Lの 5 ・末端側には、 A1む開始コドンが 2 箇所認められたが(図 2 B、~ 、マママ )、

より 5'側のATG伊......)の方が、その周囲の配列がKo日kの提唱した翻訳開始点のコンセンサ

ス配列CCACCATG(40)により近いため、このATGのAを翻訳開始点と推定した。クローン

A24Sは、3・末端側の非コード領域を含んでいたが、ポリ(A)鎖もポリ(A)シグナルも認められな

地、った。

図2AにクローンA24Lの制限酵素地図とシークエンシングの笑際を示した。A24Lは、 2，176

塩基よりなり、計算上の分子量77，972の蛋白質をコードする、 683個のアミノ酸からなるopen

reading frameを含んでいた。このA24Lのアミノ酸配列は、後述するように、 PKCファミリーの

うちで、 nPKCεと最も高い相向性を示したが、動物穫を超えて(この場合はウサギとマウス)

ほほ完全に保存されているC1、(C2)、 C3、D4領域での相同性が高くても 75%程度であったた

め新しい分子種と考え、 nPKC ~ (e岨)と名付けた。

残りのクローンのうち、 A8はnPKC8をコードしていた。また、 A29は第二意で述べるよう

に、新しいPKC分子種 目KCOをコードしていることが判明した。 A1、A9、A26、A35につい

ては、PKCファミリーと同定するに足る相向性は認められなかった。 なお、ヒトの培養表皮細

胞のcDNAライプラリーから、 PKCーしというPKC関連遺伝子治勾虫立にクローニングされている

が、アミノ般配列の相同性からみて、この PKC-L は nPKC~ のヒトのホモローグである と考え

られる (41)。
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nPKC甲の一次4書道

A: nPKC干の全長をコードするクローンA24Lの制限鮮素地図とシークエンシングの実際。 open

boxは資自質コー ド領域を、矢印はシークエンスしたサプクローンの方向と長さを示す。図に

示した制限師事案部位は次の通りである。 A，ApaL 1; Av， A四 1;B， BamH 1; Ba， Ban 1; Bs， BslE 11; 

E， El沼RI;H，段'"11; Hi， Hinc 11; N， Nco 1; P， Psl 10 B: A24Lの塩基配列と蛋白質コード領域のア

ミノ駿配列。左側の数字は塩基番号を、右側の数字はアミノ酸残基番号を示す。 clo田dtriangles 

は予怨される開始コドンを、出血riskは終結コドンを示す。



[nPKC甲と他のPKC分子種とのアミノ酸配列の相向性1

Regulatory Domain Kinase Domain α 
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ps巴udosubstrat巴 ATP 
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図 3 nPKC'7を中心としたPKC分子種の4書道の模式図

図3にnPKC'7を含むPKCファミリーの栴造の模式図を示した。nPKC甲は、 Cl及ぴC3領土ま

を持つが、cPKCに保存されているC2領減を欠いており、構造から言って、 nPKCに属すると考

えられる。

表 1 nPKC勿と他のPKC分子議聞のアミノ酸配列の相同性(%)
相向性3時以下は実厳で示した.

Dl C 1 C3 D4 

a 48.0 61.7 31.5 

s I/I1 48.6 62.4 I 36.0/34.6 
Y 48.0 59.6 

B 45.2 37.3 
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表 lで nPKC~と他のPKC分子種聞のアミノ酸配列の相同性を比較した。 nPKC ~は、 PKC7

7ミリーのうちで、 nPKCε とC1領域で74.8%、C3領域で74.4%、 D4領域で52.1%と最も高い相

閃性を示した。更に、これまで分離されたPKC分子種間で相同性の指摘されていなかったDl領

域において、 nPKC~と nPKCε の l悶に53.3%の相向性が認められ、?とgJsi10n にちなんでE領域

と名付けた (~4 A、次頁)。

nPKC~ のC 1領域には、 PKCファミリーに共通なシステイン残基に宮む配列 (cys回ne-rich

seq出 血ε)、 CyS-X2・Cys-X 13(14)-CyS-X2-(ごyS-X7-CyS-X干Cys(Xは任意のアミノ酸)があり、 nPKC

Cを除く他のPKC分子積同線、この配列が2回繰り返されている(図 4B、次頁) 0 (但し前

述のPKC-Lにおいては、後半の配列の6個のシステ イン残基のうち2個が保存されていない。)

また、前半の配列の2帯目と 3番目のシステイン残基閥のアミノ酸の数が14個なのはnPKC~ 

とnPKCε のみである。

C1電i'î減のN端には、 t孟1毒性，~基に宮む配列がある。 cPKC α のこの部分由来の合成オリゴペプ

チドが競合的にキナーゼ活性を阻害する一方で、このベプチドのアラニン残基をセリン残基に

変換すると、このキナーゼの良い基質になることが報告されている (42) 0 PKC分子種では、

このアラニン残基を含む凝基質配列(psudosubs回血)はある程度保存されているが、 nPKCヲと

nPKCε の保存性は特に高い(図 4B)。

nPKC ~のC3領域(キナーゼドメイン)においても、 PKC ファミリーを含む様々な蛋白質リ

ン酸化師事索に共通なATP結合部位 (Gly-X-Gly-X2-Gly -Xl...Lys)が保存されていた(図 4C、次

頁)。最近、 cPKCαのキナーゼ活性において、この部位のリジン残基 (Lys描)が必須であるこ

とが報告されている (43)。
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図 4 nPKC叩と他のPKC分子種のアミノ酸配列の比較

cPKCα、戸J I 11、y、nPKCεはウサギ、 nPKC8、tはラットの配列を示した。 nPKC干の配

列と同一の残基には編目を掛けた。 A:nPKC ~と nPKCε のD1領域の相向性。 B: C1領域の相同

性。 ・，擬2品質配列の中で保存されているアラニン残基、 *; cysLCine-rich間関al配列中のシス

テイン残基、 C: C3領域の相同性。 ・;ATP結合部位に保存されているグリシン、及びリジン

残基。
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[nPKC1JのmRNAの発現]

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

28S~ 

18S ~ 

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 

28S ~ 

18S ~ 

jji ij jj i判明
図5 ノーザンプロット分析によるnPKC'7とnPKCε の組織分布の比較

A: nPKC守の発現。転写産物の大きさは 4.3kboB: nPKCε の発現。転写産物の大きさは 7.2kb。

nPKC守、 ε共に全長をコードするマウスの cDNAをプロープとして用いた。各レーンには5μE

の全RNAを重層した。 185、285はリポソームRNAの位置を示す。

nPKC干のmRNA'の組織分布を、マウスの胎児及ぴ諸臓器から抽出した全RNAを用いてノー

ザンプロット法により解析した。図 5Bに、 PKCファミリーのうちで、 nPKC~と最も相向性の

高い nPKCε の発現を比較として示したが、これまでに単離されたPKC分子種は、このnPKCε

のように、脳での発現が他の臓器に比べ高いのが特徴であった(3，21，22，24，26，31，34，44，45)。

これに対して、 nPKC~ は、他の分子種とは奥なり、脳 よ りもむしろ皮膚、及び肺での発現が

高いという特徴的な分布を示した(図 5A)。

[nPKC1Jのフォルボールエステル結合能]

前述したように、 nPKCrを除 <PKC分子組は、 C1領域に cysteine-richsequenceを2回繰り返
して持っているが、この領域が7オJレポールエステJレの受容体活性を担っていると考えられて

おり (46，47)、実際、 nPKCr以外は、フォノレボールエステルに結合することが確かめられて
いる。
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nPKC'7のフォルポールエステル結合活性

opcn columnは終浪皮IOnMの、 M血hedcolumnは終波度50nMの['町PDBu存在下にアッセイした。

SRDはベクターのみ、 SRD7、SRDε、SRDaは、それぞれnPKC干、 nPKCε 、cPKCaの全

蛋白質コード領土事を含むcDNAをトランスフエクトしたことを示す。

図 6

nPKC干も、この繰り返し配列を持つことから、フオルポーJレエステルに結合することが予

怨された。そこで、 COSI細胞にnPKC7のcDNAをトランスフエクトし、終濃度IOnM、及び

50nMの['問PDBu存在下で、ブオ Jレボールエステル結合能を検討した(図 6)。終波度10nMで

は、 nPKCト ε、cPKCαの cDNAをトランスフエクトしたCOSI細胞の受容体活性は、ほぽ同

程度であ った。終波}.l!'50nMでは、 nPKC7、ε、cPKCaの受容体活性は、 10nMの時に対して

それぞれ、 3.5倍、 3.0倍、 2.3倍の上昇を示した。このことは、 nPKCト εはPDBuの浪度変化

に対し、 cPKCaよりも高感受性であることを示している。なお、 COSl細胞には、内在性に

cPKCαが存在していることが知られており、 mock及びSRDベクターのみをトランスフエクト

したCOSl細胞の受容体活性は、この内在住のcPKCαの活性を反映しているものと考えられる。

nu 
I
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[nPKC甲の蛋白レベルでの同定]

nPKC ~のC末端側の 187 ミノ酸残基に対する抗体をウサギに免疫して作製し、 nPKC 干の蛋

白レベルでの同定に用いた。

nPKC ~の全アミノ駿配列をコードするcDNA発現ベクターをCOS1細胞にトランスフエクト

したところ、上記の抗体により、細胞質分画、 Triton可溶性分画、 Triton不溶性分薗のいずれの

分画においても、 nPKC ~ の cDNA特異的に約82・kDaの蛋白が同定された(図 7 ，レーン 4 -7)。

このバンドは、コントローJレ血消では検出できなかった(レーン10，11)ので、この82ーゆaの

i'fi白質がnPKC~であると考えられる。 82-kDa より分子量の小さいバンドは、この蛋白の分解

産物に反応したものと思われる。この82-kDaのバンドは、 mRNAの発現が高かった肺のTriton不

浴性分画においても同定することができ(レーン 8) 、 nPKC~ は、実際に細胞内蛋白として

も存在していることが確認できた。

1 2 3 4 5 6 78910111213 

82K~ 

PTCPTCCPCPCPC 
L一一_jL一一一一_jL_jLー__jL_j

「
C

コロ
ω刃ロコ

「
C
コロ
ω刃ロコ

ω刃ロ

図 7 ウェス 9ンプロ ットに よるnPKCη の蛋白レへ、ルでの同定

P : Trilon不浴性分画、 T; Triton 可浴性分画、 C; 細胞質分画。 SRD~ は、 nPKC ~の会長を

コードするcDNA発現ベクターを トランスフェク トしたことを示す。レーン1-9は、 nPKC~特

典的抗ペプチド抗体と、レーン10-13は、コントロール血清と反応させた。
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[nPKC7Jのキナーゼ活性]

COSl 細胞中に発現させた nPKC~ を、抗nPKC ~抗体で免疫沈降させ、その沈降物の自己リ

ン酸化能を検討した。アツセイは0.1μMTPA、及ぴ50μg/ mlのPS存夜下、 Ca
2
+非存在下で

行った。図8に示したように、 nPKC干のcDNA特異的に82-kDaのバンドがリン酸化され、

nPKC ~が蛋白質キナーゼであることが確かめられた。

1 2 3 4 

82K'" 

図 8 nPKC布の自己リン酸化活性

nPKC干のcDNAをトランスフエタトしたCOSI細胞拍出液(レーン 1. 2) とベクターのみをト

ランスフェクトしたCOSI細胞抽出液(レーン 3.4)を抗nPKCヮ抗体(レーン 1.3)または

コントロール血清(レーン 2.4 )で免疫沈降させた。免疫沈降物は、自己リン酸化反応後、

SDS-PAGEにかけ、オートラジオグラフイーで検出した。
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第二節 上皮組織にお けるnPKC干の発現

[皮膚、及び消化管上皮におけるPKC分子種の発現]

PKCα 
1 2 

、'.. 

nPKCo 
1 2 

、，.. 

司.

PKCs 
1 2 

nPKCt 
1 2 

...-.. 
.. 

PKCγ 
1 2 

ω ー-Tubu'in 

nPKCr 
1 2 

‘' 

nPKCη 
1 2 

図 9 マウス皮膚におけるPKC分子種の発現

レーン 1;脳の全RNA、レーン2;皮膚のポリ(A)RNA。但し、 nPKC~ のみ会RNA。 各レーン

のRNA訟は、チュープリンの発現量でモニターした。arrow除制 は、それぞれ28S、18Sのリボ

ソームRNAの位置を示す。

我々の研究室では、発掘笑験材料として有益なマウスを用いて実験を進めてきた。そこで、

先ず、 7 ウスの脳、及ひ・皮!宵のcDNAライプラ リーを 、ウサギの既知のPKCのcDNA断片をプロ

ープとしてスクリーニングし、 PKC分子稜各々についてマウスのcDNAを新たに単般した(未

発表)。
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こうして待たマウスのcDNAをプロープとして、発癌プロモーターの標的臓器である、マウ

スの皮膚におけるPKC分子種のmRNAの発現をノーザンプロット法で調べた(図 9)。その結

来、皮膚における主要なPKC分子種は、 nPKCvと nPKC8であることが分かった。特に、デン

シトメーターによる測定の結果、 nPKCVの皮膚における発現は、脳における発現の9.5倍であ

った (nPKC8では1訓告)0 cPKC a、戸、 nPKCε 、Cの皮膚での発現は全剛Aレベルでは検

出できず(データ提示せず)、ポ 1)(A)RNAレベルでシグナルが検出できる程度であったo

cPKCyについては、シグナルは認められなかった。更に、nPKC守の発現は、マウスの表皮細

胞由来のBALB/MK2細胞で認められたのに対し、真皮などの結合組織を形成する線維芽細胞系

の培養細胞、 Balb3T3刺l泡や3Yl細胞等では認められなかった(データ提示せず)。

以上の紡呆から、 nPKCVは広〈上皮系の機能に関与しているのではないかと考え、この可

能性を検証するため、マウスの前同 (F.Stm)、腺胃 (G.Stm)、小脇、大腸といった消化管上皮

からポリ(A)RNAを抽出し、ノーザンプロット法でnPKCVの発現を、他のPKC分子種のそれと

比較した(図10、次頁)。その結果、 nPKCVの発現は、上記の消化管上皮全てにわたって認

められたが、特に、皮膚と同様角化する傾向を持ち、扇平上皮からなる前野で最もシグナJレが

~!fiかった。

nPKC 8は、 nPKC甲同様全ての消化管上皮で発現が認められたが、腺胃、 小勝、大腸での発

現はむしろnPKCVよりも強かった。 cPKCaは、消化管上皮のうちで前胃でのみ強い発現が見

られた。興味深いことに、ここで見られたバンドの大きさ (2.4kb)は、これまで cPKCαのバン

ドとして報告されている 2 本のバンド (8.5kb、 4.0kb) よりも小さいものであった。 nPKC~ も小

脇、大腸の上J主で強い発現が見られた。脳では上下2本のバンド (4.3kb、2.3kb) はほぼ同じ程

度の強度であるのに対し、小腸、大腸では、下方のバンドの方が強かった。 nPKCε では、消

化管上皮で若干のシグナルを認めたが、 cPKCβ、cPKCyの消化管上皮での発現は認められな

かった。
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図10 ?ウス消化管上皮におけるPKC分子種の発現

脳は全RNA、他の臓器はポリ(A)RNAを用いた。 F.Stmは前胃、 G.Stmは腺胃を表す。
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[上皮におけるnPKC1Jの局在]

nPKC守の転写産物の上皮組織、及ぴ脳における分布を川町tu ハイプリダイゼーション法に

より検討した。プロープとしては、 nPKC~のD1 領域、 及ぴD2/D3領域に相当するcRNA断片を、

ジゴキシゲニン (digoxigenin)でラベルしたものを用いた。ハイプリダイゼーシヨン1&、ジゴキ

シゲニン化したRNAプロープは、防索免疫化学的に発色させた。アンチセンスcRNAプロープ

を転写産物の検出に用い、センスcRNAプロープはネガテイプコントロール用とした。

皮下組織 其皮表皮

図11A 

図11B 
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図11 皮膚におけるnPKC'7の insituハイブリダイゼーシ ョン

A;皮膚全体、 B-D;表皮。用いたプロープは以下の通りである。プロープは全てジゴキシゲ

ニン化し、 E手素免疫化学的に発色させた。 A;Dl領減のアンチセンスcRNAプロープ。B;Aと

同様。サフラエンでカウンター染色を施した。 C; D2/D3領域のアンチセンスcRNAプロープ。

D; D1領域のセンスcRNAプロープ。

皮膚において、 nPKC干の転写産物のシグナルは、専ら表皮において認められ、真皮、皮下組

織、及び毛、毛根(メラニン色素が黒〈見えている)、立毛筋、汗腺、皮脂腺といった付属器

では認められなかった(図11A， B)。センスcRNAプロープでは、このシグナJレは検出できな

かった(図1ID)。また、興味深いことに、このシグナルは、増殖の感んな基底細胞層では認

められず、それより上層の細胞層に強く現れた。この傾向は、Dl、D2/D3領域双方のRNAプロ

ープで確かめられた(図11B，C)。
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nPKC守の転写産物のシグナJレは、舌の糸状乳頭、食道上皮、前回といった、いずれも角化

傾向を示す部位で強く認められた(図12A. B. C)。また、糸状乳阪、前回においても、皮膚

と同様、基底層よりもむしろその上層の細胞層で強いシグナルが認められた。

図12A "" f 
J 

図128

， 
d 



腺胃、小腸においては、ノーザンプロット分析の結呆と一致して、 nPKC~ の強いシグナJレ

は認められなかった。線問では、特定の細胞にシグナJレが限局することなく、表層粘液細胞

(surface mu∞us∞11)、頚部粘液細胞 (mucousn田k∞11)、問酸を分泌する壁細胞(parie凶回目)、 ペ

プシノーゲンを分泌する主細胞 (chiefcell)などにシグナルが認められた(図12D)。小腸では、

繊毛の上皮でシグナJレが認められたが、増殖の活発な陰織(町刊の細胞では認められなかった

(図12E)。

図120

図12E



脳では、海馬の錐体細胞層(py田川ぬ 1c心IIlayer)、謝状回の頼粒紺J)泡)(9(gr田 ular田 IIlay町)、小

脳のプJレキンエ細胞層 (Purkinjc'scelllaycr)でnPKC干のシグナルが皆、められた(図12F.G. H)。

図12F

hi hi 

図12G

po 
町2

pY 

自『

Dg 
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図12H

，. 
‘・

図12 消化管上皮、友び脳におけるnPKCη の川 situハイブリダイゼーション

D1領減のアンチセンスcRNAをプロープとして用いた。A:舌の糸状乳頭。B:食道。C:前

問。D:腺問。E:小腸。cr;陰禽(口γpl)、V'繊毛 (villi)oF:脳の冠状断面。 hi;海馬 (hipp宇

田mpus)o G:海馬部の拡大図。Dg;歯状回 (den凶egyrus)、gr;頼粒細胞層 (granu1百四日layer)、

m;分子層 (mol配uIarlay町)、 po;多形細胞層 (polym四phic1ay的、 py;(錐体細胞層 pyramiωcell

layer)o H :小!施。Pc;プルキンエ細胞(purkinje'scell) 
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第三節考察

[上皮組織とnPKC守]

nPKC ~ は、 in situ ハイプリダイゼーションの結果、消化管上皮、特に皮膚と同様角化傾向

をもっ舌の糸状乳頭、食道、前同といった組織で高い発現が見られ、腐平上皮系と nPKC ~ の

発現に強い関連がみられた。中でも興味深いことに、糸状乳頭における nPKC~ の局在は、図

13の加tcriorcolumnと呼ばれる部位に一致していた。剖tcriorcolumnと開お也riorcolumnでは、張

原フィラメント(旧即日加ncnt)、リポソーム、リン脂質、カルシウム等の含有量が異ることが知

られている (48)。更に、副tcriorcolumnは、皮膚の願粒層 (stratumgranul国 um)に相当し (48)、

上皮の分化のマーカーであるケラチン(k悶tin)の発現パターンを見ると、加teriorcolumnでは

「皮膚型」のケラチンが、 postcriorcolumnでは「食道型」のケラチンが発現していることが報

告されている (49)。

nPKC ~のシグナルは、また、皮膚、糸状乳頭、前胃において、増殖の盛んな基底細胞より

も、その上層の分化の進んだ細胞層で強〈認められた。この局在パターンは、 nPKC~特異的

抗ペプチド抗体を用いた免疫組織染色でも確認され(未発表)、 nPKC守は、増殖よりも分化

に関与していることが示唆された。各組織には、それぞれ複数のPKC分子種の存在が知られて

いるが、このような結果は、ある組織の士官殖、分化といった過程にそれぞれ別のPKC分子種が

関係している可能性を示している。

図13 舌の糸状乳頭の矢状断面の模式図

A; antcrior column， BC; buttress column， C; conn配 tivetissue core， IP; inteゅapil凶yepithelium， P; 

po山口Qrcolumn. 
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[皮膚における主要PKC分子種とその標的蛋白]

ノーザンプロット分析により、マウスの皮膚における主要なPKC分子種は、 nPKCqとnPKC

Sであることが分かった。この結果は、マウスの皮膚においてca2+非依存性のPKC活性 (nPKC

活性)を生化学的に検出したこれまでの報告と一致している (50，51) 0 nPKC o'については、

正常皮膚、乳頭腫(papilloma)、上皮服 (carcinoma)におけるその存在が、特異抗体を用いた免疫

組織染色により確かめられている (52)。

一方、 invivoのマウスの皮膚、及ぴ表皮の培養細胞を用いて、 TPA処理によりリン酸化の上

昇する蛋白を同定し、 PKCの基質を捜す試みがなされてきた。このようにして見つかった 5つ

の蚤自のうち、 4つはそれぞれ、 MARCKS(皿yrisωyl剖ω単却ine-richCki岡田.s.ubs回 te)(53，54)、

核膜の裏打ち蛋白であるラミンB2(55)、クレアチンキナーぜB(56-58)、ストレス蛋白の

hsp28 (未発表)であることが分かった。これらの蛋白が、nPKCト Sの特異的な基質である

のか、あるいは、これらの蛋自のリン酸化のもたらす生理的な意味については今後の課題であ

る。

[PKCと発癌プロモーション]

nPKC qとnPKCo'が、皮膚における主要なPKC分子種であることから、マウス皮膚における

TPAの発癌プロモーション作用が、これらのnPKC分子穫を介していることが予想された。し

かし、 DMBA、TPA、MNNGをそれぞれイニシエータ一、プロモータ一、プログレッサーとす

るプロトコール (59 ， 60) に基づいて作った7 ウスの乳頭腫、上皮腫において、 nPKC~ 、ある

いは、 nPKCo'のmRNAの発現が上昇している結果は得られなかった (61)。

ところが、役近、 (1)発痛プロモーションには通常TPAを週2回、数週間にわたって塗布する

ことが必要であり、この犠な状態では、 PKCはむしろダウン・レギユレーシヨン(downregula-

tion)されていると考えられること (62)、(2)TPAによる発痴プロモーションに感受性の高い、

SENCARマウスの皮膚のPKC活性は、抵抗性の C57Bυω マウスのそれよりも低いこと、。)マ

ウス、ヒトの癌組織のPKC活性は周囲の正常組織より低いこと (63)などから、 TPAによる発

癌プロモーションは、 PKCの活性化よりもむしろ、そのダウン レギュレーションと関係があ

るのではないか、という仮説が提出されている (64)。前述の結果についても、乳頭服、上皮

胞においてnPKC~、nPKC ó'が必ずしも恒常的に活性化されている必要はない。 PKCの活性化

=噌殖の促進という見方から離れて、発痴プロモーションを考えてみる必要があると思われる。
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[nPKC'7の脳における発現]

nPKCマは、ノーザンプロット分析の結呆、脳での発現は低かったが、 insilu ハイプリダイ

ゼーションでは、海馬の錐体細胞、及ぴ小脳のプルキンエ細胞でシグナルが定、められた。脳特

異的なPKC分子種、 cPKCyについても、小脳のプルキンエ細胞や海馬に豊富に存在するとい

う報告があり (65 ， 66) 、 nPKC~ の脳での分布は、 cPKCy のそれと非常に類似している。

記憶や学習と密接な関係があるものとして、長期地強 (LTP; Long-Term Potentiation，シナプ

スの伝達効率が、そのシナプスへの入カ条件により長期間増強される現象)が知られている。

この長期地強は、海馬において初めて報告され、長期増強の誘発のためにはPKCの賦活化が必

姿であることが見いだされている (67)。一方、小脳においては、長期抑制 (LTD;Long-Term

D旬間sion)という現象の誘発にPKCの活性化が必要であることが、培養プルキンエ細胞を用

いた実験から示唆されている“8)o nPKC~ の脳における役割は今のところ不明であるが、

その小脳のプルキンエ細胞や海馬における存在は、上記の現象を鐙みると非常に興味深い。
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第二章 nPKceの構造と機能について

第一節 nPKC8の構造とその生化学的性質

[nPKC 8のcDNAの単離]
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図14 nPKC8の一次情進

A: nPKC 0をコードするc聞 Aクローンとその制限酵素地図。openboxは蛋白質コード領域を、

実線は非コード領域を示す。図に示した制限酸素部位は次の通りである。B，BamH 1; E， EcοR !; 

H， Hind III; P， PstI; SI， Sac 1; S2， SacII; SI， Sty 1 0 B: nPKC8の塩基配列と蛋白質コード領域の

アミノ酸配列。左側の数字は塩基番号を、右側の数字はアミノ酸残基帯号を示す。畠leriskは終

結コドンを示す。下線はポリ(A)シグナJレを示す。
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nPKCOは、前章の nPKCマ同様、マウス皮膚の cDNAライプラリーをウサギのcPKCα、βH、

y、nPKCε 、tのcDNA、及びnPKC8のオリゴヌクレオチドをプロープとしてスクリーニン

グを行い、 nPKC8と強〈、cPKCs目、y、nPKCε 、ととはわずかにクロスハイプリダイズす

るクローンA-29 として同定された。シークエンスの結果、このA-29は nPKCOの会長を含ん

でいなかったため、プロープA (図14A)を用いてマウス脳 cDNAライプラリーをスクリーニン

グし直し、 nPKCOの全蛋白11コード領土車を含むクローン I・?と これより 3・末端側に長いクロ

ーン 1-26を得た(図14A)0 A-29、1-7、1-26の3積のcDNAクローンの部分シークエンスは完全

に一致した。これら3種のクローンは、全体で3，313温基をカバーし、計算上 81，571の分子量を

持つ707倒のアミノ酸からなるnPKCO~白をコードしていた(図 14B) 。こ れは、 nPKC 0が

PKC77ミリーの中で、 nPKCε に次いで大きな分子種であることを意味している。

図14BのATG開始コドンの上流には、 in-fl目meの終結コドンが含まれていなかったが、 i)ATG 

直前のCAACCという配列が、 Ko日kの錠喝した翻訳開始点のコンセンサス配列CCACCATG

(40)に良〈似ていること、 ii)後述するように、このcDNA(Sac U - Sac 1断片、図14A)は

COS1細胞中で 79-ゆaの蛋白に翻訳されたこと、この2点から図の塩基番号 I脅から 3帯まで

のATGが実際の翻訳開始点であると考えられた。 1，101塩基からなる 3・末端の非コード領域に

は、ポリ (A)鎖は含まれていなかったが、 3つのポリ(A)シグナJレが認められた。

[nPKC eと他のPKC分子種とのアミノ酸配列の相向性]

Regulatory Domain Kinase Domain 

cPKC 
α 

C3 ~ßI/II 
D4 Y 

/
4
4
}
F
-
¥
 

c
 

k
 
p
 

歴j
8 

ATP 

ε 

η 

図15 nPKC8を中心としたPKC分子種の構造の模式図
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図15にnPKC0を含むPKC77ミリーの構造の様式図を示したが、 nPKC0もC2領域を欠く

nPKCとしての構造を持っていた。
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B 

也主主~ MSPF四四日NFOCGTCQAC曲目刊，y白 VLVKEYVESENGQMYIQ阻 凹 51 
OP以Cd MAPPLRISFNSYELGSLQAEDD・ASQPFCAVKMKEALTTORGK'I'LVQKKP'l' 50 

寝耳 MYPPWDSTPDAHINKG棚 田 川町岡山町ELYSLA四 CRJrnNGRT電工閉山 匹削細則PLEMSDTP;DHS四四GFPA141 
MYPEWKSTFDAHIYEGRVIQlvt.MRAAECPMSBv.TVGVSVLAE民CKXNNGKAEF'WLOI心PQAKVLMCVQYFLEDGDClCQ5MRSBERAMFP140 

CPKCa 
cPKC8 
CPKCl 
tnPfC;C81 
nPKCd 
nPKC ~ 

nPKCη 
nPKC{ 

画一一一一一一一「 ・ ・ ・ ・ ・ ・
RFARKGALRQKNV眠時四回IARFPKQPrPCSHCTDPIWG-F'GKQGFQCQVCCf'VV田RCHEFVTFSC問ー阻KGPDTDOP--
RFARK阻 LRQKNV恒 VKNHKFTAAPPKQP'l'FCSKCTDF1 WG-F'GKQGF'QCQVCC f'VVH1I:RCH E F'VTFSC四 -ADKGPASDDP--
LPCRKGALROKVV眠 時 間 KPTARPFKQP'l'FCSHCTOF1 WG-1 GKQG国COVCSI'VVHRRCHEf'VTFE:C珂 -AGKGPQTDDP--
LHQRRGAlKOAKV削 VXCHEl'TATFFPQPTPCSVCHEFVw:J・LNXQGYQCRQCNAAl四J(CIOKVIAKC四 SAINSReTMl'HXE 
TMNRRGAn.:OMIHYI~EPtATPFGQ円PCSVCKEFVWG-LNXQGUC昭ClWJ田町10KIIGRC'l'GTATNSRD'l'IPQKB
PRIUtQGAVRRR-V酒QVNGHKP.MATYLRQP'fYCSHCRDPIWGVIGKQGYQCQVCTCVVl寵RCHELIITKCAGtぷ.KQETPDEVGS-Q
TR回 QRAMRRR-V叩 VNGIt1CPMATYLRQ円 YC5HCREFIWGVF'GKQGYQCOVCTCVV1sRCHHLIVTACTCQN旧 NKVDAIUABQ
SlYRRGARRWAALYRANGHLPQAKR1'NRRAYCGQCS!RIWG-LARQGYRCINOKLLV恕l(RCHVLVPLTCRRHMDSVMPSQEPPV

. 

" " 97 
224 
22] 

235 
2]8 
195 

cPKえCa RSK----HKミPKIHTYGSPTFCDHCGSLLYG-LI討QGMKCDTCDKNV潤KQCVINVPSLCG托DHTEJCR抱G玲lYlぷA一EV'l'DEK支L 173 
cPKC，II RSK----HKFIt史IHTYSSPTFCDH犯CGSLLYG-LIHQG既】J:CDTCMMHV羽laCVMNVPS且L(ヨおGTDHTER朗RGR町1YIQA一阿lDREVL 173 
cPKC y RSlI: ----HKl'RLHSYSSPTFCDHCGSLL YG-LVHQGMJtCSCCEKNV羽RRCVRTVPSL(沼VDHTERRGRI心LElRAPTSOEl 17) 
!riPKC町 RYKIDMPI依FJ:VYNYJtSPTFCEHCCTLLl<iG・LARQGLKCDACGMNV四四CQTJ:VANLCCINQKLMAEALAMIE--ーーー 296
n PKC 6 RPS 1 DMPHRFKVYNYM5PTFCDHCGTLLWG -L VKQGLKC EDCGMNVH1IKCR EKVANLCお1NQ阻λ.AEALNQVT一一ーーーーー 295
nPKC‘ RrSVNMPHKFGIHNYltVPTFCOH田 SLLWG-LLR匹Z心CKVCKMNVHRRCETNVAPN国 VDARGIAKVLAOLG-------- )07 
nPKC弔 RPGINIPHKPN¥fl剖YKVP'rFCDHCGSLL‘悶-IMRQGLQCKICKMNVHIRCQAN¥?PNCGVHAVELAKTI.AGMG-ーーーーーー ]10
nPKCC ---- ー ー ーーー ーーーーーーーーーー ーーーーー ーーーー ーーーー ーーー ー ーーーーー ーーーーー

cPKCII 
cPKC.B 
CPKCy 

nPKca 
nPKC， 
nPKCη 
nPKCC 

議詩

cPKCa 
cPKCB 
CPKC.， 
nPIt.Cd 

nPKC‘ 
nPlt.Cη 
nPKC( 

cPKCo. 
cPKCB 1 
cPKCB II 
CPKC.， 
nPKCd 
nPKCc 
nPXCη 
nPKCC 

. .・ a
[JoWU;KGSPGKV班点。RltGTEELYAl.K1LDDVVIQDDDVECTKVEKRVLALMDKPP一一一一-PLTQLHSCPQ'l'VDRLYFVMEYVNGGDLM 426 
LMVI.G笈GSPGKVMLSIRKG1'DELYAVIULnDVVlQODDVECTKVEMVLALPGKPP一一一一-FLTQLHSCFQTMORLYPVME'YVNGGOLH 429 
LMVLGKGSFGKVMLABRRGSDELYAlKILKIDVIVQDDDVDCTLVEKRVLALGGRGPGGRPHFLTQLHSTPQTPDRLYFVMEYVTGGOLK‘4] 
叫皿山 回目KVl'LAB田町NQFPAIK品JOtDVVLMDDO'四世肝 E即日凶四回一一ーFLTHMFCTF町 田叫FI'V田Y山田D凶 .67
Q'司凪GSFG町U岬珂GKERYFAIJt百.KJtDVVLI DDDVE凹K百四~~~~~-----PLTHLIC竺OTJiD田2阿国目」師団DLK 434 
Z事VLGKGSPGKVMLAIじKGKDEVYAV官VLKXDVI，LQDDDVDC'I'MT区I<RlLAl品RXHP-----YLTQLYCQPQTKORLFf'VMBYVNGGOLM 494 
lRytG四 S問 問 }!LAR1 KE~EL Y!¥ Vl{V'LKKDV 1回 目 DVE田町l!，tRI日出畑 田 -FLTQLFCOP目 F凹阻2円四円 N田 D凶 .42
IRVIGRGSYAKVLLVRIぷ.KNDQIYAMJtVV'ItKELVHODEDIDWVQTEKf引If'EQ;λSSNP ・・FLVGLHSCPQ'J'TSRL!'LVIEYVNGGDLM339 

YHIQQVGKFKEPQAvn~ISIGLFFLHKRGIIYRDLKLDNVMLDSEGHIKlADFGMCKEIiMMDGVTT-R!'PCGTPOYIAPEIIAYQPY 515 
iYH1OQVGR.PK町田Vl"'iMBIAIGLFPLQS町 IIY加盟LDNVMLDS田 HlXIAD同町田NIW国 V廿一眼町町田YIAPEIIAYQ円 518
YHIOQLGKFKEPHAAl'YAABIAIGLFPIJ側QGIIYRDLJtLONVMLDAEGHIKITDFGHCKENVFPGT'M'-R'l'PCGTPOYIAPEIIAYQPY532 
YHIQSCHKYDLSRA'l'r宝AA写VlLGLQPLHSlI:GIVTROIぷLDNILLDRDGHIKllDP'GMCKENML-GOAXTNTPCGTPDYIAPEILLGQKY 556 
"H，IQDKGRPE!LYJU¥.l'FYAfJ!IICGLQPLHGJ0C71ITRDu:LONVMLOKOGHIUADFGMCKEN1 F-GENRAS)l'rCGTPDYIAPEIL(おじn 523 
FQIORS阻FDEPRSRn~SJl.l.MpLHQHGV目RDULONl.LLOA曲HCI<凶DP'GMClI:田 I LNGV'廿-'l1'FOGTPDYUPEI叩ELEY 583 
聞且~K5阻問臥lWU"'l品lU1S岨Ml'l.必回:GII YRDLKL心'IIVW岡田泊四凶D目配回目CNGVTT-A!J:f'国TPOYIA四Z回E皿.Y 531 
FOMORQRltLPEEHAR.f'をAABICIALNPLHERGIIYRDLlI:LDffVLLOA.DGHIXLTDYGMClCEGLGPGOTT・5TPC后I'l'PNYIAP!ILRGEEY 428 

GKSVOWWAYGVLLYEMLAGQPpro-一ーーーー-GEDEOELPQSI MEHNVSYPKSLSKEA VS 1 CKGLMTKHP AXRLCCG --PEGEROVREHAF 59 6 
GKSVOWWA，目 VLLYEKLAGQA，Pl'E----一一回目 明 日 QSlME醐 VA四 回目阻AVAICKGLMTKHJ従来lU.GCG--P回目DIKOHAF599 
GJq!VDNWSPGVLLY!MIiAGQp'pro--ーーーー-GEDBBELPQAエMEOT'roYPKSL5.REAV AI CKG f'LTIUt'PGkRl4SG--POO EPTlRA!lGF 613 
N~WWSPGVLVYEKLIGQSPFH - -ーーーー-GQOEB!LPHSIRMDNPFTPRWLERBAKDLLVJU.FVREPE:!tRLG-v ---RG --OIRQHPL 63) 
Sf'SVDWWSPGVLLYEMLIGQSPFH・-ーーーー-GDOEDELPESl.RVDTPHYPRWITPi.BSJ::DIMElI:LP'E:RDP，AJtRls-V---TG--NIRLHPF 600 
GPSVDWWALGVLMYE陪otAGQPPl'E---ーーー-AON!OOLl'ESIU旬。VLYPVWLSK.EAVSILKAFMTKNPKlI:RLGCVAA.QNGEDAlKQHPF 666 
GP1o.，VI)W刺AMGVLLY!ML(ヨròHAPP E -ーーーーー-AEMIIODLPEAILND~EDA.RGILXSFMTKNPTMRu;SL 司)GGEHElIぷHPF 613 
G FSVOWWALGVLKYE.MMAGRSPFO 1 lTOM POMNT!OYLPQVI LEKP 1 R 1 PR FLSVKASHVLKG FlぷKOPKER!o!iCRP-QTGFSDIKSHAF 517 

，--04 
PRRiIOWEKLBNRIIQPPl'Kl'ItV-CGKGAENPOKFPTRGQPVVTPPOQLVlANltねSOFEGPSYVNPQFVHPiI凶 55V 日 2
，r~N: DWE目.ßRlC&IQPP日.PItAROKRDTSNPD四円問PVELTPTDKL目剛IDQNEFAGl'SY叩自門Z肝 671 
岡 町 D四 品 回目1Q四 YKPU-印刷M 岬 ORFPTRHPPVLTPPDQEVl附Z国 SEFEGPSYVNS回出回VKS 673 
四時間ERL四国IAPPFRI!RP-CGRSGENPDKF肘 RAAPA司 PPORLVLASI叩 ADFQG円 Y刊町四田D日 SPSSPVPVP刊 697 
PJYi'INW!ELERKEIDPPFRPKVltSPYDCSNFOJtEPLSD:PRLSPADRALIN祖国NMl'SNPSPINPG皿 TL1CS 707 
~KTnfWNLLl!lKRKV回PF町前回目DYSNPDP即日眠時国rSDKNLl岡田QTAFKG四円脚問問FLE 673 
fO ID1fVLLBQIKIKPPPKPRI1tTKRDVNNPDQDPTRBEPVLTLVDEAIVXQINQEEFKGFSYFGEDl必P 736 
J，1e! IDWAQLNHRQLEPPFRPR l:r;SR g[)VSNPD PDP 1 KBEPVLT P 1 DEGHLPMI NQDE FRNP 5 YVSPE L心1. 68] 
PRSIDWDLムEKI¥QTLPPFQPQ1 TDDYG LDNPDTQPTSBPVQL T PDDEDVI KR 1 OQSEFEGP EYINPLLLSAEESV 5 9 2 

図16 nPKC8と他のPKC分子種のアミノ酸配列の比較

cPKCα、sl/11、y、nPKCε はウサギ、nPKC8、tはラットの配列を示した。 nPKCOの配
列と同一の残基には編自を鈴けた。 A:nPKC 0とnPKC8のD1領域の相向性。 B:C1領減の相同

性。 ・;擬基質配列の中で保存されているアラニン残基、 *; cysteine-rich reμaL配列中のシス
テイン残基、 C:C3領域の相同性。 ・、...; ATP結合部位に保存されているグリシン、及びリジ

ン残基。
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nPKCOのC1領域では cys岡 田-rich陀peat配列、及び援基質配列が(図16B)、 C3領域では蛋

白質リン酸化酵素に共通なATP結合部位が(図16C)、それぞれ完全に保存されており、nPKC

OはPKC分子種としての共通の機迭を備えていた。

表2 nPKC 8と他のPKC分子種 間のアミノ酸配列の相向性 (%)

相同性30%以下は笑線で示した。

Dl Cl C3 D4 

α 45.2 61.4 

戸I/II 45.2 61.0 38.0/一一

Y 45.5 58.9 

B 49.3 語 78.1総 72.9 nO.8;議山

E 47.7 59.1 31.3 

η 47.4 55.2 37.5 

と 30.1 45.3 34.0 

表2でnPKC0と他のPKC分子種間のアミノ酸配列の相同性を比較した。nPKCOは、 PKCフ

ァミリーのうちで、 nPKCdとC1領域で78_1%、C3領域で72.9%、E同領域で60_8%と最も高い相

向性を示した。更に、両者の聞には、 D1領域においても、 nPKCマとnPKCε の場合と同じく 、

49.3%とこれまでにない高い相同性が認められた(図16A)。
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[nPKC 8のmRNAの発現]

図17で、マウλの諸臓器におけるnPKC0のmRNAの発現分布を、 nPKCOと構造上最も似て

いるnPKcaのそれと、ノーザンプロット法により比較した。図17Bの様に、 nPKcaのmRNA

が、発現の程度に差があるものの、調べた全ての臓器で発現が見られたに対し、 nPKC8は(図

17A)、骨格筋で特異的に発現しているのが特徴であった。 nPKC8は、前述した通り、マウス

の皮膚のcDNAライプラリーからその全長の一部が、次いで脳のcDNAライプラリーからその全

長がクローニングされたが、 nPKC8の皮膚、および脳における発現は、長時間の露光によっ

てかすかに検出できる程度の弱いものであった。 nPKC8のバンドが2本 (4.0kb、3.6kb)見える

のは、図14Bに示したように、ポリ(A)シグナルが複数あることを反映しているものと恩われる。

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 

nPKce .285 

.185 

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

nPKCむ l四 回 'M I同 .285
.185 

F榊)斜ザ制
図17 ノーザンブロット分析によるnPKCOとnPKOoの組織分布の比較

A: nPKC 0の発現。転写産物の大きさは4.0kb、及び3.6kbo B: nPKC aの発現。転写産物の大き
さは3.2kbo nPKC 0はプロープB(図14A)を、 nPKcaは全長をコードするマウスのcDNAをプ

ロープとして用いた。各レーンには5μEの全RNAを重層した。 18S、28SはリポソームRNAの

位低を示す。
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[骨格筋におけるPKC分子種の発現1

図18は、これまでに単離された全PKC分子磁の骨絡筋での発現を、ポリ(A)RNAのレベJレで

ノーザンプロット法により比較したものである。この結果、 PKCファミリーの中で、 nPKCO

の発現が最も骨格筋で高いことが判明した。cPKCaのシグナルも骨格筋で認められたが、そ

の発現レベルはnPKCOに比べはるかに低かった。他の分子種の発現は非常に弱いか、または

検出できなかった。ノーザンプロット法でmRNAの正確な定量比較はできないが、 RNA量、プ

ロープの比活性、ハイプリダイゼーション等の検出条件を同じにしたことから考え、骨絡筋に

おける主要なPKC分子種は nPKCOであると考えられる。また、 nPKCO及ぴnPKC~の脳にお

ける発現は、既に述べたように非常に低〈、脳に豊富に存在する他のPKC分子種と対照を成し

7・
~。

12  12  12  12  

PKCα PKCsII PKCv nPKCo 

1 2 1 2 1 2 1 2 

nPKCc nPKC~ nPKCn nPKCe 

図18 ?ウス骨格筋におけるPKC分子種の発現

1 2 

1. 
28S 

18S 

s-Actin 

レーン 1;脳のポリ(A)RNA、レーン 2;骨格筋のポリ(A)RNA。各レーンには2μg のポリ(A)

RNAを重層した。 arrowh叫は、それぞれ28S、18SのリポソームRNAの位置を示す。
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【nPKC8のフォルボールエステル結合能]

前章の nPKCv同様、 nPKCOの cI別A発現ベクターをCOS1細胞にトランスブエクトし、終

濃度 10品4のP同 PDBu存在下にフォルポールエステJレ結合活性を検討した。図19に示したよ

うに、 nPKCOは cPKCaとほぼ同様の親和性のフォルボールエステル結合能を示した。即ち、

nPKCBにおいても、その cysteine-richrcpeat配列の保存性が7オルポールエステル結合活性に

反映されているものと考えられる。

1 0 

5 

(

り

(

〕

F
X
E
a
o
)
k
Cミ
/
一
ぢ
〈

m
c一℃
C
一
回
コ
田
口
止
{
工
L

』

U
Q
庄
の

句
口
庄
の

も
口
庄
の

ロ
庄
の

V
3
0
2
 

図19 nPKC8のフ ォルボール工ステル結合活性

SRDはベクターのみ、 SRDO、SRDo、SRDα は、それぞれnPKCO、nPKCo、cPKCαの全

蛋白質コード領域を含むcDNAをトランスフェクトしたことを示す。アッセイは、終波度IOnM

のP問 PDBu存在下に行った。
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[nPKC 8の蛋白レベルでの同定]

nPKC8の全アミノ酸配列をコードする cDNA発現ベクターを、 COS1細胞にトランスフェク

トし、 nPKC8のD2!D3領域に対する抗ペプチド抗体を用いてウエスタンプロット分析を行った

(図20)。細胞質分画、 TrilOn可浴性分画、 Trilon不i容性分画のいずれの分画においても、

nPKCOのcDNA、及び抗nPKC8抗体特異的に約79・kDaの蛋自のバンドが検出された(パネルA、

レーン4-6)。この79-kDa?コバンドは、 mRNAの高い発現が認められた骨格筋の細胞質分画

においても同定することができ(パネルB、レーン 2)、nPKC8が細胞内蛋白として存在する

ことが確認できた。

123456789 1 2 
A B 

~79K~-

C
一
T

一
P

一e一D
C
一回
T
一
P
一
C

一-D
 

T
一五円p-s
 図20 ウェス合ンプロット法によるnPKC8の蛋白レベルでの同定

パネルA:P; Trilon不溶性分画、 T; Tr山 n可溶性分画、 C;細胞質分画。 SRDOは、 nPKC

Oの全蛋白質コード鎖域を含むcDNA発現ベクターをトランスフェクトしたことを示す。レー

ン1-6は、 nPKC0特異的抗ペプチド抗体と、レーン 7-9は、コントロール血清と反応さ

せた。パネルB:レーン lは、nPKC8を発現させたCOS1細胞の細胞質分画、レーン 2は、マ

ウス骨格筋の細胞質分画。レーン1，2共に抗 nPKC8抗体と反応させた。
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[nPKC /1のキナーゼ活性]

COSl細胞に発現させた nPKCOを、 77イニティ精製した nPKCOのD2/D3領域の 247ミ

ノ敵残基に対する抗体を用いて免疫沈降し、その沈降物の自己リン酸化能を、種々の活性化因

子存在下に検討した。

12345678  
A 

Ab P e P 
Ca + + + 
PS + + + 
TPA庄一土Jl_:t 
SRD 

B 

図21 nPKC8の自己リン酸化活性

e e e e e 
+ 

+ + + 
ー+ー+ +/ 
SRDe 

~79K 

.19G 

~ IgG 

パネルA:nPKC 8のcDNAをトランスフェクトしたCOSl細胞抽出液(レーン 3-8) とベクタ

ーのみをトランスフェクトしたCOSl細胞抽出液(レーン 1、2)をぬlPKC8抗体 (Ab=0) 

またはコントロール血清 (Ab=P)で免疫沈降させた。免疫沈降物の自己リン酸化反応は、

PKCの活性化因子Ca2+、PS、TPAの存在下(+)、あるいは非存在下(-)で行った。リン酸化のバ

ンドは、 SDS-PAGE後、オートラジオグラフィーで検出した。パネlレB:Aでオートラジオグラ

フイーに用いたゲルのCBB染色。
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図21Aから分かるように、 nPKC8のcDNA特異的に約79-kDaのバンドがリン酸化され、 nPKC

Oは蛋白質キナーゼであることが分かつた。また、このバンドはTPA及ぴPSの存在によって増

強されたが(レーン5-7)、Ca2+の存在によってはむしろ滅弱され(レーン 8)、nPKC8も

他のnPKC分子種同機、 ca2・非依存性であることが示唆された。しかし、この点については、更

に検討を加える必要がある。

レーン4から8までは、同ーの免疫沈降物を5等分してリン酸化反応を行ったものであり、バン

ドのリン酸化の程度の差が各レーンに重層した蛋白量の差でないことは、 CBB染色したIgGの

量によってモニターした(図21B)0 79-kI:回のバンドのすぐ下方のリン酸化されたバンドは、

この19Gのバンドに一致した。最下方のバンドは、沈降したnPKC8によってリン酸化された未

知の蛋白質であると考えられる。
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第二節考察

一骨格筋におけるnPKCOの役割についてー

nPKC8の発現が骨格筋で高いことの生理的意義はほとんど分かつていない。骨格筋は、筋

原細胞 (myoblast)が分化と共に融合してできた多核細胞であり、分裂増殖も停止し、分化の極

に達した状態にあると考えられる。筋原細胞の融合 (myoblastfusion)とPKCの関係については、

TPA処理によって融合とCa2+の流入が促進されること (69)、逆に、 H-国痛遺伝子により融合

不能となった細胞株は野性株に比べ2-3倍高いPKC活性をもつことが報告されている (70)。

従って、筋原細胞から筋繊維の形成に至る分化過程におけるnPKC8の関与は興味の持たれる

ところである。この点に関して現在、ラットの筋原細胞由来のL8細胞を用いて検討中である。

マウスの培養筋細胞であるBC3H-l細胞では、インシユリン刺激によってDAGの産生が引き

起こされると共に、グルコースの取り込みも上昇することから、インシユリンによるグルコー

スの取り込みにPKCが関与している可能性が示唆されている (71)。しかし、川町voの骨格筋

を用いた実験では、これに相反する結果が得られている (72.73) 0 nPKC 0との関係を含め、

この問題については、今後更に検討していく必要があると恩われる。

筋分化にあずかるMyoDファミリー (MyoD.myogenin. Myf-5.恥依F-4)の中でMyoDとmyogentn

は、リン酸化されることが知られている (74)。しかし、これらの蛋白のリン酸化部位も、こ

れらを基質としてリン酸化する酵素も明らかにされていない。 MyoDファミリーは、共通構造

のーっとして、そのC末端付近にセリン、スレオニン残基に富む領域を持っている。この中に

はセリン/スレオニン残基の近傍にリジン残基、あるいはアルギニン残基を配するという、

PKCのリン酸化部位のコンセンサス配列に相当する部分も存在している (75-78)。一方、ニ

ワトリの骨格筋細胞において、 TPA処理によりmyogemnやCMDl(chicken myogenic determina-

tion factor 1) のmRNAの発現が抑制されることが報告され (79)、PKCが筋分化に必要な遺伝

子の発現調節に関与している可能性が考えられている。 MyoDファミリーのリン酸化とnPKC8

の関係を調べることは、筋分化の制御という面で重要な課題であると考えられる。
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第 3章総括と展望

[cPKCとnPKCJ

第1章、及ぴ第2章で述べてきたように、構造、フオルポールエステJレ結合活性、キナーゼ

活性、特異抗体による蛋白レベルでの同定から、 nPKCマとnPKC0という 2種の新しいPKC分

子種の存在を明らかにすることができた。特に、 nPKC甲、及ぴnPKC0のmRNAの分布には際

立った特徴があった。即ち、これまでに単調監された分子穫では、脳での高い発現が特徴であっ

たのに対し、この両種のl箔での発現レベルは低〈、 nPKC~は皮膚及ぴ肺で、 nPKC 0は骨格筋

でそれぞれ最も発現が高かった。この様に、組織特異性の高いnPKC分子種が新たに加わった

ことは、 nPKCの情報伝達における重要性を示すーっの証左であると考えられる。

我々 は、 PKCファミリーをcPKCとnPKCの二つに分けて考えてきたが、ショウジョウパエ、

線虫、酵母からもcPKCやnPKCに相応すると考えられるPKC関連遺伝子が単離されている。

ショウジョウパエ(Drosophilamelanog，国胞のでは、染色体上の位置に基づいて、53E(br)、53E(ey)、

98Fと名付けられた3種のPKC関連遺伝子(dPKC)が報告されている (80)0 53E(br)と53E(ey)に

コードされた蛋白は、典型的なcPKC構造を有している。これに対し、 98Fにコードされた蛋白

にはC2領域に相当する構造がなく、 nPKC8と高い相同性 (61%)を持つことから、 98Fはショウ

ジヨウパエのnPKC様i宣伝子であると考えられる。 53E(ey)については、光受容体細胞特異的に

発現し、光受容体の脱活性化や網膜変性に関与することが報告されている (81)。

線虫 (Cacnorhabdilisc1cgans)は、 TPAにより摂食行動に異常をきたし、発育が阻害される。こ

のTPAの作)fIに抵抗性のミュータントの解析から、 f正抗性を司る遺伝子、 tpa-lがlji離されたが、

驚くべきことに、 lpa-lはC2領域を欠く nPKC様の蛋白をコードしていることが分かった (82)。

解母(Saccharomycescercvisiae)からは、遺伝子レベルでPKC-1(83)、蛋白レベルでyPKC(84)

が各々独立に分離された。 PKC-lとyPKCが同一であるとは限らないが、 PKC-lがC2領域様の配

列を持つこと、 yPKCは、 Ca2'，DAG、PS存在下に活性化されることから、酵母にcPKC様蛋白

が存主Eすることは1m違いない。 PKC・lについては、細胞周期のG2JVJからM期への移行に必須で

あることが明らかにされている。また、分毒見解母(Schizosaccharomycespombe)にnPKC様の蛋白

をコードする遺伝子が存在することも報告されている(未発表)。

以上のことから、cPKCとnPKCが進化の極めて早期に分かれ、それぞれ追った役割を担って

きたことが予怨される。また、ショウジヨウパエや線虫は個体レベjレでのPKCの機能の解析に、

隣母はその遺伝的易投作性を利して、 PKCの分子遺伝学的な解析に、それぞれ役立つ良いモデ

ルになると考えられる。
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[PKCの構造活性相関]

nPKC~ 、 0 両分子種の構造上の最大の特徴は、 Ca2+の結合部位と考えられているC2領域を

欠くことである。これまでに、同様にC2領域を欠く nPKC8 (38， 85)、ε(24)、と (29)の

キナーゼ活性、及びnPKC<のフォ JレボーJレエステル結令活性 (86)が、 cal+非依存性であるこ

とが報告されている。 nPKC~ のキナーゼ活性については、前述のPKC-Lで自己リン酸化反応

によりそのCa2サド依存性が示唆されている (41)0 nPKC 0のキナーゼ活性は、第2章で述べた

ように、 Ca2+存主E下ではその自己リン酸化が非存在下に比べむしろ抑制されることから、 Ca
2φ

非依存性であることが示唆された。

C1領域のシステイン残基に官む繰り返し配列 (cys也ine-richre問 tsequen田)は、 nPKC~ を除〈

PKCの他の分子種同様、 nPKC~、nPKC 0においても完全に保存されていた。この配列は、い

くつかのDNA結合蛋白に見られるZn7インガー構造に類似しているが、 PKCがDNAに結合する

ことについてはまだ確たる証拠が得られていない。しかし、辰近になり、 6 つのシステイン~~

基のほかに、 2つのヒスチジン残基も PKC77ミリーで保存されていることが指摘され、 H-

X12-(ご-X2-(ご・X!I).!φC-X2-C-X4--H-X2-C-X7・Cという配列によって、 l分子当たり 4つのZnイオンが

結合することが精製したcPKCsIのX線解析から報告された (87)。一方、このcystein e-rich 

rcp叫配列が、フォ JレポールエステJレ、延いてはDAGの結合に必須であることは既に報告され

ており (46、47)、これはシステイン残是正のチオール基とTPA、DAGのカJレポニJレ基、水酸基

の聞に水素結合が形成されるためであると考えられている。また、後半のcysteinc-richsequence 

の中の、 4番目 と5番目のシステイン残基のHtlにある、アスパラギン残基のカルポニJレ基のDAG、

TPAとの結合における重要性も指摘されている (88)。実際、このアスパラギン残基は、

nPKC ~、 nPKCO を含め 、 PDBu結合能のあるPKC分子種全てに保存されているが、 PDBu結合

能のないnPKC~ (29)、及びフォルポールエステルにより活性化きれない酵母のPKCでは保

存されていない。

C1領域N端の擬基質配列は、 PKCの活性化のメカニズムに関与していると考えられる (42)。

即ち、この緩器質配列は、 PKCが不活化状態にある時は、 PKCの活性中心を占め、抑制的に働

いているが、リン脂質、 DAG、フォルボールエステJレといった活性化因子が制御ドメインに結

合すると、 PKCのコンブオーメーションの変化によって活性中心から外れ、 PKCが活性化され

ると考えられている (19、89)。アラニン残基の両側に、リジン、ア Jレギニンといった塩基性

残基を配するこの援基質配列の構造が、酵母、ショウジョウパエ、線虫から岡市乳類に至るまで、

磁を超えて保存されていることは、 PKCの活性制胸におけるこの配列の普遍的な霊要性を示唆

している。
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[フォスファチジルコリン代謝とPKCシステム]

いくつかの細胞系において、アゴニスト刺激により昂進した細胞膜イノシトーJレリン賄質(PI)

の代謝により生じるイノシトール1人5一三リン駿(IP')とDAGの産生が、時間的、量的に一致し

ないことが以前より知られていた。この矛応ーを埋めるものとして、最近、 DAG産生経路として、

PI代謝の他に7オスファチジルコリン(PC)の代却系の重要性が指摘されている (12) 0 PCの加

水分解を引き起こすアゴニストは、通常フォスファチジル4，5 二リン酸(PIP2)の分解も起こす

が、中には、 PI代謝を伴わずにPCの水解が起こる例もいくつか報告されている (90-92)。更

に、 PI代謝を伴わずにDAGが上昇したり (93)、PKCの基質のリン酸化の上昇する例 (94)も

報告されている。 PIP2由来のDAGは、その脂肪酸基にステアリン酸、アラキドン酸が多いこと

が、 PC由来のDAGの脂肪酸基には、パJレミチン酸、オレイン酸、リノレイン酸が多いことが

知られ、 DAGにも脂肪酸の構成を具にする分子種があることが明らかになってきた。

PCからのDAG産生経路としては、 PC特只的フォスフォリパーゼCσC-PLC)からの経路と、

PC特異的フォスフォリパーゼD(PC-PLD)からフォスファチジン酸(PA)の産生を経て合成され

る経路が考えられている。また、 PC-PLCとPC-PLDの活性を制御するもののーっとしてPKCが

考えられている。このことは、 PKCによって活性化されfこPC-PLC、PC-PLDがPKCの活性化物

質であるDAGを産生するというPKCのポヅテイプ フィードパック機構が存在することを意味

している。即ち、 PC代謝の一つの大きな生理学的機能として、 DAGの長時間にわたる産生と

それに続く PKCの持続的な活性化をもたらすことが考えられている。

[おわりに]

PKCを介する多彩な細胞応答について考えるl時、今回報告したnPKC~、 nPKCOを含めた細

胞特異性の穴ュなる複数のPKC分子種の存在をつねに考慮しなければならない。しかし、これら

分子積の生理学的な機能はもとより、特典的な基質、活性化因子、あるいはPC代謝との関係な

ど、不明なことはまだまだ数多い。cPKCとnPKCの構造の違いは、各々の機能の追いを反映し

ていることが予想される。今後は、 cPKCとの比較のなかで、 nPKC~、 nP KC 0を中心に、

nPKCの情報伝達における具体的な役割jを解明していきたいと考えている。
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材料

特に必要な場合のみ購入先を明記した。

A. COS1細胞

COSI細胞は、 DMEM(+)中で培養し、増殖が定常j羽に入ったところで1/5-1/10に希釈して

継代した。

*DMEM(+)の組成 (5∞ml)・
4.75g DMEM (ニッスイ)

50ml 牛胎児血消 σlowLabo目1岡田)

5ml 1M HEPES (pH7.0) 

IOml ペニシリン (5∞U/ml)/ストレプトマイシン (5mg/ml)(FlowLaborato口出)
5ml 20mMしグルタミン (GTBCO)

IOml 7.5%重炭酸ナトリ ウム

日キ ット類

① cDNA syn山田iskit (ph却 nacia)

② A vcctor kit (Stratagene Cloning System) 

@ Giga Pack Gold (Stratagcne Cloning Systcm) 

④ Multiprimc DNA labclling sys帥 (Amcrsham)

⑤ Gene Amp (pERKlN ELMER CEπJS) 

@ Alkaline phospha出 subs岡田kit[ (Vcctor Laboratori田，Inc.)

⑦ RNA labclling kit (Boehringer Mannhcim) 

⑥ Nucleic acid de臨 tionkit (B∞，hringer M加 nheim)

Cアイソトープ

①[a )2門dCTP(Amcrsham) 

② [y)2門ATP(Ncw England Nucler R出品目hPrωucts)

③['問 PDBu(Du-Pont Ncw England Nuclcr) 

D調製獄事E類

DNA、RNAの実験に用いる試薬類は、 全てオートクレープして使用 した。

l基本試薬]
①2Mトリス塩酸緩衝液(lL)

242.2gのトリス塩基を8∞ml程度の蒸留水に浴かし、 塩酸で目的のpHに調整後、最
終的に容量をILにした。必要に応じて適当に希釈した。

(I)TE: IOmM トリス塩酸緩衝液

ImM EDTA 

③PBS ( IL): 8g 塩化ナトリウム

1.15g リン酸水素二ナトリウム

O.2g 塩化カリウム

O.2g リン駿二水紫カリウム
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@フェノール溶液・フェノールを65'(;で溶かし、酸化防止のためにハイドロキシキノリンを

終濃度が0.1%になるように加えた。これを0.5M、次いでO.IMのトリ

ス塩酸緩衝液 (pH8.0)でフエノール層のpHが7.8以上になるまで平衡化し

h 

~。
⑤フェノール/クロロホルム溶液:フェノール浴液に等量のクロロホルム溶液(クロロホル

ム:イソアミルアルコール=24:1)を加えたもの。

[RNAの抽出1
①5.5M GTC浴液 5.5M グアニジン・チオシアネート σluka)

25mM クエン酸ナトリウム

0.5% ラウリ Jレ・サルコシン酸ナトリウム

pHをNaOHで7.0に調整後、ろ過滅菌して4'(;に保存した。使用直前に、終波度が0.2M

になるように2-メJレカプトエタノ-)レを加えた。

②CsTFA溶液 。CsT下A(田 siuml.rifluoroaCClalC， Pharmacia) 密度1.51土O.OIg!ml

l∞mM EDTAωH7.0) 
③CsCI/EDTA溶液 5.7M 塩化セシウム

10mM EDTA (pH7.5) 

@T芭/NaCl:TEと1M塩化ナトリウムの1:1の混合液

⑤浴出緩衝液 lOmM トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)

lmM EDTA 

0.1% SDS 

[プラーク・ハイプリダイゼーション]

①アルカリ変性液 0.5M水酸化ナトリウム

I.5M 塩化ナトリ ウム

②中平日液 0.5M トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)

1.5M塩化ナトリウム

③lx SSC: 150mM塩化ナトリウム

15mM クエン酸ナトリウム (pH7.0)

@ 1 x Denhardl溶液 0.02%polyvinylpyrrolidone 

0.02% Fi∞11 (lype4∞， Pharmacia) 
0.02% BSA (fraction V， Sigma) 

⑤lx NET: 150mM 塩化ナトリウム

lmM EDTA (pH8.0) 

15mM トリス塩酸緩衝液(pH7.5)

@ハイプリダイゼーション溶液:6x NET 

[大JJ!);菌の形質転換1

lx Denhardl溶液

0.1% SDS 

①SOB: 2% トリプトン (DIFCO)

0.5% 鮮母抽出物 (DIF.∞)

0.05% 塩化すトリウム

2.5mM 塩化カリウム



NaOHでpHを7.0に調製後、オートクレープにかけた。使用直前に終汲度lOmM にな

るように塩化マグネシウムを加えた。

②TFB : 10mM MESーカリウム緩衝液 (pH6.3)

45mM 塩化マンガン

10mM 塩化カルシウム

l∞mM 塩化カリウム

3mM 塩化ヘキサアンミンコバルト

純水に浴解し、ろ過滅菌して冷暗所に保存した。

③SOC: SOBに終濃度20mMになるように1Mグルコース溶液(ろ過滅菌したもの)を加えた。

@xプロース培地・ 2.5% トリプトン

1% 酵母抽出物

0.1% グルコース

20mM 硫酸マグネシウム

50mM トリス塩敵ナトリウム (pH7.5)

@7ンピシリンプレート ー1.5%のアガーを含むxプロース培地を、オートクレープして滅
菌、溶解し、 50"C位に冷えたところに1/1C削 量のアンピシリン (1∞mg/ml)を加え、

滅的プレートに適当量流し込んで悶まらせた。

[プラスミドDNAの精製]

①STET-LiCI溶液 O.IM 極化ナトリウム

lOmM トリス塩般緩衝液(pH8.0)

ImM EDTA 

5% Triton X-1∞ 
2.5M 塩化リチウム

②リゾチーム溶液:リゾチームの粉末を10mg/mlになる ように10mMのトリス塩酸緩衝液

ωH8.0)に溶かした。

③溶液 1:50mM グルコース

25mM トリス主主酸緩衝液 (pH8.0)

IOmM EDTA (pH8.0) 

@溶液 "(111時調製):0.2N 水酸化ナトリウム

1% SDS 

⑤浴液 III(1∞ml) ωOml5M酢酸カリウム

11.5ml氷酢酸

28.5ml 蒸留水

@ 20%PEG / NaCI: 20% ポリエチレングリコール“)()()

2.5M ill.化ナトリウム

[シークエンス反応]

①lOxシークエンス緩衝液 ・ l∞mM  トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)

ImM EDTA 

5∞mM 溢化ナトリウム

70mM ill.イヒマグネシウム

57.6mM 2-メJレカプトエタノーJレ
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② d幼lNTP混合液

Gmix Amix Tmix 

d;'GTP 12.4μM 82.6μ恥4 82.6μM 

dATP 82.6μM 12.4μM  82.6μM 

dTIP 82.6μM 82.6μM 12.4μM  

dCTP 12.4μM  12.4μM  12.4μM  

100mMトリス塩酸緩衝液 16.5mM 16.5mM 16.5mM 

ImMEDTA 165μM  165μM 165μM 

ddGTP 66.1μM 。 。
ωATP 。 124μM 。
改lTIl' 。 。 248μM 

ddC了fP 。 。 。

③チェイス混合液 ImM dNTP (dGTP、dATP、dT寸P、dCTPが各ImM)

@ホルムアミド色素 IOml ホルムアミド

2∞μ1 0.5M EDTA (pH8.0) 
IOmg プロモフェノールブルー(BPB)

10mg キシレンシアノール(xc)

⑤ Ix TBE: 89mM トリス温基

89mM ホウ自主

2.5mM EDTA 

⑥シークエンスゲルの組成

6% 

アタリ jレアミド 5.7g 

メチレンピスアクリルアミド 0.3g 

尿素 47g 

IOx 丁目E IOml 

10%過硫酸アンモニウム溶液 240μl 

TEMED ω-65μl 

[ノーザンプロット法]

① lx SSPE: 180mM塩化ナトリウム

10mM リン酸ナトリウム (pH7.4)

ImM EDTA 

② IOx MOPS緩衝液・ 4∞mMMOPS (pH7.0) 
1∞mM酢酸ナトリ ウム
IOmM EDTA (pH8.0) 

溶解後、 NaOHでpHを7.0に合わせた。
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8% 

7.6g 

O.4g 

47g 

IOml 

240μl 

60-65μl 

Cmix 

62.5μM  

62.5μM 

62.5μM 

12.5μM 

12.5mM 

125μM 

。
。
。
125μM 



③ローディング バッファー 50% グリセロール

ImM EOTAωH8.0) 

0.25% プロモフェノール・ プル-

0.25%キシレン・シアノール

④RNA泳動用変性ゲル 1% アガロース

lx MOPS 

2.2M ホルムアルデヒド

アガロースを蒸留水に溶解後、オートクレープし、冷めないうちに10xMOPS緩衝液

とホJレムアルデヒドを加えた。

⑤ハイプリダイゼーション浴液 5x SSPE 

5x C見nhardl溶液

50% (v/v)ホJレムアミド

0.5% SOS 

[抗ペプチド抗体の調製l
①clcavagc mixlUre B: 0.75gブエノール(結品)

0.25mlエサネディチオール (I，2-e山田edi出iol)

0.5ml チオアニソーJレ(山10加 l回 1)

0.5ml滅菌水

IOml トリフルオロ酢酸σ下A)
②cleavagc mixlure C: 0.25mlエサネデイチオール

0.25ml滅菌水

9.5ml トリプルオロ酢酸

③カップリング・ノてッファー・ O.IMMOPS (pH7.5) 

[COSI細胞への トランスフェクション]

①Ix TBS: 25mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.4)

137mM 塩化ナトリウム

5mM 塩化カリウム

0.7mM  盗イじカルシウム

0.5mM 塩化マグネシウム

0.6mM リン酸水素二ナトリウム

②DNA-DEAEデキストラン混合液.

プラスミドONA

TE 

0.5-20μE 

50μl 

Ix TBS 450μl 

lmg!mIOEAEデキストラン (pharmacia) 5∞μl 
③Ix K-PBS: 30.8mM 塩化すー トリウム

120.7mM 塩化カリ ウム

8mM 1)ン酸水素二ナ トリ ウム

1.5mM リン酸二水素カリウム

50mM 溢イじマグネシウ ム

43 



[ブオ JレポールエステJレ結合アツセイ】

①binding mcdium: OMEM(一}にBSA、HEPES(pH7.0)を、それぞれ終濃度がImg!ml、10mM

になるように力日えた。

[蛋白試料の調製]

①ホモジナイズ・バッファー 20mM トリス塩酸緩衝液 ωH7.5)

250mMサッカロース

2mM EOTA 

O.5mM EGTA 

巧OmM2メルカプトエタノール

'1∞μg!ml ロイペプチン
・2mMPMSF '使用直前に加える。

@4x SOSサンプル バッファ-• 62.5mM トリス塩酸緩衝液 (pH6.8)

2% SOS 

5%グリセロール

0.02%プロモフェノーJレ・プルー

2% 2ーメルカプトエタノーJレ
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①

②

0.4% SOS 

③8%ポリアクリルアミドゲJレの組成(1mm厚)

分離ゲル 汲紛ゲJレ

30%ポリアクリルアミド溶液 6.4ml 933μl 

分離ゲJレJ[J緩衝液 6.0ml 。
波紛ゲル1日緩衝液 。 2.0ml 

50%グリセローJレ 4.0ml 。
水 7.5ml 5.lml 

過硫酸アンモニウム溶液(4∞mg!ml) 33μl 13.3μl 

TEMEO 20μl 13.3μl 

(!) SDS-PAGEllJ緩衝液 25mM トリス溢基

192mM グリシン

0.1% SOS 

⑤トランス 77ー用緩衝液 1∞mM  トリス填基
192mMグリシン

20% (v/v)メタノール

⑥フィ Jレター洗ゆ液 20mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)

5∞mM塩化ナトリウム
0.05%の/v)Tween 20 
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[自己1)ン酸化反応]

①洗i争液A: 10mM トリス.¥1:.酸緩衝液 (pH7.5)

5∞mM 塩化ナトリウム
0.5% (v/v) Nonidct P40 

ImM PMSF 

50μg/ml ロイベプチン

@洗浄液B: 20mM トリス塩般緩衝液 (pH7.5)

0.5mM EDTA 

O.5mM EGTA 

50mM 2-メルカプトエタノール

10% グリセローJレ

l∞μg/ml ロイベプチン
2mM PMSF 

③アッセイ溶液 20mM トリス塩椴緩衝液 (pH7.5)

5mM 酢酸マグネシウム

50μg/ml PS 

50ng/ml TPA 

l∞μg/ml ロイペプチン
2mM オルトパナジン酸ナトリウム

20μM ATP 

lμCi [j' _32p] ATP 

[in situハイプリダイゼーション1
①ハイプリダイゼーション溶液・ 50%ホルムアミド

10% デキストラン硫酸

Ix Denhardt浴液

4x SSC 

50mM DTT 

150μg/ml E∞li tRNA 
0.5μg/ml RNAプロープ

② Ix TES: 10mM トリス溢敵緩衝液 (pH7.6)

ImM EDTA 

0.5mM塩化ナトリウム

③Ix TS: 1∞mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)
150mM塩化ナトリウム

⑥プロッキング浴液 Ix TSに1.5%(w/v)のドライミルク粉末を溶解した。

⑤ lx TSM: 1∞mM トリス注酸緩衝液(pH9.5)
l∞mM塩化ナト リウム
50mM塩化マグネシウム

@発色液 1x TSMにNBT(nitro-b1uc阻trazo1ium)を340ng/m1、BCIP(5-bromo4剖ch1oro-3-

indo1y1phospha阻)を175ng/mlの浪皮でそれぞれ溶かした。
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方法

下線を百|いた溶液類は材料の項でその組成を明記した。

[RNAの抽出1(95) 

(1)全RNA

マウスの組織は摘出後すぐに 5.5MG下℃溶液の中に入れ、十分にホモジナイズした後、ベ

ックマンSW28型ローターで遠心し (5α泊中m、室温、 10分)、残溢を除いた。上清をCsTFA

溶液、あるいはCsCllEDTA溶液のクッションの上に重層し、 15"Cで24時間遠心した。容量

に応じてローターを選択し、ベツクマンSW41型ローターは32.000rpm、SW28型ローターは

25.0∞叩m で遠心した。遠心終了後、沈澱しているRNAに注意しながら、 GTC溶液層や
DNAのバンドを吸引して捨て、すばやくチュープを逆さまにして、ペーパータオルの上で水

分を切った。ペレットのある底部をカップ状にチュープから切り離し、ベレットを 4MGTC

溶液で洗浄した後、 4∞μlのTEに懸濁してエタノール沈澱した。
ρ)判例)附Aの精製 (96)

a)オリゴ(♂ヲセルロース・クロマトグラフィーによる精製

ミニカラム(セパコーJレ・ミ ニ、生化学工業ヨに、 TEに懸濁したオリゴ(訂3セJレロース

(type3. Collabo四tiveR間割"Ch)を充壊し(ベッド・ボリューム1.5ml)、カラム容量の数倍量

のO.INNaOH、次いでTEで洗浄後、 TE1 NaClで平衡化した。会RNAは、 lmlのTEに溶かし

て加熱変性 (65"C.5分)後に急冷し、これに lmlの1MNaClを加えてカラムに通した。フロー-

スルーを再ぴカラムに通した後に、カラムをベッド ボリュームの5倍量の TE/NaClで洗浄

し、 3mlのTEで浴出した。i容出する際、 3∞μlずつに分画し、各分画についてスポット・
テストを行った。

b)スポット テスト

各う〉画のサンプルlμlとTE4μl、エチジウム ブロマイド (1μg/ml) 5μlの混液をサラ

ンラップ上に滴下し、 uvを当てて赤〈発色した分画を回収してエタノール沈澱した。
c)オリゴテックスーdT30による精製

全RNA試料を浴出緩衝液に浴かして5∞μlとし、これに等量のオリゴテックスーdT30(日
本合成ゴム/日本ロシュ、 2%w/v)を加え、 65"Cで5分間加熱処理後、直ちに急冷した。こ

の混合液に1∞μ1(1/10量}の 5MNaClを加えた後、 37"Cで10分間インキユベートした。卓上
遠心器で15.α泊中m で15分間違心して上消 (rRNA)を除いた。ベレットを4∞μlの滅菌水に
溶かし、 65"Cで5分間加熱処理後、再ぴ遠心して上清中にポリ(A)RNAを回収した。

[?ウス皮膚 cDNAライブラリーの作製]

5匹のメスの CD-1?ウス(13週令)を頚椛脱臼後、予め脱毛処理しておいた背部皮膚を剥

離し、更に、皮下組織をスライドグラスで掻き取った。残った表皮からグアニジウム/

CsTFA法で全RNAを抽出し、次いでオリゴ(訂3セルロース・クロマトグラフイーを行って

ポリ(A)RNAを精製した。キット①を用いて、ポリ(A)RNAからの二重鎖 cDNAの作製とその

46 



間末端へのEcoR1リンカーの遊説書を行い、これをキット@により Agl 10 7アージベクター

に組み込んだ。巌後に、ファージDNAをキット③でパッケージし、これをマウス皮膚の

cDNAライブラリーとした。

[nPKC-cDNA7ローンの単敵]

(1)プロープDNAの調製

プロープとして、以下の 6種のウサギのPKC分子種のcDNA断片、または、オリゴヌクレ

オチドを用いた。

① cPKC a (-204-2047) 

② cPKCsI1 (-221-1963) 

③ cPKC r (239-2304) 

@ nPKC(J (終結コドンを含むC末端の 10アミノ酸に相当するヌクレオチド;

AACCCCAAATATGAGCAAT寸'CCTGGAATAG)

⑤ nPKCε(203-2168 ) 

@ nPKC I (プラスミド pN2インサート)

DNAの標識は、キット④を用いて、ランダム・プライミング法により行った。即ち、約

10 ngのDNAを熱変性後、キットの溶液 1(dNTP溶液)5μl、溶液2(プライマー溶液)2.5μl 、

[
32p] -dCTP 2.5μl、溶液3(酵素液)1μlを順次加えて混合し t終量 -25μ1)、室温でl時以

上反応させた。反応後、 80μlのτEを加え、セフアデックスG50(medium， Pharmacia)を充填

した簡易スパンカムを通して未反応のアイソトープを除いた。

ο)プラーク・ハイプリダイゼーション

a)プラーク リフティング

プラークを生じたプレートの上にナイロンフィ Jレター(HybonιN，Amersham)を密着させ、

針でプレートとフィルターの双方に穴をあけてマークを付けた後、静かにピンセットでフィ

ルターを剥した。フィルターは、アルカリ変性液、中和液、 2xSSCに順次5分間ずつ、プラ

ーク而を上にして載せた。フィルターはペーパータオJレ上で風乾させた後、 80"Cで完全に乾

燥させ、紫外線を 5分間照射してDNAを固定した。

b)プレハイプリダイゼーション

3x SSC /0.1 %SDS浴液中にフィルターを入れ、 65"Cで 1時間以上インキュベートした。

c)ハイプリダイゼーション

ハイプリダイゼーシヨン溶液に、終濃度がそれぞれ 2∞μg畑l、150万cpm/加lになるよ
うに、 10分間熱変性処理したキャリアーDNA(サケ精巣DNA)、DNAプロープを加えた。こ

の浴液をフィルターと一緒にビニールにシールし、 65"cで一晩インキュベートした。

d)洗浄

複数のプロープにクロス・ハイプリダイズするクローンを取る目的も兼ね、イオン強度
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の比較的弱い条件下で洗かした。即ち、フィルターは、 2xSSC / 0.1 %SOS溶液中で、室

温で5分間ずつ 2回洗浄し、次いで65"(;で加分uoずつ 2回洗浄した。

e)オー トラジオグラフィ

風乾したフィルターを3MMペーパー 仰haunan)に貼りつけ、増感スクリーンを用いて

一晩露光させた。

(3)PCR法によるインサート長のチェック

2次、または3次スクリーエングで陽性となったシングルプラークをプレートから拾い、

l∞μlの滅菌水に懸濁し、室温に30分間おいた。次に90"(;で10分間加熱処理し、このうちの

IOμlに2x反応液{キット⑤)を IOμl加えてONA百 ennalCycler (P回 K別 ELMERCE'町S)で

増幅した。増幅したDNAをアガロースゲルに流し、インサート長をチェックした。

[大腸菌の形質転換]

(1)コンピテント細胞の調製

大腸菌(DHI株)をSOBで一晩振澄培養した。3∞mlの三角フラスコに入った30mlの50Bに

培養液の一部を接種し、 37"(;で振盗培養した。 00550の濁度が 0.3-0.4になったところで培

養を止め、氷中でω分間冷却した。フアルコン2070チュープに移して遠心(2500叩m、ω分、

4"(;)して集菌後、 IOmlの T下Bに懸濁して附分間氷中に静置した。再び遠心して歯体を集め、

2.4mlのT下Bに再懸濁した。これに84μlの OMSOを加えて氷中に5分間置き、次いで 2.25M

のOTI84μiを加えて氷中に静置した。10分後、更に84μlの DMSOを加えて5分間氷中に

保ち、これをコンピテント細胞とした。

(勾形質転換

ファJレコン2059チュープにコンピテント細胞を210μl取り、プラスミドDNA浴液をIOμl

加え、氷中に30分間静置した。次に、 42"(;の水浴中で90秒間熱ショックを与え、再び氷中に

戻した。これに0.8mlのSOCを加え、 37"(;でl時間振箪培養した。遠心 (1500叩m、3分、 4"(;)

して集菌後、アンピシリンプレートに塗り付け37"(;で一晩培養した。

[プラスミドONAの精製]

(1)小スケール (2m1) 

プレートからコロニーを拾い、 l∞μg1mlのアンピシリンを含む2mlのよ三旦二三主主中に

接種し、 37"(;で1晩振董培養した。1.5mlをエッベンドルフチュープに移し、残りは4"(;に保

存した。チュープを5胸中mで5分間違心して集菌し、ベレットを350μlの主主ど旦笠主に

懸濁した。これに、 25μlのリゾチー ム浴液を加え、 1∞℃で1分IUl加熱処理した。 15α泊中m

で5分間遠心し、ペレットはスティックですくいとって捨てた。残った上消に420μlのイソプ

ロパノールを加え、室温に5分以上静位した。 4"(;でlω子間遠心してDNAを回収し、 80%エタ

ノールで洗った後に20μlのTEに滋解した。
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(2)中スケーJレ(2伽nり

20mlのアンピシリン含有xプロース培地に大腸菌を接種し、 37"(;で1I挽振量産培養した後、
遠心 (25∞ゅm、10分、 4"(;)して菌体を集めた。これを、 Imlの溶液 Iに懸濁し、室温に10

分間静世した。次いで2mlの笠主止 を加えて氷中に5分、更に、 1.5mlの主主旦Lを加えて氷
中に15分以上静置した。目立RPR20・2型ローターで遠心 (15α泊中m、10分、 4"(;)後、上1青を

ブエノール/クロロホルム抽出し、水層に2.7mlのイソプロパノーJレを加えて、イソプロパ

ノーJレ沈澱した。遠心(同上)回収したベレットは、 4∞μlのTEに浴かしてエッベンドルフ

チュープに移し、 10μgの RN蹴 A を加えて37"(;で30分間処理した。フェノール/クロロホ

Jレム抽出を3回行ってRN畠eAを、次にエーテJレ紬出を1回行って残ったフェノールを除いた。

水層に240μlの20%PEGI NaCIを加えてよく混合し、氷中に45分以上静置した。産量後に遠心

(15∞o rpm、15分、 0"(;)してONAを回収し、 80% エタノールで洗浄後、 l∞μのT芭に溶解し
た。

[シーク工ンス反応1(97，98) 

nPKC ~、及びnPKC 0のcONAの制限静紫地図を作り、それを基に相重綾するcONA断片を

pUCI8、またはpUCI9プラスミド(宝酒造)に組み込んだ。組換えプラスミドで大腸菌を形質

転換後、小スケール (2ml)でプラスミドONAを精製してインサートをチェックし、目的のプ

ラスミドを含むクローンを選択した。目的のクローンは中スケール σOml)で増やし、アルカ

リSOS法でプラスミド聞Aを精製した。

プラスミドONA溶液(DNA2μg以上)16μlにINNaOH IlmM EOTAを4μl加え、室温で5

分間変性させた。これに滅菌水20μl、5M酢酸アンモニウム (pH4.5)8μlを加えて中和し、

更にエタノーJレを110μl加えて-80"(;に5分間静置した。 ONAは、遠心回収後、 12μlの滅菌

水に浴カし、これに1μlのMI3プライ 7一(M3またはRV、0.5pmollμl、宝酒造)を加えた。

これ以後の反応は、 96ウェルプレート上で、ケミカルロポット (OSP-240型、セイコー電子工

業)により行った。

ONA Iプライマー浴液にωxシークエンス緩衝液を1.5μl加え、 60"(;に約2的子関保った後、

室温にまで徐々に温度を下げていき、 ONAとプライマーをアニーリングさせた。これに、 1

μlの[a-"門d口?、lμlのKJenow酵素溶液を加えた後4分割した。 4分割した各々に倣掴NI'P

混合液 (Gmix，Amix、Tmix、Cmix)のいずれかを2μl加え、 40"(;で15分間シークエンス反

応を行った。続いて、 工三4三里全主をlμl加えて町、させ 例 ℃、15分)、最後に5μlの主
lレムアミド色素を加えてお℃で7分間熱処理し、直ちに氷水中で冷却した。各反応液をシー

クエンスゲJレに重層し、 凶∞-2ぽ)()Vの定電圧で電気泳動した。泳動後、オートラジオグラ

フイーを行った。
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[ノーザンプロット法J(99) 

(1)電気泳動・トランスファ-

RNA溶液4.5μlに、 lOxMOPS緩衝液2μl、ホJレムアルデヒド3.5μl、ホルムアミド10μl

を加え、総量2ゆμl とし、 65'Cで15分間変性させた後、氷水中で急冷した。これに、 2μlの

ローデイング ・バッファーを加えて1%RNA泳動用変性ゲJレに載せ、 1xMOPS緩衝液中で電

気泳動した。泳動終了後、ゲルを 20xSSC中で約30分間録湿させた後、 20xSSCをトランス

77ー バッファーとして、毛細管現象を利用して、 RNAをゲルからフィルター(Hybond-N)

に移した。

(2)プレハイプリダイゼーション

ハイプリダイゼーション溶液に、終演度が2∞μg/mlになるように加熱処理したキャリア
ーONAを加えた後、フィルターと一緒にビニールにシールして、 42'Cで3時間以上インキュ

ベートした。

。)ハイプリダイゼーション

ノ、イプリダイぜーション溶液中に、 10分間煮沸変性させたONAプロープとキャリ 7-0NA

をそれぞれ終波度が150万cpm/ml、2加 μg/mlになるように加え、フィルターと一緒にビニー

ルにシーJレして、 42'Cで2晩インキュベートした。

(4)洗浄・オートラジオグラフィー

フィルターは、 2xSSC /O.I%SOS (室温、ゆ分、 2回)、 2xSSC / 0.1 %SOS (45 'c、 3ω子、

l回)、 1xSSC / 0.1% SOS (45'C、 30分、 1回)、 O.lxSSC /O.I%SOS (室温、 10分、 l回)の願で

洗掃した。風乾後、フィルターを3MMペーパーに貼りつけ、増感スクリーンを用いて露光さ

せた。

[抗nPKCη 抗体友び抗nPKC8抗体の銅製J(1∞) 

(1)抗原ペプチドの合成

抗原として月]いたペプチドは、 nPKC ~ 、 0 のアミノ酸配列のうち、以下の 3 条件を満た

す部分を選んだ。

i)他の分子積との相同性が低い。 (コ01、02/D3、D4領域を選択)

ii) 2次構造を取りにくい。(コ Chou-Fasman解析により検討)

iii)親水性が高い。

上記の3条件を満たす次の5つのペプチドをペプチド シンセサイザー(Model 430A， 

Applicd Biosystems)で化学合成した。

①ザ勺STKQKTNKPTYNEEFC73( nPKC ~の0 1領域、 p1= 8.3) 

② P"'GN1SPTSKL1SRST工RRQGKE'34( nPKC ~の02/D3領減、 p1= 11.3 ) 

③ (C)I踊 NQOEF貯<FSYVSPELQL即 (nPKC~の凶領域、 pI=4.0)

@ C332VPTPGKREPQG1SWOSPLDGSNK'" ( nPKC 0の02/D3領域、 pI=6.0) 

⑤ (C)M棚 FSNFSF刑PGMETLICS7田 (nPKC0のD4領減、 pI=3.8) 
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-ーーーー

-ここでに)は担体とのカップリングのために加えたシステインを示し、右肩の小数字は

N端からの番号を表す。

合成したペプチドのうちアJレギニン残基またはメチオニン残基を含む①、③、@、⑤は

cleavage mixlure Bで、両残基を含まない②は、 cleavagemixl田 Cで脱保護し、ガラスフィル

ター漏斗上で吸引しながら、冷ジエチルエーテルで洗浄後、一晩凍結乾燥した。

(2)抗原ペプチドと担体のカップリング

50mMリン酸緩衝液 (pH7.5) 1.5mlに、担体として用いるKLH(86mg/ml ， Calbi配 hem)を

0.5ml、MBS(25mg/ml， Pie四eChemical Co.)を40μl加え、室温で 30分間撹件、した。この溶

液をPD-!Oカラム(pharmacia)にかけ、上記の緩衝液で溶出していき、 2.5-4.5mlの閥で溶出

される分画 (KLH-MBScomplex)を回収した。抗原ベプチド (-10mρ をl∞mMリン酸緩衝液

(pH 7.5) 4.5mlに溶かし、上記の分薗 5∞μ!と混ぜ、室j昆で3時間撹件、し位H-MBS-問 tide

comp!exの形成)、 4'(;に保存した。

(3)ウサギの免疫

担体とカップリングさせた抗原ペプチドは、 2週間おきに、 1匹につき I回約 1mgずつ、

ウサギ(日本白色種、またはNewZ岨 landWhile積)の後頚部から背部にかけての皮下、また

は皮内に注射した。初回免疫はフロイント・コンプリート ・アジュパント(和光純薬工業)

に、 2度目の免疫は7ロイント・インコンプリート・アジュパント(和光純薬工業)にそれ

ぞれ懸濁して、 3度目の免疫はアジュパントなしで免疫した。 3度目の免疫から 1週間後に

耳動脈より採血し、血清分離後、 56'(;で30分/1日非働化した。ウエスタン・プロット法で抗体

価をチェックし、必要に応じて追加免疫を行った。

(4)抗体の精製

a)硫酸アンモニウム沈澱

血清20m!にPBS20ml、飽和硫安 (pH7.0)を10ml加え、 30分以上撹件、後、 12∞日中m、4'(;

で30分|則違心した。上消に飽和硫安を更に!6.7m凶日え、 1時間程度撹鉢し、再ぴ上と同じ

条件下で遠心した。生じた白色沈澱を20mlのPBSに懸濁し、 PBSに対して一晩透析した。

b) 77イニテイカラムの作製

77イエティ支持体として、 77ィゲル!Oと77イゲル15(BIO-RAD)を用いた。使用説

明舎に基づき、等電点が6.5以下のペプチド③、⑤は77ィゲル15に、 6.5以上の①、②、

@は77イゲル10にそれぞれカップリングさせた。

77イゲJレは、 lカラム約lmlの割合で量りとり、ガラスフィ Jレター漏斗上で吸引しなが

ら、 10倍量の10mM酢酸ナトリウム (pH4.5)、続いてすぐに2倍量のカップリングパップア

ーで洗冷した。次に、このゲルをペプチド溶液 (-20同Eの抗原ペプチドを2mlのカップリ

ングバッファーに溶解したもの)と4'(;で一晩混和した。翌日、これに1/10量 (-2C防μ1)の

INのエタノーJレアミンHC!(pH8.0)を加えて1時間程反応させた後、ミニカラム(ムロマッ

ク・カラム、室町化学工業)に充填し、 101古量のカップリングバッファーで洗i争し、アフィ

ニティカラムとした。
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c)抗体の77イニティ精製

77イニティカラムを20倍量のPBSで洗浄した後、透析した抗体溶液をマイクロチュー

プポンプ (typeMP-3， EYEY A)を用いて、釜温でカラムの中を約2時間循環させ、担体と抗

体を十分に反応させた。その後、十分量のPBSで洗浄し、特異抗体を50mMクエン酸溶液

ωH3.0)で9∞μlずつゆ分薗に浴出した。この時、 1Mトリス塩酸緩衝液(pH8.0)を予め100

μlずつ分注しておき、浴出と同時に中和されるようにした。

溶出後、 002田で蛋白定量し、蛋白量の多い分画を集めた。抗体の安定化のため、必要

に応じてセントリプレップ30(Ami∞n)でImg/ml以上になるように濃縮し、 -80"(;に保存し
h 

~。

[発現ベクターのCOS1細胞へのトラ ンスフェクションI

(l)OEAEデキストラン法

トランスフェクションの前日に、 1-2X 106，∞lls/l∞mmディッシュの濃度でCOSI細胞を播

き、 37"(;で一晩インキュベートした。塑目、 5mlのIxTBSσ7"(;)で2度洗浄し、十分に吸引し

たところに、 DNA-OEAEデキストラン混合液をディッシュの中央にゆっくり滴下した。紹リ泡

が乾燥しないように、 5-ω分ごとにディッシュを揺らしながら室温に保った。泊分後、
10mlのIxTBSで細胞表面をよく洗い、 O.lmMのクロロキン (chloroq山nediphosphate， SIGMA) 

を含むOMEM(+)中でインキユベートした。 5時間後、クロロキンの入った培地を吸引し、通

常のOMEM(+)に置き換えて噌養した。

(2)エレクトロポレーション法

COSI細胞は、 トリプシン処理後、低迷遠心して集め、 PBSで2回洗浄した。この間に細胞

数を計数し、1.2x 10'回 lls/mlになるように K-PBSに懸濁した。次に、キュベットに5∞μlの

繭111泡懸濁液と-16μgのDNAを混ぜ、氷上に静置した。 10分後、キュベットごとジーン・パ

ルサー (GenePulser， BIO-RAO)で電気ショック (220V、960μ FD、3伽間以下)を与え、再び

氷上に静也した。ゆ分後、これにDMEM(一)を5∞μlを加えて10分間室温に保った後、 l

キュベット分の細胞を4枚のloommディッシュに播き、 37"(;で培養した。

[COS1細胞からの蛋白試料の調製1

COSI細胞は、 トランスフェクションから48-72時間後、 7mlのPBSで2園、 Imlのホモジナ

イズパッ 77ーでl回洗除した後、 CellLifter (COST AR)で掻き取り、低迷遠心して集めた。

細胞のベレットはl∞mmディッシュ 当り2∞μlのホモジナイズバッファーで再懸濁し、超音

波破砕した。低速遠心して細胞残澄を除き、上消を超遠心(ベ γクマンTLAI∞型ローター、

100，α泊中m、4"(;、30分)した。この時の上清を細胞質分画とした。残った沈澱は、 0.5%
Tritonを含むホモジナイズパップアーに懸濁し、超音波処理により可溶化し、再び上記条件

下で超遠心した。遠心後の上消をTriton可機性分圏、沈澱をTriton不溶性分画とした。各分画

は、 4xSOSサンプル・バッファーを加えて-20"(;に保存した。
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[フォルポールエステル結合アツセイ1

トランスフェクションの前日に、 60mmディッシュに 5x 10'の密度でCOS1細胞を掃いた。

トランスフェクションは、カルシウム共沈法、またはDEAE-デキストラン法により行った。

DMEM(+)中でω-70時間培養後、崎地を吸引し、 Bindingmediumで2回洗浄した。次に、

['問 PDBuを終波度10nM、または 50川MになるようにBindingmedium (1 m1)に添加し、100

μMの非ラベルPDBu(P-L Bi配 hcmica1s)の存在下(非特異的結合、 non-s阿 ificbinding)、また

は非存在下(会結合、 10ωbinding)に37"(;でインキュベートした。 30分後、冷PBSで3回洗

浄し、トリプシン処理して細胞を集め、液体シンチレーション・カウンターでカウントを測

定した。特異的結合 (s阿 t日cbinding)は、 全結合活性と非特異的結合活性の差で表した。

[ウ ェス歩ン・プロット法]

蛋白試料は、 8%SDSーポリアクリルアミド・ゲル、または市販の4-20%グラジエントゲルプ

レート(第一化学薬品)で電気泳動後 (20mNゲル)、セミドライ式転写装置 (AITO)で、ゲJレ

からナイロンフィルター(クリアプロット P~、 AITO)に2mAIcm2で電気的に移した。

フィルターは、 1%のスキムミルク(雪印)を含むPBS中で一晩プロッキングした後、コント

ロール血清、またはIβ∞ -1βα削音に希釈した nPKC~、 0 に特異的な抗ペプチド抗体を室

温で 2時間反応させた。洗浄後、 71レカリフォスフアターゼを結合させた抗ウサギIgG抗体

σAGO.lnc_)を室温で 1時間反応させ、最後にキット@で発色させて目的の蛋白を検出した。

[自己リ ン酸化反応]

前述の蛋自分画法に従って調製したCOS1細胞の上清l∞-150μlに、 2-3μ1のコントロー

Jレ血消、またはnPKC~ 、 0 の特異的抗体を加え、氷上に静置した。 2 時間後Zysorbin (10% 

w/v. Zymcd Laboratories)またはProtcinAセフ アロース (50%v/v.Pharmacia)を適量加え、 4"(;で

11培/1日程度ゆっくり回転させながら抗原抗体複合体を吸着させた。遠心後、ペレットを洗浄

主主で3回、主主主Eでl回洗った後、三'l-t1主主50μlを加え、氷上で20分1[6反応させた。A
液で2回洗浄後、ペレットに 15μlの4xSDSサンプルパップアーを加えて10分間、 l∞℃で処

理し、これをSDS-PAGEにかけ、ゲルを乾燥後オートラジオグラフィーを行った。

[in situハイブリダイゼーションJ(101) 

マウスの諸臓器におけるinsiluハイプリダイゼーションは、大阪大学病理学教室の野村慎

太郎先生に御協力頂いた。

(1)プロープの作製

nPKC ~のD 1領域のEcoR 1・Kpn1断片 (-O.4kb)とD2/03領域のHpaII-Hpa 11 断片 (-O.lkb)

をBlucscript-IKS(ー)プラスミドに組み込んだ。

アンチセンスcRNAプロープは、EcoR1で線状化しT3RNAポリメレースで転写させるこ

とにより、 一方、センス cRNAプロープは、 Asp718で線状化しT7RNAポリメレースで転写



させて作製した。これらの一本鎖RNAプロープは、ジゴキシゲニン (digoxigenin)でラベルし

たウリジン三リン酸を基質としてジゴキシゲニン化(キット⑦)した。

(2)薄切片の作製・前処理

RNaseの浪人を防ぐために、ガラス、及びプラスチック器具類は、DEPC(diethlpyro団巾onate)

処理、または乾熱滅菌し、溶液類は 0.2%の DE陀を含む水で作製後、オートクレープして

月lいた。

CDI、またはWBマウスの組織は4%パラホルムアルデヒド /PBSで固定し、パラフイン包

湿後、ミクロトームで薄切片付μm) にした。ハイプリダイゼーションの前に、簿切片は脱

パラフインし、エタノールでオd日:させ、 4%パラホルムアJレデヒド /O.IMリン酸緩衝液中に

ぬ分間つけて再固定した。次に、 0.2Nt量酸処理により内在住のアルカリフォスフアターゼを

不活化し、更に非特異的結合を減らすために0.25%無水酢酸 /O.IM トリエタノールアミン

(pH8.0l溶液でIO分間処理した。最後に、 i車切片は、エタノーJレ浪度を段階的に上げながら脱

水し、風乾した。

(3)ハイプリダイゼーション

薄切片に50μlのハイプリダイゼーション浴液を滴下し、シリコン処理したカパーグラス

をのせて50'Cで16時間高湿チャンパー内でインキュベートした。 5xSSC (50'C、 ω分)、 50%

ホルムアJレデヒド/2x SSC (50 'c、 30分)、 IxTES (37'C、 15分)の順で洗浄後、 37'Cで1ω子関

RN田e処理し、再びlxTES (37'C、 15分)でリンスした。続いて2xSSC、0.2xSSCで50'Cで15

分間それぞれ2回ずつ処理し、 IxTSでリンスした後、室温で30分閑プロッキングを行った。

次に、薄切片をアルカリフォスフアターゼを結合させた抗ジゴキシゲニン抗体と室温で45分

間反応させた。最後に、IxTS、IxTSMで洗浄後、室j昆で一晩発色液と反応させ、翌日、 IO

Mトリス塩酸緩衝液(pH8.0)/lmM EDTAで反応を止めた。必要に応じて、サフラニンによる

カウンター染色を施した。
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