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緒　鎗

高等椿物の形態形成は動物とは著しく異なった様相を呈している。動物では発生段階

で既に各細胞が進む方向性が決定され、その時点で個体を構成する器官の数や位置が厳

密に制御されているが、高等植物では主だった形作りが胚発生以降に行われ、生育環境

に柔軟に対応して生育過程で常に器官が形成される。高等植物の器官が形成される端緒

は茎頂や椙端等の狭い額域に局在する分裂組織（メリステム）と呼ばれる分裂活性の高

い細胞群に発しており、分裂組織で作られた未分化細胞は植物体内での置かれた位置か

らの信号（細胞相互の信号）、環境からの信号、植物ホルモンなどの信号を受け取って

特定の細胞へと分化し、組織そして器官を形成する。このような興味深い植物形態形成

の機構を明らかにすべく、これまでに様々な角度から研究が取り組まれてきた。高等檀

物に限らず多細胞生物の器官形成の過程では、細胞分裂の頻度と方向、細胞成長の量と

方向が巧みに制御されていることより、形態形成の素過程である細胞分裂および細胞成

長、言い換えれば細胞周期の進行がどのように制御されているかを知ることは多細胞生

物の形態形成の機構を知る上で非常に重要な要素である。高等植物に特徴的な形態形成

の機構の全容を明らかにするためには細胞周期制御機構の解明も最重要課題の1つと考

えるが、高等植物における細胞周期制御に関する研究は動物や酵母での研究と比べて著

しく遅れを取っている。

真核生物の細胞周期は、mA合成準備期（Gl期；皆野む、m合成期（S期；

野血由）、分裂準備期（G2期；劉）か、および有糸分裂期（M期；聖和血）の4つのス

テージからなり、Gl→S→G2→M→Glと秩序正しく進行する。細胞周期の進行方向お

よび開始・停止の制御は、各種チェックポイント機構の働きにより厳密に守られており、

動物と酵母を用いた研究により、サイクリンおよびサイクリン依存性キナーゼ

（野dh画皿t匝ぢCDK）が細胞周期の進行調節の中心的な役割を果たすことが示

された（図1勾。動物と酵母でサイクリン忙DKが関与する機構が高度に保存されてい

ることより、真核生物の細胞周期制御には共通の機構が存在するという認識が強くなっ

ているが、動物と酵母では相違点も多く認められており、中でも重要な違いがGl期後

期に存在するチェックポイントで見出されている。動物におけるそのチェックポイント

はRポイント（野血np血t）と呼ばれ、酵母には存在しないRb（㌘血0些細鱒）タ

ンパク質がBF転写因子を介してGlβ移行期を制御しているp勾。一方、酵母でのチェッ

クポイントはスタート（S間　と呼ばれており、分裂酵母でE貯に対応すると考え

られる転写因子αclげ川の存在が認められているが、馳タンパク質に相当する因子は

見つかっておらず、Glβ移行期において動物とは異なった制御が行われていると考え

られている。このような違いが認められるGl期は外部環境や増殖因子などの多様な細

胞外シグナルが作用する唯一の時期であり、Gl期に細胞の増殖・分化等への方向性が

決定されていることより、Gl期制御因子群が細胞の運命を握る鍵となっていると考え

られてきている。動物ではGlサイクリンであるサイクリンDが、発現量が細胞外シグ

ナルにより制御されることが知られており、増殖因子の最終的な標的の1つとして細胞

の運命を決定する上で極めて重要な位置を占める役者であるとされている昂6）乃印。こ
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のサイクリンDはCDK4およびCDK6の調節サブユニットとして機能し、活性化した

サイクリンαCDK4，6複合体はRbタンパク質のリン酸化を介して細胞周期をGl期か

らS期へと移行させる列】叫一皿）ヱ）。Rbタンパク質はGl期初期から中期にかけて低リン

酸化状態にあり、RFと結合してその活性を負に制御しているが、サイクリン忙DK複

合体によるリン酸化を受けるとE2Fから解離する。その結果、E冴によるS期進行に必

要な遺伝子群の転写が活性化され、細胞周期はGl期からS期へと移行する（図1B）。

高等植物においてもサイクリンおよびCDKのホモログが続々と単離されてきており、

高等植物の細胞周期制御機積も基本的には動物や酵母などの他の真核生物と同様である

との認識が強まっているD）1現卜出）適）m）桝。形態形成との関わりにおいて重要と考えら

れるGlβ移行期の制御に関しては、Z由皿即嘔（トウモロコシ）より馳類似遺伝子

（Z血属坤別刀）、伽皿0000000（コムギ）よりBF類似遺伝子（班F）a）が

単離されたことにより、基本的には動物での機構と類似しているとの考えが強まってき

ているが、その実態は全く明らかにされていないと言っても過言ではない。ただし、こ

のような状況証拠と動物での研究成果を踏まえると、サイクリンDに相当する因子が高

等植物において外部環境や植物ホルモンなどの細胞外シグナルを仲介し、Glβ移行期

を制御することにより細胞の増殖・分化等への方向性を決定付け、ひいては高等植物の

形態形成を制御する重要な役割を担っている可能性が十分考えられ、高等植物で数多く

見出されてきているサイクリンDのホモログ（以下サイクリンDと略称する）の役割

に非常に興味が持たれる。

このような背景の下、植物形態形成と密接に繋がっていると考えられるGlβ移行制

御機構の解明を目的として、高等植物におけるサイクリンDの機能解析を博士後期課程

の研究課題として選択した。本研究では形態形成の基盤となる細胞周期制御の分子機構

の解明を目標に掲げ、目に映る形態形成との関連性に迫る解析は行っていないが、本研

究の方向性および重要性を支持すべく、19卯年に血虜画地血∂（シロイヌナズナ）

でサイクリンDの1種を強制発現させると葉からのカルス形成誘導に植物ホルモンであ

るサイトカイニンが必要でなくなるという報告がなされ辺）、サイクリンDが高等植物

において細胞外シグナルから形態形成に至るシグナル経路の中で重要な位置を占めてい

ることが示きれた甥叫。

私達の研究グループは、モデル植物の1つであり、培養細胞で高度な同調培養系が確

立されていることより、細胞周期研究に最適であるタバコを植物材料として選択し、植

物形態形成機構の解明を念頭に置いて、細胞周期制御機構の解析を進めてきた。その中

でサイクリンA（嘲劉、サイクリンB（川砂戚7、〃解夕）方）、サイクリンD

（Ⅳ卸Cび一J、〃卸℃即功、川砂広軌劫、〃桓dガーカ、Cdd（刑成功虻）、Rb仰だ揖）

刀）そしてBF（〃圧肌）劉に相当する遺伝子をタバコより単離した。そこで本研究で

はタバコから単離した4種類のサイクリンDを実験材料とし、高等植物における細胞周

期制御機構の解明に着手した。博士後期課程の研究を通じて、1）サイクリンDの分子

レベルでの解析、2）タバコ培養細胞BY」2を用いたサイクリンDの血血における解

析、という2つのアプローチを中心に高等植物におけるサイクリンDの機能解析を行い、

高等植物の細胞周期制御機構の一端を明らかにした。その成果を本論文で以下報告する。
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第1章　タバコサイクリンDの特徴付けおよび血血携能解析

1・1緒　言

高等植物においてサイクリンD遺伝子のホモログ（叩）軋まず1995年に

励虚血血a（シロイヌナズナ）劉と峰血卿∫血（アルファルファ）利から酵

母のGlサイクリン欠損株を相補する遺伝子として単離された。続いて¢dをプロー

プとしたd洲Aライブラリーのスクリーニングにより、加地血皿皿卸g（キンギョソ

ウ）、肋触加即甜g（ヒマワリ）、肋血a由お皿（タバコ）孤）そして

α甜呼0伽Ⅲ血（アカザ）盟）より相次いで単離された。現在のところ高等植物のサ

ィクリンDは、動物におけるサイクリンDの分類（Dl、m、D3）とは独立して、シロ

ィヌナズナで単離された遺伝子の推定アミノ酸配列を基に大きく3種類（Dl、m、m）

に分類されているロ）3り（図2）○高等植物のサイクリンDの命名の仕方は植物種の略

式の表記の後にDl～D3の分類を示す方法（例‥Arath；Cyd）1（シロイヌナズナのサイク

リンDl））が主流となっている．。

動物のサイクリンDの代表的な特徴としては、1）発現量の調節が増殖因子にのみ依

存しており血RNAの蓄積量は紳脆周期を通じて一定である、2）ⅨC証配列（各英文

卓がアミノ酸の1文字表記に相当し、Ⅹはいずれのアミノ酸でも良いことを示す）を介

して馳タンパク質と物理的に結合するn）劉、という2点が挙げられる。高等植物由

来の全てのサイクリンDには馳タンパク質との結合モチーフとされているⅨCXE配

列が保存されており、A柑血；CycDl，2，3（シロイヌナズナ）は加Rbl（トウモロコシ由来

・のRbタンパク質のホモログ）およびHu馳（ヒト由来の馳タンパク質）と結合するこ

とが血通りの結合試験で示された叫○また、地中瓜3は新たにZ由皿甲（トウモロ

コシ）から単離されたRb類似遺伝子（郎β刀の遺伝子産物とも結合することが血

血の結合試験および酵母の伽0－bybdd法を用いて示された到。更に血地中d別ま

シロイヌナズナより単離されたCDK阻害因子qCKl；叫配Cぬrof嬰d鱒誠e）とも結合

することが血血の結合試験および酵母の加減沖dd法を用いて示された瑚。発現様

式に関して軋シロイヌナズナの培養細胞を用いた解析により、A地q′d別ま動物の

サイクリンDと同様に細胞周期を通じてmRNAの蓄積量が一定であるのに対し、

A戚むqdガはGl期後期からS期初期にかけて血RNAの肇積量が増加し、その後は維

持されることが示された即○アルファルファでも同様な結果が得られており、

臆ゐぢ岬∫（アルファルファ）のmR甑の蓄積量はGlβ移行期に増加する叫。ま

た、A感むq′dガおよび1卵9年にシロイヌナズナより新たに単離されたサイクリンD遺

伝子のホモログであるA咄¢d刺まショ糖により発現が誘導され、血殖の戚即ま植物

ホルモンであるサイトカイニンにより発現が誘導されることが分かった即期。更に

1卯年に血触り℃ぴを構成的に高発現している形質転換シロイヌナズナの葉からのカ

ルス形成の誘導には、サイトカイニンが必要とされなくなることが報告され、高等植物

においてもサイクリンDが細胞外からのシグナルを受け取り、細胞増殖を制御する役割
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を果たしていることが示された2）。また、タバコ培養細胞BY－2を用いた解析からは、

胸囲（タバコ）のmRNAの蓄積量は細胞周期を通じて一定であるが、

噸q′d刀および噸碑JのmRNAの蓄積量はM期に最大になることが明らか

になった31）。このことは動物ではGlサイクリンとされているサイクリンDが高等植

物ではM期においても機能している可能性を示唆するもので、非常に興味深い結果で

ある。

サイクリンはCDKと協調して働くことにより初めてその機能を発揮する。動物では

サイクリンDはCmおよびCDK6、サイクリンEはCDE2、サイクリンAは・

およびac2（CDKl）、サイクリンBはCdc2t複合体を形成し、CDKを活性化させる，

一方、分裂酵母ではCDKはCdc2のみであり、出芽酵母もCDKとしてuc28しか有し

ておらず、酵母では各種のサイクリンは1種類のCDK七複合体を形成し、その活性を
制御している。

高等植物ではサイクリンのホモログとしてはサイクリンAサイクリンBそしてサイ

クリンDが単離されている13）（表1）。CDKのホモログとしてはCdc2またはCDK2

との相同性が高いものが多数単離されており、現時点では大きくむ卯e、bヤ匹（b一旗

は更にblとb2のサブタイプに分類される）．そしてそれ以外のものに分類されている研

（表1）。CDK－a（artype）は他の真核生物のCd戊またはCDK2に相当するものと考え

られており、動物および分裂酵母のCd戊に存在するPST釘R王配列（各英文字がアミノ

酸の1文字表記に相当しており、サイクリンとの結合に関与している）が保存されてい

る。発現量が細胞周期を通じて一定であることも動物および酵母のCddと同様である。

CDK－b（b－qPe）にはPST封RE配列が保存されておらず、PPTWあるいはPPTnRE

となっており、S●期からG2期もしくはG2期からM期に発現が認められ、高等植物特

有のCDKと考えられている。その他のCDKについては解析が進んでおらず、どのよう

な特徴を有しているかは不明である。このように高等植物から多様なサイクリンおよび

CDKが単離されているのにもかかわらず、高等植物では肝心のサイクリンとCDKとの

観み合わせは未だ明らかとなっておらず、その解明が最大の課題の1つとなっている。

サイクリンが細胞周期の特定の時期に細胞内の必要な場所で／トトナーとなるCⅨ

を活性化させる機構は、複合体の形成という単純なステップのみでは説明できない。特

にサイクリンDは発現レベルが細胞周期を通じて一定であるにも関わらず、CDKとの

複合体がGlβ移行期に特異的に核内で活性化されることより、サイクリンDもしくは

サイクリンm複合体がタンパク質レベルで何らかの制御を受けていると考えるの

が妥当である。事実、動物および酵母において各種サイクリンおよびサイクリン尺：DK

複合体はリン酸化・脱リン酸化により様々な制御を受けていることが明らかになってき

た。ヒトのサイクリンDlでは、3箇所の推定リン酸化部位が存在するが、その中で156

番目と謂6番目・のスレオニン残基についての解析が進んでいる（図3）。156番目のス

レオニン残基はCDK活性化キナーゼ（gXっ画Ⅴ地場匝e；CAK）によるサイクリン

Dl佗DK4複合体の活性化、公6番目のスレオニン残基はタンパク質の安定性に関与して

おり、またいずれも細胞内局在性にも関わっていることが示された判明41）。ヒトのサ

イクリンDlの156番目のスレオニン残基はCDK4と複合体を形成することにより自己
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リン酸化を受けて、その後C砿によりCDK4の172番目のスレオニン残基がリン酸化

され、活性化型の複合体になることが明らかになった嘲嘲。また156番目のスレオニ

ン残基をリン酸化を受けないアミノ酸に置換した変異体は細胞質に留まり、核へと移行

しなくなることが示された。286番目のスレオニン残基はリン酸化されると、ユピキチ

ン分解系により分解が促進されることが知られており、グリコーゲンシンターゼキナー

ゼー3β（GSK－3β）によってリン酸化されることが示された。286番目のスレオニン残基

をリン酸化を受けないアミノ酸に置換した変異体は、156番目のスレオニン残基の変異

体とは逆に細胞質へは移行せず、核に留まることが明らかになった。

高等植物のサイクリンDのアミノ酸配列を比較すると、動物のサイクリンDlの156

番目および286番目のスレオニン残基に相当するリン酸化部位が高度に保存されている

（第1章の図10を参照のこと）。上記のCD張力と同様にαd＝ま161番目のスレオニン

残基がC脹によりリン酸化され、活性型になることが分かっているが、このスレオニ

ン残基も高等植物のCDKにおいて高度に保存されている。このことより高等植物にお

けるサイクリンn′CDK複合体の活性化にも動物同様の機構が保存されていると考えら

れる。1998年には高等植物からCAK類似遺伝子がA嘩血頭血a（シロイヌナズナ：

c揖A8叫より単離され、また同年に1991年に物見如（イネ：長刀より単離され

たCDK類似遺伝子がC脹として同定された亜）。更に1999年にCdc2の活性を負に制

御するWeelの類似遺伝子が励皿甲（トウモロコシ：血Ⅵ旭）より単離された瑚。

動物においてWeelはCddの14番目のスレオニン残基もしくは15番目のチロシン残

基をリン酸化することにより、そのキナーゼ活性を不活性化するキナーゼ群の1つであ

る。このリン酸化部位も高等植物のCⅨにおいて高度に保存されていることより、リ

ン酸化による負の制御機構も保存されていると考えられる。

私達の研究グループはこれまでにタバコより4種類のサイクリンD類似遺伝子を単離

した。踊りd鱒Jは、シロイヌナズナのサイクリンD類似遺伝子を参考にしてプライマー

を合成し、タバコ培養細胞BY」2の全郡Aを用いて町PCRを行い、得られた郡A断

片をプローブとしてタバコ培養細脆BY－2のd邪Aライブラリーのスクリーニングを行っ

て単離された。〃桓d方功および州ゆ戚飢祖は←梢甲鱒釣の全長をプローブとして、

タバコ茎頂組織由来のd洲Aライブラリーのスクリーニングを行って単離された。

明朝ま、〃卸d別の一部をブロープとして、タバコ培養細胞BY」2のd洲Aライ

ブラリーのスクリーニングを行って単離された。シロイヌナズナのサイクリンDの推定

アミノ酸配列に基づいた分類法に従えば、タバコより単離された4種類のサイクリンD

は構造上全てmヤpeに分類された。中でも川野d刀功と〃ゆ℃掛2ぁの相同性は極め

て高く、塩基およびアミノ酸レベルで90％以上の相同性を示した。また、岬功

はSo汀曲らが単離した物岬∫と同一のものであった31）。いずれもRbタンパク

質との結合に関与するばC征配列およびCⅨとの結合に関与するサイクリンボック

スが保存されていた。ただしN呵dカー3ではⅨCXE配列のグルタミン酸（E）が同じ

酸性アミノ酸であるアスパラギン酸（D）に置換されていた。

本章では、タバコサイクリンDの細胞周期に伴う発現様式の解析、観み換えタンパク

質を用いた血血の機能解析で得られた成東を示す。組み換えタンパク質を用いた解
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析では結合解析によりパートナーと成り得るCDKを同定し、サイクリンm複合体

のキナーゼ活性の検出を行った。更にサイクリンDに保存されているリン酸化部位の機

能を解析した。

Nicね；CycD3；1

塑tcyd）3・2b

Ⅳtcyd）3・2a

NtcycD3・1

Ara仇；CycD3；1

Nkta；CycD3；2

NtcycD3・3

D3

A柑叫CycDl；11Dl

Cheru；CycD2；1

Nich；CycD2；1

Am仙；CycD2；1

Ⅱuman；CycD2

ⅡⅦmam；CycD3

ⅡⅦman；CycDl

図2　高等植物由来のサイクリンDの系統樹
本論文で研究対象としたタバコ由来のサイクリンDを下線で示した。Nidaは肋血a

地c皿（タバコ）、Ar如机ま血ぬ地坪由血血朗（シロイヌナズナ）こC鮎mはα餌甲血
几血mⅢ（アカザ）、H皿はヒトを示した。
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表1高等植物由来の細脆周期関連因子

Cla∬OrαⅢ呼deg仙e S匹d岱　　　　　　C血ded虚岱

8独

CDK－a（PSTNRE）

CDKヰ1（叩）

CDK†bZ叩）

CAK

CHED・肋

Wi血1yid仇亜d

A血血，A爪卸均

凡此血相甜，此肋

A血加，A叩揖，

0．肋，ノ比蜘

α肋，A肋
A血加，此血

InvoIvediz）Gl／SandG2N

B甲闇髄dStoM

Pmb油1ye坪r既dG2弧dMonly

ActivatesCDKsbyT・looppho甲horyladon

Associatedwithdifferentiation？Not001lcycl

負嘘血

CycAI

CycA2

Cyd∂

Cydさ1

CycB2

qd）1

Cyd）2

Cyd）3

Cyd舛

Z叩，凡虻血相甜，

α血

A血，Z叩，　　B甲旧聞d丘omStoM

凡血，ノ比血

C∴化血即げ，〃鮎血協肌，

」．爪吋凹

A助伽

此血

Aめ血，A叫び，

且加古仰

A肋，凡血
Widdyiden亜d

Aめ血

匝d如G訓は血i00

匝atG訓M出血舶00

InvolvdhG鴫SmSeh血∝d

bvoIvd血Gl札血蹴吻ぬ勺戒3；1ish血αdby叩0血h

h∝肌sand血ヱ血一画由pl弧也

S餅肌l卯♭夢0叩S威stw池d騰托畑山血d00Ch訂血

Suc爪）Sehduc亡d

軸
Rb

E乙F

00

qbl

M或1

Z〝呵匹，凡血

Ⅵ取払ち此血，

凡血〟乃

A止血

A血肋

A血，
ム血

hvoIvedinGl／S，phosptx｝ryla蛤dbyCDK－a忙ycD3kinzLSebtv加

U叩騨Iatdhe如ySpb公給，叩一朗ed血p和地m血gd餌托d

cellsa血道d岨改印止血血痕制腰

Bh由，弧dkpmb曲1yhadv釦由by，Rb

I∝1bindsbothCDK－aandCyd）3，andisinducedonabscisic

add甘地叫，仙CXIgmぢe血

RoIcizlbothmitoticudcndoredup）icationcydes

Rbb血血唱叩血，匹SSね1yp如Ofh如旭d呵1膜牒叫ぬ鱒

（CurrentOpinioninPlantBiology（1999）13）より抜粋）
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㈱Roleofthe血os□□lationsitesinmammalianC ClinDl
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図3　ヒトのサイクリンDlのリン酸化部位の機能
（刃リン酸化とCDKとの複合体の活性化の関係を示した。
（B）リン酸化と細胞内局在性の関係を示した。
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1－2　実験村料および方法

1－2－1タバコ培養細胞BY－2の基本培養法および同調法

基凸培養法

95血の改変u培地を300血のマイヤーフラスコに入れ、27℃、暗所で振畳（130

甲m）培養した07日置きに2血の細胞懸濁液を新たな培地に植え継いだ。

・改変LS培地（m釘U
NH4NO3

即03

CaCb・2H20

叫歩04・7H20

K托2PO4

H3BO3

MhSO4・4H20

2bSO4・7H20

Ⅲ

1，650

1，900

440

370

370

6．2

22．3

8．6

0．83

Na2MbO4・2H20　　　　0．25

CuSO4・5H20　　　　　　0．025

Co□2・6H20　　　　　　0．025

Na2－EDTA

Rぶ04・7H20

（以上　MS無機塩）

37．3

27二8

叫町血os加1　　　　　100

T出am血e－HG lO

PrydoxalHydrochloride l・O

NicotinicAdd l，000

2，4－DichlorophenoxyaceticAcid O・2

Sucrose 30，000

KOHでpH5．8に調整後、オートクレーブ（121℃、15分）して用いた。

プレートにする場合は3釘1′のゲランガムを加えた。

一　岩岡調法

培養7日目の細胞懸濁液15mlを95血の培地に移し、句舶d加血を終演度5－M

（29．5血Mを18直）添加し、封時間培養した。培養液を吸引波過器にあけて培地を捨

て、3％SuαOSeを渡過器一杯に加え、コマゴメピペットで細胞を懸濁して洗浄した。

この操作を3％Suα脱を2L使いきるまで繰り返し、句血ぬ血を取り除いた。細胞を

95mlの培地に懸濁して15血まで濃縮し、95血の培地に移し、㌘℃、暗所で振畳培養

した。以上の洗浄操作は15分程度で終わらせた。洗浄後、0時間から11時間までサン

プリングを行い、全RNA回収用に遠心換作（15，000甲m、30秒間、室温）により500

直ベッド量の細胞を2血のマイクロチューブに回収し、液体窒素により急速凍結させ

た後、－80℃で保存した。また同時に適量の細胞をスライドガラスに取り、キムワイプ

を用いて余分な水分を取り除き、かレセイン染色液を滴下して細胞核を染色した。カバー

ガラスをかけ、顕微鏡で1，000個以上の細胞の核を観察してM期にある紳脆数を計測し、

M如鵬c血血Ⅹを求めた。

・Ap出血00血（和光）

10mg血1（29・5mM）DimethylSulfbxide（DMSO）sol・、遮光冷蔵保存
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＿士一

志

オルセイン染色液

1％（可w）0血、遮光室温保存

0批血　　　　　100mg

Pmpio血Add　　　　5ml

L訳出cAdd　　　　　　　5ml

⊆段階同調法

上記の一段階同調法の句如拙00血の洗浄操作まで同様に行い、95血の培地に移した

後、5時間培養した。そこにPropy詔m加を終濃度3匹M（6mMを55直）で添加し、さ

らに4時間培養した。郎出血00血の場合と同様にPropy血deを取り除き、同様に培地

に移し、サンプリングを終了するまで培養した。サンプリングおよび城b血血d既の測

定もー段階同調法と同様に行った。

・Pmpy芸氾ni血（和光）

6mMDMSOsol．、遮光冷蔵保存

1－2－2　RT－PCR

タバコ培養細胞BY－2から全RNAの調製

AGPC（塾弱塁甲血鱒血中嬰皿01咽山江0ぬm）法を用いた。一組℃で保存しておいた培

養細胞（2血のマイクロチューブに500直ベッド量）に500直のDm血血gSobdonを

加え、細胞が融解する前に速やかに、氷上で細胞を超音波破砕（10秒×10回、5秒間

隔、出力7～8、H皿dySonicmodelUR－10P、WSⅢKO）した。50l▲lの2M酢酸ナト

リウムを加え、よく混合した。500直の平衡化酸性フェノールを加え、よく混合した。

100直のCIAを加え、よく混合し、氷上で15分間インキュベー卜した。遠心分離

（15，000甲m、却分間、4℃）し、上清を別のマイクロチューブ（2血）に移し、イソ

プロピルアルコールを等量加え、室温で10分間インキュベー卜した。遠心分離

（15，000甲m、10分間、室温）により、核酸を沈殿させた。沈殿を300plの蝕血血喝

Sd血ionに溶解し、別のマイクロチューブ（1■5血）に移し、イソプロピルアルコールを

等量（300直）加え、一却℃で30分間インキュベー卜した。遠心分離（15，000甲m、10

分間、4℃）により、核酸を沈殿させた。得られた沈殿に1血の75％エタノールを加

え、ボルテックスミキサーで混合後、室温で10～15分間インキュベー卜した。遠心分

離（15，000甲m、5分間、4℃）をした後、上清を除き、沈殿を減圧乾固（完全に乾固さ

せない）し、100直のDEPC水に溶解し、一組℃で凍結保存した。

・D孤血1血喝So血ion

G血dineT出ocyanate（GTC）

Sodhm肋e（pH7．0）
2－M画1（みME）
SodiumルIauroylSarcosine（Sarcosyl）
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・Cbbrofbrm／IsoamylAIcohol（C仏）

Cblorofbm：IsoamylAIcohol（3－methyl－1－butanol）＝24：1

・DEPC（些坤ylむro望血0野1如）水

蒸留水に終濃度が0・1％となるようにDiethylPyrocad）OXylateを加えよく援拝し

た後、2時間以上静置し亜～00分間オートクレーブした。

d）NAの合成（逆転写反応）

GeneAnpRNAPCRCoreEit（PERKひ＝蹴爪庇況）を用い、そのプロトコールに従い

d刀≠Aの合成を行った。1・5血のマイクロチュ「ブに下記の組成で試薬等を加え、混合

した。42℃で15分間インキュベー卜した後、99℃で5分間熱変性させて反応を止め、

5分間氷冷した。

2直

4直

各2直

1直

1直

1直

1匹g

10×PCR Bu蝕r

MgCbSo山ion

dGTP、dATP、dTTT、dCTP

印ase姐bibr

Revc指e叫也Se
Oli評d（¶16

TbtalRNA（Sample）

Steri1eDi或i止edWater

計 20直

些翠反応

罰0直のPCR用マイクロチューブに氷上にて下記の観成で試薬等を加え、混合した。

まずA血についてPCR反応を行い、A血の量が一定となるようにテンプレートの

d》JA量を調製した。

0・25l▲1

5直

2・5匹1

5直

1直

0．5直

0・5ド1

35．251

爪qDNAPolym切髄e（5U小1）

10×PCR Bu飴r

柳（び皿M）
dm（2mMea血）

取mpb鹿（上記の瓜NA）

P血訂1

P血er2

dH20

計　　　　　　　　　　　　　　　　　50直

以上の反応液をMasterqclerGradient（eppendorOでPCR反応させた。反応条件およ

び用いたプライマーは以下に示す。
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書三

豊運伝子を増幅するPCR条件
．A血

反応条件

94℃　2分

94℃　30秒、50℃　30秒、72℃1分

72℃　5分

4℃

プライマー

1甲de

謂～30cydes

Icycle

¶カa∝OA血－S：5．－CmCCCGAAGGm－3T（331→）

TbbaccoAchTAS：5T－GAAGmGGACITC－3一（←800）

．HistoneH3

反応条件

94．℃　2分
94℃　30秒、55℃　30秒、72℃1分

72℃　5分

4℃

プライマー

1甲de

23～25cydes

l甲de

H誌toneH3－S：5一－ATmCrGGAGGCAAGGCTC－3一（80→）

H誌toneH3TAS：5’－CAGT侃CACAGCCATrC－3，（←583）

・Ntcyc25

反応条件

94℃　2分

94℃　30秒、50℃　30秒、72℃1分

72℃　5分

4℃

1甲de

35～37cyd岱

1cyde

プライマー

Ntcyc25－S：5］一CGATGACGTCrAATTCGTCG－3，（59→）

Ntcyc25TAS：5’－GTTGGCAGAACrGAGGAAGC－3一（←263）
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・N比yc29

反応条件

94℃　2分

94℃　30秒、55℃　30秒、72℃1分

72℃　5分

1甲de

28～30cydes

Icyde

4℃

プライマー

Ntcyc29－S：5一－TCn汀GCTGCTCGACACACC－3’（1019→）

Ntcyc29－AS：5T－CACTrGATGATGATGCAGC－3一（←1255）

・NtcycD3－1

反応条件

94℃　2分

94℃　30秒、50℃・30秒、72℃1分

72℃　5分

4℃

1cycle

35～37cydes

Icyde

プライマー

NtcycD3－1－S：5．－TGAGAGAATT℃TTCnnTGGTC－3一（651→）

NtcycD3－1，AS：5T－MGTTCCTrGAJmCG－3■（←1316）

・Nt甲の3－お

反応条件

94℃　2分

94℃　30秒、51℃　30秒、72℃1分

72℃　5分

4℃

1甲dc

35～37cydes

Icyde

プライマー

NtcycD3－2a－S：5．－GCAJmGAGAATCCAAGTAG－31（908→）

NtcycD3－2aTAS：5一－mGCmCAGTAGTAGAC－3’（←1322）

・N也ycD3－2b

反応条件

94℃　2分　　　　　　　　　　　　　　　　　1cyde

94℃　30秒、55．7℃　30秒、72℃1分　　　35～37cydes

72℃　5分　　　　　　　　　　　　　　　　　1cyde

4℃

プライマー

NtcycD3－2b－S：5・TACGCAJMGAMCmGTCA－3一（918→）

NtcycD3－2b－AS：5－iTCmTCTCTGCTITCCCAGTA－3T（←1347）
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・NtcycD3－3

反応条件

94℃　2分

94℃　30秒、56℃　30秒、72℃1分

72℃　5分

4℃

プライマー

1甲de

誼～30cyde＄

1cycle

NtcycD3－3－S：5T－TGAGAGGGTGCTrCTATCCAC－3■（636→）

NtcycD3－3－AS：5T－CATGGTmCrCGACCrTCG－3一（←1103）

1－2－3　推定リン眠化部位への∠。、萱の導入

N呵正道－1の191番目のスレオニン残基をアラニン残基、グルタミン酸残基、セリン

残基に、296番目と300番目のセリン残基をアラニン残基に変異した遺伝子を以下のよ

うに作製した。またN血dねの14番目のスレオニン残基をアラニン残基に、15番目の

チロシン残基をフエニルアラニン残基に、161番目の●スレオニン残基をアラニン頭基に

変異した遺伝子を以下のように作製した。プラスミドにクローニングされた遺伝子に対

し、プライマーを互いに逆方向に、¶血ぬて誠に接するように設計した。この際、プラ

イマーを変異を加えたいアミノ酸残基の位置に設定し、目的のアミノ酸残基に置換され

るように一部ミスマッチなプライマーを設計した。この様に設計したプライマーを用い

てPCRを行い、5－側遺伝子断片－プラスミト3－側遺伝子断片が直鎖上に並んだ産物を増

幅し、セルフライグーションすることにより、変異が加わった遺伝子を含むプラスミド

を得た。それぞれの変異に用いたプライマーは以下に示す。

PCR反応はヱⅩTbq（TÅKARA）を使用し、増幅されたDNAの末端の平坦化およびリ

ン酸化はBhntingKinati皿Ligad皿Kit（TAKARA）を用いて行った。

PCR反応条件

94℃　5分　　　　　　　　　　　　　　　1甲de

94℃1分、50℃1分、72℃　4分　　　卸町des

72℃　7分　　　　　　　　　　　　　　　1甲de
4℃

・N也ycD3－1（n91A）

プライマー

NtcycD3－1（T191A）－S：5T－TGAATCCTGTGGCGCCACmCAT」3，（560→）

NtcycD3－1（T191）TAS：5’iTC∝CACmGAGGACAATA－3一（←559）
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・Nt甲CD3－1（n91E）

プライマー

NtcycD3－1（T191E）－S：5T－TGAATCCTGTGGAGCCACrrTCAT－3’（560→）

NtcycD3－1（T191），AS：5一－TCCTCCAmGAGGACAATA－3’（←559）

・Nt甲の3－1（T191S）

プライマー

NtcycD3－1（T191S）－S：5l－TGAATCCTGTGTCGCCACrrTCAT－3’（560→）

NtcycD3－1（T191）－AS：5，JrCCrCCACmGAGGACAAm－3一（←559）

・NtcycD3－1（S296A，S300A）

プライマー

NtcycD3－1（S296A，S300A）－S：

5・＿CAAGTATGAGGCGCCAATAAATGCGCCAAGTGCrG－3．’（876→）

NtcydD3－1（S296，S300）TAS‥5一－CGCITGTGTGAAAmGAGTTGTAA－3’（←875）

・NtcycD3－1（T191A，S296A，S300A）

NtcycD3－1（T191A）をテンプレートとして用い、Ntcydカー1（S296A，S300A）用の

プライマーで更に変異を加えた。

・N他出ね（T拍A）

プライマー

Ⅲcdc2a（n4A）－S：5一－GCATACGGTGTAGTGTACAAGGCT－3T（40→）

抽cdc2a（T14，Y15），AS：5．－TCCn℃CCCAATCITCmCm－3’（←39）

・Ⅰ咄dcお（Y15F）

プライマー

N【cdc2a（Y15F）－S■：5一－ACmCGGTGmmCAAGGCT－3．（40→）

仙c2a（T14，Y15）TAS：5T－TCCITCCCCAATmCTCAACTTT－3’（←39）

・Ntdcお（n61A）

プライマー

Ⅲcdc2a（T161A）－S：5一－GCrCATGAGGTGGTGACmGTGG－3一（481→）

Ncdc2a（T161），AS：5T－GAAAGTTCrGACAGGAATACCAAA－3’（←480）
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1－2－4　S伶（昂抑此間鹿苫丘昭一ロe柁ね）細胞の維持

使用細胞株

本学バイオサイエンス研究科細胞増殖学講座の加藤順也助教授より分与していただい

た。本細胞株は未分化の細胞であり、通常は球状の形態をとり、接着性を有している。

通常は5分程度で細胞はシャーレに接着するが、この程度の時間で接着しない場合は細

胞の状態が良くない。また、培養条件によっては他の接着性の細胞の様にマクロファー

ジ状の形態をとり、シャーレに接着する細胞が増加するが、この様な状態も好ましくな

く、初期の細胞形態を維持するように注意した。細胞濃度は1×1が～2×10‘∝11s血止

で維持するのが好ましい。細胞液度が低い分にはあまり問題はないが、飽和状態には絶

対しないように留意した。倍加時間は約封時間であり、通常は3～4日置きに細胞数

を約1／10に希釈した。

基墓

・GraceTs血sedM血mSupplemented（1×）

Gib00BRL、冷蔵保存

・托血Bo血eSm（FBS）

大日本製薬、分注して冷凍保存（非働化せずに使用）

・Ge血血鮎a鮮血So旭ion（10m多血l）

GibcoBRL、常温保存

埠養条件

・培地

500血のグレース昆虫用培地（サプリメント入り）にFBSを50血、G血血
を2．5皿1添加したもの

・培養容器

Com血gCoぬrの細胞培養ディッシュ

培養液の量は100Ⅱ皿¢の場合で約10血、餓Ⅱ皿中の場合で約5血

スピナーフラスコ

甜叩mで捷幹培養

・培養温度　27℃

白。代培養（シャーレ）

古い培地を取り除き、新鮮な培地を加え、ピペッティングにより細胞をシャーレから

はがした。細胞濃度が適当になるように希釈し、新たなシャーレにまいた。パラフイル

ムで封をして、再び27℃のインキュベーターで培養した。

速鎧産直

対数増殖期の細胞を回収し、氷上にてDMSOを10％添加したFBSに懸濁させた。こ
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の際、細胞濃度は4×10‘以上にした。凍結用チューブに細胞懸濁液を分注した。々0

℃で1時間インキュベー卜した後、一組℃で一晩インキュベー卜した。最後に、液体窒

素中にて保存した。

1－2－5　バキュロウイルス白目巨系による組み換えタンパク質の調製

Bac－tO－BacBaculoviruS鱒pressionSystems（GibcoBRL）を用いた。

□目み換えドナープラスミドの構築

pF由但弧1のマルチクローニングサイト（M岱）に発現させたい遺伝子を挿入した。

N末端側にHis一也gを付加する場合はリーディングフレームが合うようにして

pFastBacHTa，b，CいずれかのMCSに目的の遺伝子を挿入した。

重囲組み換え（組換えドナープラスミ下の挿入遺伝子のバクミドヘの相同組み換えL

－80℃で保存しておいた大腸菌DHlOBacコンビテントセル（200匹l）を氷上で解凍後、

1ngの組み換えドナ⊥プラスミドを加え、30分間インキュベー卜した。42℃で45秒間、

熱ショックを加えた後、氷上で2分間インキュベー卜した。これに800直のSOC培地

を加え、37℃で1時間、振塗培養した。菌体を選択寒天培地にまき、封時間以上、37

℃で培養した。

・選択培地

以下の抗生物質および試薬を含むⅠ月寒天（1・5％）培地を用いた

Ⅹ皿amyC血

Ge血i血

二托肋野d血e

X－gd

mG

組み嗣堅えバクミドの調製

50l▲g血1

7l▲g血1

10匹g血1

100匹g血1

40腫地

上記の培地上に生育してきたコロニーの青白の区別が明らかになった時点で白色の大

きなコロニーを選択して3血のⅠ月培地（上記の選択培地に含まれる3種の抗生物質を

含む）に植菌し、37℃で一晩、振畳培養した。菌体を遠心分離により回収し、300直の

SohdonIに懸濁させた。300直のSohdonⅡを加え、穏やかに混ぜ、室温で5分間イン

キュベー卜した。300直のSo止血皿Ⅲを加え、穏やかに混ぜ、氷上で5分間インキュベー

卜した。遠心（15，000呼m、10分間、4℃）後、上清を別のチューブに移し、フェノー

ル／クロロホルム抽出を行った。800直のイソプロパノールを加え、穏やかに混ぜ、氷上

で5分間インキュベー卜した。遠心（15，000坤皿、15分間、室温）後、上清を除き、

500直の70％エタノ⊥ルで沈殿を洗浄した。沈殿を乾燥させた後、40直のⅧに溶解さ

せた。バクミドはサイズが大きいので分解をさけるため、以上の換作の混合過程におい

てボルテックスは使用せず、チューブの転倒程度にとどめた。
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・Sol血ionI

15血Mnis－Hq（pH8■0），10mM恥100腫血1RNa駈A
・Soll止ionⅡ

0．2NNaOH，1％SDS

・SolutionⅢ

3MPotassiumAcetate（pH5．5）

Sf9細胞への観換えバクミドの導入および組み換えウイルスの調製

対数増殖期のSf9細胞を甜皿¢のシャーレに3×106僻まき、27℃で細胞をシャー

レに接着させた。その間に5直の組換えバクミド（上記調製分）を、10plのリポフェ

クチン試薬（日印知血R鱒g叫1m如鴫G払00BRL）、400直のFBS無添加の培養液

（G血ni血のみを添加し、FBS抜きのもの）と混合し、室温で15分間以上インキュ

ベートした。細胞をFBS無添加の培養液で2回洗浄し、1．1mlのFBS無添加の培養液

および上記調製の混合物を加えた。この際、細胞が乾燥しないように培養液がシャーレ

ー面に広がるように注意した。一27℃で一晩培養した後、上清を除き、培養液で1回洗

浄し、5血の培養液を加え、更に27℃で3～4日間培養した。遠心分離により細胞を

除き、上清を組み換えウイルス液Aとして回収し、4℃で遮光保存した。

観み換えウイルスの増幅

対数増殖期のSf9細胞を1㈹＝皿中のシャーレに6×10‘僻まき、27℃で細胞をシャー

レに接着させた。上清を除き、5血の新鮮な培養液と5血の組み換えウイルス液Aを

加え、27℃で3～4日間培養した。遠心分離により細胞を除き、上清を組み換えウイ

ルス液Bとして回収し、4℃で遮光保存した。

次いで対数増殖期のS伊細胞を100Ⅱ皿中のシャーレに6×10‘僻まき、27℃で細胞

をシャーレに接着させた。上清を除き、7血の新鮮な培養液と3血の組み換えウイル

ス液Bを加え、㌘℃で3～4日間培養した。遠心分離により細胞を除き、上清を組み

換えウイルス液Cとして回収し、4℃で遮光保存（6カ月は保存可能）した。

タンパク呂の召目目および粗□目目　液の調製

対数増殖期のS伊細胞を100Ⅱ皿中のシャーレに6×10‘個まき、27℃で細胞をシャー

レに接着させた。上清を除き、9・5血の新鮮な培養液と500直の増幅した観み換えウイ

ルス液を加え、27℃で4日間培養した。遠心分離により細胞を回収し、Khぉeち血で

1回洗浄した後、500直のⅩ血おeBu餓汀（または精製時に用いる適当な緩衝液）に細胞

を懸濁させた。氷上で超音波破砕（10秒×10回、5秒間隔、出力7～8、H皿dyS血c

mo血1UR－10P、WSⅢⅩ印　し、遠心操作（15，00Orpm、30分間、4℃）により上清

を回収し、粗抽出液として一組℃で凍結保存した。
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●KhaseBu飴r

取is－HCl（pH7．5）

Mgq2

EGTA

PhenylmethylsuuonylFluoride（PMSF）

Dithiothre祉ol（DIT）

NaF

β－Glyccrophosphate

SodiumO血Ⅴ弧daぬ

50InM

lOmM

l血M

l血M

lmM

lO血M

25mM

2mM

組み換えタンパク旨筍現用のドナープラスミ●ドの構築

・His－NtcycD3－1

pF誠岱癒mの旭Ⅰ一蝕Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて州卸Cn㌻J全長

の5－末端側に旭Ⅰ認識配列を、3－末端側に∫裏Ⅰ認識配列を付加した。増幅された

DNA断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、pFぉ店a慮nbに月鮎癒Ⅰ

Ⅰ一助JI断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－1－S：57－GMCC皿AATACAACACAATGAG－3I
NtqtD3－1－aS：5，－GTCGACTTAGCGAGGGCTGCCAACA－3l

・H由一N也ycD3－1（m血止）

H紘一抽甲d）3－1と同様に行った。

・印昭一Nt甲CD3－1

この観み換えタンパク質を発現させる観み換えウイルスの調製のみbe血d

BaculoGoldm（P血g皿）を用いるシステムを利用した。そのために、最終的に

直弘1392のMCSに帥－Jを挿入した。
まずN末端側にFhg－tag’を付加するためにPFLAG－1（EASTMANK肌）のMCS

に〃吋Ca㌻Jをリーディングフレームが合うようにして挿入した。pFLAG－1の助d

Ⅲ一助Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて川砂dガーJ全長の5’末端側に月血dⅢ認

識配列を、3－末端側に助aI認識配列を付加した。増幅されたm断片をSK一にサブク

ローニングし、塩基配列を確認した後、pFLAG－1に月血dⅢ－ズ伽Ⅰ断片を観み変えた。

次にpⅥユ392の晦日ト肋Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて研一J全長

の5－末端側に昂少Ⅱ認識配列を、3－末端側に馳Ⅰ認識配列を付加した。増幅された

恥断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、pVu39之に瑚Ⅱ－ズba

I断片を組み変えた。PCRに用いたプライマ⊥は以下に示す。
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プライマー

NtcycD3－1－S：5一rAAGCWCAACACAATGA－3－

NtcycD3－1－aS：5一⊥TCTAGAmGCGAGGGCTGCCAAC－3，

Flag－NtcycD3－1－S：5しAGmGGACrACAAGGATGACGAm－3－

NtcycD3－1－aS：5，－TmGAmGCGAGGGCTGCCAAC－37

・His－NtcycD3－2a

pFastBa慮nもの旭Ⅰ一鎚Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて岬一劫全長

の5’末端側に旭Ⅰ認識配列を、3－末端側に∫dI認識配列を付加した。増幅された

DNA断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

Ⅰ－ぷ扉Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－2a－S：5．－GGATmTGGCAATAGAAAACAATGAG－3，
NtqcD3「2a－aS：5T－GTCGACrMGAGGACrGCCAAC－3一

pFastB抑に旭

・His－NtcycD3－2b

pFastBacmの月出盛ⅠⅠ－SdI部位に挿入するため、PCR法を用いて〟桓℃aヲ，2b全長

の5－末端側に旭Ⅰ認識配列を、3■末端側に∫扉Ⅰ認識配列を付加した。増幅された

m断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

ト免JI断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－2bts：5t－GGATCCATGGCAJmGAACACAATGAG－3－

NtqcD3－2b－aS：5’－GmGACMGAGGAmCCAACAGC－3．

PFastBacHTbに旭

・His－NtcycD3－3

pFastBacmの月払由HI－SbII部位に挿入するため、PCR法を用いて噸ガT3全長

の5’末端側に旭Ⅰ認識配列を、3’末端側に且扉Ⅰ認識配列を付加した。増幅された

DNA断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

Ⅰ一段汀Ⅰ断片を観み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtqcD3－3－S：5T－GGAmCAmCC〟托ACAATW－3－

NtcycD3－3－aS：5I－GTCGACCrACGmGTGTTCMC－3t

PFastBacHTbに血由H

・H由一Nt甲C25

PFastBacHTbの旭Ⅰ－SdI部位に挿入するため、PCR法を用いて〃岬全長の

5－末端側に点∽正ⅠⅠ認識配列を、3一末端側に£扉Ⅰ認識配列を付加した。増幅されたm

断片をS正一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、pF誠岱感nもに劫鱒トぶ裏
Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。
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プライマー

Ntcyc25－S：5，－GGATCC〟rGGCGACGACCCAGAA弘一3I

Ntcyc25－aS：5一－GTCGACTTAGCAGmCrGG－3t

・His－Ntcyc27

pFastBacHTaのSaII－NbtI部位に挿入するため、PCR法を用いて噸7全長の5一

末端側に馳Ⅰ認識配列を、3・末端側に肋fI認識配列を付加した。増幅されたDNA断

片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、PFastBacHTbにSdI－NbtI断

片を観み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

Ntcyc27－S‥5I－GTCGACCGATGAGGCATGCAA・m－3I

Ntqc27－aS：57－GCGGCCGCTTAGAACAGTGATrGGAC－3l

・His－Ntcyc29

pFぉ店ぬmの旭Ⅰ一見Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて岬汐全長の

5－末端側に旭Ⅰ認識配列を、3－末端側に5裏Ⅰ認識配列を付加した。増幅された鱒A

断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

Ⅰ断片を観み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

Ntcyc29－S：5T－GGATCCATGG（コTCAAGAATCmCr－3I

Ntcyc29－aS：57－GTCGACmGTCmmGTAG－3．

pFastBacHTbに助由HI－SaZ

pFお岱拡mの邸Ⅱ－5裏Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて雌ね全長の5－

末端側に鞄JⅡ認識配列を、3－末端側に甜Ⅰ琴識配列を付加した。増幅されたDN阜断

片をSK－にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、PFastBadmに邸Ⅱ－SdI断

片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

Ntcdc2a－S：5一，AG灯GWGGACCAGTATGAAAAAGT－3－

Ntcdc2a－aS：5］－GTCGACmCGGAACATACCCAAT－3T

・na㌢Ⅰ†tdcお

まずN末端側にF廃一喝を付加するためにpFLAG－1（E貼附K肌）のMCS

に〃此ねをリーディングフレームが合うようにして挿入した。pFLAG－1のズbaI一朗0Ⅰ

部位に挿入するため、PC鱒法を用いて〃ぬね劫全長の5－末端側に助βⅠ認識配列を、3’

末端側に崩0Ⅰ認識配列を付加した。増幅されたDNA断片をSK一にサブクローニング

し、塩基配列を確認した後、pFLAG－1に肋Ⅰ一朗0Ⅰ断片を組み変えた。次にpFas岱拡1

の肋ル崩0Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて雛全長の5－末端側に肋f

I認識配列を、3－末端側に朋0Ⅰ認識配列を付加した○増幅されたm断片をSK一にサ
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を プクローニングし、塩基配列を確認した後、pFぉ偲肛1に肋外崩0Ⅰ断片を組み変えた。

PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

Ntcdc2a－S：5flて汀AGAATGGACCAGTATGAAAAAG＿3，

仙c2a－aS：5t－CTCG皿GGAACATACCCAATA＿3，

FlagTmCdc2ats：5T－GCGGCCGCATGGAmCAAGGACGACGAT－3T
N虹dc2a－aS：5T－CTCG肌GGAACATACCCAATA＿3t

・m喝－Nぬ出払（m咄）

m昭一Ntddhと同様に行った。

・m喝一Nbdc加

上記のFl喝朝地発現用のドナープラスミド上の〃ぬ血ゐを〃ぬ允彷と入れ替え

た。馳Ⅰ一月訪0Ⅰ制限酵素処理で〃ぬ允劫を切り出し、そこに〟此弛を挿入するため、

PCR法を用いて〟ぬ出払全長の5’末端側に馳Ⅰ認識配列を、3－末端側にズ丑0Ⅰ琴識配

列を付加した。増幅されたm断片をS払にサブクローニングし、塩基配列を確認し

た後、肋Ⅰ一見如Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

Ntcdc2b6：5－JrmGAmAGAAATACGAGAAm＿3．

Ntcdc2b－aS：5一－mGAGTCAGAATGCGAmCAAGC－3一

1－2－6＿大　菌　．、による　み　え夕≧バク質の調製

発現用ベクターの構築

N末端側にGhta也ioneSLtransferase（GST）を付加する場合はリーディングフレームが

合うようにしてpGEX5Ⅹ－2またはpGEX4TlのMCSに目的の遺伝子を挿入した。N末

端側にH義一也gを付加する場合はリーディングフレームが合うようにしてpEト15bの

MCSに目的の遺伝子を挿入した。

大目磨菌（BL21（DE3）□LsS株）によるタンパク醒生産

－　≠

、

；

表

構築した発現用ベクターをBLZl殊に導入した。得られた形質転換体をu∋培地

（血叩i劇血5叫離吼C山読叩血血0013旬如山）で37℃にて振とう培養した。恥00＝

0・4まで増殖させた後、Isopropyl－B－DJthio伊Iactopyrazwside（mG）を終濃度0．1mMにな

るように添加し、18℃で一晩振とう培養した。遠心分離により菌体を回収し、Ⅹ血此托

Bu肋1回洗浄した後、10倍量のⅩ払おeBu肋に菌体を懸濁させた。氷上で超音波破砕

（10秒×10回、5秒間鳳出力7～8、HandySonicmodelUR－10P、TOMYSEⅨQ）し、

遠心操作（15，000甲m、30分間、4℃）により上清を回収し、粗抽出液として－80℃で
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凍結保存した。

各組み換えタンパク肖の発現用ベクターの構築

・GST－NRbl（374－961）

pGEX5Ⅹ－2の由Ⅰ－5裏Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて相島J（1120－2883）

の5－末端側に旭Ⅰ認識配列を、3－末端側に且扉Ⅰ認識配列を付加した。増幅された

DNA断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、pGEX5Ⅹ－2に励由江

I一ぷ扉Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtRbl（374－961）－S：5一－GGATCmGCAATGGCTTCCCCAGC－3’（1120→）

NtRbl（374－961）－aS：5．－GTCGACMGACTCAGGCrGCrCAGT－3’（←2883）

・GST－NtRbl（823－961）

pGEXギト1の旭Ⅰ一鎚Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて〃釦J（2467－2883）

の5－末端側に血虚ⅠⅠ認識配列を、3一末端側に∫裏Ⅰ認識配列を付加した。増幅された

DNA断片をSK－にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、PGEX4T－1に鱒LZiH

I－ぷがⅠ断片を観み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtRbl（823－961）－S：5一－GGATCCGAGmGCACCTGCrGGA－3．（2467→）

ⅢRbl（823－961）－aS：5，－GTCGACMGACrCAGGCrGCrCAGT－3’（←2883）

・His－NtcycD3－1

pEト15bの〃ゐⅠ一朗Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて〃桓℃a㌻J全長の5’

末端側に〃血Ⅰ認識配列を、3－末端側に旭Ⅰ認識配列を付加した。増幅されたm

断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、pEト15bに凡おⅠ一朗Ⅰ断

片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

mcycD3－1－S：5一－CATATGATGGAAATGCCCAAGAAGAATCAC－3－

NtcycD3－1－aS：5T－GGATCCTTAGCGAGGGCTGCCAACAG－3l

・H由一Nねyd）3－1（m血皿t）

比s－NkycD3－1と同様に行った。

・GST一仙c2a

pGEX4Tlの助JI一助fI部位に挿入するため、PCR法を用いて旭全長の5’末

端側に5裏Ⅰ認識配列を、3－末端側に肋fI認識配列を付加した。増幅されたmA断片

をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、pGEX4Tlに£扉Ⅰ一助fI断片を

組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。
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表

プライマー

Nbdc2a－S：5一－GTCGACAGATGGACCAGTATGAAA＿3－

Ntcdc2a－aS：5t－GCGGCCGCrCACGGAACATACCCAATづ一

・GST－Ntcdc2a（m血t）

GST－Ntdcねと同様に行った。

1－2－7　粗□目目出液から恕み換えタンパク呂の目製

・GST融合タンパク質

Glutaddon－Sepharose4Bbeads（Phamada）を充填したカラムにGST融合タンパク質

を発現させた菌体の粗抽出液を担体の10倍量（Ⅴル）加え、4℃で1時間インキュペー

卜した。ビーズの10倍容量の温血益eBu肋で3回洗浄した後、担体と等量の10mM

Gl山細山m（rdu∝dぬm）で5回溶出した。また、担体に吸着させたまま使用する場合

は、同様に洗浄操作まで行い、担体と等量のKh胱B血に懸濁させた。

・H由一也g融合タンパク質

TWMttalAEhityResin（Cbntech）またはHis－BindResin（Novagen）を用い、カ

ラムを作製した。基本的な操作は各プロトコールに従った。それぞれの担体用の抽出用

緩衝液を用いて破砕した菌体および細胞の粗抽出液を担体の10倍量、3回通した。10

倍量の各洗浄用緩衝液で3回洗浄した後、担体と等量の各溶出用緩衝液で5回溶出した。

・Fbg－t喝融合タンパク質

A慮－MM2飽和Gd（Si騨m）を充填したカラムにFbg一也g融合タンパク質を

発現させた細胞の粗抽出液を担体の10倍量、3回通した。担体の10倍量の温血誠e

Bu肋で3●回洗浄した後、担体と等量のEhd皿Bu蝕rIで5回溶出した。溶出液は1β0

量の1MT由で速やかに中和した。

・EhdonBu蝕rI

O・1％馳nX－100を含む0・1MGly－HCl（pH2．5）

1－2－8　血血結合試験

・Ⅲ甲CD3－1とRbタンパク質の結合試験

FLAGTNtcyd刀－1を発現している昆虫細胞の粗抽出液とGST－NtRbl（374－961）を発

現している大腸菌の粗抽出液を混合し、4℃で1時間、ローチーターで挽拝した。混合

液を血d－MM2飽和Gelを充填したカラムに3回通し、担体の10倍量のKh誠e

Bu飴汀で3回洗浄した後、担体と等量のEh血mB血Ⅰを3回通し、吸着した

M朗吟d万一1を溶出した。溶出液は1β0量の1M職sで速やかに中和した。10％ゲ

ルでSDS－PAGEを行い、抗NtRbl（654－671）抗体を用いたWe＄tem解析により溶出液
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中のNtRblを検出した。

・サイクリンとCDKの結合試験

比s一喝を付加したサイクリンとF廃－d戊を共発現している昆虫細胞の粗抽出液を

血dヰL旭M2飽和Gdを充填したカラムに3回通し、担体の10倍量のK血誠eBu蝕汀

で3回洗浄した後、担体と等量のmt血B血Ⅰを3回通し、吸着したnag－d戊を溶出

した。溶出液は1aO量の1MTtisで速やかに中和した。10％ゲルでSDS－PAGEを行い、

抗鮎一喝抗体（S皿也Cnほ）を用いたW鴎也m解析により溶出液中のサイクリンを検出
した。

1皐9　サイクリン／CD耳複合体のキナーゼ活性鱒麹由

各タンパク質を発現させた昆虫細胞の粗抽出液または精製画分を試料として用い、以

下の組成で反応させた。最後に試料を添加して反応を開始させ、30℃で10分間インキュ

ペー卜した。4×SBを加えて反応を停止し、95℃で2分間熱変性させた。適当な濃度

のゲルでSDS－PAGEを行い、リン酸化された基質をオートラジオグラフイーで検出し

た。ビーズに吸着させたものを基質とした場合は、反応後100直のⅩh誠eBu飴rで3回

洗浄した後、4×SBで処理し、その後は同様に行った。
・4×SB

1直

0・5直

0・25直

1甚1

7．25

1Mms－Hq（pH6．8）
SDS

αyceml

BromophenoIBlue（BPB）

2－M訂C甲tO血mol

dH20

20m1

8・Og

40血

20mg

20ml

計

・H誌toneHl

試料

H誌toコ£Hl（101嶋叫）

【†－32p］A冊（4，500Ci血皿Ole，ICN）

50mMATP，100血M叫gq2

Ⅹ血aseB此

100ml

計

SDS－PAGEは15％ゲルを使用した。
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・GST－pRb（Glut血ion－S甲harose4Bbeadsに吸着させたもの）

試料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3直

GST－Rb（GST－NtRbl（374－961），GST－HuRb）　　　20pl

h－3年】A冊（4，500C紬皿01らICN）　　　　　　0．75直

50mMATP，100mMMgq2　　　　　　　　　　　　3直

Ⅹ血a駈Bu蝕r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．25

計

SDS－PAGEは7．5％ゲルを使用した。

・GST－NtRbl（823－961）（溶出・精製画分）

試料

GST－NtRbl（823－961）

【†一32p】ATP（4，500C紬皿OlらⅠα）

50mMATP，100mMM岳q2

肋e・Bu蝕r

30直

1直

2直

0・25直

1直
5．75

計

SDS－PAGEは10％ゲルを使用した。

1－2－10　CAK活性の検出

三

ミ

キ

10山

東京大学分子細胞生物学研究所細胞機能分野の梅田正明氏より分与していただいたシ

ロイヌナズナ由来のCAK（0疲山触）を用いた叫。N末端側にH由一鴨を付加したものを

バキュロウイルス発現系を用いて調製した。

H義一Q血1劫を発現させた昆虫細胞の粗抽出液を試料として用い、以下の組成で反応さ

せた。最後に試料を添加して反応を開始させ、お℃で1時間インキュベー卜した。

試料

GST－Ⅲ野CD3－1

GST瓶
50皿MATア，100mMM〆池

Ⅹhas亡Bu飴r

計

1直

1直

1直

1直
41

8直

1時間インキュベー卜した後、さらに下記の組成の混合物を添加し、30℃で30分間

インキュベー卜した。4×SBを加えて反応を停止し、95℃で2分間熱変性させた。

15％ゲルでSDS－PAGEを行い、リン酸化されたfbtoneHlをオートラジオグラフイーで

検出した。
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1－3　結　果

2直

1－3－1タバコサイタリンD遺伝子の　胞　　に半う　　量の　析

動物細胞ではサイクリンAおよびサイクリンBの発現量は細胞周期に依存して変化

するが、サイクリンDの発現量は細胞周期を通じて一定である。一方、高等植物より単

離されたサイクリンD類似遺伝子の中には細胞周期の特定の時期に発現量が変化するも

のが存在する叫31）印。そこで、タバコより単離した4種類のサイクリンD遺伝子の細

胞周期に伴う発現の特異性を解析した。

同調化させたタバコ培養細胞BY」2を材料として用い、RTゼCR法によりmRNAの蓄

積量を解析した。細胞をmポリメラーゼαの阻害剤であるアフィディコリンで処理

することでS期初期に同調させ、洗浄操作によりアフィディコリンを除去した後、経時

的に同調化した細胞を回収した。同調化の程度は、オルセイン染色液で核を染色してM

期の細胞数を計測し、その割合をM加点cbd既として示した（図4A）。細胞からの全

mの調製はAGPC法を用いた。4種類のサイクリンD遺伝子、特に〃士り℃aヲ功と

岬一二弛の相同性は卯％以上もあることより、No畑地m法により各遺伝子のmm

を分離して検出することが困難であるため、血RNAの検出にはRTPCR法を用いた。プ

ライマーは約500坤のmA断片が増幅されるように設計した。各プライマーセットに

より目的の遺伝子が特異的に増幅されたことは、増幅されたmA断片をサブクローニ

ングし、シークエンスを行うことにより確認した。

アクチン遺伝子を内部標準としてテンプレート量を揃え、各遺伝子断片の増幅に最適

なアニーリング温度およびサイクル数を決定した。PCR反応が飽和していないことを確

認するため、サイクル数を2回増加した結果も示した。既に細胞周期に伴う発現様式が

分かっているヒストンH3遺伝子〟）、タバコサイクリンA遺伝子（川砂威力方）そして

タバコサイクリンB遺伝子（州昨夕）珂を遺伝子マーカーとして用いた。ヒストンH3

遺伝子はS期、岬はS期からM期、そして〃頓2クはG封M期に発現する。

図4Bに示すように、〃桓℃aヲーJと岬づの発現量は細胞周期を通じて一定であっ

た。それに対し、川砂dガ「劫と噸万「劫は細胞周期に依存してmRNAの蓄積量が変

化した。嘩ガ「勿は1時間目にmRNAの蓄積が認められ、3～5時間目に減少し、そ

の後再びmmの蓄積量が増加した。このことよりJⅥ少d万「勿はM期からS期にかけ

て発現することが示唆された。川砂戚鱒劫の血RNAの蓄積はM如血血血Ⅹが増加し始め

る5時間目より認められ、7～9時間目に血RNAの蓄積量が最大になり、その後減少し

た。ノⅥ少dガ功の発現様式は〃解夕のものと類似しており、M如血bdexと照らし合

わせても、ノⅦ岬一劫はG訂M期に発現することが示唆された。
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図4　タバコサイクリン遺伝子の細胞周期に伴う発現様式
（A）Mitoticindex：タバコ培養細胞BY－2を細胞周期の進行をS期で阻害するアフィディ

コリンで処理し、洗浄除去後の経時的なM期の細胞の割合の変化を示した。
（B）RT－PCR：同調化させた細胞より全mを調製し、RT－PCR法により各遺伝子の転

写産物を検出した。bのレーンはPCRのサイクル数をaより2回増やした結果を示した。
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1－3－2　タバコサイクリンD（Nt cD3－1）とタバコRbタンパク　（NtRbl）の血l′血p結

全盛塵

動物のサイクリンの中でサイクリンDのみがLXCXE配列を介してRbタンパク質の

ポケット領域と結合することが知られている氾）劉。タバコのサイクリンDにもこの配

列が保存されていることより、タバコより単離したRbタンパク質のホモログ（NtRbl）

と結合するかを組み換えタンパク質を用いて解析した。

Nt甲d）3－1はN末端側にFlag－t喝を付加したものをバキュロウイルス発現系を用いて

調製し、N瓜blはポケット領域を含むC末端側額域（374－961アミノ酸）のN末端側に

GSTを融合させたものを大腸菌発現系を用いて調製した。それぞれのタンパク質を発現

している細胞の粗抽出液を混合し、Fl喝一也gに対する抗体カラムにかけた。カラムにか

けた混合液および溶出画分について抗N収bl（654－671）抗体を用いてW6km解析を行

い、GST－NtRblを検出した。対照として非組み換え体ウイルスを感染させた細胞の粗抽

出液を用いて同様に実験を行った。

図5に示すように、Fl喝－NtcycD3－1を発現している抽出液と混合した場合にのみ溶出

画分にGST－NtRblの存在が確認され、GST－NtRblがFlag－NtcycD3－1と共に溶出されて

いることが分かった。このことよりタバコサイクリンD（NtcycD3－1）とタバコRbタン

パク質（NtRbl）が結合することが示唆された。

、ざさ＞ゼ
I ll　　　1

1　2　3　4

■GST・NtRbl

図5　NtcycD3－1とタバコRbタンパク質（NtRbl）
の血I加結合解析
GST－NtRblを発現させた大腸菌の粗抽出液と

Flag－NtcycD3－1を発現させた昆虫細胞の粗抽出
液（レーン3、4）またはベクターウイルスを感
染させた昆虫細胞の粗抽出液（レーン1、2）を

混合し、nag－tagに対する抗体カラムにかけた。
カラムにかけた混合物（レーン1、3）とカラム
からの溶出画分（レーン2、4）についてGST一

NtRblとFlag－NtcycD3－1をそれぞれ抗NtRbl抗体
■m喝・Ntcyd）3・1と抗日ag抗体を用いたWestem解析により検出し

た。

1－3－3　タバコサイクリンD（Ntc cD3）とタバコCDK（Ntcdc2a、Ntcdc2b）の血一血結

全盤盤

高等植物より多種のサイクリンおよびCDKの類似遺伝子が単離されているが、いず

れのサイクリンおよびCDKが複合体を形成するかは明らかにされていない。そこでタ

バコサイクリンDおよびタバコCDKをバキュロウイルス発現系を用いて共発現させ、

昆虫細胞（Sf9細胞）内で複合体を形成するか解析した。
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図6　タバコサイクリンD（NtcycD）とタバコCDK（Ntcdc2a、Ntcdc2b）の血vjtTD結合解析
（A）タバコサイクリンDとNtcdc2aの結合解析：昆虫細胞にHis－NtcycDとFlag－Ntcdc2aを共発

現させ、Fl喝－t喝に対する抗体カラムにかけた。粗抽出液（C）とカラムからの溶出画分（E）
についてHis－NtcycDとFlag－Ntcdc2aをそれぞれ抗H施抗体と抗Flag抗体を用いたWestem解析に
より検出した。対照としてHis－NtcycDを単独で発現させた細胞を用いて同様に行った。Dの
レーンはH由一NtcycDを単独で発現させた場合の結果を示し、D／2のレーンはHk－NtcycDと
n昭一Ntcdc加を共発現させた場合の結果を示す。
（B）タバコサイクリンDとNtdc2bの結合解析：Aと同様である。
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4種類のタバコサイクリンDはN末端側にH恵一也gを付加した組み換えタンパク質、2

種類のタバコCDKはN末端側にFl喝一也gを付加した組み換えタンパク質を昆虫細胞に

発現させた。H誌rN呵d刀とFl喝ヰ一也dを共発現させた細胞の粗抽出液をFl喝一也gに対

する抗体カラムにかけ、粗抽出液および溶出画分についてW鴎蝕汀n解析を行い、抗H誌

抗体を用いてHis－NtcycD3を検出した。対照としてHis－Ntcyd刀を単独で発現させた細

胞の粗抽出液を用いて同様に実験を行った。

図6に示すように、いずれの組み合わせにおいても、nag－Nぬ血2を共発現させた場合

にのみ溶出画分にH由一Nt甲d乃が確認され、H由一N也yd刀がFl喝一N止血霊と共に溶出され

ていることが分かった。このことより4種類全てのタバコサイクリンDは2種類のタバ

コCDK（N血dね、Ntd肋）のいずれとも昆虫細胞内で複合体を形成することが示唆さ

れた。

1－34　タバコサイクリン】yCDK複合体（Ntq′d）3耽）のキナーゼ活性の検出

4種類のタバコサイクリンDと2種類のタバコCDKは昆虫細胞内で複合体を形成す

ることが分かった。そこで、これらの複合体がキナーゼ活性を有するか解析した。動物

のサイクリンAⅣCDK複合体および酵母のサイクリン忙DK複合体の良い基質と成り得

るHkぬneHl、動物のサイクリンαCDK4，6の主たる基質と考えられるRbタンパク質、

そしてタバコRbタンパク質（GST－NtRbl）を基質として用いた。動物のRbタンパク

質としてはヒト由来のRbタンパク質のGST融合タンパク質（GST－HuRb）を大腸菌発

現系を用いて調製したものを使用した。キナーゼ活性の測定は【γ一五p】AⅣを用い、放射

ラベルされたリン酸基の基質への取り込みにより検出した。

まずFl喝－N也yd刀－1ノ牡由一N血da複合体のキナーゼ活性を解析した。図7Aに示すよう

に、印喝－NねycD3－1またはHお－Nkdc2aを単独で発現させた昆虫細胞の粗抽出液はキナー

ゼ活性を示さなかったのに対して、Flag－NtcycD3－1とftis朋tcdc2aを共発現させたものは

GST・NtRbl（374－961）、GST・HuRbそしてHistoneHlに対してキナーゼ活性を示した。

一方、ヒトのサイクリンDl忙恥複合体はこれまでの知見通りGSTIHuRbに対してキ

ナーゼ活性を示し、His地肌㌢Hlに対してキナーゼ活性を示さなかった，）u）泣）。また

GST－N瓜bl（374－961）に対してもキナーゼ活性を示さなかった。

バキュロウイルス発現系では外来タンパク質を一定期間昆虫細胞内で強制的に発現さ

せるため、Fl喝－N呵d万一1旧態－N血dね複合体が昆虫細胞内のキナーゼを活性化している

可能性が考えられる。そのため、H誌也gおよびFl喝一也gに対するアフニチイーカラムで

精製したサンプルを用いてGST－NtRblに対するキナーゼ活性を解析した。その結果、

精製サンプルを用いてもNtcycD3－1JNtcdc2a複合体はGST－NtRbl（374－961）とHistone

Hlに対してキナーゼ活性を示した（図7B）。

残り3種類のタバコサイクリンD（NtcycD3－2a，N呵CD3－2b，NtqcD3－3）についても同

様の解析を行った。ここではサイクリンDにH虫句g、そしてN旭丘aにFl喝一也gを付加

したものを用いた。いずれのタバコサイクリン功N血dh複合体もGSTヰ巾Rbl（374－961）、

GST－HuRbそしてHi扇OneHlに対してキナーゼ活性を示した（図8A）。

次にN止血乏bとの複合体のキナーゼ活性を解析した。いずれのタバコサイクリン
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図7　NtcycD3－1nVtcdc2a複合体のキナーゼ活性の検出
（A）各組み換えタンパク質を発現させた昆虫細胞の粗抽出液を用いて放射ラベルした

リン酸基の取り込みによりNtRbl、HuRb、HistoneHlに対するキナーゼ活性を検出した。
Ved∝は非組み換え体ウイルスを感染させた細胞の粗抽出液を示し、ネガティブコント
ロールとして用いた。／は2種類のタンパク質を共発現させたことを示す。Nt叩CD3－1には
Flag－tagを付加しており、Ntcdc2aにはH由一tagを付加している。
（B）アフィニティーカラムを用いて精製した組み換えタンパク質を用いてキナーゼ活

性を検出した。HはH料t喝に対するアフィニティーカラムで精製したサンプルを用いた
ことを示し、Fをま刑場－はgに対するアフィニティーカラムで精製したサンプルを用いたこ
とを示す。Vecbrは非組み換え体ウイルスを感染させた細胞の粗抽出液から同様にアフィ
ニティーカラムを用いて調製したサンプルを示し、ネガティブコントロールとして用い

た。NtcycD3－1とNtcdc2aにはそれぞれFbg－tagとHisTtagが付加してあり、対応するアフィ
ニティーカラムで精製した。NtcycD3－1／Ntcdc2a複合体は共発現させた細脆から2種類の
アフィニティーカラムを用いて複合体として精製した。
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図8　タバコサイクリンD／CDK複合体のキナーゼ活性の検出
（A）Ntdc2aとの複合体のキナーゼ活性：各組み換えタンパク質を発現させた昆虫細胞

の粗抽出液を用いて放射ラベルしたリン酸基の取り込みによりNtRbl、HuRb、HistoneHl
に対するキナーゼ活性を検出した。Vect∝は非組み換え体ウイルスを感染させた細胞の粗
抽出液を示し、ネガティブコントロールとして用いた。／は2種類のタンパク質を共発現さ
せたことを示す。
（B）Ntcdc劫との複合体のキナーゼ活性：Aと同様に行った。
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1・3・5．昆虫細胞内でのタバコサイクリン噂C2a）の活性化
旦塵鼓

動物および酵母のサイクリンとCDKは大腸菌発現系で調製し、混合してもキナーゼ

活性は示さず、バキュロウイルス発現系を用いてサイクリンとCDKを共発現させると

キナーゼ活性を示す4Z）43）。動物および酵母においてCDKの活性化にはサイクリンとの

複合体の形成のみでは不十分であり、CDK活性化キナーゼ（⊆DK一里dvating垣nase；CAK）

によりサイクt」ン／CDK複合体のCDKがリン酸化される必要があり、バキュロウイルス

発現系を用いた場合は昆虫細胞内のCAKがサイクリン／CDK複合体を活性化することが

明らかになっている。このような理由によりバキュロウイルス発現系を選択して上記の

実験を行ってきた。そこでHis－NtcycD3－1／Flag－Ntcdc2a複合体も他の真核生物由来のサイ

クリン／CDK複合体と同様に昆虫細胞内で活性化の制御を受けているか解析した。

His－NtcycD3－1およびFlag－Ntcdc2aをそれぞれ単独で発現させて精製した。精製物を混

合してHistoneHlキナーゼ活性を解析した結果、活性は認められなかった（図9）。こ

のことよりタバコサイクリンD／CDK複合体（NtcydD3－1がtcdc2a）が昆虫細胞内で活性

化されていることが示唆された。

感㌔ダ
Illll

■HistoneⅡ1

図9　昆虫細胞内におけるNtcycD3－1／Ntcdc2a複合体の活性化の解析

NtcycD3－1とNtcdc2aを昆虫細胞に単独で発現させ、精製したサンプルを混合し、
HistonHlキナーゼ活性を示すか解析した。NtcycD3－1とNtcdc2aにはそれぞれHis－tagと

nag－tagを付加しており、それぞれのタグに対するアフィニチイーカラムを用いて精製
した。／はNtcycD3－1とNtcdc2aを共発現させ、昆虫細胞内で形成した複合体を精製した
ことを示す。＋は単独で発現させたNtcycD3－1とNtcdc2aを精製後、混合したことを示す。
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1－㌻6　タバコサイクリンD℃DK複合体（Nt亘d鱒－1ノNtddね）の推定リン酸化部位がヰ

ナーゼ活性に及ぼす影響の解析

ヒトのサイクリンDl仰K4複合体の活性化にはサイクリンDlとCDK4に存在する

それぞれ1カ所のリン酸化部位が関わっている（図3）。まずサイクリンDlの156番

目のスレオニン残基がCDE4と複合体を形成することにより自己リン酸化を受ける。次

にCAKがサイクリンDlのリン酸化を認識してCmをリン酸化する。言い換えれば、

サイクリンDlの156番目のスレオニン残基がリン酸化されないと最終的にサイクリン

Dl忙DK4複合体は活性化されない劉。N呵d刀－1が也d血複合体が昆虫細胞内で活性化

されることより、高等植物のサイクリン／CDK複合体の活性化にもCAKが関与する機構

が保存されていることが予想される。
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図10　高等植物由来のサイクリンDに保存されている推定リン酸化部位
（A）ヒトのサイクリンDlの156番目のスレオニン残基に相当する推定リン酸化部位：

推定リン酸化部位を四角で囲い、本論文で変異を加えたアミノ酸を下線で示した。
Ⅲcねはタバコ、A陀仏はシロイヌナズナ、Cbemはアカザを示した。
（B）ヒトのサイクリンDlの286番目のスレオニン残基に相当する推定リン酸化部位：

Aと同様に示した。NtcycD3－1には2カ所の推定リン酸化部位が存在していた。
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タバコそして他の高等植物から単離されたサイクリンDにはヒトのサイクリンDlの

156番目のスレオニン残基に相当する推定リン酸化部位が高度に保存されていた（図

10刃利。そこでN呵Cm－1の推定リン酸化部位である191番目のスレオニン残基を他

のアミノ酸に置換した変異体を作製し、キナーゼ活性に及ぼす影響を解析した。まずス

レオニン残基をリン酸化を受けないアミノ酸の代表として通常用いられているアラニン

残基（T柑1A）とグルタミン酸残基（n91E）に置換した変異体を作製した。また、

CDKはセリン残基またはスレオニン残基を特異的にリン酸化することから、スレオニ

ン残基と同様に自己リン酸化されると考えられるセリン残基（n91S）に置換した変異

体も作製し、アミノ酸変異により大きく立体構造が変化していないことを検証する対照

とした。

ヒトのサイクリンDlにおいて細胞内局在性および安定性に寄与している加6番目の

スレオニン残基に相当する推定リン酸化部位も高度に保存されていた（図10B）叫い机。

そこで、ヒトのサイタリンDlの誼6番目のスレオニン残基に相当するN呵CD3－1の

296番目および300番目のセリン残基をアラニン残基に置換した変異体β296AS300郎、

そして191番目のスレオニン残基と296番目および300番目のセリン残基を全てアラニ

ン残基に置換した変異体（n91A，S296んS30叫　を作製した。

図11Aに示すように、His－N呵Cm－1（n91A）、His－NtqcD3－1（T191E）そして

H由一N呵d万一1（n91AS296AS300刃　をそれぞれFl喝－Nぬ出ねと共発現させた細胞の粗

抽出液はキナーゼ活性を示さなかった。それに対し、スレオニン残基と同様にリン酸化

されると考えられるセリン残基に置換した変異体（n91S）とFl喝－N地を共発現さ

せたものはキナーゼ活性を示した。実験に用いた粗抽出液中のN呵d刀－1とその変異体

のタンパク質量が同程度であることはⅦ短鹿m解析で確認した。しかし、この結果では

変異体（n91A、T191E、T191A，S296A，S300A）がNtcdc2aとの複合体形成能を失い、

キナーゼ活性を示さない可能性が残される。そこでN呵d刀－1（n91裁　とNtd戌aが昆

虫細胞内で複合体を形成しているか確認した。前述の結合解析と同様にアフィニチイー

カラムを用いた実験を行った結果、Nt甲d万一1（n91刃　はNtddねと複合体を形成して

いることが分かった（図11C）。このことよりN呵CD3－1の191番目のスレオニン残基

のリン酸化が呵CD3－1他複合体の活性化に必要であることが示唆された。

CAKによるCDKの推定リン酸化部位も高等植物のCDKに高度に保存されている。

そこで、Ntddねの推定リン酸化部位である161番目のスレオニン残基をアラニン残基

に置換した変異体（n61A）を作製し、キナーゼ活性に及ぼす影響を解析した。また、

動物および酵母においてリン酸化により活性が負に制御されることが分かっている14

番目のスレオニン残基と15番目のチロシン残基をそれぞれアラニン残基（m4刃　とフェ

ニルアラニン残基（Y15F）に置換した変異体を作製した。

図11Bに示すように、His－N呵d万一1とFl喝－N血dね（Tほ1刃　を共発現させた粗抽出

液はキナーゼ活性を示さず、その他の変異体（n4A、Y15F）ではキナーゼ活性を示し

た。実験に用いた粗抽出液中のN血dhとその変異体のタンパク量が同程度であること

はWes加解析で確認した。このことよりNぬ妃ねの161番目のスレオニン残基のリン

酸化が川野CD3－1他複合体の活性化に必要であることが示唆された。
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図11推定リン酸化部位のアミノ酸置換変異体を用いた解析

（A）N厄ycD3－1のリン酸化部位がキナーゼ活性に及ぼす影響の解析：各組み換えタンパク
質を発現させた昆虫細脆の粗抽出液を用いて放射ラベルしたリン酸基の取り込みにより
NtRbl、HistoneHlに対するキナーゼ活性を検出した。各変異体の表記は例えばNtcycD3－1
（m91A）をm91Aと省略して示した。
（B）Ntcdcぉのリン酸化部位がキナーゼ活性に及ぼす影響の解析：Aと同様である。

（C）NtcycD3－1（T191A）とNtcdc2aの結合解析：昆虫細胞にrhs－NtcycD3－1（T191A）と
n昭一Ntdc加を共発現させ、n喝叫gに対する抗体カラムにかけた。粗抽出液（C）とカラム
からの溶出画分（E）についてHis－NtcycD3－1（T191A）とFlag－Ntcdc2aをそれぞれ抗Hk抗体
と抗Flag抗体を用いたWestem解析により検出した。対照としてNtcycD3－1（T191A）を単独
で発現させた細胞を用いて同様に行った。
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1・3・7　シロイヌナズナ由来のCAK（Chkl血）によるタバコサイクリンⅣCDK複合体

（Nt町成仏1／Ntdcお）の活性化の解析

高等植物ではシロイヌナズナとイネからCAK類似遺伝子が単離されている叫喝。そ

こで、シロイヌナズナのCAK（Cakl血）がNtcycE8－1JNtcdc2a複合体を活性化できるか

解析した。C嶽1血はN末端側にH義一bgを付加したものをバキュロウイルス発現系を用

いて調製した。NtcycD3－1とNtcdc2aはN末端側にGSTを融合させたものを大腸菌発現

系を用いて調製した。

図12に示すように、GST－NtcycD3－1／GST－Ntcdc2a複合体をChkljuを発現している昆

虫細胞の粗抽出液で処理した場合のみHisbneHlに対してキナーゼ活性が認められた。

このことよりN比ycD3－1がtdc加複合体がC止1血によって活性化されることが示唆され

た。またGST－Ntcycm－1（n91A）／GST－Ntcdc2a複合体は活性化されなかったことより、

G疲1血による活性化にN呵CD㌻1の191番目のスレオニン残基のリン酸化が必要である

ことが示唆された。

㌔ざ㌔さ＞ざ㌔
l ll ll ll l

撃キ磯廃－：∴　▼∵二こ＝†、芸藍表γ禅きキ′′■Ⅱist㈹m　するキナーゼ活性を検出した。
等塵∴∵∵∴ナ
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図12　シロイヌナズナ由来のCAX
（C止1At）によるNt叩CD3－1他c2a

複合体の活性化
大腸菌発現系を用いて調製した

GST－NtcycD3－1／GST－Ntcdc2a複合体
をC止1Atを発現させた昆虫細胞の粗
抽出液（C）または非組み換え体ウイ
ルスを感染させた細胞の粗抽出液
（Ⅴ）で処理した後、Histo駈Hlに対



1－4　考　察

高等植物から単離されたサイクリンはアミノ酸配列をもとにサイクリンA、サイクリ

ンBそしてサイクリンDのいずれかに分類されている印（表1）。この分類は動物の

サイクリンを指標に行われており、動物ではサイクリンAとサイクリンBはM期サイ

クリン、サイクリンDはGlサイクリンとして細胞周期の進行を制御している。アミノ

酸配列による分類にも関わらず、高等植物のサイクリンAとサイクリンBの発現の細

胞周期特異性は動物細胞の場合とほぼ同様であることが示され、機能的にも類似してい

ることが推察された。しかし、サイクリンDに分類されたものの中には動物のサイクリ

ンDと異なった性質を示すものが認められ始めており、この分類法に基づく高等植物の

サイクリンDが動物のサイクリンDに相当するものであるかは疑問である。動物に存

在する種々のGlおよびM期サイクリンの中でサイクリンDは大きく2つの特徴を有

している。1つはGlβ移行期に特異的にCDK4またはCDK6と活性型の複合体を形成

するが、その発現量は細胞周期に依存せず、増殖因子でのみ発現が誘導されることであ

る刃1のつ）牒。もう1つはⅠズCXE配列を介してRbタンパク質と物理的に結合することが

でき、サイクリンm複合体がRbタンパク質を良い基質とすることである迫）劉。

そこで本章では最初に、この2点に着目して私達が単離した4種類のタバコサイクリン

Dの特徴付けを行った。

高等植物由来のサイクリンDは発現様式により3つのタイプに分類できる

タバコ培養細胞BY」2をDNA合成阻害剤を用いてS期初期に集積させ、S期からM

期にかけてのタバコサイクリンDの発現様式の周期特異性を解析した結果、岬一J

と．嘩ガづのmRNAの蓄積量は細胞周期に依存して変化せず、一定であった傭4）。
これは動物のサイクリンDの発現様式と同じであり、So汀e止らがタバコから単離した

噸碑2そしてシロイヌナズナのA戚む岬とA招晦囲も同様な発現様式

を示した封）罰）。動物のサイクリンDの発現は細胞周期には依存しないが増殖因子によ

り誘導され、細胞の増殖が停止しているGO期の細胞に血清刺激を行い、細胞増殖を開

始させるとDNA合成に先だってサイクリンDの発現が誘導されることが知られている。

そこで高等植物においても、動物細胞での方法に準じ、貧栄養状態にあり増殖が停止し

ている培養細胞を新鮮な培地に移した後の発現量の変化がタバコ、シロイヌナズナそし

てアルファルファで解析され、噸q′喝2（タバコ）、血晦碑J（シロイヌナズ

ナ）そして肋おぢ岬J（アルファルファ）の発現量がS期に誘導されるHisbne

H3，H4遺伝子より早い時期に増加することが報告された刃）丑）刀）。また、シロイヌナズ

ナのA招晦岬JとA招血；q戒吟∫は炭素源であるショ糖により発現が誘導され、

A摺物明視りま植物ホルモンであるサイトカイニンにより発現が誘導されることが示さ

れたか）38）。

一方、岬万一勿と川砂戚払劫のmRNAの蓄積量は細胞周期に依存して変化した

（図4）。〃桓℃aヲ一助のmRNAの蓄積量はG2／M移行期に最大になった。川砂dガ功は

So汀euらが単離した〃吻q嘲Jと同一の遺伝子であり、Sorre止らもタバコ培養細胞
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野Y々を用いたNo地肌解析により同じ結果を示している滋）。またSo汀成らは

廟q昭J寧mRNAの蓄積量がG以M移行期に最大になると報告している31）。一方

川砂威払劫のmmの蓄積量はS期後期からM期初期にかけて減少した。以上の解析

ではM期から次のS期までの発現主に関する情報が得られない。そこで細胞分裂阻害

剤を用いてM期に集積させて同調化した細胞を用い、M期からS期にかけて

岬「劫のnRNAの蓄積量を解析した。予備的な実験結果のためデータは示さない

が、M期に血RNAの蓄積が認められ、その後mRNAの蓄積量は減少し、Glβ移行期に

再び増加した。つまり〟卸成功のmRNAの蓄積量はGlβ移行期とG2伽移行期の2

つの時期に増加することが示唆された。他の高等植物由来のサイクリンDではアルファ

ルファの噸q昭が同様な発現様式を示すことが報告されている叩。

発現様式の解析で得られた知見を総合すると、高専植物のサイクリンDは大きく3つ

のタイプに分類できる。1）発現量が細胞周期に依存せず植物ホルモンや栄養素により

発現が誘導されるAサpe（〃卸Cぴ－J、川少皿”、噸q嘲2、A招血；碑J、
A憾むq化αリ）、2）G2／M移行期にmRNAの蓄積量が増加するB一押（川砂戚臥劫、

〃均q℃∂考J）、3）GlβおよびG封M移行期にmRNAの蓄積量が増加するC一切匹

（岬「勿、肋おぢq嘲J）、である（本論文において仮にタイプを命名した）。

ん押のサイクリンDは動物のサイクリンDと同様の働きを担い、細胞外シグナルの

センサーとして機能することにより、細胞が分裂もしくは細胞増殖を停止して分化・老

化等の細胞応答へと向かうのを決定していると考えられる。Ar切氾であるA摺卸q′Caヲ

をシロイヌナズナで構成的に発現させると、葉からのカルス形成の誘導には、植物ホル

モンであるサイトカイニンが必要とされなくなることが報告された辺）。これは高等植

物においてもサイクリンDが細胞外からのシグナルを受け取り、細胞増殖を制御する役

割を果たしていることを示す非常に興味深い結果である。高等種物に特有なBヤpeおよ

びC押の機能に関する結果を示す報告は未だなく、その役割を推察するのは困難であ

るが、動物における知見をもとに次のようなことが考えられる。動物細胞では細胞周期

がGl期からS期へと移行するにはRbタンパク質がサイクリンm4，6複合体によ

りリン酸化される必要があり、サイクリンDl騨，6複合体はGl期後期に特異的に活

性化される。Rbタンパク質はその後速やかに脱リン酸化されるわけではなく、M期後

期まで高リン酸化状態で保たれており、S期に移行した後の細胞にRbタンパク質を強

制発現させると細胞はG2期からM期へと移行しなくなることが示され、G2伽移行期

にもRbタンパク質に対するキナーゼ活性が必要であることが分かっている瑚。サイク

リンAB／CDK複合体も血血の再構成系ではRbタンパク質に対するキナーゼ活性を

示すことより、サイタリンAB忙Ⅸ複合体がこの役割を担っていることも考えられる

が、サイクリンD3忙DK4複合体の活性もG2期からM期への移行に必要であることが

示された咽）。従って、高等植物でのRbタンパク質の機能は未だ不明であるが、B一切e

のサイクリンDは動物のサイクリンD3のようにG2M移行期において、Rbタンパク質

をリン酸化する活性を有する複合体を形成して細胞周期の進行を制御している可能性が

ある。C－brpeのサイクリンDもG以M期においてはB－brpeのものと同様の役割を果たし

ているかもしれない。動物に存在するもう一つのGlサイクリンであるサイクリンEは、
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サイクリンⅢ糾，6複合体が活性化された結果、発現が誘導されてCDK2と複合体を

形成し、Rbタンパク質をより高度にリン酸化することにより細胞周期をGl期からS

期へと移行させる50）51）。C－typeのサイクリンDはGIJS移行期一においてはAサPeのサ

イクリンn℃DK複合体によりその発現が制御され、動物のサイクリンEのように細胞

周期の進行の制御に関与していることが考えられる。また、Rbタンパク質には多数の

リン酸化部位が存在し、動物細胞ではサイクリンαCDK4，6複合体とサイクリン

即CDK2複合体により異なる部位がリン酸化きれ、Rbタンパク質の機能（出sぬne

d呵鹿eとの結合能、E打との結合能）が段階的に細かく制御されることが報告され

ていることより兄）、高等植物のサイクリンDはそれぞれのタイプでRbタンパク質に

対するリン酸化の特異性が異なり、各々がRbタンパク質の異なる機能を制御している

可能性も考えられる。

本研究でほ主にS期からM期にかけての発現様式の周期特異性しか解析を行ってお

らず、不明な点を多く残している。しかし他の高等植物で得られた知見とあわせること

により、高等植物のサイクリンDは大きく3つのタイプに分類できるものと考えた。私

達が単離した4種類のタバコサイクリンDには分類した全てのタイプが含まれているこ

とより、各遺伝子のプロモーターを取得して詳細な発現解析を行うことにより、高等権

物においてサイクリンDが細胞周期進行のいずれの時期の制御を担っているのか、どの

ような細胞外シグナルを感知して細胞の増殖・分化等の方向性を決定するか等が総合的

に明らかになると考えられ、早急な解析が望まれる。

高等植物においてもサイクリンDはRbタンパク質と結合する

組み換えタンパク質を用いて唖のタバコサイクリンDであるNt甲の3・1とタバコ

から単離したRbタンパク質（NtRbl）の結合解析を行った。NtcycD3－1は全長のN末端

側にFl喝一也gを付加したもの、NtRblはポケット額域を含むC末端側領域（374一郎1ア

ミノ酸）のN末端側にGSTを融合させたものを用いて実験を行った結果、N呵CD3－1

とNtRblは結合することが分かった（図5）。これまでにA血らが酵母のTwo－hybrid

法を用いた解析によりシロイヌナズナのサイクリンD（Ar独；q佃野；1）がトウモロコシ

の馳タンパク質（Ml）およびヒトのRbタンパク質と結合することを報告した到。

Ar血；qd刀；1とMlの結合よりは弱いもののシロイヌナズナのサイクリンB

（A一曲；Cyd弧；1）もMlと結合することが示された。また、組み換えタンパク質を用

いた血血の結合解析によっても、Ar血；q頑刀；1がMlと結合することが示された。

Hundeyらもシロイヌナズナの3種類のサイクリンD（Aradl；Cydl；1、Aradl；Cycm；1、

Aradl；Cyd刀；1）がトウモロコシのRbタンパク質（ZmRbl）およびヒトのRbタンパク

質と結合することを血血の結合解析により示した叫。本論文には結果は示していな

いが、私達は酵母のTwo－hybrid法を用いた結合解析によってもNtcyd万一1とNtRblが

結合することを確認した㌘）。タバコサイクリンA（N呵戊7）も弱いながらN瓜blと結

合することが分かった。また、私達が単離した4種類のタバコサイクリンDの中で

Nt甲CD3－3だけはRbタンパク質との結合に必要とされているLXCXE配列が正確に保存

されておらず、グルタミン酸（E）が同じ酸性アミノ酸であるアスパラギン酸（D）に
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置換したLXCⅡになっていたが、酵母のRev訂Se肘0一呼出d法を用いた解析により

N呵d万一3がN呵CD3－1と同様にN瓜blと結合することが分かった。ⅠよCXE配列とRb

タンパク質のポケット額域の相互作用については、ヒトのRbタンパク質とヒトパピロー

マウイルスのⅠよCXE配列を含む部分配列を材料とした結晶構造解析により詳細に調べ

られており、AおよびBポケット音域に存在する甲dhィbld（かかぁd奴s加血血moぱ）

構造がLXCXE配列との結合に重要であり、Bポケット額域がLXCXE配列と結合し、

Aポケット東城がそれを安定化させていることが分かっている幻）。しかし、NtRblのB

ポケット額域は他のRbタンパク質より短く、ⅠよCXE配列との結合に重要とされてい

る構造の一部（α15からβ1に相当する嶺域）が存在しないことがアミノ酸配列をもと

に予測され、タバコではサイクリンDとRbタンパク質との結合には、ヒトで重要とさ

れているBポケット額域に存在する全ての構造が必要ではないことが示唆された。しか

し、このことがⅠズCXE配列を有するタンパク質とポケット額域を有するタンパク質と

の相互作用において普遍的な現象であるかは分からない。既にA血やHu畑野らによっ

て高等樟物でもサイクリンDとRbタンパク質が結合することは示唆されていたが、い

ずれも異なる生物種由来の因子を用いて解析を行っており、同じ植物（夕／†コ）由来の

因子を用いてサイクリンDとRbタンパク質が結合することを示したのは本論文が初め

てである。高等植物でもサイクリンDがRbタンパク質と結合することが分かったこと

より、高等植物のサイクリンD／CDK複合体もRbタンパク質を良い基質に出来ると考え

られた。

なお、本研究ではN呵d万一おやN呵d刀一助についての解析を行っていないが、いず

れもIJ引＝KE配列を有していることより、N呵d万一おとN呵CD3一助もRbタンパク質と

結合すると考えられる。しかし、高等植物に特有のサイクリンDと考えられる

Nt甲dカーねとN呵d万一加が、N呵CD3－1と同様にRbタンパク質と相互作用するかは非

常に興味深く、今後詳細な解析が望まれる。

高等使瑠ではサイ　リンDはむ作□のCDKと活　のある頃合体を形成する

高等権物からはサイクリンDの他にM期サイクリンであるサイクリンA、サイクリ

ンBに分類されるものが数多く単離されている印。CⅨも続々と単離されており、

CDK－a、CⅨ－blそしてCⅨ－b2の3種類に大きく分類されている（表1）B）。CDK－a

には動物および分裂酵母のCd戌に存在するサイクリンとの結合に関与している

PST細R王配列が保存されており、細胞周期に伴う発現様式も動物および分裂酵母の

Cd戊と同様で細胞周期を通じて一定であるぴ）。興味深いことにCDK－blおよび

CDK－b2は高等植物でのみ見出されている種類のCⅨである甘トぴ）54）55）56）S7）。CDK－bl

の特徴はPST朗R王配列がPPTALREになっており、S期からM期にかけて発現する。

CDK－b2はPSTA【RE配列がPPTnREになっており、G訂M期に発現すると考えられて

いる。タバコからはCDK－aに属するN血戌aとCDKヰ1に属するNtdc劫の2種類が単

離されている迫）ぷ）。このような状況にも関わらず、高等植物ではいずれのサイクリン

とCDKが活性のある複合体を形成するか分かっていない。そこで血血の再構成系で

タバコのサイクリンαCDK複合体のキナーゼ活性の検出を試みた。
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動物のサイクリン忙DK複合体の研究において活性のある複合体の調製に成功してい

るバキュロウイルス発現系を用いてタバコのサイクリンおよびCDKの調製を行った。

バキュロウイルス発現系は、複数のタンパク質を同時に発現させて複合体を再構成でき、

リン酸化等の点で動物細胞と同様のタンパク質修飾が起こるという利点を有している。

サイクリンとCDKを昆虫細胞に共発現した結果、4種類のタバコサイクリンDは全て

N血dねとN止血霊bのいずれとも複合体を形成した（図6）。そこでこれらの複合体を用

い、タバコのRbタンパク質（N瓜bl）、比如皿eHlそしてヒトのRbタンパク質

田uRb）に対するキナーゼ活性を放射ラベルしたリン酸基の取り込みにより解析した。

実験系の確認も含めて、HuRbに対してはキナーゼ活性を示すがH誌bneHlに対しては

キナーゼ活性を示さないヒトのサイクリンDl騨複合体も用いたり＝叫上辺）。その結果、

4種類のタバコサイクリンDとNtcdc2aの複合体は全てNtRbl、HistoneHlそしてHuRb

に対してキナーゼ活性を示した（図8郎。この結果は高等植物由来のサイクリンと

CDKの組み合わせを初めて．明らかにしたことになり、その意義は非常に大きいと考え

られる。動物のサイクリンDはCDK4またはCDK6とのみ複合体を形成し、Cdc2とは

活性のある複合体を形成できないが、タバコではサイクリンDは動物および分裂酵母の

C血盟に相当すると考えられるか卯eのCDKと複合体を形成してキナーゼ活性を示すこ

とが分かった。Vtylderらは酵母のTwo－hybrid法を用いた解析によりシロイヌナズナの

サイクリンD（A用地；CycDl；1とArath；CydD4；1）がシロイヌナズナのa－bTpeのCDKと結

合することを示した祖＝即。このことより高等植物では普遍的にサイクリンDは叫pe

のCDKと複合体を形成することが考えられた。一方、Ntcdc2bとの複合体は全てキナー

ゼ活性を示さなかった（図8B）。また、同条件下でヒトのサイクリンDl忙DX4複合体

はHuRbに対してのみキナーゼ活性を示した（図7刃。タバコのサイクリンD忙DK複

合体がタバコとヒトのRbタンパク質の両者に対してキナーゼ活性を示したのに対して、

ヒトのサイクリンD／CDK複合体はヒトのRbタンパク質に対してのみキナーゼ活性を示

したのは非常に興味深い。このことはタバコのサイクリンαCDK複合体がタバコのRb

タンパク質に対する基質特異性を有していることを示唆している。換言すれば、N瓜bl、

比stoneHlおよびHuRbの全てに対してキナーゼ活性を示したことは、タバコのサイク

リンm複合体の特定の基質に対する特異性がヒトのサイクリンm複合体と比

較して低いとも言える。Hun也甲らは同様の系を用いて動物のサイクリンm℃DK4複合

体、サイクリン即CDK2複合体そしてサイクリン〟CDK2複合体のトウモロコシのRb

タンパク質（anRbl）に対するキナーゼ活性を解析しており、3種類の動物のサイクリ

ンCDK複合体が全てヒトまたはトウモロコシのRbタンパク質に対して同程度にキナー

ゼ活性を有するという結果を示した叫。前述したようにLXCXE配列を有するタンパ

ク質（この場合はサイクリンD）とRbタンパク質との結合にはポケット廣域の構造が

重要である。N瓜bl（タバコ）、ZmRbl（トウモロコシ）そしてHuRbl（ヒト）の3者

の中でN瓜blのみがBポケット額域に存在する構造の一部が保存されていない。この

違いがヒトのサイクリンαCDK4複合体のN瓜blと加濾弛1に対する基質特異性の差と

して表れた可能性がある。

タバコサイクリンDとNtddbの複合体がキナーゼ活性を示さなかったのには次の4
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つの原因が考えられる。1）Rbタンパク質またはHおbneHlを基質に出来ない、2）サ

イクリンDとは活性のある複合体を形成できない、3）バキュロウイルス発現系では形

成された複合体が活性化されない、4）実験系に不備があった、ことである。まず1）

の可能性については、同じ♭押（サブタイプは異なるが）のCd戌M岳F（CDK竜2に属

するアルファルファのCDK）がH誌bneHlに対してキナーゼ活性を示すこと期、また

本論文において結果は示さないが、抗Ntdd弛抗体を用いたタバコ培養細胞B≠2の粗

抽出液からの免疫沈降物がH由加eHlキナーゼ活性を示したことより否定される。バキュ

ロウイルス発現系を用いて調製したN血戊bの大きさが推定分子量程度であったことや、

実験に用いたコンストラクトの塩基配列の確認も行っていることより4）の可能性は低

いと思われる。b－typeのCDKはS～M期またはG訂M期にmRNAの蓄積が認められる

ことより、その時期に機能すると考えられるサイクリンAまたはサイクリンBと活性

のある複合体を形成する可能性は高いと思われ、2）の可能性は十分考えられる。ただ

しデータは示さないが、N呵dほ（タバコサイクリン刃はNtdc放と複合体を形成した

がキナーゼ活性を示さなかった。現在、他のタバコサイクリンA（N呵d7）とタバコ

サイクリンB（N呵成9）についても解析を試みている。私達が単離したものと異なる

サイクリンDがタバコより単離されていることや叫、未だ単離されていないサイクリ

ンが存在する可能性を考えると断言は出来ないが、N呵d7とN呵成9のいずれもが

N血曲と活性のある複合体を形成できなかった場合は、3）の可能性が残る。後述する

が、タバコサイクリンDとN血dねの複合体は昆虫細胞内の活性化因子により活性化さ

れることが分かり、更に高等植物にもサイクリン／CⅨ複合体を活性化する制御機構が

存在することが示唆された。このことよりサイクリン朋血d弛複合体も何らかの活性制

御を受けていると考えられるが、N比dc劫は高等植物に特有のCDXであることから、昆

虫細胞、言い換えれば動物細胞の活性化因子により活性化されず、バキュロウイルス発

現系を用いても活性のある複合体を調製できなかった可能性が高い。

何にせよ、ここで特記すべき点は、活性のある複合体を形成できるサイクリンと

CDKの観み合わせを高等植物において初めて同定したことにある。しかも、動物細胞

ではサイクリンDと複合体を形成できないタイプのCDKとタバコサイクリンDは複合

体を形成し、キナーゼ活性を示すことを明らかにした。さらにRbタンパク質に対する

キナーゼ活性を検出したことも高等植物において初めてであり、高等植物でもRbタン

パク質がサイクリン尺：DK複合体によるリン酸化により活性が制御され、細胞周期の調

節に関与している可能性が示された。このことより、Rbタンパク質が関与するGlβ移

行期の制御機構は動物と高等植物が進化上分岐する以前から存在することが示唆された。

この機構は動物と高等植物というかけ離れた生物界で保存されており、しかもサイクリ

ンDとRbタンパク質はゲノム解析が完了した酵母には存在しないことより、多細胞生

物の細胞周期制御機梼において非常に重要な機構であることが示唆される。

高等目目口ロ由来のサイクリンD／CDK複合口凸の琶性にはリン酸ヒが関　している

キナーゼ活性を解析するためのタンパク質の調製法としてバキュロウイルス発現系を

選択したのは、リン酸化等の点で動物細胞と同様のタンパク質修飾が起こるという利点
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を有しているからであると前述したが、実際にこの方法を用いて調製した動物のサイク

リン忙DK複合体は昆虫細胞のCDK活性化キナーゼ（SPKr頭V血g！如ase；CAK）によ

りリン酸化を受けて活性化されていることが分かっている彪）削。ヒトのサイクリン

Dl凡刀旺4複合体は2段階のリン酸化の過程を経て活性化される（図3A）。まずサイク

リンDlの●156番目のスレオニン残基がCⅨ4と複合体を形成することにより自己リン

酸化を受け、次にCAKがサイクリンDlのリン酸化を認識してCDK4の172番目のス

レオニン残基をリン酸化する3の。高等植物のサイクリンDおよびCDKのアミノ酸配列

を比較すると両者共に活性化に寄与していると考えられる推定リン酸化部位が高度に保

存されていた（図10）。そ●こでタバコのサイクリンαCDK複合体も同様に昆虫細胞内

で活性化されるのか解析した。本研究では、発現様式とアミノ酸配列の情報をもとに動

物のサイクリンDに機能的に最も近いと考えられるN呵d万一1を代表として選択し、

川野CD3－1他複合体の活性化機構の解析を行った。

最初にタバコのサイクリンDおよびCDKをそれぞれ単独で発現させたものを混合し

てキナーゼ活性を解析した。その結果、単独で発現させたサイクリンとCDKの混合物

はキナーゼ活性を示さず、タバコのサイクリンm複合体が昆虫細胞内で活性化さ

れていることが分かった（図9）。そこでタバコのサイクリンm複合体の活性化

にもリン酸化による制御が関与しているかを、推定リン酸化部位のアミノ酸置換変異体

を作製し、それらを用いてキナーゼ活性を検討することにより解析した。N呵d）3－1に

ついてはヒトのサイクリンDlの156番目のスレオニン残基に相当する191番目のスレ

オニン残基をリン酸化を受けないアラニン残基（n91A）とグルタミン酸残基（n91E）

に置換した変異体と、CDKがセリン残基またはスレオニン残基を特異的にリン酸化す

ることよりスレオニン残基と同様にリン酸化されると考えられるセリン残基（n91S）

に置換した変異体を作製した卯判。更にヒトのサイクリンDlで安定性と局在性に関

与している加6番目のスレオニン残基に相当する296番目および300番目のセリン残基

をアラニン残基に置換した変異体（S296A，S300刃、そして191番目のスレオニン残基

と296番目および300番目のセリン残基を全てアラニン残基に置換した変異体

（n91AS29払S300刃を作製した叫叫。N血dねについてはCAKによる推定リン酸

化部位である161番目のスレオニン残基をアラニン残基に置換した変異体（n61A）と

動物および酵母においてリン酸化により活性が負に制御されることが分かっている14

番目のスレオニン残基と15番目のチロシン残基をそれぞれアラニン残基（m4刃　とフエ

ニルアラニン残基（Ⅵ汀）に置換した変異体を作製した溢）。N呵Cm－1の191番目の

スレオニン残基をリン酸化を受けないアラニン残基またはグルタミン酸残基に置換した

変異体を用いるとN地との複合体のキナーゼ活性が消失した（図11刃。N呵dカー1

（n91刃　に関してはN呵d刀一1と同様にNtddねと複合体を形成できることを確認し

た（図11C）。そしてN血dhの161番目のスレオニン残基をリン酸化を受けないアラ

ニン残基に置換した変異体とN呵dカー1の複合体もキナーゼ活性を示さなかった（図

11B）。これに対し、他の変異体の複合体がキナーゼ活性を示すこと、更に活性を示さ

ない変異体も複合体を形成できることより、アミノ酸置換によりタンパク質の構造が大

きく変化し、その結果、活性が消失したという可能性は極めて低い。つまりN呵d万一1

－46－



≡
量
I

i

【

i

毒二

章

≠

ナ

の191番目のスレオニン残基とNtddhの161番目のスレオニン残基のリン酸化が

N呵d万一1朋地複合体の活性化に必要であると言える。データは示さないが、放射ラ

ベルしたリン酸基の取り込み実験でN血dねがN呵d万一1を基質にしてリン酸化すると

いう結果が得られている。これらの結果を総合するとタバコのサイクリンm複合

体も他の真核生物のサイクリン佗DK複合体と同様にリン酸化により活性が制御されて

おり、まずサイクリンDが複合体を形成したCDKによりリン酸化され、次にそれを認

識してCAKによりCDKがリン酸化され、最終的な活性化型になると考えられる。更に、

このことより高等種物にもCAKが関与するサイクリンm℃DK複合体の活性制御機構が

保存されていると考えられる。

岳等植物由来のサイクリン／CDK萄合凸もCAKにより芭　化される

リン酸化部位の変異体を用いた解析と他の真核生物の研究で得られた知見により、タ

バコのサイクリンαCDK複合体が昆虫細胞内でCAKが関与する活性制御を受けている

ことが予測できたが、これだけでは高等植物にCAKによるサイクリン価K複合体の活

性制御機構が保存されているかの証明にはならない。そこで高等植物で単離されている

CAKのホモログを用いてタバコのサイクリンⅣCⅨ複合体が活性化されるか解析を行っ

た。これまでに高等植物ではシロイヌナズナとイネからCAKのホモログが単離されて

いる。シロイヌナズナのCAKのホモログ（叫　は梅田らにより出芽酵母のCAK

（α疲〟d揖）温度感受性変異株を相補する遺伝子として単離された叫。C故1血と動物

および酵母のCAKとの相同性はAⅣ結合部位（ÅⅠ？ibindhgs如）、活性部位（active

Si也）、リン酸化制御部位（pbospbor密u叫S鮎）を含むキナーゼ活性膏域（肋鳩e

dom血）でのみ認められ、それ以外の配列は大きく異なっていたが、分裂酵母のCAK

（Ⅱ腿批血1血叩1）温度感受性変異株を相補し、抗C癒1血抗体を用いたシロイヌナズナ

の培養細胞からの免疫沈降物はヒトのqX2のCAKによりリン酸化を受ける160番目

のスレオニン残基をリン酸化し、ヒトのサイクリンB髄複合体を活性化することが

示された。イネのCAKのホモログと考えられる点2遺伝子は1991年に畑らにより分裂

酵母のαた2遺伝子のホモログとして単離された即。当時はその機能は不明であったが、

動物のCAK（p40MOぴ／CD訂）との相同性が極めて高いことに着目し、1998年に山口ら

により出芽酵母のCAK（見ょ〟融）温度感受性変異株を相補すること、抗R2抗体を用

いたイネの培養細胞からの免疫沈降物がヒトのCDK2の160番目のスレオニン残基をリ

ン酸化すること、更にイネのCⅨであるCddKお1（CⅨ一aに分類される）の161番目

のスレオニン残基をリン酸化することが示され、R2がCAKのホモログであることが示

唆された嘲。ただし鮎がサイクリン尺Ⅸ複合体を活性化するという結果は示されて

いない。動物や分裂酵母のCAKはCDK以外に、mポリメラーゼⅡの大サブユニッ

トのC末端領域（撃血Ⅸyl叫坤CT切に対するキナーゼ活性を有しており、

転写調節にも関与している。一方、出芽酵母ではCAK活性を有する因子（C故1几加1）

とmキナーゼ活性を有する因子（Ⅹ血訪）が別個に存在する。R2はシロイヌナズナ

のmに対してもキナーゼ活性を示したが、Q奴1血はmキナーゼ活性を示さなかっ

た。R2をプローブとしたSo血km解析により、シロイヌナズナのゲノム上にはR2のホ

ー47－



モログが存在しないことが示唆され、シロイヌナズナでは出芽酵母と同様にCAK活性

とmキナーゼ活性が分かれて制御されていると考えられ、シロイヌナズナとイネで

の差は双子棄権物と単子葉植物の違いによるものではないかと推察されている。

このような状況を踏まえて、タバコも双子棄権物であることより、シロイヌナズナの

CAK（Q血1劫）を用い、タバコのサイクリンD℃DK複合体（Nt甲CD3－1小池血盟a）を活

性化できるか解析した。大腸菌発現系で調製したキナーゼ活性を有さない

N呵dカー1仰血d払複合体をバキュロウイルス発現系で調製したC嶽1血で処理した結果、

H誌bneHl活性が認められた（図12）。今後CDKがCAKによりリン酸化されている

のか等のより詳細な検討を行う必要があり、またイネで単離されたタイプのCAKも双

子棄権物のサイクリン忙DK複合体を活性化するか興味が持たれるが、少なくともタバ

コのサイクリンm複合体がシロイヌナズナのCAKで活性化されることが分かり、

高等植物にもCAKによるサイクリン／CDK複合体の活性制御機構が保存されていること

が強く示唆された。

1・5　小　括

4種類のタバコサイクリンDの細胞周期に伴う発現様式を解析したところ、3つの異

なるタイプの発現様式を示した。州り成一Jと嘩万づの血RNAの蓄積量は細胞周期

を通じて一定であり、動物のサイクリンDと周様であった。呵d万一劫のmRNAの蓄

積量はGlβおよびG2／M移行期に上昇した。〃岬「劫のmmの蓄積量はG訂M移

行期に上昇した。JⅥ少d万一劫とJ府中dガ「2∂の発現様式は高等植物のサイクリンDに特

有のものであった。高等植物で単離されている他のサイクリンDの発現様式もこれらの

いずれかに属することより、高等植物のサイクリンDは機能的に3つのタイプに分類さ

れることが考えられた。本論文の結論は、今後サイタリンDの機能的な解析の進展によ

り動物の分類とは異なる高等植物独自の分類法が提案される可能性を提示すると共に、

高等植物のサイクリンDは独自の細胞周期制御機構を反映して動物のサイクリンDに

はない機能を獲得している可能性を示唆している。

動物のサイクリンDはLXCXE配列を介してRbタンパク質と結合する。タバコサイ

クリンDにLXCXE配列が保存されていることより、タバコRbタンパク質（N瓜bl）

との結合解析を行った結果、タバコでもサイクリンDとRbタンパク質が結合すること

が分かった。このことより高等植物のサイクリンDに動物のサイクリンDの機能が基

本的には保存されていることが考えられた。

高等種物からサイクリンはサイクリンA　サイクリンBそしてサイクリンDに分類

されるものが単離されており、CDKは動物および分裂酵母のCd戊に相当すると考えら

れるCDK－a、そして高等植物でのみ確認されているタイプであるCDK竜1とCDK－b2に

分類されるものが単離されているが、本研究を開始した段階で、どのサイクリンと

CDKの組み合わせが活性のある複合体を形成できるかは全く分かっていなかった。タ

バコではCDK－aに属するNtcdc2aとCDK－blに属するNtcdc2bが単離されており、タバ
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コサイクリンDがこの2種類のタバコCDKと活性のある複合体を形成できるか、血

血の再構成系で解析した。バキュロウイルス発現系を用いてタバコサイクリンDと

タバコCDKを共発現させたところ、4種類のタバコサイクリンDはいずれもN旭血

またはN此払と複合体を昆虫細胞内で形成した。この内、N止血霊aとの複合体は全て

タバコRbタンパク質（N瓜bl）、ヒトRbタンパク質（HuRb）そしてH恕加eHlに対

してキナーゼ活性を示した。一方、N血戌bとの複合体のキナーゼ活性は検出できなかっ

た。この結果は高等植物由来のサイクリンとCDKの組み合わせを初めて明らかにした

ことになり、その意義は非常に大きいと考えられる。動物のサイクリンDはCⅨ4，6と

のみ活性のある複合体を形成し、Cddとは活性のある複合体を形成できないが、タバ

コサイクリンDはCddタイプのCDKと活性のある複合体を形成できることが分かっ

た。高等植物では上記の3タイプのCDKしか単離されておらず、最終的な結論はシロ

イヌナズナのゲノム解析の完了を待たねばならないが、Cm，6に相当するCDKは存

在しないと推定され、高等植物ではサイクリンDはCdc2タイプのCDKと活性のある

複合体を形成することが考えられた。またRbタンパク質に対するキナーゼ活性が検出

できたことより、高等種物にもサイクリンαCDK複合体とRbタンパク質が関与する

Gl／S移行期の制御機梼が保存されていることが考えられた。

動物のサイクリンDまたはCDKに存在する活性に関与するリン酸化部位が高等植物

のサイクリンDまたはCⅨにも高度に保存されている。推定リン酸化部位のアミノ酸

置換変異体を用いて解析を行ったところ、タバコのサイクリンm複合体の活性化

にもリン酸化が必要であることが分かった。高等植物ではシロイヌナズナとイネから

CAKのホモログが単離されており、同じ双子集権物であるシロイヌナズナのCAK

（C故1郎）を用いて処理したところ、不活性なタバコのサイクリンm複合体が活

性化された。この結果は高等植物にもCAKによるサイクリン／CDK複合体の活性制御機
構が保存されていることを強く示唆していると考えられた。
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第2章　タバコ培養細胞BY・2を用いたタバコサイクリンDの血ガわ機能解析

2－1緒　言

第1章において組み換えタンパク質を用いた血血の解析により、タバコのサイク

リンDがa一切匹のCⅨ（Ntddh）と複合体を形成し、キナーゼ活性を示すことを明ら

かにした。しかし血他の実験のみでは植物体、植物細胞内での機能を論じることは

出来ない。本章では、タバコ培養細胞BY」2を材料として血血でサイクリンDが

CDK－aと複合体を形成しているか解析し、ん押のサイクリンD叩呵dカー1）とCDK

の複合体が示すキナーゼ活性の細胞周期特異性の解析を行った。更に緑色蛍光を発する

GFP（g∝n卯OreS∝畑野O血）叫を融合させたタンパク質をタバコ培養細胞BY－2に構

成的に発現させ、細胞内局在性の解析を行った。

2・2　実験村料および方法

2－2－1抗体の作製
・N【Rbl

NtRblのN末端側から15アミノ酸残基（hqVEmCSNSEENGC）のペプチドを抗

原とした。このペプチドのC末端側に更にシステイン残基（C）を付加し、それを介し

てキャリアタンパク質であるヘモシアニン（K甲血01e血p虎H∝nO甲皿血；m）と

舟M如dm姐ob改皿yl－ルHy血0野Su∝h血舶eB；肋（MBS）を用いて共有結合させた。これ

をウサギに免疫し、抗血清を得た。免疫抗原の合成は株式会社不二家、ウサギの免疫お

よび採血は株式会社バナフォーム・ラボラトリーズに依頼した。

NtRblのコドン654－671に相当する18アミノ酸残基（NtAアNG切GDmSPKKVC）の

ペプチドを抗原として用い、同様に抗血清を得た。

・Nt甲CD3－1

N呵瓜3－1のN末端側から13アミノ酸残基（MGIQHNE忙NQPqr）のペプチドを抗

原とし、NtRblの場合と同様に行った。

・Nt甲C25

Ntqc25のN末端側から14アミノ酸残基（MmQNRRSSVSSA）のペプチドを抗

原とし、NtRblの場合と同様に行った。

N呵戊5の107－120アミノ酸に相当する14アミノ酸残基（AⅣm豆ばAm）を抗

原とし、NtRblの場合と同様に行った。
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2－2－2　抗凸宅製用アフィニチイーカラムの　整

上記の抗体を抗原ペプチドを固定化したアフィニティーカラムを用いて精製した。そ

の方法を以下に示した。0・2gの2－Fhoro－1－M地yl－PyridhiumTbhene4Su肋nate（FMP）

A血涙細錮Ce批血fhe（生化学工業）を戯bOで膨潤させ、カラムに充填した。余分な

dH20は流し去り、そこに1・5mgのペプチドをCoup血gB血に溶かして加え、更に6

血のCouplhgBu肋を加えて、4℃で一晩、ローテ一夕ーで挽拝した。5miのCoup血g

B血そして罰mlのBb血gB政で洗浄した後、10mlのBb虎i喝B血を加えて、

室温で3時間、ローチーターで挽拝した。15血の戯む0、15mlのEh血nB政Ⅱ、15

mlのdH20、15miのWashBuffd、15miのdH20で順に洗浄した。最後にSodiumA云de

を終濃度5mM加えたdH20でカラムを満たし、4℃で保存した。

・Coup血gB血

50mMNa2CO3TNaHCO3Bu蝕r（pH8．5）

・Blo血gBu蝕r

O・1MM血0血皿0血e（2血0血ol）を含む50mMnis－HCl（pH8．0）
・E山tionB血Ⅱ

0．1MGly－HCl（pH2．5）

・W独B曲r

lMNaCl、1％nitonX－100を含む加nM職s－Hq（pH7．5）

2－2－3　アフィニティーカラムを用いた抗体の精製

上記で作製したアフィニチイーカラムに10mlの抗血清を3回通した。10mlのTBS、

30mlのWashBu蝕r、30mlのTBS、10血の0・15MNaClで順に洗浄した。担体の1J2

量のE山南onBu肋Ⅱを加え、溶出液のpHが酸性に変化していない羊とを確認した（溶
出液のpHが酸性に変化した場合は直ちに溶出液を回収した）。担体と等量のEh血n

B政Ⅱを加え、溶出液を回収した。さらに1血のEh虚血B血Ⅱで溶出した。溶出液

は∽0量の1M丁寧で速やかに中和した。A臨・2鋤を測定して濃度を算出し、分注して

－20℃で保存した。

●TBS

O・15MNaClを含む加皿M職s－Hq（pH7．5）

2－2ヰ　抗nカラムの作製

Pro血AS甲血偶e4FFb飽血（Ph皿da）を100直ベッド量、カラムに充填した。

mでバッファー置換した後、上記で精製した抗体を200腫分加え、室温で2時間イ

ンキュペー卜した。1・血のSodhmBor臆で2回洗浄し、終濃度加mMになるように

D血腫也ylp知慮血地政（DMP）を溶かした1血のSo血mBomkを加え、室温で1時間イ

ンキュベー卜した。1mlの0・2Mエタノールアミンで洗浄し、再び1mlの0．2Mエタノー

ルアミンを加え、室温で2時間インキュベー卜した。PBSで洗浄した後、T出m訂那加を
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終濃度0．01％加えたPBSでカラムを満たし、4℃で保存した。
・SodiunBorate

O．2MXnを含む0．2MH3BO3－NaOH（pH9．0）

・0．2Mエタノールアミン

0．2ME血狐01血－HCl（pH8．0）

・PBS

Na2HPO4　　　　　7．4血M

Na地PO4　　　　　1．4血M

NaCl　　　　　　150mM

2－2－5　GFP融合タンパク質発現用バイナリープラスミドの構築

静岡県立大学植物細胞工学研究室の丹羽康夫氏より分与していただいたpTに－2

（pUC18の助dⅢ・BbdRI部位にCaMV35Spro－SGFP（S65T）・Nosterが挿入されてい

るプラスミド）を用いた。まずsGFP（S65T）（野nthedc型翌旦卓至！mutant）の5一側上流

に存在する艮正L相加Ⅰ部位の間に新たに馳Ⅰと御Ⅰによる認識配列をオリゴヌクレオ

チドを合成して付加した。その後、月血dIⅡ一月わRI断片を切り出し、pBI121の月血d

Ⅲ一助RI部位に挿入した。このプラスミドをpBI121－GFPと名付ける。タンパク質のC

末端側にGFPが融合するようにSGFP（S65T）の5一側上流のS裏Ⅰ－Rbz7Ⅰ部位に目的の

遺伝子を終止コドンを除き、リーディングフレームが合うようにして挿入した。新たに

付加した認識配列を以下に示す。

5l一肌C AGm GmCGGGGCCATGG－3I

鎚Ⅰ　　馳Ⅰ　　勾鱒Ⅰ　　　　肋Ⅰ

・NtcycD3－1－GFP

pBI121－GFPの助JI一旗Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて終止コドンを除く

岬一J全長の5－末端側にjねJI認識配列を、3－末端側に勾叩Ⅰ認識配列を付加した。

増幅されたm断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

pBI121－GFPに免JI一旗Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－1－S：5’－GTCGACATGGGAAmCAACACAATGAG－3’

NtqcD3－1－aS：5一－GGTACCGCGAGGGCTGCCAACAGCAm－3’

・m甲CD3－1－GFP（m血加）

Nt甲CD3－1と同様に行った。

・NtcycD3－2a－GFP

pBI121－GFPの鱒往牒如Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて終止コドンを除く

川砂戚払劫全長の5－末端側に£扉Ⅰ認識配列を、3－末端側に勾鱒Ⅰ認識配列を付加した。
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増幅されたDNA断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

pBI121－GFPに助JI一旗Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－2aっ：5，－GTCGACATGGtAATAGAAAACAATGAG－3－

NtqcD3－2a－aS：57－GmCCATGAGGACrGCCAACAGmC－3．

・NtcycD3－2b－GFP

PBI121－GFPのSdI一旗Ⅰ部位に挿入するため、PCR法を用いて終止コドンを除く

岬功全長の5－末端側にぷ扉Ⅰ認識配列を、3－末端側に伽Ⅰ認識配列を付加した。

増幅されたDNA断片をSK一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

pBI121－GFPにぷ扉Ⅰ一旗Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－2b－S：5一－GTCGACATGGCAJmGAACACAATGAG－3－

NtcycD3－2b－aS：5，－GGmCCATGAGGACrACCAACAGmC－3，

・mCyCD3－3－GFP

PBI121－GFPのSdI－R＞zzI部位に挿入するため、PCR法を用いて終止コドンを除く

州岬一J全長の5’末端側に助JI認識配列を、3－末端側に句叩Ⅰ認識配列を付加した・。

増幅されたm断片をSX一にサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

pBI121－GFPにぷがⅠ一句鱒Ⅰ断片を組み変えた。PCRに用いたプライマーは以下に示す。

プライマー

NtcycD3－3－S：5T－GTCGACATGmCC〟托ÅGM汀CAA－3，

NtcycD3－3－aS：5一－GGmCCCGTITGTGTTCMmm－3一

2－2－6　＿バコ培　　胞BY－2の形　転換（GFP　合タンパク質の発現）

アグロバクテリウムへのバイナリープラスミドの導入

一組℃で保存しておいた4卵油都ぬ血皿E乱射05コンビテントセル（朝直）を氷上で解

凍後、上記のバイナリープラスミドを1直加え、エレクトロボレーション法（率直Ⅵ

1・8kV200m：1Ⅱ皿餌b地）を用いて導入した。速やかに1血のSOC培地を加え、

30℃で1時間、振とう培養した。100担および残りの菌体を固形選択培地（K弧皿町血：

100腫血1）にまきJ30℃で2日間培養した。

タバコ培養乱胞BY－2の口　達転哲・

上記のプレートよりコロニーを単離して10血の液体培地に種菌し、遮光して公℃

で2日間、振塗培養した。100～200直の培養液と10mlの培養3日目のBY2細胞の

懸濁液をシャーレ（100Ⅱ皿中）に加え、暗所にてお℃で2日間、静置で共存培養した。

BY」2細胞を10倍量の滅菌水で5回洗浄してアグロバクテリウムを除き（低速（700
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呼m）で遠心してBY」2細胞のみを沈殿させ、上清を捨てた。）、固形選択培地

（鮎皿叫血‥100裡如鴫〔加b血肋：お0腫血l）に細胞をまいた。3⊥4週間して形成

されたカルスを新鮮な固形選択培地に移し、さらに増殖の良いものを選択した。形質転

換体のGFP融合タンパク質の発現を蛍光顕微鏡観察により確認し、発現が認められた

ものを液体培養に移した。液体培地にもKanamy血およびCafbenicnl血を添加し続けた。

2－2－7　タバコ培養細脆BY－2からの免疫沈降

タバコ培養細胞BY－2の粗抽出液の調製

植え継ぎ後、培養4日目のBY」2細胞を約500直ベッド量、2血のマイクロチューブ

に回収し、液体窒素により急速凍結させた後、一80℃で保存した。1mlのⅣBu肋を加

え、氷上で超音波破砕（10秒×10回、5秒間隔、出力7～8、HandySonicmodel・

UR－10P、WSEⅨq　し、遠心操作（15，000Tpm、30分間、4℃）により上清を回収

し、粗抽出液として－80℃で凍結保存した。粗抽出液のタンパク質濃度はBrad如rd法

（BovineSerumAlbumin（BSA）を標準品として検量線を描いた）を用いて測定した。

・IPB血

取is－HCl（pH7．6）

NaCI

M畠q2

EGTA

NP－40

Phenylmdhylsu肋nylFluoride（PMSF）

kup甲血

ルTosyl－LPhenylalamieChloromdhyl鮎tone（TPCK）

P坤血A

Apm血血

叫血
Tbsinh鮎bitorFfomSoybean

Be血d血e

NaF

β一Glycerophosphate

SodiumOr也ovanadate

免疫沈降（b皿Ⅷ叩此Cわi也don；IP）

25mM

75InM

15血M

15血M

O．1％

1血M

lOl▲g血1

50ドg血1

5囲匝I1

10岬旭

5l▲g血1

10匹g血1

0．1工nM

lOmM

25mM

2mM

300匹gの粗抽出液に4匹gの1次抗体を加え、氷上で2時間インキュベー卜した。そ

こに加担（50％ⅣBu任汝）のho吐血AS甲b訂OSe4FFb飽血を加え、氷上で1時間イン

キュベー卜した。200直のⅣBu肋で3回、200直のKhぉeBu肋で3回洗浄した。IP

産物を確認したい場合は、ビーズを等量（10直）の4×SBで処理し、適当な抗体を用
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いてW鵡鹿m解析を行った。IP産物をキナーゼ活性試験に用いる場合はビーズに1β量

（10直）のK血誠eBu蝕rを加え、4℃で保存した。

p134g訂0紀b飽ds（MI∝m叫を用いた場合は300匹gの粗抽出液に加担加え、

氷上で2時間インキュベー卜した。その後の洗浄操作からは同様に行った。

抗体カラムを用いた坪／W由鹿m（サイクリンとCDKTaの血涙叩筋合胃区□）

2・5喝の粗抽出液に50直ベッド量のho血AS甲血me4FFぬおを加え、4℃で30

分間、前処理した。Pro血ASepharose4FFbeadsを除いた抽出液を50plベッド量の担

体を充填した抗体カラムに加え、4℃で2時間インキュベー卜した。500直のⅣB血

で3回、500直の150mMNaClで1回洗浄した後、50直のEb血nB血Ⅰを3回通し、

吸着したタンパク質を溶出した。溶出液は2．5直の1M恥で速やかに中和した。10％

ゲルでSDS－PAGEを行い、抗PST細RE抗体（SantaCruZ）を用いたWestem解析により

溶出液中のCDXra関連タンパク質を検出した。

Ⅳ試料を用いたキナーゼ活性の検出

組み換えタンパク質を用いたキナーゼ活性の検出と基本的には同様に行った。IP試料

にそれ以外の反応液を添加して反応を開始させ、30℃で30分間インキュベー卜した。

4×SBを加えて反応を停止し、95℃で2分間熟変性させた。15％ゲルでSDS－PAGEを

行い、リン酸化された基質をオートラジオグラフイーで検出した。反応液の観成は以下

に示す。

・HistoneHl

IP試料（Bea由：50％Kha駈Bu飴r）

H如加旭Hl（101噂叫）

h－3年1ATP（4，500CぴmmolらⅠα）

肋eB山≡随一

15直

0・25山

0・方直
4．5

計

・GST－N【Rbl（823－961）

Ⅳ試料（Bea由：50％K血誠e誠一）

GST－NtRbl（約1ド紗叫）

b－32p］ATP（4，500C拍nmolらIC叫

Kin誠eBu伍汀

20山

15直

2直

0・方直
2．751

計

キナーゼ活性の　量

20直

イメージングプレートを用いて感光し、バイオイメージングアナライザーBA£オX氾に

より画像を読み込んだ。得られた画像よりバンドの渡さをMぬBASV2．52を用いて定量

した。
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2－2－8　加rScanningCytometerによるDNA含量測定用サンプルの調製

回収した細胞懸濁液に終濃度70％になるように軽く挽拝しながら冷エタノールを加

え、－加℃で2時間以上インキュベー卜した。PBSで3回洗浄した後、終濃度0．1mg血1

になるようにRNascを添加し、室温で30分間インキュベー卜した。さらに終濃度50

匹g血1になるようにPIを添加し、30分間インキュベー卜した。その後PBSで3回洗浄

し、細胞をスライドガラス上にとり、カバーガラスをかけた。余分な液を吸い取った後、

カバーガラスの縁をマニキュアでシールした。洗浄操作を行う際、細胞が変形するのを

避けるために遠心操作は行わず、細胞が自然に沈降するのを待った。

・PI（Pr叩idiunIodide）

5mg血IPBSsol．、遮光冷凍保存

2－3　蘇　果

2－3－1抗Nt甲CD3－1ペプチド抗体の特異性の解析

バキュロウイルス発現系により調製した組み換えタンパク質を用い、ペプチドを抗原

として作製した各種抗体の特異性を検討した。各種サイクリンはN末端側にHis－t喝を

付加し、N血吻bはN末端側にFl喝一也gを付加したものをバキュロウイルス発現系を

用いて昆虫細胞に発現させ、その粗抽出液を用いてⅥ厄st訂n解析を行った。対照として

Nt可成5と異なるタバコサイクリンAであるNt甲d汀およびタバコサイクリンBである

N比yd9を発現させた細胞の粗抽出液も用いた。

図13Aに示すように、抗Nt甲CD3－1ペプチド（1－13）抗体はN呵d刀－1を特異的に認

識することが分かった。抗N呵d5ペプチド（1－14、107－120）抗体もN也yd5（タバコ

サイクリンA）を特異的に認識することが分かった。また市販の抗PST細RE抗体は

Ntd曲をほとんど認識せず、Ntd戌aを特異的に認識した（図13B）。このことより抗

PSTA【RE抗体はaJyPeのCDK（CDK－a）に対する特異性が高いことが示唆された。そ

こで、これらの抗体を以下の実験に用いた。

2－3－2　タバコ培養細胞BY－2内でのN也ydユト1とCDETaの複合体形成の解析

組み換えタンパク質を用いた血血の結合解析によりタバコのサイクリンDは

CDK－aと活性のある複合体を形成できることが分かった。そこで植物細胞内で

Nt甲の3－1がCⅨ－aと複合体を形成しているかを解析した。タバコ培養細胞BY－2の粗

抽出液を種々抗体を用いて免疫沈降し、Wes也m解析により複合体の形成を解析した。

抗N呵CD3－1抗体、抗Nt甲dほ抗体そして対照として抗PST細RE抗体、No血Rめb証

IgG、抗NtRbl抗体を用いて免疫沈降を行った。抗PST細RE抗体を用いてWestem解析

を行い、免疫沈降物中のCDXTaを検出した。

図14に示すように、抗PST封RE抗体を用いた免疫沈降物中には約34kDaの位置に

濃いバンド、それより移動度の小さい位置に2本の薄いバンドが認められた。抗

Nt甲d刀－1抗体と抗N呵dほ抗体を用いた免疫沈降物中に約34虻ね（Ntddねの推定分子
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量）の位置にバンドが認められたが、対照として用いたNormalRabbitIgGと抗NtRbl

抗体を用いた免疫沈降物中にはこの位置にバンドは認められなかった。このことより

NtqcD3－1とNtcyc25はタバコ培養細胞BY－2内でCDK－aと複合体を形成していること

が示唆された。

（A）

（B）

Anti・Ⅱis・bganitibody

A皿ti－NtcycD3・1anitibody

A血i・Ntcy仁25（1・14）anitibdy

A血ti－Ntcy亡25（107・120）anitibdy

A皿山一m喝・bganitibody

And・PSTÅlREanitibody

ヰ感
Illlllll

騨

▲騨
Ill

（ン啓
図13　抗体の特異性
（A）作製した抗体の各種サイクリンに対する特異性

▲刑ag・Ntc血2a

▼椚ag・Nk血2b

■刑ag・Ntcdc2a

Ⅲs－tagを付加したタバコ
由来の各種サイクリンを昆虫細胞で発現させ、その粗抽出液をSDS－PAGEに供し
図の左に記した抗体を用いてWestem解析を行った。

（B）市販の抗PST封RE抗体のCDKに対する特異性：nag－はgを付加したタバコ
由来の2種類のCDKを昆虫細胞で発現させ、その粗抽出液をSDS－PAGEに供し、
図の左に記した抗体を用いてWestem解析を行った。
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D：A皿虹Nt町d）ふ1A皿tibdy

Rb；An飯．NtRbl（1・15）Amt仙y

A：A皿鉢Nt町dほ（1・14）An仙y

IgG：NomalRab加tIgG
P：An也＿PSTAIREAn仙y

図14　タバコ培養細胞BY－2内でのN比ycD3－1
とCDK－aの複合体形成の解析
各レーンに示してある抗体を結合させたア

フィニチイーカラムにタバコ培養細胞BY－2の
粗抽出液を通し、カラムからの溶出画分につ
いて抗円mIRE抗体を用いてWe釦em解析を

行った。図の右に示した点は抗PSTÅIRE抗体
で検出された3本のバンドの位置を示す0

茎嵩芸芳幾慧慧荒積量は細胞周期
を通じて一定であるが、サイクリンm4，6のRbタン′ヾク質に対するキナーゼ活性

はGlβ移行期に一過的に上昇する8そこでN呵C掛1′CDX複合体のキナーゼ活性の細

胞周期特異性を解析した。タバコ培養細胞BY－2の同調培養を行い、経時的に細胞を回

収して材料として用いた。細胞の粗抽出液を免疫沈降し、馳伽eHlとGST－N瓜bl

（8払如1）を基質としてキナーゼ活性を検出した。抗N呵dか1抗体と抗N呵以抗体

を用いて免疫沈降を行った。また、サイクリン′CDm，2複合体と特異的に結合すること

が知られている酵母のplヂ血タンパク質をアガロースと結合させたアフィニティービー

ズを用いて同様に実験を行った。

BY－2細胞を脚Aポリメラーゼα阻害剤であるアフィディコリンを用いてS期に集

積させた後に洗浄し、さらに微小管の重合阻害剤であるプロピザマイドで処理してM

期に集積させた。再び洗浄した後、同調化した細胞を2時間おきに回収した。回収した

各時間の細胞の脚A量をberScannhgCytoneterを用いて解析した。得られたmAヒ

ストグラムを図15Aに示した。0時間にはG2伽期の細胞のみが認められ、6時間日ま

でGl期の細胞が増加してG2伽期の細胞が減少した。8時間目からS期の細胞が増加

し始め、u時間目にS期の細胞の割合が最大になった。14時間目にはG2伽期の細胞

の割合が最大になった。

まずp13血アフィニティービーズを用いて、植物細胞内に存在すると考えられる多く

の組み合わせのサイクリン忙Dm，2類似複合体のキナーゼ活性の細胞周期に伴う変化を

解析した（図1畑）。H加批Hlを基質とした場合、0時間に強いキナーゼ活性が認め

られ、一度減少した後、10～ほ時間目に再び強い活性が認められ、14時間目にはわず

かに減少した。NtR帆を基質とした場合は8時間目から活性が認められ10～12時間目

に強い活性を示し、14時間目には減少したが、0時間にも8時間日程度の活性が認めら

れた。Hist胴HlとN瓜blを基質として同時に加えると、N瓜blに対するキナーゼ活性

は8～14時間目の活性に変化は認められなかったが、0時間での活性が認められなくなっ

た。一方、His伽Hlに対するキナーゼ活性はN瓜blキナーゼ活性が認められる8～14
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図u　サイクリン／CDK複合体が示すキナーゼ活性の細胞周期特異性
（A）同調化させたタバコ培養細胞BY－2の各時間のDNAヒストグラム：I．SCを用いて解析した。
（B）キナーゼ活性：同調化させたBY－2細胞からサイクリン／CDK複合体を免疫沈降またはアフィ

ニティー精製し、HistoneHlとNtRblに対するキナーゼ活性を検出した。
（C）キナーゼ活性の相対値：Bのバンドの潰さを定量して相対値として示した。
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時間目で減少した。このことより0時間ではHisbneHlに対する基質特異性の高いサイ

クリン忙DK複合体が活性化され、8～14時間目にはN収blに対する基質特異性の高い

サイクリン忙Ⅸ複合体が活性化されていることが分かった。つまりタバコ培養細胞

BY」2ではG訂M期にはH義庇瓜dHlキナーゼ活性が、そしてGl／S期にはN瓜blキナーゼ

活性が特異的に上昇することが示唆された。

抗N呵dD3－1抗体による免疫沈降物を用いてNt甲d万一1忙DK複合体のキナーゼ活性を

解析した結果、HistoneHlキナーゼ活性はp13－Agarosebeadsを用いた場合と同様な変化

を示したが、その変化の幅は2倍弱程度であった（図15B，C）。N瓜blに対するキナー

ゼ活性は0～4時間目までほとんど認められず、その値を1とすると6～10時間目に活

性が2～3倍に上昇し、12～14時間目には2倍弱程度に減少した（図15B，C）。このこ

とよりNtRblキナーゼ活性がGl／S期に上昇することが示唆された。

抗N呵dほ抗体による免疫沈降物を用いてNt甲d5忙DK複合体のキナーゼ活性を解析

した結果、N瓜blに対するキナーゼ活性はほとんど認められなかった（図15B）。僅か

な差を定量してみたところ、1．5倍弱程度の変動幅で細胞周期に伴う特徴的な変化は認

められなかった（図15C）。一方、托sbneHlキナーゼ活性は0時間目に強いキナーゼ

活性が認められ、6時間目まで減少した後、14時間目まで上昇した（図15B）。活性の

最大変化幅は4～5倍程度認められ、G訂M期に活性が上昇することが示唆された（図

15C）。

㌃㌻4　∴タバコサイクリンDのGFP融合タンパク質を構成的に発現させた形質転換体

BY－2細胞を用いた解析

NtqcD3－1以外のサイクリンDも植物細胞内でCDK－aと複合体を形成してキナーゼ活

性を示すか検証するために、標識したサイクリンDをタバコ培養細胞BY－2に構成的に

発現させて解析を行った。以下の細胞内局在性の解析にも使用できるようにGFP

（BfeenguOreSCent2fOt血）6O）を標識タンパク質として選択し、タバコサイクリンDのC

末端側に融合させた。CaMV（望弾1姐ower望PSaic頭那）35Sプロモーターの下流にGFP

融合タンパク質をコードする遺伝子を連結し、アグロバクテリウム感染法を用いてタバ

コ培養細胞BY」2を形質転換した。得られた形質転換体を液体培養に移した後、増殖期

の細胞を回収して実験材料とした。Nt甲dD3－1－GFP、Ntcyd刀－2arGFP、NtqdD3－2b－GFP、

Nt野dカー3－GFPおよび対照としてGFPを発現している形質転換体を作出した。更に

NtqcD3－1の変異体であるNt甲d刀－1（T191A）、NtqcD3－1（S296A，S300A）そして

NtqcD3－1（T191A，S296AS300A）のGFP融合タンパク質を発現している形質転換体を

作出した。

各形質転換体BY」2細胞の粗抽出液を材料と－して抗GFP抗体を用いて免疫沈降を行っ

た。免疫沈降物中のサイクリンとCDK－aをそれぞれ抗GFP抗体と抗PST細Rヱ抗体を

用いたW田鹿m解析により検出した（図16B，C）。N呵CD3－1－GFP、Nt甲dカーaトGFP、

N呵d刀二2b－GFPおよびN呵d万一3－GFPを発現している細胞からの免疫沈降物中には、

抗PST細Rヱ抗体を用いて約34肋の位置にバンドが認められた。対照であるGFPの

みを発現させた細胞からの免疫沈降物中にはこの位置にバンドは認められなかった。こ
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のことよりN呵d乃⊥1－GFP、N呵d万一お－GFP、N呵d万一加一GFPそしてNt甲d刀一3－GFP

は全てタバコ培養細胞BY－2内でCDKaと複合体を形成することが示唆された。抗GFP

抗体を用いてW拐鹿m解析を行ったところ、免疫沈降物中のN呼d迫－1－GFPと

N呵d万一2むGFPの量は同程度であったが、N呵d万一2むGFPを含む免疫沈降物中の方が

CⅨ－aの量が少なかった。また、Ntqcm－2b－GFP　とNtqdD3－3－GFPの量は

N呵CD3－1－GFPより多かったが、CDK－aの量は同程度であった。次に上記のW鵡t∝n解

析に使用したものと同じ免疫沈降物を用いてH誌加eHlキナーゼ活性を検出した（図

16刃。その結果、N呵d刀－1－GFP、N呵d刀一助－GFPそしてN呵CD3－3－GFPを含む免疫

沈降物で活性が認められ、N呵d万一加－GFPを含む免疫沈降物ではほとんど認められな

かった。また、N呵dカー1－GFPを含む免疫沈降物が最も強い活性を示し、

NtcycD3－2b－GFPそしてNtcycD3－3－GFPを含む免疫沈降物の順に活性が弱くなった。

NtcycD3－1の変異体である■Ntcycm－1（n91A）、NtcydD3－1（S296A，S300A）そして

NtqcD3－1（T19埼S296A，S300A）についても同様に解析を行った。その結果、各サイ

クリンとも複合体を形成しているCDK－aの量は同程度であった（図16B）。H義t皿eHl

キナーゼ活性は血他の解析（第1章を参照のこと）と同様な結果が得られ、

NtqcD3－1－GFPとNtqcD3－1（S296A，S300A）－GFPを含む免疫沈降物で活性が認められ、

NtqdD3－1（n91A）－GFPとNtcycml（T191A，S296A，S30OA）－GFPを含む免疫沈降物

の活性は著しく減少した（図16刃。このことより植物細胞内でもN呵d冶－1几Ⅸ一a複

合体の活性化にN呵d万一1の191番目のスレオニン残基のリン酸化が関与していること

が示唆された。

2－3－5　GFP融合ロンバク岳を用いたタバコサイクリンDの幻目目目　内冒在任の胃忘□

動物のサイクリンDはGlβ移行期に特異的に核に局在化することが知られている

（図3B）叫。前述のリン酸化部位の変異体を用いた解析において述べたが、ヒトのサ

イクリンDlの細胞内局在性には2カ所のリン酸化部位が関与している。CAKによる活

性化に関与しているヒトのサイクリンDlの156番目のスレオニン残基は細胞質から核

への移行にも関与している。このリン酸化部位に変異を加えると、CDKとの複合体が

活性化されなくなるだけではなく、サイクリンDlは核へと移行できなくなり、細胞質

に留まる卸。一方、罰6番目のスレオニン残基は核から細胞質への移行に関与しており、

このリン酸化部位に変異を加えると、核から細胞質へ移行できなくなくなり、核に留ま

ることになる41）。そこでタバコのサイクリンDもリン酸化により細胞内局在性が制御

されているのか解析を行った。

GFI，は特定の励起波長を照射すると緑色蛍光を発するため、生細胞を試料として蛍光

顕微鏡によりGFP融合タンパク質の細胞内局在性を観察できる剛。上記の形質転換体

を用いた解析の結果、サイクリンDはGFPを融合させてもCDK－aと複合体を形成して

キナーゼ活性を示すことが分かり、GFP融合サイクリンDはサイクリンDの基本的な

機能は保持していると考えられた。そこでGFP融合サイクリンDを発現させた形質転

換体BY－2を用い、GFPの蛍光観察によりサイタリンDの細胞内局在性を観察した。

GFPのみを発現させた細胞では核と細胞質の両方で蛍光が観察できた。それに対し、
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N呵戯－1・GFPを発現させた形質転換体では多くの細胞で核において蛍光が観察された

（図17－1）。N呵d払1竜Ⅳの変異体であるN呵d払1（n91AトGFPとN呵d）H

（n91AS29仏S30叫竜Ⅳを発現させた形質転換体では細胞質で蛍光が観察され、

N呵d）＝（S29的S300A）を発現させた形質転換体では核で蛍光が観察された（図

17－2）。つまり191番目のスレオニン残基がリン酸化されないように変異を加えると、

核に局在化せず、細胞質に留まることが分かった。このことよりN呵CD㌻1は核に局在

化することが分かり、191番目のスレオニン残基のリン酸化が細胞質から核への移行に

関与していることが示唆された。
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図16　GⅣ融合サイクリンDの血血における機能解析
刷免疫沈降物を用いたキナーゼ活性の検出‥各レーンに示したタンパク質を発現して

いる形質転換体BY－2細胞の粗抽出液から抗G押抗体を用いて免疫沈降を行い、その免疫
沈降物を用いて放射ラベルしたリン酸基の取り込みによりHist皿mキナーゼ活性を検出
した。Wndは非形質転換体BY－2細胞を示す。
（B）GFP融合サイクリンDとCDK－aの複合体形成の解析：Aで用いた免疫沈降物について

抗PSTAIRE抗体を用いWestem解析を行った。
（C）GⅣ融合サイクリンDの検出：Aで用いた免疫沈降物について抗GFP抗体を用いて

We釦em解析を行った。
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図17－1タバコサイクリンDの細胞内局在性の解析
図の左に示したGFP融合サイクリンDを構成的に発現している形質転換体BY－2細胞の顕

微鏡観察を行った。BrightAfieldは明視野での観察像を示し、GFPは青色励起光下での
GFPが発する蛍光観察像を示した。WudはGFPを発現していない非形質転換体BY－2細胞
を示し、GFPはGFPを単独で発現させた形質転換体を示したo
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図17－2　タバコサイクリンDの細胞内局在性の解析

図の左に示したGFP融合サイクリンDを構成的に発現している形質転換体BY－2細胞の顕微
鏡観察を行った。BrightLfieldは明視野での観察像を示し、GFPは青色励起光下でのGFPが

発する蛍光観察像を示した。NtcycD3－1－GFPの各変異体の表記は例えばNtcycD3－1
（T191A）－GFPをT191Aと省略して示した。
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2－4　考　集

第1章においてタバコサイクリンDは血血でa－tyPeのCDK（CDK－a）である

N地と活性のある複合体を形成することが分かった。また、活性は示さなかったも

のの血血でbl－brpeのCDKであるNtdc2bとも複合体を形成し、血血ではこれら

の複合体が活性を有している可能性が残された。高等植物からCDKはシロイヌナズナ

で4種類、アルファルファでは6種類単離されている別。このように植物細胞内には

多種のCDKが存在し、少なくとも3つのタイプ（CDK－a、CDK－bl、CⅨ†b2；第1章を

参照のこと）に分類されている。今のところタバコからはaヤ匹のNtdcおとbl－t押eの

N此弛の2種類のCⅨしか単離されていないが、タバコにも更に異なるCDKが存在

すると考えられる。これらのことを考慮すると、サイクリンDが血血においても

CⅨ－aと複合体を形成し、機能しているかは疑問が残る。そこで、タバコ培養細胞

BY」2を材料にして植物細胞内でもサイクリンDがCDK－aと複合体を形成しているか解

析した。本章では動物のサイクリンDと最も性質が類似しているA呼野のサイクリン

D（第1章の考察を参照のこと）であるI咄甲d）3－1を中心に解析を行った。

植口圃細胞内でサイクリンDはa rp　のCDKと田口邑合体を形成する

まず血血の解析に用いる抗N呵d万一1抗体を作製した。他のタバコサイクリンD

との相同性が低いN末端側から13アミノ酸残基のペプチドを抗原として抗血清を調製

し、抗原ペプチドを結合させたアフィニチイーカラムを用いて抗体を精製した。得られ

た抗体の特異性をバキュロウイルス発現系により調製した組み換えタンパク質を用いて

確認したところ、他の3種類のタバコサイクリンD（Nt野CD3－お、N呵d刀一2b、

Nt甲d万一3）、2種類のタバコサイクリンA（N呵戊5、N呵d7）そして1種類のタバコ

サイクリンB（N呵成9）とは結合せず、N呵dカー1のみを特異的に認識することが分かっ

た（図13刃。同様にして調製した2種類の抗Nt甲dは抗体もN呵d5のみを特異的に

認識することが分かった（図13刃。残念ながら、これらの抗体を用いたW鴎t弧解析

により細胞粗抽出液中のN呵d万一1またはN呵必を検出することは出来なかった。ま

た、PST細RE配列が保存されていることがCⅨ－aの特徴の1つであることより瑚、市

販の抗PSTAIRE抗体がCⅨ－aを特異的に認識するか解析した（図13B）。その結果、

む押のN也d戊aを良く認識し、bl仰のN血成bとはほとんど結合しないことが分か

り、抗PSTÅ【RE抗体はCⅨ－aに対する特異性が高いことが示唆され、CDK－aの検出に

抗PSTAmE抗体を用いることにした。

抗PST細RE抗体を用いて免疫沈降を行い、同抗体でⅦ鹿鹿m解析を行ったところ、3

本のバンドが検出された（図14）。主なバンドが約錮kDaの位置に認められ、それよ

り移動度が小さい位置に2本の薄いバンドが認められた。このことより以下の3つの可

能性が考えられた。

1）タバコに抗m抗体で認識される少なくとも3種類のCD払aが存在する。

2）リン酸化等の修飾により移動度が変化し、同一のCDKが複数のバンドとして認め

られた。
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3）PSTÅIRE配列が完全に保存されていないCDE－bを抗PSTAIRE抗体が認識した。

アルファルファ、イネ、キンギョソウ、ダイズでは2種類のCDK－aの存在が認められ

ている瑚16）。そして、アルファルファの培養細胞の粗抽出液を材料に抗PST亜紀抗体

を用いてW路地m解析を行うと、3本のバンドが検出されることが知られている＆）。こ

れら3種類のタンパク質は陰イオン交換体であるDEAエーS甲加汀OSeとの結合能が異なり、

3本のバンドの移動度はPotabacidphosphataseで処理しても、変化し蒔いことが示され

た‘勾。アルファルファでの知見を参考にすると1）の可能性が一番高いと思われる。し

かしB≠2細胞から粗抽出液を調製する際、脱リン酸化酵素阻害剤を加えずに処理する

と移動度の小さいバンドが減少する傾向が認められた。このことより2）の可能性も十

分考えられる。3）の可能性も否定はできないが、N血dねとN止血霊bに対する抗

PST細RE抗体の特異性の差を考慮すると、2本の薄いバンドはa一切e以外のCDKであ

るかもしれないが、少なくとも主要なバンドである約34kDaのタンパク質はCDK－aで

あると考えられる。

抗PSTARE抗体でタバコ培養細胞BY」2内のCDKを検出できることが分かったので、

抗N呵Cm－1抗体を用いて免疫沈降を行い、CDKが共沈されているか抗PS℃廻RE抗体

を用いて調べた。その結果、N呵C甲－1がPST叙RE抗体で認識される約34肋の．CⅨ

と複合体を形成していることが分かり、N呵Cm－1は植物細胞内でもaヤpeのCDKと複

合体を形成し、機能していることが示唆された（図14）。この結果は植物細胞内に実

際に存在するサイクリン忙Ⅸ複合体の実体を初めて明らかにしたのと同時に、血血

での解析結果が必ずしも組み換えタンパク質を用いたことによる人工的な産物ではなく

血一血での現象を適切に反映していることも示唆しており、非常に重要な意味を持つも

のと考えられる。抗N呵戌5抗体を用いた解析によりサイクリンAであるN呵d5も

PSTAJRE抗体で認識される約34kDaのCDKと複合体を形成していることが分かり、植

物細胞内でN呵Cm－1が複合体を形成しているCDKと同じCDKと複合体を形成してい

ることが示唆された（図14）。また第1章にてデータは示さなかったが、血γ血りで

N呼戊5はタバコサイクリンDと同様にN血成aと複合体を形成し、N瓜blと比s伽e

Hlに対してキナーゼ活性を示した。酵母ではGlサイクリンとM期サイクリンのいず

れも同一のCDKと複合体を形成し、細胞周期の各時期の進行を制御している。つまり

酵母ではサイクリンが有する機能およびそれを制御する機構が、細胞周期制御機構にお

いて極めて重要な位置を占めていると考えられる。一方、動物細胞ではGlサイクリン

であるサイクリンDはCDK4，6と複合体を形成し、サイクリンEはCⅢ㍑と複合体を

形成する。そしてM期サイクリンであるサイクリンAはCDKl，2と複合体を形成し、

サイクリンBはCDKl複合体を形成する。動物ではサイクリン忙DK複合体が示す活性

の特異性がCDKにも依存していることが知られており、サイクリン単独としての機能

も重要ではあるが、複合体としての制御が細胞周期制御機梼においてより大きな意味を

持っていると考えられる。Glサイクリンと考えられるん卯eのサイクリンDとM期サ

イクリンであるサイクリンAが同一のCDKと複合体を形成していることを示唆した本

研究の結果は、高等植物におけるサイクリンの位置付けが動物より酵母のものに近いこ

とを示唆している。高等植物ではサイクリンの多様性が細胞周期の柔軟かつ厳密な制御
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において重要な要素になっていると考えられ、それ故に高等植物に特異的なサイクリン

Dが多数存在するものと思われる。ただし前述したように高等植物からは酵母のCDK

に相当するもの以外に高等植物に特有なCDKが単離されており、サイクリンとCDKは

共に動物とは異なる高等植物独自の機能を獲得してきたことが示唆される。これまでの

知見ではその主だった違いがサイクリンDとCDK－bに集約されており、この2つの役

者が高等橿物の細胞周期制御機構を知る上で鍵となっている可能性が考えられる。

高等植物においてもGl／S巨名行期にRbタンパク質に対するキナーゼ活性が上昇する

動物細胞ではサイクリンDのmRNAの蓄積量が細胞周期を通じて一定であるにも関

わらず、サイクリンαCDK4，6複合体はGl期後期に特異的に活性化され、Rbタンパク

質をリン酸化することを介して細胞周期をS期へと移行させる。そこで動物のサイクリ

ンDと発現様式が同じArtypeのサイクリンDであるNtcyd3－1とCDKの複合体が示す

活性の細胞周期特異性を解析した。タバコ培養細胞BY」2を微小管の重合阻害剤を用い

てM期に同調化し、M期からS期にかけてのNtRblおよびH誌bneHlに対するキナー

ゼ活性を検出した（図15A）。

N呵CD3－1爪刀旺複合体の活性をみる前に、まずp13即Clァフィニティービーズを用い

て解析を行った。plヂ肛1は分裂酵母由来のタンパク質で酵母においてサイクリン几刀旺

複合体と結合することが分かっている。また動物のCD眠ユ（Cdc2）そしてCDK2とも結

合することが知られており、細胞周期の研究分野でサイクリン忙DKl，2複合体を精製す

るのに広く用いられている即。高等植物で単離されているCDKはいずれもCDKlある

いはCDK2との相同性が最も高い。そこでp13mアフィニティービーズを用いること

により高等植物のサイクリン忙Ⅸ1，2類似複合体を全体的に精製でき、植物細胞内の総

合的なキナーゼ活性が据えられると考えた。p13肌1ァフィニティービーズと結合するサ

イクリン忙DK複合体のH恕加eHlに対するキナーゼ活性をみたところ、G訂M期とGl

期後期からS期に活性が上昇することが分かった（図15B）。S期の細胞が減少し、

G訂M期の細胞が増加している14時間目にHおbneHlキナーゼ活性が低下したのは、S

期からG訂M期にかけて一旦活性が低下するためであると考えられる。アルファルファ

の培養細胞でplヂ∝1ァフィニチイービーズを用いた同様な実験が行われており、S期に

H由bneHlキナーゼ活性が認められ、一度低下した後にG訂M期に再びキナーゼ活性が

上昇することが報告されている＆）剛。本実験結果とアルファルファでの知見を併せる

と、高等植物ではGlβ移行期とG訂M移行期にH誌仕meHlキナーゼ活性が上昇すると

考えられる。次に、NtRblに対するキナーゼ活性をみたところ、0時間での活性が相対

的に低かったが、H誌反胱Hlを基質にした場合と同様の結果が得られた。この結果より

以下の3つの可能性が考えられた。

1）Glβ移行期とG訂M移行期の両時期において同程度に拙引bneHlキナーゼ活性と

NtRblキナーゼ活性の両活性が必要である。

2）実際は両移行期において必要とされている活性化の程度は異なるが、H如meHl

またはN瓜blのいずれかを特異的にリン酸化するキナーゼ群がp13mアフィニチイー

ビーズと結合しないため両移行期のキナーゼ活性の特異性に差が認められなかった。
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3）p13風紀1ァフィニティービーズと結合している両移行期のキナーゼ群の基質特異性

は異なるが、活性をみる際に基質を単独で用いたため差が認められなかった。

タバコのサイクリン忙DX複合体は血血の解析よりH誌加eHlとN瓜blのいずれも基

質に出来ることより、特定の基質に対する特異性が低いことが考えられた（第1章を参

照のこと）。実際はサイクリンとCDKの組み合わせによりH由伽eHlおよびN収blに

対する基質特異性は異なっていても、基質が単独で存在する場合、両基質を同様にリン

酸化してしまうかもしれない。事実、動物での研尭においてRbタンパク質または

H由bneHlを単独で基質として用いると、抗サイクリンDl抗体を用いたマウスの骨髄

細胞からの免疫沈降物はいずれに対してもキナーゼ活性を示すが、両基質を同時に加え

るとRbタンパク質を特異的にリン酸化することが知られている応）。そこでH始t皿eHl

とN亡Rblを同時に基質として加え、それぞれに対するキナーゼ活性を検出することによ

り、3）の可能性について検討を行った（図15B）。その結果、非常に興味深いことに

NtRblに対するキナーゼ活性はGlβ期にのみ認められ、G訂M期に認められていた活性

は消失した。一方、H誌ぬneHlキナーゼ活性はG2／M期には特に変化は認められなかっ

たが、N瓜blキナーゼ活性が認められたGlβ移行期において著しく減少した。このこ

とよりGlβ移行期とG2ノM移行期においてそれぞれNtRblキナーゼ活性とHistoneHl

キナーゼ活性が特異的に活性化されることが分かった。高等植物において血血のRb

タンパク質に対するキナーゼ活性を検出したことは本研究が最初であり画期的な成果で

ある。更にRbタンパク質に対するキナーゼ活性がGlβ移行期に特異的に上昇するこ

とを示した本結果は、動物細胞のGlβ移行期の制御機構と同様に高等植物においても

Rbタンパク質のリン酸化がGl期からS期への移行に関与していることを強く示唆し

ており、非常に大事な意味を持っていると思われる。なお、この実験で基質として用い

たN瓜blはポケット額域を含まないC末端額域のみであり、13カ所存在する推定リン

酸化部位の内の6僻しか有していない。動物では各サイクリン忙DK複合体によるRb

タンパク質のリン酸化部位が異なると考えられていることより、N瓜blの全長を基質と

して用いれば、今回と異なった結果が得られるかもしれない。動物細胞でGlβ移行期

におけるRbタンパク質の制御機構が詳細に解析されており、まずサイクリン

αCm，6複合体により・C末端領域がリン酸化されることが重要であることが明らかに

された均。このことを考慮するとC末端額域のみを用いた結果ではあるがGl／S移行期

の制御に限定して論じるには十分であると思われる。言い換えれば高等植物でもGl／S

移行期においてRbタンパク質の少なくともC末端額域がリン酸化されることが示唆さ

れた。Gl／S移行期とG訂M移行期におけるキナーゼ活性の特異性に差が認められたもの

の、p13即日ァフィニチイービーズが植物細胞内の全てのサイクリン忙DK複合体と結合

しているかは不明である。この実験のみでは植物細胞内の総合的なキナーゼ活性の変動

を捉えているとは言えないが、細胞周期の2・つの重要な制御時期でp13鼠mァフィニティー

ビーズと結合するキナーゼ群が異なる制御を受けていることを示唆した意義は大きい。

次にp13鼠忙1ァフィニティービーズを用いた解析で使用したのと同じ細胞粗抽出液を

材料にして、N呵d刀－1忙DK複合体のキナーゼ活性の検出を試みた。抗N呵d万一1抗体

の力価が低い、あるいは植物細胞内のN呵CD3－1の存在量が少ないこと等の原因による
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と考えられるが、p13即Clァフィニチイービーズを用いた解析のように顕著なキナーゼ活

性の変動を捉えることは困難であり、H誌bneHlとN瓜blを同時に基質として加えてそ

れぞれの活性の変動をみることは出来なかった。しかし基質を単独で加えた実験により、

活性の変化の傾向をある程度みることが出来た（図15B）。活性の強さはバンドの渡さ

を定量し、相対値として数値化した（図15C）。Hお庇meHlキナーゼ活性は最高で2倍

弱程度の変化幅であったもののG訂M期とGlβ期に活性が上昇するような傾向が認め

られ、p13肌1ァフィニティービーズを用いた場合と同様な変化を示した。一方、N瓜bl

に対するキナーゼ活性はGl／S期に2～3倍に上昇した。p13双氾アフィニティービーズを

用いた解析では8時間目よりN瓜blキナーゼ活性の上昇が認められたのに対して、

N呵dカー1／CDK複合体の活性は6時間目から上昇することが分かった。DNAヒストグ

ラムをみてみ争とS期の細胞は同調後8時間目より増加していることより、

NtqcD3－1／CDK複合体は明らかにS期に移行する前のGl期後期に活性化されていると

思われる。第1章の考察において、Gl期からS期への移行過程においてまずAサpeの

サイクリンIyCDK複合体がRbタンパク質をリン酸化し、その結果、動物のサイクリン

Eに相当すると考えられるC－brpeのサイクリンDの発現が誘導されてCDKと複合体を

形成し、更にRbタンパク質をリン酸化するのではないかと推察した。C一切）eのサイク

リンD℃DK複合体あるいはその他のサイクリン忙DK複合体の解析を待たないと明らか

なことは言えないが、p13鼠忙1ァフィニティービーズによる活性を植物細胞内の総合的な

活性であると仮定すると、N呵d万一1／CⅨ複合体のN瓜blキナーゼ活性が植物細胞内の

総合的なN瓜blキナーゼ活性の上昇に先だって上昇することを示したこの結果は、

A勺坪のサイクリンn忙DK複合体が動物細胞におけるサイクリンロ忙Ⅱ砿沌，6と同様な

役割を担い、ArbrpeのサイクリンDがGl期からS期への移行においてセンサーとして

機能しているという考えを支持していると思われ、非常に興味深い。

更にサイクリンAであるN呵成5とCDKの複合体が示す活性の細胞周期特異性を解

析したところ、G訂M期にH由加eHlキナーゼ活性が上昇した（図15B）。HisbneHl

キナーゼ活性の変化は4～5倍も認められ、明らかにG封M期に特異的に活性化されて

いることが分かったが、N瓜blキナーゼ活性はほとんど検出できなかった。わずかに確

認できるバンドを定量してみたところ、1．5倍弱程度の変化しか認められず、2回行っ

た実験で特徴的な傾向は確認できなかった（図15C）。このことよりN呵戌5尺：DK複合

体はHistoneHlに対する基質特異性が高く、N瓜blをリン酸化しないと考えられた。

Nt可成5は血γ血℃の解析ではN此aと複合体を形成してNtRblに対してもキナーゼ活

性を示した。H由ぬneHlとの基質特異性の差はあるかもしれないが、NtRblを基質とし

て単独で加えればキナーゼ活性が検出できると思われる。しかし血血ではN価ぬ1キ

ナーゼ活性を示さなかったことは非常に興味深い現象である。

1）N也yc公が血血では抽ぬ以外のH誌ぬneHlキナーゼ活性を特異的に示す

CDKと優先的に複合体を形成している。

2）複合体が修飾を受け基質特異性が変化した。

3）基質特異性を規定する因子と相互作用している。

などの原因が考えられ、今後の詳細な解析が望まれる。
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高等植物由来のA－【ロロのサイクリンDの　への局在化にはリン酸化が関与している

ArtypeのサイクリンDであるNtqcD3－1が動物のサイクリンDと同様にGlβ移行期

に機能していることが示唆された。繰り返しになるが、A勺坪のサイタリンDと動物の

サイクリンDは発現レベルで細胞周期に伴う制御を受けていない。ではサイクリンD

はどのようにしてGlβ移行期に特異的にその機能を発揮しているのであろう。動物の

サイクリンDは主に以下の3つの制御を受けていることが明らかにされている鮎）。

1）活性化因子または阻害因子との相互作用の）朗）朗）

2）細胞内局在性の変化3，）41）卵）叩71）（図3B）

3）タンパク質の安定性の制御叫叫瑚（図3）

動物のCDK阻害因子（g嘩連山坤叩CEI）は主に2つのグループに分類されている。

Glβ移行期に関与しているCDK4，6のみと特異的に結合するNK4（gibitorofC型）

ファミリーとサイクリンAちm複合体と結合するC拘（些堅卸孤血gFOt血）

ファミリーである。現在これらのCHはサイクリン／CDK複合体の活性を正と負の両方

向に複雑に制御していることが明らかになりつつあり、Glβ移行期の制御に重要な役

割を果たしていることが示唆されている即。高等植物でもCⅢ類似遺伝子がシロイヌ

ナズナ（此Ⅹ7）から単離されている。ICKlは酵母のTwo－血ybdd法および血他の結

合解析によりシロイヌナズナのCDK－a（d血如）そしてん呼peのサイクリンD

伽血；CydD3；1）と結合することが示された36）。・更にシロイヌナズナからP13SUClァフィ

ニティービーズを用いて精製したキナーゼ群のHisぬn8Hlキナーゼを阻害することが示

され、CⅨ阻害因子として機能していることが示唆された。またアルファルファでS

期の細胞からp13SUClァフィニティービーズを用いて精製したキナーゼ群のHistoneHl

キナーゼ活性が、CDK－aのC末端側16アミノ酸を認識する抗体を加えることにより活

性化されるという報告があり、CDK－aのC末端額域に活性を制御する因子が相互作用

している可能性が考えられている剛。これらの知見より高専権物でもAヤpeのサイク

リンDがCⅨ阻害因子等により細胞周期に依存した制御を受けている可能性が予想さ

れる。

さて、サイクリンD忙DK複合体の標的がRbタンパク質であることを考慮すると、サ

イクリンD／CDK複合体はRbタンパク質をリン酸化する時期に核内に存在する必要性が

ある。既に動物のサイクリンDはGlノS移行期に特異的に核に局在化することが知られ

ており叫、ヒトのサイクリンDlの細胞内局在性の制御には2カ所のリン酸化部位が関

与していることが分かっている利鞘。サイクリンDには核局在化シグナル配列が存在

しないことより、リン酸化を認識する細胞内因子が存在し、その因子により核内外に運

ばれると考えられている。CⅢが核内への移行にも関与しているとの報告もあるが判、

まだ統一的なモデルは提唱されていない。第1章のサイクリンm複合体の活性化

機構の解析において少し触れたが、156番目のスレオニン残基と286番目のスレオニン

残基の2カ所のリン酸化部位が細胞内局在性に関わっている（図3B）。156番目のスレ

オニン残基のリン酸化はCAKに皐る活性化に必要であると共に細胞質から核への移行

にも必要であり39）、286番目のスレオニン残基のリン酸化は核から細胞質への移行に必
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要とされている41）。また訪6番目のスレオニン残基はタンパク質の安定性にも寄与し

ており、リン酸化されるとユピキチン系による分解が促進されることが知られている叫。

156番目のスレオニン残基はCⅨと複合体を形成することにより自己リン酸化を受け刊、

加6番目のスレオニン残基はGSK－3β（如00g孤汐血e鱒哩）によりリン酸化され

ることが分かっている瑚。第1章において述べたように高等植物のサイクリンDには、

これら2カ所のリン酸化部位が高度に保存されている。156番目のスレオニン残基に相

当するリン酸化部位に関しては血血の解析により機能的にも保存されていることが

示唆され、CAKが関与する機能は保存されていることが分かり、その他の機能も保存

されている可能性が十分考えられた。そこで、緑色の蛍光を外来の基質を投与せずに発

するため生細胞での観察が可能であるGFP（許∝n卯∝窃∝畑野O血）をC末端側に融合

させたタバコサイクリンDを発現する形質転換体BY－2細胞を作出し、タバコサイクリ

ンDの細胞内局在性を解析することにした。GFP融合タバコサイクリンDはCaMV

（望聾1姐ow訂些S由c－s）35Sプロモーター下で構成的に発現させた。4種類のタバコ

サイクリンDとNtcycD3－1の3種類のアミノ酸置換変異体（n91A、S296A，S300A、

T柑1AS296AS3（氾A；第1章を参照のこと）を発現させた形質転換体を作出して解析を

行った。

ヒトのサイクリンBlはGFPを融合させてもCDKlとの結合能およびCDKlとの複

合体甲キナーゼ活性、そして細胞内局在性に変化を与えないことが知られている乃）。

しかしGFPの分子量は約27肋もあり、融合タンパク質にすることによりサイクリン

Dの本来の機能が保持されていない可能性が考えられる。そこでまずCDKと複合体を

形成しているか、またその複合体がキナーゼ活性を示すか解析を行うことにより、基本

的な横能を保持しているか確認した。CDKとの複合体形成の解析は抗GFP抗体と抗

PST叙RE抗体を用い、上記の血血の解析と同様に行った。その結果、Nt甲d）3－1はC

末端側にGFPを融合させても血血でa一旗のCDKと複合体を形成することが分かっ

た（図16B）。またGFP融合タンパク質を強制的に高発現させた系ではあるものの、

他のタバコサイクリンD（N呵d迫一助、N呵d万一加、N呵dカー3）も血血でかりpeの

CDKと複合体を形成することが示唆された。次にこれらのH恕bneHlキナーゼ活性を

みたところ、N呵d万一1－GFP忙DK複合体、N呵d万一2b－GFP几ⅢK複合体および

N呵d万一3－GFP忙DK複合体は活性を示した（図16A）。このことよりN呵d万一1、

N呵d万一払およびN呵d万一3はC末端側にGFPを融合させても基本的には従来保持し

ている機能に影響が無いと判断した。Ⅳ呵d万一公トGFP忙DK複合体のHおbneHlキナー

ゼ活性が検出できなかった原因がGFPを融合させた影響であるかは分からない。それ

は以下の3つの可能性が考えられるからである。

1）実験系の検出感度の問題により活性が検出できなかった。

2）HisbneHlを血血では良い基質としない。

3）同調化していない細胞集団を材料として用いたため不活性型の複合体が主に存在

しており活性が認められなかった。

N呵CD3－1の変異体に関してはN呵d万一1と同様に血血でCDKと複合体を形成する

ことが分かった。それら変異体の複合体のH誌bneHlキナーゼ活性は血血の解析と

－71－



同様な結果が得られ、191番目のスレオニン残基がリン酸化されない変異体ではH誌bne

Hlキナーゼ活性が著しく減少し、植物細胞内でも191番目のスレオニン残基のリン酸

化が複合体の最終的な活性化に必要であると結論した。このことより高等植物にCAK

による活性化機構が保存されていることが更に強く示唆された。

GFPを融合させてもサイクリンDの機能に基本的には影響が無いことが分かったの

で蛍光顕微鏡を用いて細胞内局在性を解析した。その結果、N呵CD3－1－GFPを発現させ

た形質転換体の多くの細胞で核に緑色蛍光が観察され、N呵d万一1は核に局在化するこ

とが分かった（図17－1）。ただし残念ながらサイクリンDを発現させた形質転換体で

は詳細な解析に耐え得る高率的な同調化が出来なかったため、細胞周期の特定の時期に

Nt甲CD3－1－GFPが核に局在化するかは分からなかった。次にN呵d万一1－GFPの変異体を

用いた解析により、191番目のスレオニン残基のリン酸化が核への局在化に必要である

ことが分かった（図17－2）。この結果のみでは細胞質から核への移行が妨げられたのか、

もしくは核から積極的に細胞質へと輸送されるような機構が働いているのかは分からな

いが、動物での知見を参考にすると前者の可能性が極めて高いと考えられ、高等植物に

もリン酸化によりサイクリンDの細胞内局在性を制御する機構が保存されていることが

示唆された。今回の解析ではあえてN呵CD3－1は核に局在化すると表現したが、リン酸

化による細胞内局在性の制御機構が保存されていることが示唆されたことより、タバコ

のA咽匹のサイクリンDも動物のサイクリンDと同様に細胞周期の各時期において細

胞内局在性が変化している可能性は十分考えられる。現段階では生細胞を用いて核と

GFPを同時に観察することに成功していないが、今後、同調化せずに細胞周期の時期を

特定できるu；Cの最大の利点を生かして、個々の細胞が細胞周期のどの時期にあるの

かを解析し、細胞周期の時期と細胞内局在性を対応させた詳細な解析を行うことが望ま

れる。その結果を待たねば明らかなことは言えないが、血中peのサイクリンDである

Nt甲d万一1忙DK複合体をGlβ移行期に特異的に活性化させる機構の1つとして細胞内

局在性による制御が行われている可能性が高い。なお、N呵d迫－お、Nt甲CD3－2bそして

Nt野CD3－3に関しても解析を進めているが、現時点では明らかなことは言えず、本論文

では結果を割愛した。

最後造

本研究では動物のサイクリンDに機能的に最も近いと推定されるNt甲の3－1を中心に

解析を行ったため、必然的に動物で得られている知見を踏襲する結果が得られたと解釈

することもできる。今後、高等植物に特有と考えられるN呵d万一おやN呵d万一2bで同

様な実験を行うことにより、高等植物独自の現象が明白たなることが期待される。すな

わち、G訂M期で生成したNt甲CD3・おやNkycD3一助が直ちに核に局在化するのか、それ

らのサイクリンDの細胞内局在性にリン酸化が関与するのか、核局在化の機構はGlβ

期とG2ノM期で同じであるか等、高等植物を用いなければ解明できない多くの重要な研

究課題が残されていることを最後に付け加えたい。
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タバコサイクリンDは血血でむ明婚のCDK（CDK－わ　と複合体を形成してキナー

ゼ活性を示すことが明らかになった。そこでタバコサイクリンDが血γ如でもCD正一盆

と複合体を形成しているかをタバコ培養細胞BY」2を材料にして解析を行った。Ar押

のサイクリンDであるN呵CD3－1とサイクリンAであるN呵d5を特異的に認識する抗

体を作製して免疫沈降法により解析した結果、N呵CD3－1とN呵dほは血血で抗

PST細RE抗体で認識される約糾肋のCDK－aと複合体を形成していることが分かった。

更にGFPを融合させたサイクリンDを強制的に高発現させた形質転換体BY」2細胞を

作出して解析を行った結果、他の3種類のサイクリンD（N呵d万一加、N呵d万一劫、

N呵d万一3）も約封kDaのCⅨ－aと複合体を形成していることが示唆された。この結果

は血血の解析結果が血血の事象を反映していることを示唆すると共に植物細胞内

に実在するサイクリン忙DK複合体を初めて明らかにしたことになる。同時に高等植物

ではGlサイクリンとM期サイクリンに分類される多種類のサイクリンが植物細胞内で

同じCDKと複合体を形成していることが示唆された。

サイクリン忙DK複合体は細胞周期特異的に活性化され、細胞周期の秩序正しい進行

を制御している。植物細胞内の多様なサイクリン／CDK複合体と結合できると思われる

plヂ肛1ァフィニティービーズを用い、同調化したタバコ培養細胞BY」2のキナーゼ活性

を解析したところ、Glβ移行期にN瓜blキナーゼ活性が上昇し、G2／M移行期に

H由ぬneHlキナーゼ活性が上昇することが分かった。このことは高等植物において血

血のRbタンパク質キナーゼ活性を初めて検出したことになり、更にGlβ移行期に

Rbタンパク質キナーゼ活性が必要とされることを示唆しており、非常に重要な意味合

いを持つ結果である。本結果より高等植物のGl侶移行期の制御機構においても動物細

胞のものと同様にRbタンパク質のリン酸化過程が関与していることが強く示唆された。

N呵の3－1忙DK複合体の活性を解析したところ、N瓜blキナーゼ活性がGlβ移行期

に上昇することが示唆された。しかもp13肌1ァフィニティービーズによるN瓜blキナー

ゼ活性より先に上昇することが分かった。このことよりん明氾のサイクリンn℃DK複

合体が動物のサイクリン即∝粗描と同様な役割を果たしていることが強く示唆された。

次にN呵d鱈忙DK複合体についても解析したところ、Hi扇OneHlキナーゼ活性がG訂M

移行期に上昇することが分かった。また観み換えタンパク質を用いた血血の解析で

はN呵CD㌻1朋加血加複合体とN呵d5仰比dda複合体はいずれもH如neHlとN瓜blに

対してキナーゼ活性を示したが、N呵dカー1とN呵成5が血血で形成している複合体

iま基質特異性を有していることが示唆され、サイクリン忙Ⅸ複合体が血γ如ではより

高度な制御を受けていることが考えられた。

N呵dカー1／CDK複合体が細胞周期に依存した制御を受けていることが示唆された。同

様な制御を受けていると考えられる動物細胞のサイクリンDの制御機梼の要素の1つに

細胞周期特異的な細胞内局在性の変化が挙げられている。そこでタバコサイクリンDの

細胎内局在性の解析を行うことにした。蛍光を発することで生細胞での観察が可能であ

るGFPを融合させたサイクリンDを構成的に高発現する形質転換体BY」2細胞を作出
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して解析した。・まず抗GFP抗体を用いた免疫沈降法により血血でCDK－aと複合体を

形成すること、更にHistoneHlキナーゼ活性を示すことが分かった。このことより

GFPを融合させることでサイクリンDの基本的な機能に影響を与えないことが示唆さ

れた。第1章の血血の解析で活性化に関与していることが示唆された推定リン酸化

部位のアミノ酸置換変異体についても解析を行ったところ、血血と同様な結果が得ら

れ血血でもCDKとの複合体の活性化にリン酸化が必要であることが分かった。この

ことより高等植物にCA正によるリン酸化を介したサイクリン忙DE複合体の活性制御機

構が保存されて’いることが更に強く示唆された。GFPの蛍光により細胞内局在性を観察

したところ、N呵CD3－1は多くの細胞で核に局在化していることが分かり、CAKによる

活性化に必要であるリン酸化が細胞内局在性にも関与していることが示唆された。この

結果は高等植物にもリン酸化によるサイクリンDの細胞内局在性を制御する機構が保存

されていることを示唆すると共に川野CD3－1／CDK複合体の細胞周期特異的な制御に細胞

内局在性が関与している可能性を示した。
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高等植物における細胞周期に関する研郵ま、その研究対象となる植物種が多岐に渡っ

ていることにも起因して未だ断片的な成果しか得られていない。本論文で研究対象とし

て選択したサイクリンDに関して言えば、高等植物からは私達が単離したものを含めて

計17種類のサイクリンDがシロイヌナズナ、アルファルファ、キンギョソウ、ヒマワ

リ、アカザそしてタバコから単離されており、その分類はシロイヌナズナのサイクリン

Dのアミノ酸配列をもとに行われている。この分類法に従えばタバコから単離された6

種類のサイケリンDの内、5種類はD3一年匹、1種類がmヤpeに分類されることになり、

これまでの数少ない知見をもとにしても、構造による分類とその性質に全く相関性が認

められず、高等植物における多様なサイクリンDの全容を捉えることが出来ていないの

が現状である。これはサイクリンDに限らず、多くの植物種で痔られた知見を総合して

高等植物における普遍的な制御機構を推し量ることは現時点では非常に困難であり、1

つの植物種で網羅的に研究を進める必要性が考えられる。そこで本研究では、1）培養

細胞で高度な同調培養系が確立されている、2）双子葉のモデル植物の1つで多くの情

報が得られる、3）前者2つの利点により多くの細胞周期関連遺伝子が単離されている

ことの理由により細胞周期の研究に最適であると考えられるタバコを植物材料として選

択し、同時に4種類のサイクリンD（NtcycD3－1、NtcycD3－2a、NtcycD3－2b、NtcycD3－3）

の解析を行うことにより、高等植物における多様なサイクリンDの基本的な特質の解明

を試みた。

第1章ではi第一に細胞周期に伴う発現様式の解析を行い、発現様式の特徴より高等

植物のサイクリンDが機能的に3つのタイプに分類できる可能性を提示した。1）発現

様式が細胞周期に依存せず、動物のサイクリンDと同様に細胞外シグナルのセンサーと

して機能するAr押（N呵d万一1、N呵d万一刃、勾G封M期にmRNAの蓄積量が増加し、

G封M移行期を制御している払呼野（N呵d刀一助）、3）GlβそしてG訂M移行期に

血RNAの蓄積量が増加し、動物のサイクリンEのように他のサイクリン忙DK複合体に

よる効果を増強するC仰（N呵d刀－お）の3つである。第二に組み換えタンパク質を

用いた解析を行い、4種類のサイクリンDが全てCⅨ－aに分類されるタバコ由来の

CDK（Nぬ1dわ　と活性のある複合体を形成できることを明らかにした。これらの複合

体はタバコ由来のRbタンパク質のホモログ（N瓜bl）と班stoneHlに対してキナーゼ

活性を示した。第三に推定リン酸化部位のアミノ酸置換変異体を用いた解析により、

N呵d万一1丑は頭皮a複合体の活性化にリン酸化が必要であることが分かり、シロイヌナズ

ナ由来のCAK（Q血U叫により活性化されることを示した。

第2章では、タバコ培養細胞BY2を材料として用いて血血の解析を行った。第一

に各サイクリンに特異的な抗体を用いた免疫沈降法によりN呵d万一1とサイクリンA

（N呵d5）が植物細胞内でCDK－aと複合体を形成していることを示唆した。残り3種

類のサイクリンDもCDKaと複合体を形成することを形質転換体BY－2細胞を用いた解

析により示唆した。第二にキナーゼ活性の細胞周期特異性の解析を行った。p13即Clァフィ

ニティービーズを用いた解析により、高等植物ではGlβ移行期にRbタンパク質に対
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するキナーゼ活性が上昇し、G訂M移行期にはHistoneHlキナーゼ活性が上昇すること

を示唆した。またN呵の3－1忙DK複合体のN瓜blキナーゼ活性はGlβ期に上昇し、

Ntcyc25PDK複合体のHistoneHlキナーゼ活性はG2M期に上昇することを示唆した。

第三にGFP融合タンパク質を発現する形質転換体BY」2細胞を作出し、サイクリンD

の細胞内局在性の解析を行った。推定リン酸化部位のアミノ酸置換変異体を用いた解析

により、血血においてもNt甲CD3－1／CDK複合体の活性化にはリン酸化が必要であるこ

とを示唆し、更に活性化に必要であるリン酸化部位が細胞内局在性にも関与しているこ

とを示唆した。

以上、本研究を通じて多くの新しい知見が得られ、高等植物におけるサイクリンDの

特徴付けに留まらず、高等植物における細胞周期制御機梼に関する幾つかの重要な知見

が得られた。特に次の2つの点において画期的な成果を示した。

1）活性のある複合体を形成できるサイクリンとCDKの組み合わせを高等植物にお

いて初めて明らかにした。

2）高等植物で初めてRbタンパク質に対するキナーゼ活性を検出した。

本研究で得られた知見を総合することにより、高等植物のサイクリンDは以下の特徴を

有し、細胞周期を制御していると結論した。高等植物のサイクリンDは機能的に写つの

タイプ（A B、C）に分類でき、Gl／SまたはG訂M移行期のいずれかにおいて細胞周期

の進行を制御している。3つのタイプのサイクリンDはいずれもCDK－aと複合体を形

成してそのキナーゼ活性を制御するが、中でもArtypeのサイクリンDはGl期後期に

CDK－aと活性のある複合体を形成し、Rbタンパク質をリン酸化することにより細胞周

期をS期へと移行させる。ん卯eのサイクリンDはリン酸化により細胞内局在性および

活性が制御されており、Glβ移行期に特異的に活性のある複合体を形成する。

2000年にはシロイヌナズナの全ゲノム配列が決定されることにより、高等植物（特

に双子棄権物）における細脆周期を制御している遺伝子群の全容が明らかにされ、動物

や酵母等の他の真核生物との違いが遺伝子レベルで浮き彫りにされるであろう。本論文

はそれに先掛ナ、高等植物の細胞周期の研究において最大の課題となっていた、I）植

物細胞内でどのような組み合わせのサイクリン忙DK複合体が機能しているのか、2）

GlノS移行期にRbタンパク質が関与する制御機構が存在するのか、という2つの問いに

対する答えを直接的あるいは間接的に示すことを通じて、高等植物と他の真核生物の細

胞周期制御機構との相違点あるいは共通点を明確に提示した。この成果は高等植物の細

胞周期の研究分野において道標的な役割を果たし、今後の進展に多大な貢献をするもの

と確信する。
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