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論 文 内 容 要 旨

緒言

植物は、様 々な外界の刺激 を感知 し、その刺激 に応 じた反応 を示す。 しか し、そ

れ らの シグナルが どの ように して細胞 に認識 され、細胞 内へ伝 達 され、 さらに核 に

まで伝 え られるかは、 ほとん ど明 らかにされていない。一方、動物や酵母で は、外

界 の シグナルの核への伝達 にプロテイ ンキナーゼが重要な役割 を果た していること

が明 らかに されつつある。植物では1990年 になって初 めて膜結合型 プ ロテインキナ

ーゼが発見 され、 ようや くプロテインキナーゼが注 目されるようになった。そ こで、

植物 か らプロティ ンキナーゼ をコー ドする遺伝子やcDNAを クローニ ング し、 それ

らの解析 を行 うことに より植物 のシグナル伝達機構 を理解する ことが必要である。

本研 究で は、 まず第1章 で植物のプロテイ ンキナーゼ の研究 をシグナル伝達 の観

点か ら総 説 した。第2章 では、 タバコ膜結合型 プロテイ ンキナーゼNPK:15の 構造 の

特徴 と、それが含 まれ るZmPK1プ ロテイ ンキナーゼフ ァミリーの植物界 における一

般的存在 について検 討 した。第3章 では、 タバ コ膜結合型 プロテインキナーゼ

NPK15が 膜結合 のプ ロテイ ンキナーゼであ ること、及 び、それがセ リン/ス レオニ

ンキナーゼで あることを確 かめた。第4章 では、遺伝子導入 によ りタバ コ膜結合型

プロテインキナーゼNPK15の 機能解析 を行い、NPK15が 細胞 の生死 に関わる重要

な機能 を担 っているこ とを示唆 した。

第1章 植物 のプ ロテインキナーゼ

本 章では、現在 までにクローニ ングされている植物の プロテインキナーゼ遺伝子

を、(1)遺 伝 学的機 能が明 らかにされているプロテイ ンキナーゼ、(2)動 物や

酵母のプ ロテインキナーゼ と相同性がみ られるプロテイ ンキナーゼ、(3)構 造 に

何 らかの特徴 のあ るプロテインキナーゼ、に分 けて総説 した。特 に、エチ レンのセ

ンサ ー と考 えられるETR玉 が細胞膜 に結合 したヒスチジンキナーゼであ ることは、

植物 ホルモ ンの作用 に膜結 合型 プロテインキナーゼが重要で あることを示 している。

さらに、ETR1の 下流 にcrR1プ ロティンキナーゼが存在す ることが分か った。 これ

らの事 実は、植物 において もプロテインキナーゼ を介 した一連 のカスケー ドによ り、

外界刺激 に応答 していることを示 している。 また、本研 究で明 らかに したNPK15プ

ロテイ ンキナーゼが含 まれる植 物の膜結合型プロテインキナーゼフ ァミリー

(ZmPK1フ ァミリー)に ついて検討 し、 このフ ァミリー には トマ トのP∫eαdomoπa5

卿 物8ヨθ抵抗 性遺伝子産物PtO、 アブラナ科植物の自家不和合性 に関与 していると考

え られ てい るSRKも 含 まれていることを指摘 した。 これ らの事実 は、ZmPK1フ ア

ミリー プロテイ ンキナーゼが細胞間の認識反応 に関与 していることを示唆 してお り、

育種 学上重 要な形 質を支配 している可能性 を指摘 した。
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第2章 タバ コ膜結合型 プロテインキナーゼNPK15の 構造 的特徴 と高等植物 におけ

る2㎞PK1プ ロテイシキナーゼファミリーの存在

タバ コ膜 結合型 プロテインキナーゼNPK15に は、N末 端 に疎水性領 域があ り、C

末端側 にセ リン/ス レオニンキナーゼに保存 されたア ミノ酸 配列が存在す る(図1)。

この ような膜結合 ドメイ ンはあるが細胞外 の レセプター ドメイ ンの見 られ ない プロ

テイ ンキナーゼは、植物 では初 めての報告である(図3)。NPK15の 推定 キナーゼ

ドメインは、 トマ トのPtoや アブラナ科植物 のSRK等 のZmPK1フ ァミリー プロテ

インキナーゼ とア ミノ酸配列 に類似性がみ られた(図2)。

NPK15cDNAを プローブ としたサザ ンハ イブリダイゼーシ ョンより、NPK15関 連

遺伝子 はナス科植物 に保存 されてい ることが分かった(図4)。ZmPK1フ ァミリー

プロテインキ ナーゼ遺伝子 は、双子葉植 物からはい くつかクローニ ング されて いる

が、単子葉植物 からはZ}ηPK1一 例 だけである。 そこで単子葉植物 にも多 くの

ZmPK1フ ァ ミリー遺伝 子が存在す るかどうか明 らか にす るため、PCR法 によりイネ

か らZ}nPK1フ ァミリープロテイ ンキナーゼのcDNAの 一部 をクローニ ング した(図

5、6)。 その結果、イネにも多 くのZmPK1フ ァミリープ ロテインキナーゼ遺伝子

が存在 するこ とが分 かった。 このことよ り、双子葉植物だけでな く単子葉植物 に も

多 くのZmPK1フ ァミリープロテイ ンキナーゼが存在 し、植物 の細胞 間シ グナル伝 達

に重要な役割 を担 っていると推定 された。

第3章 タバ コ膜結合型 プロテイ ンキナーゼNPK15の キナーゼ活性 と膜局在 性

現在 まで に、植物 か らクローニ ングされた遺伝子 が活性 のあるプロテイ ンキナー

ゼをコー ドす ることを確かめた例 は数少 な く、 また、その細胞内局在性 を明 らかに

した例 はわずか一例 しかない。そこで本章では、NPK15が 膜 に結合 したセ リン/ス

レオニンキナーゼをコー ドしていることを生化学的に調べ た。

ここでは推定 され たプロテイ ンキナーゼが真にプロテイ ンキナーゼ として機 能 し

ていることを確認す るため、 まずNPK15の キナーゼ ドメイ ンとグルタチオンSト ラ

ンス フェラーゼの融合 タンパ ク質 を大腸菌 に生産 させた(図7A)。 また、 キナー

ゼ活性 が見 られ な くなるような変異遺伝子 を作成 して1ア ミノ酸 の置換 を持 つ融合

タンパク質 も同様 に生産 させ た(図7A)。 これらの融合 タンパ ク質 を部分精製後、

自己 リン酸化 能 を調べ た ところ、野生型の融合 タンパク質 には自己 リン酸化 能が見

られたが、変異融合 タンパ ク質 には自己 リン酸化能は見 られなか った(図7B、C)。

また、 自己 リン酸化 されるア ミノ酸残基 を調べ たところ、セ リン及 びス レオニ ン残

基が リン酸化 されてお り、チロシン残基 はリン酸化 されていないこ とが分 か った(図
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7D)。 さらに、」η碗mでNPK15融 合 タンパ ク質 の基 質 となるタンパ ク質 を調べた。

その結:果、NPK15融 合 タンパ ク質 は、 ピス トンHI、 ミエ リン塩 基性 タ ンパク質、α一

カゼイン、β一カゼイ ン、エ ノラーゼ、 ミオシン軽鎖 を リン酸化するこ とが分 かった

(図8)。 フォス フォリパ ーゼCは リン酸化 され なかった(図8)。 ピス トンHI

及び ミエ リン塩基性 タンパ ク質の リン酸化 されるアミノ酸 を調べ た ところ、セ リン

及 びス レオニン残基が リン酸化 されることが分 かった。以上の結果 よ り、NPKI15は

セ リン/ス レオニ ンキナーゼ であることが明 らか となった。

また、NPK15の 細胞 内局在性 を明 らかにす るため、NPK15と β・グルクロニダーゼ

の融合 タンパ ク質 をタバコ培 養細胞BY-2で 二過 的に生産 させた。細胞分 画後、

GUS活 性 を測定 した ところ、野生型 のNPK15とGUSの 融合 タンパク質を生産 させ

た細胞 からは、膜画分 にも強いGuS活 性 が見 られた(表 ユ)。 それに対 し、N末 端

の疎水性領域 を欠失 したNPK15とGUSの 融合 タンパ ク質 を生産 させた場合は、

GUSだ けの場合 と同程度の活性 しか膜画分に見 られなかった(表 ユ)。 この結果 は、

NPK15がN末 端 の疎水性領域で膜 に結合 して機能 しているこ とを示唆 している。以

上の結果 よ り、NPK15は 膜 に結合 したセリン/ス レオニンキナーゼと考 え られる。

第4章 タバ コ膜結合 型プロテイ ンキナーゼNPK15の 機能 の解析

タバ コ膜結合型 プロテインキナーゼNPK15の 機 能 を知 る手掛 か りを得 るため、

2>PK15cDNA及 びその様 々な誘導体 をタバ コ細胞で過剰発 現 させ る実験 を行 った。

NPK15cDNA及 びその誘導体 をカリフラワーモザ イクウィルス35SRNAプ ロモー

ターの下流 に連結 し、アグロバクテリウムを介 して タバ コ培養細胞BY-2に 導入 した

ところ、野生型のM}K15cDNAを 導入 した場合、得 られる形質転換体 の数が コン ト

ロールに比べ約10分 の1に 減少 した(図9)。 この原因は、1>PK15を 過剰発現 さ

せ るとその細胞 が死ぬ ためだ と考 えられる。 また、 この ような致死 的効果は、 キナ

ーゼ活性 の見 られな くなる点突然変異体 やN末 端の疎水 性領域の欠失変異体では見

られなか った(図9)。 従 って、NPK15の 過剰発現 による致死 的効果には、N末 端

の疎水 性領域 とキナーゼ活性 の両方が必須であるこ とが分 かった。

さらに、この致死的効果 を確 かめる実験 を行 った。ジャスモ ン酸 メチルで発現 誘

導 できるプロモ ーターの下流 にNPK15cDNAあ るいはGUS遺 伝 子を連結 し、 タバ

コ培養細胞BY-2に 導入 した。これ らの形 質転換BY-2細 胞 にジャスモン酸メチルを

作用 させ た ところ、NPKI15cDNAを 導入 した形質転換BY,2細 胞では増殖が阻害 さ

れたのに対 し、GUS遺 伝子 を導入 した形質転換BY.2細 胞 ではそのような増殖 阻害

は見 られ なか った(図10)。 この結果は、前の遺伝 子導入実験の結果 を支持 して

いる。
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これ らの ことより、NPK15の 機能 に関 し2つ の可能性 を示唆 した。1つ は、

NPK15は 通常その活性 を厳密 に制御 されなが ら細胞増殖 を制御 してお り、その過剃

発現 によ りNPK15の 活性の アンバ ランスが起 こ り、 その結果その細胞が死 に至る と

いう可能性 である。 もう1つ は、NPK15は 病原菌抵抗性様 遺伝 子 であ り、その過剰

発現 によ り過敏感反応 を誘発 した とい う可能性である。いずれ にして も、NPK15は

細胞 の生死 に関 わる重要な機 能に関与 している と考 え られた。

結語

本研 究では、 タバ コに存在 するNPK15に 着 目 し、NPK15は 膜結合型 セ リン/ス

レオニンキナーゼであること、細胞 の生死 に関わる重要 な機能 を持 つこ とを明 らか

にした。NPK15は 膜貫通型 であ りなが らそのタンパ ク質内に レセプター ドメイ ンが

ない もので、高等植物 においてこのようなキナーゼの存在 を示 したのは本研究が初

めてである。 キナーゼ ドメイ ンの構造 か ら判 断す ると、NPK15はZmPK1プ ロテイ

ンキナーゼファ ミリーに分類 され、ZmPK1フ ァミリーに属 するプロテインキナーゼ

は高等植物 に広 く分布するので、植物 の細胞膜 を介 した情報伝 達に重要な役割 を担

っている もの と考え られ る。
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図1cNPK15の 塩基配列 と推定のア ノ酸配列。

下線 は疎水性領域 とキナーゼ ドメインのサブ ドメイ ンVIとVIIIを 示 す。セ リン/

ス レオ ンキナーゼ1保 存 されたア ノ酸 は四角で囲い、チ ロシンキナーゼに保存

されたア ノ酸}は 重下線 を付 けた。 タンパク質 のコー ド領 域の前 のATG

は四角で囲った。左側 の数字はア ノ酸残基数、右側 は塩基数。
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図2、NPKI5とZmPK1フ ァミリープロテインキナーゼのキナーゼ ドメイ ンのア ミ
ノ酸配列 の比較。

半数以上 のキナーゼで同一のア ミノ酸 には網 を掛けた。星印 は全 てに保存 されてい

るアミノ酸 を示す。%はNPK15と 同一のア ミノ酸 の割合、数字 はアミノ酸残基の

番号 を示す。 ローマ数字 はキナーゼ ドメィ ンのサ ブ ドメィンを示す。
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図3、ZmPK1フ ァ ミ リ ー プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の ドメ イ ン構 造 の 比 較 。

LRR;ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト、EGF;上 皮 増 殖 因 子 。
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図4、NPK15cDNAを プ ロ ー ブ と し

た サ ザ ンハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン。

NPK15様 遺 伝 子 が ナ ス 科 に 一 般 に存

在 す る こ と を 示 す 。

トマ ト及 び ジ ャ ガ イ モ の 全DNAIO

μgをEcoR.1で 切 断 し、0.7%ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 電 気 泳 動 を行 っ た 。DNAは 、

一 本 鎖 に 変 性 後
、 ナ イ ロ ン膜 に トラ

ン ス フ ァ ー し た 。32Pで 標 識 し た

cNPKI5全 体 を プ ロ ー ブ に用 い た 。

〆

"
"

♂爵 ヂ ♂ ♂ ♂ 〆.

図5、ZmPK1フ ァ ミ リー 遺 伝 子 の 戸CR

に よ る 増 幅 。 イ ネ 及 び タバ コ に はZmPK1

フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 が 存 在 す る が 、 単 細 胞

植 物 や 動 物 に は な さ そ う で あ る。

αamydomoηaε 面 肋a雌 がゲ ノ ムDNA1μg

(C.r.1μ9)あ る い は0.1μ9(Cr.0.1μ9)、

諏oo加 π)澱γ085α麗 晦 ゴβθゲ ノ ムDNAラ イ

ブ ラ リー0.1μg(S.c.)、 タ バ コ全DNA1

μ9(N.の 、 イ ネ全DNAO5μ9(0.s.)、

Dm8qρhflamelaη08a5fer全DNAO.5μgの.

m.)、 マ ウ ス 全DNAIμgを 鋳 型 と し て 、

PCRを 行 っ た 。 一 は 鋳 型DNAを 加 え な

か っ た場 合 。PCR産 物 は10%ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 臭 化 エ チ

ジ ウ ム染 色 し た 。pBR322/HaellIは サ イ ズ

マ ー カ ー 。
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図6、 イネのNF4～9の 推定 のア ミ
ノ酸配列 とZmPK1フ ァミリープロ

テイ ンキナーゼのア ミノ酸配列の比

較。
*はZmPK1フ ァミリープロテインキ

ナーゼに完全 に保存 されているア ミ

ノ酸、網掛 は半数以上 に保存 されて
いるア ミノ酸 を示 す。上線 はNF4～

9の クローニングに用いたPCRプ ラ

イマーの位置、枠 はZmPK1フ ァミ

リープロテインキナーゼに特異的に

保存 されているシステイ ン残基 と疎

水性残基 を示す。 ローマ数字はキナ
ーゼ ドメインのサ ブ ドメイン。
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図7、GST-NPK15△ 融 合 タ ン パ ク質 の 自 己 リ

ン酸 化 。

A、 部 分 精 製 し た 融 合 タ ンパ ク 質 の ク マ シ ー

染 色 。 融 合 タ ンパ ク 質 が 十 分 精 製 さ れ て い

る 。 グ ル タ チ オ ンSト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ(レ

ー ン1
,2)、GST-NPK15△(レ ー ン3,4)、

GST-NPK15△(K144R)(レ ー ン5,6)の 生 産

は 、T7RNAポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を持 つ バ ク

テ リ オ フ ァ ー ジM13の 感 染 に よ り誘 導 し た

(レ ー ン2,4,6)。 レー ン1,3,5はM13を 感

染 さ せ な か っ た 場 合 。 こ れ ら の タ ンパ ク 質 は

グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス に よ りア フ ィ ニ テ

ィ ー 精 製 し、SDS-PAGEに よ り分 画 した 。

B、 自 己 リ ン酸 化 活 性 。GST-NPK15△ の み リ

ン酸 化 され る。 セ フ ァ ロ ー ス に結 合 した 融 合

タ ン パ ク 質 は 【γ一32P】ATP存 在 下 で 自 己 リ ン 酸

化 反 店 を 行 い 、SDS-PAGEに よ り分 画 し た 。

レ ー ン1、GST、 レ ー ン2、GST-NPK15△ 、

レ ー ン3、GST-NPK15△(K144R)。

C、 二 価 イ オ ン 要 求 性 。GST-NPK15△ の 自 己

リ ン酸 化 に はMg2+かMn2+が 必 要 で あ る

が 、Ca2+は 必 要 な い 。 自 己 リ ン酸 化 反 応 と

SDS-PAGEはBと 同 様 に 行 っ た 。 た だ し、 自

己 リ ン 酸 化 反 応 液 の 二 価 イ オ ン(各2mM)

は 次 の よ う に し た 。 レ ー ン1、Ca2+、 レ ー ン

2、Mg2+、 レー ン3、Mn2+、 レ ー ン4、

Ca2+とMn2+、 レ ー ン5、Mg2+とMn2+。

D、 自 己 リ ン酸 化 さ れ た ア ミ ノ酸 。 セ リ ン残 基 及 び ス レ オ ニ ン残 基 が リ ン酸 化 さ れ る 。

〔γ一32P]ATP存 在 下 で 自 己 リ ン酸 化 し たGST-NPK15△ の 酸 分 解 物 を内 部 マ ー カ ー の フ オ

ス フ オ セ リ ン(P-Ser)、 フ オ ス フ オ ス レオ ニ ン(P-Thr)、 フ オ ス フ オチ ロ シ ン(P-Tyr)と

混 ぜ 、 薄 層 電 気 泳 動 を行 っ た 。 レ ー ン1、 ニ ン ヒ ド リ ン染 色 、 レ ー ン2、 オ ー トラ ジ

オ グ ラ フ イ ー 。
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図8、GST-NPKI5△ に リ ン酸 化 され る タ ン パ ク 質 。 α一カ ゼ イ ン、 β一カ ゼ

イ ン、 ミ エ リ ン塩 基 性 タ ンパ ク 質(MBP)、 ミオ シ ン軽 鎖(MLC)、 エ ノ

ラ ー ゼ 、 ヒ ス トンHIは リ ン酸 化 さ れ る が 、 フ オ ス フ ォ リパ ー ゼCは リ

ン 酸 化 さ れ な い 。 、

図7と 同 様 に リ ン酸 化 反 応 を行 っ た 。 た だ し、 各 レ ー ン の 上 に 記 した タ

ン パ ク 質1μgを 反 応 液 に 加 え た 。+は リ ン酸 化 反 応 液 にGST-NPK15△

を加 え た こ と を 、 一 は 加 え な か っ た こ と を示 す 。MBP;ミ エ リ ン塩 基 性

タ ンパ ク 質 、MLC;ミ オ シ ン1経鎖 、PLC;フ オ ス フ オ リ パ ー ゼC。70kDa

の バ ン ドはGST-NPK15△ の 自 己 リ ン酸 化 。

表 ユ、GUS融 合 タ ンパ ク質の膜画分 と可溶性画分 のGUS活 性 。

実験1

融合 タンパ ク質

可溶性 膜 膜(%)a)

実験2

可溶性 膜 膜(%)a)

NPK15(KI44R)一GUS447462512.2%

NPKI5△(K144R)一GUS2608・1886・7%

GUS 1202604.8%

く1 く1

38bO134025.7%

3488372

4248307

<1 く1

9.6%

6.7%

pmo1MU/分/mgタ ンパク質
a);膜 画分 のGUS活 性/(膜 画分のGUS活 性+ 可溶性画分のGUS活 性)
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図9、 タ バ コ培 養 細 胞BY-2の 形 質 転 換 。

A、 形 質 転 換 に 用 い た コ ン ス トラ ク トの構

造 。cNPK15及 び そ の 変 異 体 は 、 カ リ フ ラ

ワ ー モ ザ イ ク ウ ィ ル ス35SRNAプ ロ モ ー

タ ー の 下 流 に セ ン ス 方 向 に連 結 し た 。X

は144番 目 の リジ ン残 基 の ア ル ギ ニ ン残

基 へ の 置 換 を起 こ す 塩 基 置 換 を示 す 。

NPTII;不 オ マ イ シ ン フ オ ス フ オ トラ ン ス

フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、35S;カ リ フ ラ ワ ー モ

ザ イ ク ウ ィ ル ス35SRNAプ ロ モ ー タ ー 、

NOS;ノ パ リ ン合 成 酵 素 遺 伝 子 タ ー ミ ネ ー

タ ー 、HPT;ハ イ グ ロ マ イ シ ン フ オ ス フ 才

トラ ンス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 昭;T-DNA

の ラ イ トボ ー ダ ー 、LB;T-DNAの レ フ ト

ボ ー ダ ー。

B、 形 質 転 換 さ れ たBY-2細 胞 。cNPK15

を導 入 す る と細 胞 が 増 殖 しな い 。 形 質 転

換 体 は カ ナ マ イ シ ン とハ イ グ ロマ ィ シ ン

の 両 方 で 選 抜 した 。 写 真 は 、 形 質 転 換1

ヶ月 後 に撮 っ た 。

50

40

麟30

裳20

10

0

gus#2

睡
npk1騨9

npk15#4

gus#4

圏囮
0 1234567

植 え継 ぎ後 日数

8 9(日)

図10、 ジャスモ ン酸 メチルによる形質転換BY-2の 増殖 阻害。1》Pκ15の 発

現 を誘導する と、細胞 の増殖が阻害 される。

植 え継 ぎ直後 の細胞数 を1と して、相対的 な細胞数 を示 した。 ジャスモ ン酸

メチルは植 え継 ぎ1日 後に加 えた。 白抜 きの大文字 はジ ャスモン酸 メチルを

加 えたこ とを、小文字 は加 えなかったことを示す。#2、#4、#9は 独立 の形

質転換体 を示す.
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論 文 審 査 の 要 旨

本 研 究 は タバ コの膜 結 合型 プ ロテ イ ン キ ナ ー ゼを コー ドす る遺 伝 子,ノVP1(15を 単 離 し,そ の

構 造 と機 能 に つ い て 検討 し,本 遺 伝 子 は細 胞 の 生 死 に 関 わ る重 要 な機 能 を 持 つ膜 結 合 型 プ ロテ イ

ンキ ナ ー ゼ の一 つ で あ る こ とを示 した もの で あ る。

まず,タ バ コの膜 結 合 型 プ ロテ イ ン キナ ーゼ と して 得 られ た1VPK15の 塩 基 配 列 を 確 定 し,

NPK15はN末 端 に 疏 水 性 領 域 を もち,C末 端 に は セ リン/ス レオ ニ ンキ ナ ー ゼ に 良 く保 存 され

て い る ア ミノ酸 配 列 を もつ こ と,膜 結 合 ドメイ ンを 有 す るが 細 胞 外 の レセ プ タ ー ドメ イ ンを 欠 い

て お り,植 物 に まだ 報 告 され てい な い 特 異 な膜 結 合 型 プ ロテ イ ソ キナ ーゼ で あ る こ と,キ ナ ー ゼ

部 全 の塩 基 配 列 はZ規P紹 フ ァ ミ リ」 に 属 す る こ と,な どを 明 ら か に した 。 さ ら に,1VP1(15

cDNAを フ。ロー ブ と して,各 種 の植 物DNAと のサ ザ ン分 析 お よびPCR法 に よ り,Z肌PκZフ ァ

ミリー プ ロテイ ンキ ナ ーゼ が 高等 植 物 に広 く分 布 して い る こ とを 示 した。

次 に,NPK15の キ ナ ーゼ ドメイ ン と グル タ チ オ ンSト ラ ンス フ ェ ラー ゼ の融 合 タ ンパ ク質 を

大 腸 菌 に作 らせ る系 を つ く り,こ れ を 用 い て,NPK15タ ンパ ク質 は セ リン/ス レオ ニ ン キナ ー ゼ

で あ る こ と,ピ ス トンHI,ミ エ リ ン塩 基 性 タ ンパ ク質,α カ ゼ イ ン,β カ ゼ イ ン,エ ノラ ーゼ,

ミオ シ ン軽 鎖 を リ ン酸 化 す る こと,な どを 実 証 した。 ま た,NPK15とGUSの 融 合 タ ンパ ク質 を

タバ コ細 胞 中 に 発現 させ,膜 画分 に強 いGUS活 性 を検 出 し,NPK15が 膜 に 局 在 す る こ とを示 し

た 。

さ らに,IVPκ15cDNAお よびそ の塩 基 配 列 の一 部 を 改変 したcDNAを タバ コ培 養細 胞BY2に

導 入 す る実 験 を試 み,そ の機 能 に つ い て 考察 した。野 生 型 のNPκ15を 導入 した 場 合,得 られ る形

質 転換 体 の数 は コ ン トロール に比 べ 約10分 の1に 減 少 した 。NPK15が 膜 結 合 部 位 を 欠 く と形 質

転換 体 は多 くな り,ま た プ ロテ イ ンキ ナ ー ゼ活 性 を 失 って も形 質 転 換体 が多 くな った 。 この結 果

は,AIPκ15の 過 剰 発 現 が転 換 細 胞 に 致 死 効 果 を 持 ち,細 胞 増 殖 あ る いは 過 敏 感反 応 に 関 わ る 機

能 を有 して い る可 能 性 を 示 して い る。 いず れ にせ よ,本 実験 の結 果 か ら,醒)κ15遺 伝 子 は細 胞 の

生存 に必 須 な役 割 を 果 た して い る と示 唆 され た 。

以上,本 研 究 は 細 胞 の外 界 刺 激 に応 答 す る植 物 の プ ロテ イ ンキ ナ ー ゼNPK15の 構 造 と機 能 に

つ い て検 討 を 行 い,植 物 の育 種 に 基 礎 的 新 知 見 を 加 え た もの で あ り,博 士(農 学)の 称 号 を授 与

す るに ふ さわ しい もの と判 断 した 。
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