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　細胞骨格は細菌を除 く全て の 生物の 細胞質の 基本搆造で あ り， 細胞の 基本的な働 きの 有機的な活動を

可能に して い る．近年，細胞骨格がシ グナ ル トラ ン ス ダ ク シ ョ ン，物質輸送 お よび タ ン パ ク質合成に関

与するこ とが報告され て お り， 細胞機能の 重要な部分に関与 して い る こ とが 明 らかにな りつ つ ある （阿

部 1998）．細胞骨格の基本的なタ ン パ ク質繊維系としてア クチ ン，微小管および中間径 フ ィ ラ メ ン トが

知 られて い るが ，特に ア クチ ン 繊維に は シ グ ナ ル トラ ン ス ダクシ ョ ン に 関与する酵素が結合す る こ とが

植物細胞で 明 らか になっ て い る （Putnam−Evansら 1989，　 Tan ・Boss　1992）．ダイズ で は カ ル シ ウ ム イ

オン依存性プ ロ テ インキナ
ーゼ が細胞骨格 に結合 して い る こ とが証明されて い るが （Putnam −Evansら

1989）， 他の 植物種 に お け る 同様 な研 究 はな く，さらにプロ テ イ ン ホ ス フ ァ ターゼ と細胞骨格 との 関係

につ い て の報告は見当 らない ．本報では ダイ コ ン 根組織から細胞骨格を分離 し，そ こ に存在する プ ロ テ

インキナ
ー

ゼお よび プ ロ テ イン フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ に つ い て調査 した結果を報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　材　料　と　方　法

供試植物

　圃場で 3 か月間栽培 した 白首宮重 ダイ コ ン （Raρhanus　sαtiv“s　Linn，　var ．　hortensis　Backer）の

成熟根 を供試 した，

細胞骨格分離法

　ダイ コ ン根組織は低温室で 5× 5×5mm に細断し，　 CSBS法 （Itoら 1994）で細胞骨格を含むミク ロ ゾ
ー

ム を分 離 した．その 後Tan ら （1992）の 方法 に準 じて1％ TritonX−100不溶性の 細胞骨格画分 を分離 し，

さらにF一ア クチ ン画分 を調整 した．

プ ロ テイ ン キナ ーゼ活性測定法

　吉田 ら （2000）の 方法 に従い ，細胞骨格画分およびF一ア クチ ン画分に存在するプ ロ テイ ン キナーゼ活

性測定 とそ の 性質の 解析 ならび にSDS−PAGE に よる リ ン酸化 タ ン パ ク質の検 出を行 っ た．

プロ テ イ ン フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ活性測定法
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　プロ テ イン フ ォ ス フ ァ ターゼ活性の 測定は ［γ 一32P ］ATP を用い て リ ン酸化 したホス ホリラ
ーゼ A を基

質 とす る プ ロ テ イ ン フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ ア ッ セ イシ ス テ ム （GIBCO 　BRL ）を用 い て 解析 した ，

　　　　　　　　　　　　　　　　 結 果　 と　考　察

　ダイ コ ン根か ら ミ ク ロ ゾーム 画分，細胞骨格画分お よびF一ア クチ ン 画分 を分離 し，それぞれの 画分の

プロ テ イン キナ
ーゼ活性 をO．1mM カ ル シウ ム イオ ン存在下お よび非存在下 にお い て調査 した．い ずれ

の 画分に お い て もカ ル シ ウ ム イ オ ン依存性の プ ロ テイ ン キナ
ーゼ活性が認められ ， 特にF一ア クチ ン画分

に強 い 活性が認め られた （Fig．1），そこで，以下の実験で はF一アクチ ン画分を用 い て実験を行 っ た．

　カ ル シ ウ ム イ オ ン 存在下 で F一ア クチ ン 画 分 プロ テイ ン キナ
ーゼ の 至適pH を調査 した と こ ろ ，　 pH7 ．0−

7．5の 中性領域にお い て 比較的幅広 い 至適pH が 観察され ， 至適pH6 ．5の ダ イ コ ン細胞膜プ ロ テ イ ン キ ナ ー

ゼ （吉田 ・大口 2000）とは性質が異なる こ とが確認され た （Fig，2），

　プロ テ イン キ ナ
ー

ゼ の基質と して
，

ピ ス トン IIIS（Sigma）お よびカゼ イ ン （和光）を用 い て，　 F一ア

クチ ン画分の プロ テ インキナーゼ によるそれ ら基質の リン酸化を調査 した （Fig．3）．ピス ト ン IIISを用

い た場合には O．2mg／ml 以上 の濃度で ヒ ス トン キナ
ーゼ活性が認められた．また ，

カゼ イ ン を用い た場

合には濃度依存的にタ ン パ ク質リ ン 酸化の 促進が確認され ，
1mg ／m1 の と きに は 0．1mg ／ml の 場合の 約

2倍高い プ ロ テ イン キナ
ーゼ活性が観察され ，

F一アクチン画分における カゼ イン キナーゼ の 存在が確認

された．

　 F一ア クチ ン画分の プロ テイン キナ
ーゼ に及ぼす阻害剤 と活性化剤の影響を調査 した，プ ロ テイ ン キナー

ゼ の 活性 は カ ル モ ジ ュ リ ン や プ ロ テ イ ン キナ
ーゼ Cの 活性化剤に よ り，活性増高が認め られ た （Fig．4），

また ，
カ ル シ ウ ム イオ ン ／カ ル モ ジ ュ リ ン 依存性プ ロ テ イ ン キナ

ーゼ の 特異 的 な 阻害剤 で あ る KN −93は

プ ロ テ イン キナ
ー

ゼ Cの 特異的阻害剤H7 よ り低濃度で よ り強 い プ ロ テ インキナ
ーゼ阻害活性が認め られ ，

F一ア クチ ン 画分に おける カル シ ウム イオ ン ／カ ル モ ジ ュ リ ン依存性プ ロ テイン キ ナ
ーゼ 活性 が高 い こ と

が示唆された （Fig．4）．一方，阻害剤の 実験 ではプロ テイン キナーゼ の強力な阻害剤 で ある ス タ ウ ロ ス

ポ リ ン や K252a によ り強 い 活性阻害が観察 された （Fig．4）．

　 ダイ コ ン 根細胞骨格に おける リ ン 酸化タ ン パ ク質を明 らか にす るた めに ， ダイ コ ン根組織か ら分離 し

た ミク ロ ゾ
ー

ム ，細胞骨格お よび F一ア クチ ン 画分と［γ
一32P ］ATP をin　vitro で 反応させ，リ ン酸化 タ ン

パ ク質をSDS −PAGE で調査 した．各画分の リ ン 酸化はカ ル シ ウ ム イオ ン存在下 で 促進 され た が ， 特 に F一

アクチ ン画分にお ける リ ン 酸化が著しか っ た （Fig．5），また ， 各画分で認め られる リ ン酸化 タ ン パ ク質

の ほ とん どが F一ア クチ ン画分に 存在す るこ とが観察 され，リ ン酸化される タ ン パ ク質の 多くが F一ア クチ

ン 画分に存在する こ とが示唆 され た （Fig．5），

　 ミク ロ ゾーム ，細胞骨格お よびF一ア クチ ン 画分におけるプ ロ テ イ ン フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ活性につ い て ，

リン 酸化ホ ス ホ リラ
ーゼ A を基質と して調査 した．プロ テ イン フ ォ ス フ ァ ターゼ活性は 各画分に お い て

認 め られたが ，特に F一ア クチ ン 画分 に お い て 他の 画分の 約2．5倍の 強い 活性が認め られ，プロ テ イ ン フ ォ

ス フ ァ ターゼが F一ア クチ ン に結合 して い る こ とが 強 く示唆された （Fig．6），また，オ カ ダ酸に よる プ ロ

テ ィン フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ 活性阻害を指標に して F一ア クチ ン画分 におけるプロ テ イ ン フ ォ ス フ ァ タ

ーゼ の

特徴 を調査 した結果，F一ア クチ ン画分に含 まれるプ ロ テ イン フ ォ ス フ ァ タ
ーゼはほ とん どが プロ テ イン
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吉 田 ・大 ロ ーダ イ コ ン根細胞骨格プロ テ イ ン キ ナ
ーゼ 活性

フ ォ ス フ ァ ターゼ 1型であり，2A型は ほ とん ど含 まれな い ことが確認 され た （Table　1）．

　以上の 実験の 結果か ら，ダイ コ ン 根細胞 の 細胞骨格 ， 特に F一ア クチ．ン 画分 にプロ テ イ ン キナ ーゼおよ

び プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ ターゼ が結合 して い る こ とが明 らかに な っ た．この うち，F一ア クチ ン 画分 に存在

するプロ テイ ン キナ
ー

ゼは細胞膜 プロ テイ ン キナーゼ （吉田 ・大口 2000）と至適pH が異なる こ と，ま

た カゼ イ ン キナーゼ活性を持 つ こ とか ら，細胞膜プ ロ テイ ン キナ
ー

ゼ とは性質や機能が異 な る こ とが示

唆された．Putnam−Evansら （1989）はダ イズの カ ル シ ウ ム イオ ン 依存性プ ロ テ イン キ ナ
ーゼ は F一ア ク

チ ン に局在する こ とを報告 してお り，さらに，Grabskiら （1998＞はプ ロ テ イン キ ナ
ー

ゼ や プ ロ テ イ ン

フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ の 阻害剤 を用い た研究か ら，ア クチ ン繊維の 構造変化にタ ン パ ク質の リ ン 酸化お よび

脱 リ ン
’
酸化反応が関与する こ とを報告 して い る．従っ て

，
ダ イ コ ン 根細胞骨格 に存在する プロ テ イ ン キ

ナ
ー

ゼお よび プ ロ テ イ ン フ ォ ス フ ァ ターゼは アクチ ン ネ ッ トワ ーク の調節お よび細胞内シグナル トラ ン

ス ダ クシ ョ ン に お い て 重要な機能を担 うと考えられ る，
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Characterization　of 　Protein　Kinase　and 　Protein　Phosphatase　Activities　Associated　with

Japanese　 Radish　 Roots　 Cytoskeleton　 Fractions： Katsuyuki　 Yoshida　 and 　Tomizo　Ohguchi　1

（N ・ti・nal 　 R ・・earch 　 l・ ・tit・t・ ・f　 V ・g・t・bles， 0 ・nam ・nt ・1　 Plant・ and 　 T・a ，
・ C。11，g， 。f

Agriculture
，　Ehime　University）

Abstract： We 　studied 　protein　kinase　and 　protein　phosphatase　in　the　cytoskeleton 　fractions　of

Japanese　radish 　 root 　 tissues．　 The　cytoskeleton 　fractions　were 　isolated　 from　Japanese　radish

rQQts 　by　CSBS　method ．　The　F−actin 　fraction　was 　purified　from　cytoskeleton ，　The　protein　kinase

activity 　of　the　F −actin 　fraction　is　higher　than 　that　of 　the　cytoskeleton 　fraction，　 The　F−actin

bound　protein　kinase　requires 　calcium 　ions．　The　optimum 　pH　of 　protein　kinase　is　7．0，　The　pro−

tein　kinase　can 　phosphorelate　 not 　 only 　histon　IIIS　but　also 　casein 　and 　was 　activated 　by
calmodulin 　and 　inhibited　by　KN −93．　The　protein　phosphatase　activity 　was 　also 　associated 　with

the　cytoskeleton 　especially 　the　F −actin 　fraction．　These　results 　suggest 　that　protein　kinases　and

protein　phosphatases　are 　co −localized　in　F．actin 　fraction，　They　might 　regulate 　some 　physiolQgi −

cal 　prQcesses　in　Japanese　radish 　root 　cells 。

Key　words ： cytoskeleton
，　F−actin ，　Japanese　radish ，　protein　kirlase，　protein　phosphatase．
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Table 1.

 F-actinCharacterizationfraotion from

 Fig.5. SDS-PAGE  analysis

  of  phosphorylation  of

  microsome  (MS), cyto-

  skeleton  (CS) end  F-

  ectin  fractions (FA) ise-

   lated from  Japanese

  radish  root  tissues, Pro-

  teins were  labeled in

   vitro  with  [v-S'P]ATP
  for five minutes  with  or

  without  calcium  ions.

  of protein phosphatase in

Japanese radish  root  tissues

     Activity

(nrnollmg protein/min)
Total?rotein

 phosphatase
?rotein  Phosphatase12A

13.Q812.21

 O.87
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