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Abstract. 

Nuclear localization signal (NLS) is necessary for protein to be transported into the 

nucleus.It is unkown what phenomena happen on the course from recognition of NLS 

to migration of nuclear proteins into the nucleus in the cel1.1 have indicated the 

existance of the kinase w hich is specifically activated by NLS synthetic peptide 

injected in Xenopus oocyte.Furthermore using in vitro kinase assay ,1 have partially 

purified this kinase with chromatographies from Ehrlich ascites tumor cells.The 

partially purified kinase fraction has three candidate bands of Mr=95 ,000 ,70 ,000 and 

65 ,000 on SDS-PAGE . 
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(抄録)

Xenopus oocyteに野生型SV401訂ge T抗原の核局在化シグナル合成ペプチド

をマイクロインジェクションし核局在化シグナルで特異的に活性化される

kinaseの存在を in vivoで明らかにした。 in viむoでも同様の核局在化シグナルに

特異的な燐酸化がおこることを核局在化シグナル合成ペプチドやそのコント

ロールとして用いた非核局在化シグナル合成ペプチドを利用し t.::.in vi tro assay 

で確認した 。 また、このin vi tro assayでは既存のkinaseCl)基質として汎用され

る蛋白質を燐酸化しなかった 。 Ehrlich腹水癌細胞の細胞質から種々のカラム

を用いてこのkinaseを部分精製した。最終的にHPLCで分画したkinase分画に

は 3つの候補となる蛋白質分子が認められた。



(序論)

蛋白質の核内移行には核局在化シグナル(Nuclear localization signal:NLS)が

必須とされている 1)2 ) 0 NLSの特徴としては、 Lys ，Argなどの塩基性アミノ酸

が豊富な、数個ないし十数個のアミノ酸配列からなることが挙げられる 。 こ

のNLSをもっ合成ペプチドを本来核に移行できないアルブミンのような非核

蛋白質と化学的に架橋し培養細胞の細胞質にマイクロインジェクションする

とペプチドーアルブミン結合物は約30分以内に核内に局在する 。 これに対し、

点変異をもっ変異型NLS合成ペプチドを同様に架橋したアルブミンは細胞質

にとどまった 3)4) 。 このように、細胞質内では正確にNLSを識別し運搬する機

構が存在している 。 識別する機構としては NLS結合蛋白質がいくつか同定

されているが、現在まで完全に精製された蛋白質としてはGerace らの

56kDa ， 54kDaの蛋白質 5)やSilver らの酵母の70kDaの蛋白質的がある 。 最近、

lmamoto らは熱ショック蛋白質の一つである hsc70がNLS結合蛋白質のーっと

して核蛋白質輸送に働いていることを示した 7) 。 蛋白質核内輸送装置に関連

するものとして、 Adam らはsemi - intactの系で細胞質因子が核内輸送に必要で­

あることを示した 8) 。 このように、複数の蛋白質核内輸送に関与する蛋白質

分子が明らかになってきたが、それぞれの分子がどのような役割や関連をも

って蛋白質の核内移行という現象に係わっているのかはまだ明らかではない。

そこで、本研究ではNLSの認識から始まる蛋白質の核内移行という現象の全

体像を捕えることを目的として、さまざまな細胞内反応系の調節に重要な役

割を果たす蛋白質の燐酸化に着目してNLSに特異的な細胞内蛋白質燐酸化反

応の解析とそれに係わる kinaseの部分精製、性状解析を行なった 。

(方法)

Microinjection to oocytes and labeling 

MBS (modified Barth solution:88mMNaCl , 1mMKCl,0.41mMCaC12,0.82mM 

MgS04 ,2.4mM NaHC03 ,and 20mM Hepes , pH7. 3)9)中で数個の未受精のXenopus

oocyte(stage 5 -6) ~こ 20JnMの合成ぺフ。チド (SV40 large T 抗原の野生型の

NLS(CPKKKRKVEDP) 、 及び 128番目のアミノ酸をリジンからスレオニンに

変えた核移行活性を欠く変異型のNLS(CPKTKRKVEDP)) を一個あたり 50nl量

マイクロインジェクション(装置Narishige 1M - 6 ，MN - 153) した後、 oocyte を

0.5mCi/mlの 32p正燐酸で3時間ラベルした 。 マイクロインジェクションからラ

ベルまでは室温21 0Cの環境下で行なった 。 コントロールとして合成ペプチド

溶解に用いた 50mM Hepes , pH7.3 bufferを同量マイクロインジェクションした 。



Subcellular fractionation 

ラベルしたoocyte を 20倍量のhomogenization buffer(20mM 

pyrophosphate ， 20 rrù'ν1 Tris -HCl , pH7.5 ,10mM EGTA ， 10m九1 MgC12, 100m恥f

NaF , l mM Na3V04 , lmM OTT ， 10μg/ml leupeptin ， lμg/ml aprotinin ， O.l 打出v1 PMSF)9) 

で可溶化後、 5 ， 000g ， 5分と 300 ， 000g ， 30分の遠心後、上清を細胞質抽出液とし

た 。 次に、細胞質抽出液を大きく分画するため、 1/3量のOEAE - Sephacel10) を

加え 4 0C 、 8時間ローテイションした 。 溶出は0.23M ， lM ，2M NaClてρ4 0C各 1 時間

の条件で行なった 。 各分画はSOS電気泳動法を用いて解析した 。

Gel electrophoresis and autoradiography 

SOS-polyacrylalnide gel electrophoresis (SOS-PAGE)は、 10%のpolyacrylamide

を用いた。染色は銀染色を行なった 。 autoradiographyは、 FUJI filmRX-H 100 

を用い -80 0Cで行なった 。

In vitro phosphorylation assay 

精製途中ゲ/レj戸過で得られた基質(p34)を含む分画を基質分画(後述)とし、

これと 0.5 - lmI刈NLS合成ぺフ。チド(野生型のNLSまたはその変異型のNLS) を各

カラムで分画したsampleに加え、 lμCi 32p 午ATPを含む 10μM ATP ,5mM 

MgC12 ,50mM Tris -HCl , pH7.5 ,30mM KCl存在下で、 30 0C ，1 0分間反応させた。

反応停止後、 sample を SOS 電気泳動法にかけて蛋白質の燐酸化を解析した。

Partial purification of the kinase 

Ehrlich腹水癌細胞に4倍量のlysis buffer A(20mM Hepes: 

,pH7.3 ,10mMKCl ,5mM MgC12 , 1mMOTT, 10μg/mlleupeptin， 0.2mM PMSF) を加え、

2μg/ml cyto calasin B存在下で4度、 30分静置。次に、 hom.ogenizerで 10 回

homogenize した 。 lysateは 200 ， 000gで遠心(model 50.2Ti ,Beckman Instrument) し，

上清を buffer B(20mM Hepes , pH7.3 ,30mMKCl ,5mM MgCb" 1 mMOTT , 1 0μg/ml 

leupeptin ,0.2mM PMSF)で平衡化したOEAE 骨Sephacelにかけた 11 ) 。 次に、

0.53MKClのbuffer B でkinase を含む分画を溶出し、 buffer Bで透析した。この

分画をbuffer C(potassium phosphate , pH7.2 ,0.3MKCl ,5mM 

MgC12" 1 nlMOTT , 10同Iml leupeptin,0.2mM PMSF)で平衡化したHydroxyapatite

gel にかけた 。 kinase を含む分画を 125nlM potassium phosphate, pH7.2のbuffer C 

で溶出し、同様に透析した 。 この分画を Buffer Bで平衡化した Sephacryl S-300 

を用いてさらに、分画した 。 kinase分画をHPLC( Gradient Pump 2249 ,Variable 

Wave1ength Monitor 2141 ,Pharmacia LKB Biotechnolo gy) を用いて 10%glycero1

を含むbuffer B で平衡化したmono -Qで分画した 。 各分画!のassayには前述のIn

vitro phosphorylation assay を用いた 。



(結果)

In vivo phosphorylation 

野生型のSV40 large T抗原のNLSの合成ペプチドをマイクロインジェクショ

ンしたoocyteから得られた細胞質抽出液をDEAE - Sephacel を用いて分画したう

ち、 lM ，2MNaClで溶出する分画で34kDaの蛋白質の燐酸化がみられた。一方、

変異型のNLSの合成ペプチドをインジェクションしたoocyteでは野生型に比

して同分画の同蛋白質の燐酸化は弱かった 。 コントロールのbufferをインジ

ェクションしたoocyteではまったく燐酸化は認められなかった (Figure.1 ) 。 こ

れにより、 in vivo でNLSにより特異的に活性化される kinaseの存在が示唆さ

れた。

In vitro phosphorylation 

NLS合成ペプチドと燐酸化

野生型のSV40 large T抗原のNLSの合成ペプチド量を 0.51nM ， 1.0mM ，2.0mM

と増量させていくと基質である 34kDaの蛋白質の燐酸化は増強した。一方、

変異型のNLSを同様に増量させても同基質の燐酸化は野生型の場合に比して

弱かった。また、 NLS合成ペプチドを加えていない場合はまったく燐酸化さ

れなかった (Figure.2A) 。 他のNLS合成ペプチドや非NLS合成ペプチドでも同

様の燐酸化がみられるか検討した。 Nucleoplasminやpolyonla virus large T 抗原

のNLSの合成ペプチドでは34kDaの蛋白質の燐酸化がみられたにもかかわら

ず、野生型NLSのアミノ酸配列の逆配列の合成ペプチドである reverse T 、

NLS を含まないlaminB のC末端の合成ペプチド、酵母では核移行活性を有す

るが哨乳類ではその活性が認められないhistone H2B 12)のNLS合成ぺフ。チドで

は、ほとんど燐酸化されなかった (Figure. 2B) 。 これから、確かにin vitro でも

NLS特異的な燐酸化が再現できることが確かめられた。

既知の基質の燐酸化

一般的に、 kinaseの精製によく用いられる基質がNLS特異的に燐酸化され

るかどうかについて検討した。 in vi tro assayでhistone H 1 ,protamine ,myelin basic 

pro tein 13),casein 14),phosvi tinはいずれも燐酸化されなかった 。

kinaseの反応条件の検討

マグネシウム濃度と kinase活 J性については、マグネシウム濃度5mMで最大

値を示した (Figure.3A) 。 塩濃度と kinase活性については、塩濃度の増加につ

れて kinase活 t性は減弱し、 100mM を越えるとコントロールの活性とほとんど、

差がなくなった (Figure. 3B) 。



Partial purification of the kinase 

Ehrlich腹水癌細胞から得られた細胞質分画をDEAE - Sephacelで分画すると

0.53M KClで溶出される分画にkinase活性がみられた 。 次に、 Hydro xyapatite

gelで分画すると 125rnM phosphateで溶出される分画に活性が認められた 。 こ

の分画を Sephacryl S - 300でゲノレj戸過すると 2つの蛋白質のピークに一致した

kinase活性のピークが認められ、いずれも分子量は 150kDa以上であった

(Figure. 4) 。 また、このゲ/レj戸過により kinase分画と、主に分子量34kDaの基

質を含む分画が分離できた 。 最終的に、 kinase活性のピークをHPLC mono-Q 

カラムで分画し、 SDS電気泳動法の後に、銀染色すると autoradio graphyで

kinase活性のみられた分画にのみ見られ、他の分画にはない分子として

95 kD a , 70 kD a , 65 kD aの 3つの蛋白質が認められた (Figure. 5A. ， 5B) 。

(考察)

現在まで、ここで精製したkinase以外に核局在化シグナルで特異的に活性

化される kinaseの存在についての報告はない 。 Xenopus oocyteの細胞質で

bufferやSV40 large T 抗原の点変異型のシグナルの合成ペプチドをマイクロイ

ンジェクションした場合は燐酸化されず、野生型の核局在化シグナルの合成

ペプチドをマイクロインジェクションした場合のみ、特に34kDaの蛋白質分

子が強く燐酸化された 。 このkinaseの核局在化シグナル特異性はin vitro kinase 

assayから、 SV401訂ge T 抗原の核局在化シグナル以外にnucl eo p lasminや

polyoma virus T抗原の核局在化シグナルでも確かに活性化され、核移行活性

のないreverse T 、 lamin Bの非核局在化シグナル部分の合成ペプチドや酵母で

しか核移行活性の認められないhistone H2Bの核局在化シグナルでは活性化さ

れなかった 。 このことから、このkinaseの活性化は核局在化シグナルにより

かなり厳密に行なわれていることが示唆された 。 最終的にHPLCで分画した

kinase活性の存在する分画にのみ認められた 3つの異なる分子量の蛋白質分子

のうちで、どれがkinaseの活性に必須な分子であるかは本実験では同定でき

なかったが、今後、このkinaseの完全精製によって明らかにされていくだろ

つ 。

次に、このkinaseで燐酸化される基質について検討したが、既存のkinaseの

基質として用いられる物質、例えば、 MAP kinaseの基質である myelin basic 

pro tein 12)やcasein kinaseの基質である casein 13)などはいずれも燐酸化されなか

った 。 よって、このkinaseは、既知のkinase と異なる可能性が示唆された。こ

のように、一般的にkinaseの精製で用いられている基質を燐酸化しないため

精製途中で得られた 34kDaの蛋白質を基質として用いたが、この 34kDaの蛋白



質分子以外にin vivoでは200kDa ， 23 kDaの蛋白質分子でも核局在化シグナルで

特異的な燐酸化が認められた。 in vitro では、 34kDaと同じ分画に存在してい

っしょに燐酸化される 23kDaの分子や、 HPLC mono-Q~，こよる分画後、 NLS特

異的kinaseの存在する分画に見られるにもかかわらず、燐酸化されなくなる

97kDa 、 95kDaの基質がある。 97kDa 、 95 kDaの基質が燐酸化されなくなる原

因として、 97kDaの場合、月IJのkinase の存在が考えられる 。 すなわち、 34kDa

の基質を燐酸化する kinase以外に核局在化シグナルで特異的に活性化される

別のkinaseが存在し、 HPLCにより 97kDaの基質と kinaseが分離されたため燐酸

化されなくなった可能性がある 。 また、 95kDaの基質はkinase との分離以外に

基質の量的問題も関係する可能性がある 。すなわち、 95kDaの基質蛋白質分

子に比べて加えた 34kDaの基質蛋白質分子のモル比は約30倍以上であるため

95kDaの基質蛋白質分子が燐酸化されにくかった可能性も否定できない 。

これらの細胞質可溶性分画に存在する基質の役割については、不明である

が、もし核移行に関係するとすれば、核局在化シグナル受容体や、その他の

核輸送装置を構成する蛋白質分子の可能性が示唆される 。 また、核膜孔でも、

このような核局在化シグナルで特異的に燐酸化される基質があれば、核膜孔

通過でATP依存性のステッフ。である translocation 15)16)に必要な核膜孔構成蛋白

質の同定につながる可能性がある 。

このように、核局在化シグナルで特異的に活性化される kinase を追うこと

により、核局在化シグナル受容体、細胞質因子、核膜孔構成蛋白質などの蛋

白質の核移行に重要な核輸送装置の包括的解明が可能となるであろう。

(結語)

l.NLSで特異的に活性化する kinaseの存在を in vivo ,in vi tro で初めて確認した。

2.既知の基質を燐酸化しないことから、未知のkinaseである可能性が示唆され

た。

3.HPLCで最終的に精製したkinase活性の存在する分画には他の分画には見ら

れなしリつのバンドが認められた。

4. このkinaseを完全精製し、役割を解析することにより、核蛋白質輸送の解明

に大きく寄与すると思われる。
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Figure l.NLS specific phosphorylation(p34) in Xenopus oocyte injected with wild 

NLS peptide of SV 40 large T antigen(wild T peptide). 

Extracts prepared from oocytes which were microinjected with buffer( ー )，wild T 

peptide(T) ,and mutant T peptide(mu-T) ,followed by labeling with 32p_ 

orthophosphate ,were fractionated by step-elution procedure on DEAE -

Sephacel.Each fraction was electrophoresed in 10% polyacrylamide gel ,and the gel 

was exposed to X -ray film . 

Figure2.In vitro phosphorylation by NLS peptides and other peptides. 

(A)NLS specific in vitro phosphorylation has dose dependency. 

Wild and mutant NLS peptides of SV 40 large T antigen were added to the reaction 

mixture at the final peptides concentrations of O. 5mM , 1. 0mM,and 2. 0πぜ\1.

Buffer was used as control.Reaction mixtures were incubated at 30
0C for 10 min. 

Reaction was stopped by the addition of SDS-PAGE sample buffer.Each 

phosphorylated sample was electrophoresed in 10% polyacrylam:ide gel and the gel 

was exposed to X-ray film . 

(B )NLS specific in vitro phosphorylation by other kinds of NLS peptides. 

NLS peptides of nucleoplaslnin and polyoma virus T antigen , and non-NLS peptides 

of mutant T , reverseT (reverse sequence of wild T peptide) ,lamin B (peptides of non 

NLS region) ,and histone H2B( NLS region in yeast,but non-functional in 



mammals)were added to the reaction mixture at the concentration oflmM. In vitro 

phosphorylation was performed as described in (A). 

Figure 3.(A)Effect of MgC12 concentration on the kinase activity. 

In vitro reaction was performed at the various concentrations of MgC12 in the 

presence( ・ )or absence( ロ) of lmM wild T peptide.The kinase activity was 

determined by measuring the density of the band of p34(main subs仕ate)with

densitometric scanning.The maximal activity was indicated as 1.0. 

(B )Eff ect of N aCl concentration on kinase activity. 

The kinase activity was measured as described in (A). 

Figure 4.Gel filtration chromatography of the kinase. 

125mM phosphate buffer fraction of hydroxyapatite gel was applied to Sephacryl 

S-300.Each fraction was assayed in the presence( 圃) or absence(口) of wild T peptide 

as mentioned in Fig.2.The kinase activity had two peaks that were separated from 

substrate(p34) fraction. The broken line is absorbance at 280nm.The molecular 

weight markers used are IgG(Mr= 150 ,000) ,bovine serum albumin 

(Mr=67 ,000) ,and ovalbumin(Mr= 43 ,000). 



Figure 5.HPLC mono-Q column fractionation of the first peak of the kinase on 

Sephacryl S-300 gel filtration chromatography. 

(A)Autoradio graphy 

In vitro phosphorylation assay was performed in these fractions as mentioned in 

Fig.2. 

(B )Silver staining 

The same fractions in (A) were analyzed by silver staining.The kinase fractions 

(fractions 3 and 4) had mainly 3 bands( black 訂row heads ,Mr=95 ,000 ,70 ,000 ,and 

65 ,000) which were candidates for the kinase. 
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