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ATP•F

BSA•F

bp•@•F

CK•@II•@•F

cpm•F

DARPP•|32•@•F

DMSO•F

DTT•F

EDTA•F

EGTA•F

EST•F

FCS•F

FITC•@•F

GSH•F

GSK•|3•F

GST•F

HRP•F

1•|1•@•F

1•|2•@•F

1•|3•@•F

adenosine•@5•fˆêtriphosphate

bovine•@serum•@albumin

base•@pair

casein•@kinase•@II

count•@per•@mlnute

dopamineˆê•@and•@cAMP•|regulated•@phosphoprotein•|32

dimethylsulfoxide

dithiothreitol

ethylene•@diamine•@tetraacetic•@acid

ethylene•@glycol•|bis•i2•|amino•|ethylether•jˆêtetraacetic•@acid

the•@expressed•@sequence•@tag

fetal•@calf•@serum

fiuorescein•@isothiocyanate

glutathione

glycogen•@synthase•@kinase•|3

glutathione•@S•|transferase

horse•@radish•@peroxidase

inhibitorˆê•@1

inhibitor•|2

inhibitor•|3
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•@•D•D•@5014 inhibitor•|4

inhibitor•|t

5090•@inhibitory•@concentration

isopropyl•|B•|D•|thiogalactoside

kilo•@dalton

mitogen•|activated•@protein•@kinase

2•|mercaptoethanol

myosin•@light•@chain

MLC•@kinase

messenger•@ribonucleic•@acid

National•@Center•@for•@Biotechnology•@lnformation

neclear•@export•@signal

nuclear•@localization•@signal

nuclear•@inhibitor•@of•@protein•@phosphatase•|1

phosphate•|buffered•@saline

polymerase•@chain•@reaction

phenylmethylene•@sulfonylfiuoride

type•@1•@SerlThr•@protein•@phosphatase

catalytic•@subunit•@of•@PP•@1

myosin•|associated•@phosphatase

type•@2A•@Ser•^Thr•@protein•@phosphatase

Ser•^Thr•@ptotein•@phosphatase•@5
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rpm•F

r•Dt•D•@•F

RT•|PCR•@•F

SDS•F

s

revolution•@per•@minute

room•@temperature

reverse•@transcription•|PCR

sodium•@dodecyl•@sulfate
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•@–{˜_•¶‚Å‚Í•CEST•iexpression•@sequence•@tag•jƒf•[ƒ^ƒx•[ƒX‚æ‚èŒ©•o‚µ‚½1Œ^ƒvƒ•ƒe

ƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iPP•@1•j‚É‘Î‚·‚é•V‹K‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿Inhibitor•|4•i1•|4•j‚Ì•ªŽq“Á

•«‚ð–¾‚ç‚©‚É‚·‚é‚±‚Æ‚ð–Ú“I‚Æ‚µ‚Ä•C14‚ÌƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO•E•¶‰»Šw“I•«•ó‰ð•Í•Eˆâ“`

Žq”­Œ»‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚ð•s‚¢•C‚»‚ÌPP•@1‚É‘Î‚·‚é‘jŠQ‹@•\‚â•¶—•‹@”\‚É‚Â‚¢‚Ä•lŽ@‚ð

•s‚Á‚½•B–{˜_•¶‚Í•CˆÈ‰º‚Ì6•Í‚©‚ç•¬‚Á‚Ä‚¢‚é•B

‘æ1•Í•F•˜˜_

‘æ2•Í•Flnhibitor•|4•EcDNA‚Ì’P—£

•@human•@Inhibitor•Eˆê2•i1•|2•j‚Ì‰–Šî”z—ñ‚ðƒvƒ••[ƒu‚Æ‚µ‚Ä•C•@ESTƒf•[ƒ^ƒx•[ƒX‚ðƒXƒNƒŠ

•[ƒjƒ“ƒO‚µ‚½Œ‹‰Ê“¾‚ç‚ê‚½ƒNƒ••[ƒ“‚Í•CƒAƒ~ƒmŽ_ƒŒƒxƒ‹‚Å1•|2‚É‘Î‚µ–ñ44•“‚Ì‘Š“¯•«

‚ðŽ•‚Á‚Ä‚¢‚½•B‚»‚Ì•\‘¢‚©‚ç•V‹KPPI‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚½‚Ì‚Å•C

‚±‚ê‚ðInhibitor•|4•i1•|4•j‚Æ–¼•t‚¯‚½•B14‚Í202‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî‚©‚ç‚È‚è•CƒAƒ~ƒmŽ_

”z—ñ‚É‚æ‚é“ñŽŸ•\‘¢‚¨‚æ‚Ñ‘a•…•«—\‘ª‰ð•Í‚ÌŒ‹‰Ê•CƒwƒŠƒbƒNƒX•\‘¢‚ð‘½‚­Ž•‚Â•e•…

•«‚É•x‚ñ‚¾•ªŽq‚Å‚ ‚Á‚½•B

‘æ3•Í•FInhibitor•|4‚Ì‹@”\‰ð•Í

•@1•|4‚ðGST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚µ‚Ä‘å’°‹Û‚æ‚è”­Œ»‚³‚¹•Cƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[

ƒ[‚É‘Î‚·‚é‘jŠQŠˆ•«‚È‚Ç‚Ì•¶‰»Šw“I•«•ó‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•C1•|4‚ÍPP1‚ð

“ÁˆÙ“I‚É‘jŠQ‚µ•C‚»‚Ì‘jŠQŠˆ•«•iIC5•B••O•D2•@nM•j‚Í”ñ•í‚É‹­‚¢‚à‚Ì‚Å‚ ‚Á‚½•B•@PP1‚Ì
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•G”}ƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg•iPP•@l•@c•j‚É‘¶•Ý‚·‚é4‚Â‚Ìisofo‡p•iƒ¿•CƒÁ1•CƒÁ2•CƒÂ•j‚ð“¯“™‚É‘jŠQ‚µ•C

PPIC‚É‘Î‚·‚é“ÁˆÙ•«‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B‚Ü‚½•C•@PP1‚Ìƒzƒ••y‘f‚Ì1‚Â‚Å‚ ‚éƒ~ƒI

ƒVƒ“Œy•½ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iPPIC‚ÆM•|subunit‚Ì•¡•‡‘Ì•C•@PPIM•j‚É‘Î‚·‚é‘jŠQŠˆ•«‚É

‚Â‚¢‚Ä‚àŒŸ“¢‚µ‚½•B1•D4‚Í•CPPIM‚ÆƒvƒŒƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•C•@PPIM

‚ÌŠˆ•«‚ð‹­‚­‘jŠQ‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«‚½•B‚±‚Ì‚Æ‚«•CGST•|1•|4‚ÉŒ‹•‡‚µ‚Ä‚¢‚éPPIC‚Ì—Ê

‚ÍƒvƒŒƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚ÌŽžŠÔˆË‘¶“I‚É‘•‰Á‚µ‚Ä‚¢‚½‚ª•C1•|4‚É‘Î‚·‚éM•|subunit

‚ÌŒ‹•‡‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B‚·‚È‚í‚¿•C1•|4‚ªM•|subunit‚É•h•R“I‚ÉPP•@I•@C‚ÆŒ‹•‡‚·

‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä•CPPIM‚Ì‘jŠQ‚ð‚·‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B

‘æ4•Í•FInhibitor•|4‚É‚æ‚éPP•@1‘jŠQ‚Ì•ªŽq‹@•\

•@1•|4‚Ìdeletion•@mutant‚ð—p‚¢‚Ä•C1•|4‚Ì‘jŠQ‹@•\‚ÌŒŸ“¢‚ð•s‚Á‚½•B•@PPIC‚É‘Î‚·‚é1•|4

‚ÌŒ‹•‡ƒTƒCƒg‚Í•C•­‚È‚­‚Æ‚à3ƒJ•Š•CSite•|1•i11•|18•j•C•@Site•|2•C•@Site•|3‚É‘¶•Ý‚·‚é‚±‚Æ

‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

•i1•jSite•|1‚Ì11•|18‚Ì—Ìˆæ‚ª1•|4‚ÆPPIC‚Æ‚ÌŒ‹•‡‚É‚¨‚¢‚Ä•Å‚àŠñ—^‚ª‘å‚«‚¢‚±‚Æ

‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B‚Ü‚½•CSite•|1‚ðdeletion‚³‚¹‚½1•|4•i19•E202•j‚Ì‘jŠQŠˆ•«‚Íwild•|type‚Ì1•|4

‚É‘Î‚µ–ñ11150‚Ü‚Å’á‰º‚µ•CSite•|1‚Ìdeletion‚É‚æ‚éŒ‹•‡Šˆ•«‚ÌŒ¸•­‚Æ‚æ‚­‘ŠŠÖ‚µ‚Ä

‚¢‚½•B

•i2•jSite•|1‚ÆSite•|2‚Ì—¼•û‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ‚ðŠÜ‚Þ1•|4•i1•|131•j“™‚Ìmutant‚Í•C•@wild•|type

‚Ì1•|4‚É‘Î‚µ•h•R“I‚É“­‚­‚±‚Æ‚©‚ç•C•­‚È‚­‚Æ‚à2‚Â‚Ì‰Ó•Š‚É‚æ‚éŒ‹•‡‚ªPPIC‚Æ‚Ì

ˆÀ’è‚ÈŒ‹•‡‚ðŒ`•¬‚·‚é‚½‚ß‚É‚Í•d—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

•i3•j•f
b––‚É‘¶•Ý‚·‚éSite•D3‚ðŠÜ‚Þ—Ìˆæ‚ðdeletion‚·‚é‚Æ•C‘jŠQŠˆ•«‚ª‘S‚­‚Ý‚¦‚È‚­

‚È‚é•B‚Ü‚½•CSite•|3‚Ì‚Ý‚ð—L‚·‚é14•i124•D202•j“™‚Ìmutant‚Å‚à‘jŠQŠˆ•«‚ðŽ¦‚·‚±‚Æ
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‚©‚ç•C‘jŠQ‚É‚ÍSite•|3‚ª•K•{‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B•@Site•|3‚Í•C•G”}•”ˆÊ‚É•e

˜a•«‚ðŽ•‚Â‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

•@‚±‚ê‚ç‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•CPP1‚É‘Î‚·‚é1•|4‚Ì‘jŠQ‚Í•C•@N––’[‚ÌŒ‹•‡—Ìˆæ•i11•|18•j‚ð’†

•S‚Æ‚µ‚½1•|4‚É‘¶•Ý‚·‚é•¡•”‚ÌŒ‹•‡ƒTƒCƒg‚ª•CPPIC‚ÉŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä‚È‚³‚ê

‚Ä‚¢‚é‚½‚ß‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚½•B

‘æ5•Í•FInhibitor•|4‚Ì”­Œ»‚Æ•×–E“à‹Ç•Ý

•@Northem•@blotting–@‚É‚æ‚Á‚Ä•C1•|4•@mRNA‚Ì”­Œ»‚ð’²‚×‚½‚ª•Cƒqƒg•³•í‘g•D‚É‚»‚Ì”­

Œ»‚ÍŒ©‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•Bƒqƒg—R—ˆ‚Ìcell•@line‚©‚çRNA‚ð•¸•»‚µ•C•@RT•|PCR–@‚É‚æ‚è’²

‚×‚½‚Æ‚±‚ë•CHela•×–E“™‚ÌƒKƒ“•×–E‚É‚¨‚¢‚Ä1•|4•@mRNA‚Ì”­Œ»‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½•B‚³‚ç

‚É‘½‚­‚Ìƒqƒg‘g•D‚âƒKƒ“•×–E‚É‚Â‚¢‚Ä•C‚±‚Ì”­Œ»‚ðŒŸ“¢‚·‚é•K—v‚ª‚ ‚é‚ÆŽv‚í‚ê‚é•B

•@1•|4‚ÉFLAG•|tag‚ð•t‰Á‚µ•C‚»‚Ì•×–E“à‚Å‚Ì”­Œ»‚ð–Æ‰u•õ•F–@‚É‚æ‚Á‚ÄŠÏŽ@‚µ‚½•B

wild•|type‚Ì1•|4‚ÍŠj–Œ‚É‹Ç•Ý‚·‚é‚ª•C‚»‚Ì2‚Â‚Ìdeletion•@mutant•i1•|131•C19•|202•j‚Å

‚Í•C‚»‚Ì‹Ç•Ý‚ª‚¢‚¸‚ê‚à•×–EŽ¿‚É•Ï‰»‚·‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B2‚Â‚Ìdeletion

mutant‚Í•CŠe•XˆÙ‚È‚éPP•@ICŒ‹•‡ƒTƒCƒg‚ðdeletion‚µ‚½‚à‚Ì‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚©‚ç•C1•E4‚ÆPPIC

‚Æ‚ÌŒ‹•‡‚ª•C14‚ÌŠj–Œ‚Ö‚Ì‹Ç•Ý‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

‘æ6•Í•F‘•Š‡‚Æ“W–]
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‘æ1•Í •˜˜_

•@•¶•¨‚ð•\•¬‚·‚é•×–E‚Í•C•í‚ÉŠO“I•C“à“I‚ÈŠÂ‹«•Ï‰»‚É‚³‚ç‚³‚ê‚Ä‚¨‚è•C‚±‚ê‚ç‚Ì

•Ï‰»‚É‘Î‰ž‚·‚é‚½‚ß‚É—l•X‚È”½‰ž‚ð’²•ß‚µ•C‚»‚ê‚É‰ž‚¶‚½•î•ñ“`’B‚ð•×–E“à‹y‚Ñ•×

–EŠÔ‚Å‰Â”\‚É‚µ‚È‚¯‚ê‚Î‚È‚ç‚È‚¢•B‚±‚Ì•¡ŽG‚È”½‰žŒn‚â“`’BŒn‚ÉŠÖ‚í‚éƒ^ƒ“ƒpƒN‚Ì

‹@”\‚Ì’²•ß‚É‚Í•Cƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ÌƒŠƒ“Ž_‰»•E’EƒŠƒ“Ž_‚ª”ñ•í‚É•d—v‚È–ðŠ„‚ð’S‚Á‚Ä‚¢

‚é•B•^Šj•¶•¨•×–E‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì‚¨‚æ‚»3•ª‚Ì1‚ªƒŠƒ“Ž_‰»‚ðŽó‚¯‚Ä‚¢‚é‚ÆŒ¾‚í‚ê

‚é‚Ù‚Ç•Cƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ÌƒŠƒ“Ž_‰»•E’EƒŠƒ“Ž_‰»‚Í•L”Í‚È—Ìˆæ‚É‹y‚ñ‚Å‚¨‚è•C‚±‚Ì‰Â‹t

“IƒŠƒ“Ž_‰»‚ðŽi‚é•y‘f‚ªƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒLƒi•[ƒ[‚Æƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Å‚ ‚é•m1•n•B

ƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒLƒi•[ƒ[‚Í•C‚»‚Ì“ÁˆÙ•«‚ª•‚‚¢‚±‚Æ‚â‘½Ží‘½—l‚È‘¶•Ý‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚½‚½

‚ß‚É•C‚»‚ÌŒ¤‹†‚Í‘•‚­‚©‚ç•i‚Ý•C‘½‚­‚Ì•¶—•“I‹@”\‚Ì‰ð–¾‚ª‚È‚³‚ê‚½•Bˆê•û•Cƒvƒ•

ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^ˆê‰æ‚Í•C•¸•»‚Ì•¢“ï•«‚È‚Ç‚Ì‚½‚ß‚É•C‚»‚ÌŒ¤‹†‚ª’x‚ê‚Ä‚¢‚½•B‚µ

‚©‚µ•C‚»‚ê‚Ü‚Å‚ÌSer•^ThrƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iPP•j‚É‰Á‚¦•C•@TyrƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iPTP•j•C

“ñ•d“ÁˆÙ•«ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iDSP•j‚ÉŠÜ‚Ü‚ê‚é‘½—l‚È•ªŽqŽí‚ª’P—£“¯’è‚³‚ê•C‚³‚ç

‚É‚»‚ê‚ç‚Ì•§Œä‹@•\‚ª–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚é‚É‚Â‚ê‚Ä•Cƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚ÌŒ¤‹†

‚Í‹}‘¬‚É”­“W‚µ‚½•BŒ»•Ý‚Å‚Í•Cƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Í‘å‚«‚­3‚Â‚É•ª—Þ•iPP•C

PTP•C•@DSP•j‚³‚ê•CŠe•X‚Í‚³‚ç‚É‘½‚­‚Ì•ªŽqŽí‚©‚ç‚È‚éŠeŽíƒTƒuƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚©‚ç•\•¬

‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•iTable•@I•j•m2•n•BŒ¤‹†‚ª•i‚Þ‚É‚Â‚ê•Cƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Ì•¶—•‹@

”\‚à–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê•CŒ»•Ý•C‚»‚Ì’EƒŠƒ“Ž_‰»‚Ì‹@”\‚Í•C‘ãŽÓ•E–Œ—A‘—•E•×–EŽüŠú•E“]

ŽÊ•E–|–ó•E•×–E•Ú’…•E•ª‰»•EƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX•E•î•ñ“`’B‚È‚Ç‘½Ží‘½—l‚È‚à‚Ì‚É‹y‚ñ‚Å

‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚Ä‚¢‚é•m3•C4•n•B
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Table•E1•Dƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[ƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[

Family Subfamily Protein•@Phosphatase

Ser•^Thr•@Protein•@Phosphatase

•@•@•@•@•@•@•@•@•iPP•j

Protein•@Tyr•@Phosphatase

•@•@•@•@•@•@•@•iPTP•j

Dual•@Specificity•@Phosphatase

•@•@•@•@•@•@•@•iDSP•j

PPl

PP2A

PP2B

PP2C

PPs

PP7

receptor

non•|receptor

CDC25

CDC•@14

MKP

LDP

PP•@1•C•@PPZ•@1•C•@PP•@l•@Z2•C

PP2A•C•@PP4•@•iPPX•j•C•@PP6•C•@Pph3

PP2B•@•icalcineurin•j

PP2Cct•C•@PP2CP•C•@PP2Cy•C•@Wip•@1•C•@FIN•@13

PPs

PP7

PTPct•C•@PTP•@P•C•@PTP•@6•C•@PTPy•C•@PTPe•C

PTPK•C•@PTPp•C•@LAR•C•@CD45

PTP•g•fIB•C•@PTP•|IC•C•@PTP•|TC•C•@S•@H•@P•|1•C

SHP•|2•C•@PTP•|PEST

Cdc25A•C•@Cdc25B•C•@Cdc25C

CDC•@14A•C•@CDC•@14B

MKP•|1•C•@MKP•|2•C•@MKP•|3•C•@MKP•|4•C

MKP•|5

VHR•C•@LDP•|1
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1Œ^Ser•^Thrƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[•[ƒ[

•@Ser•^Thrƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Í•C‚»‚ÌŠîŽ¿“ÁˆÙ•«‚â‹à‘®ˆË‘¶•«•C‘jŠQƒ^ƒ“ƒp

ƒNŽ¿‹y‚Ñ“V‘R‘jŠQ•¨Ž¿‚É‘Î‚·‚éŠ´Žó•«‚É‰ž‚¶‚Ä6‚Â‚ÌƒTƒuƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚É•ª—Þ‚³‚ê‚Ä

‚¢‚é•iTable•@lI•j•m5•C6•n•B‚È‚©‚Å‚à•C1Œ^ƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iPP1•j‚Í•C•@Ser•^Thr

ƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚ÌƒTƒuƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚Ì‚È‚©‚Å•C‚»‚Ì‘¶•Ý‚ª•Å•‰‚É–¾‚ç‚©‚É

‚È‚è•C‚±‚ê‚Ü‚Å•Å‚àŒ¤‹†‚³‚ê‚Ä‚¢‚éƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Ì1‚Â‚Å‚ ‚é•B

•@’Ê•íPP1‚Í•C‚»‚Ì•G”}ƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg•iPPIC•j‚Æ•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Å•\•¬‚³‚ê‚éƒz

ƒ••y‘f‚Æ‚µ‚Ä‘¶•Ý‚·‚é•m7•C8•n•B•G”}ƒTƒuƒ†ƒjƒbƒgPPIC‚É‚Í•Cƒ¿1•Cƒ¿2•CƒÁ1•C•fY2•CƒÂ‚Ì

5Ží—Þ‚ÌƒAƒCƒ\ƒtƒH•[ƒ€‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¨‚è•C‚±‚ê‚ç‚Íƒqƒg•Cƒ}ƒEƒX•CƒEƒTƒM‚È‚Ç‚ÌšM“û

—ÞŠÔ‚Å•‚“x‚É•Û‘¶‚³‚ê•CŠe•X‚Ì”­Œ»‚à•CY2‚ª•¸‘ƒ‚É“ÁˆÙ“I‚É”­Œ»‚·‚éˆÈŠO‚Í•C•L”Í

‚È‘g•D•ª•z‚ðŽ¦‚µ‚Ä‚¢‚é•m9•|12•n•B‚±‚Ì‚¤‚¿ƒ¿1‚Æƒ¿2‚»‚µ‚ÄƒÁ1‚ÆˆÜ‚Í•CŠe•Xalternative

splicing‚É‚æ‚éŽY•¨‚Å‚ ‚é•B‚±‚ê‚çƒAƒCƒ\ƒtƒH•[ƒ€ŠÔ‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‚Ì•·ˆÙ‚Í•C•@N’[40

ŽcŠî‚ÆC’[30ŽcŠî‚É‘¶•Ý‚µ‚Ä‚¢‚é‚ª•C‚»‚Ìƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[Šˆ•«‚È‚Ç‚Ì•¶‰»Šw“I“Á’¥

‚Ì•·ˆÙ‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚Ä‚¢‚È‚¢•m13•n•B

•@ŠîŽ¿“ÁˆÙ•«‚ª•‚‚¢ƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒLƒi•[ƒ[‚È‚Ç‚Æ‚Í‘Î•Æ“I‚É•CPP1‚Í—l•X‚ÈŠîŽ¿‚ð’E

ƒŠƒ“Ž_‰»‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«•C‚»‚ÌŠîŽ¿‚É‹¤’Ê‚·‚éƒ‚ƒ`•[ƒt”z—ñ“™‚ÍŒ©•o‚³‚ê‚Ä‚¢‚È‚¢

•m14•n•B‚µ‚©‚µ•C‚±‚Ì•••L‚¢ŠîŽ¿“ÁˆÙ•«‚ðŽ•‚ÂPP•@1‚Í•C•K—v‚Æ‚³‚ê‚éŠîŽ¿“ÁˆÙ•«‚â”ä

Šˆ•«‚¨‚æ‚Ñ‹Ç•Ý‚ð•C‚»‚Ì‹•‚ß‚ç‚ê‚é‹@”\‚É‰ž‚¶‚½—l•X‚È•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Æ•¡•‡‘Ì

‚ðŒ`•¬‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä’²•ß‚µ•CŒ‹‰Ê‚Æ‚µ‚ÄPP•@1‚Ì•¸ãk‚ÈŠˆ•«’²•ß‚ð‰Â”\‚Æ‚µ‚Ä‚¢

‚é•iFigure•@l•j•m15•z•B

•@•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚É‚Í•CPPIC‚Ì‹Ç•Ý‚â‹@i”\‚É‰ž‚¶‚Ä‘½‚­‚Ì‘¶•Ý‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B

—á‚¦‚Î•CG•|subunit‚ÍPPIC‚ðƒOƒŠƒR•[ƒQƒ“‰n—±‚Æ‹Ø•¬–E‘Ì‚É‹Ç•Ý‰»‚µ•Cƒ{ƒXƒzƒŠƒ‰
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ˆêƒ[‚È‚Ç‚Ì‰ð“œŒn•y‘f‚ð’EƒŠƒ“Ž_‰»•C‚»‚Ì•§Œä‚ÉŠÖ—^‚·‚é•m16•n•BM•|subunit‚Í•C‹ØŒ´

•üˆÛ‚É‹Ç•Ý‰»‚µ•CPPIC‚ÆŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ‚ÅPP1‚ðƒ~ƒIƒVƒ“Œy•½ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iPPIM•j

‚Æ‚µ‚Ä‹@”\‚³‚¹‚é•m17•n•B‚±‚Ì‚Ù‚©•C•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚É‚Í•CPP1‚ÌŠˆ•«‚ð‘jŠQ‚·‚é

inhibitor•|1•i1•|1•j‚ð‚Í‚¶‚ß‚Æ‚µ‚½•”‘½‚­‚Ì‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚à’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B•@PPIC‚Æ

•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚ÌŒ‹•‡‚Í•C•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚É‹¤’Ê‚·‚éƒ‚ƒ`•[ƒt”z—ñ•iR•^K•j•iVII•jXF

‚Ü‚½‚Í•iR•^K•jX•iVII•jF‚ð‰î‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚Ä‚¢‚é•iTable•@In•j•m18•C19•n•B

‚±‚ê‚ç—l•X‚È“Á•«‚ð—L‚µ‚½•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚ÆŒ‹•‡‚µ‚½ƒzƒ••y‘f‚Å‚ ‚éPP1‚Í•CŒ‹

‰Ê‚Æ‚µ‚Ä•×–EŽüŠú•Cƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿•‡•¬•C‹ØŽû•k•CƒOƒŠƒR•[ƒQƒ“•‡•¬•C“]ŽÊ•C•_ŒoƒVƒO

ƒiƒŠƒ“ƒO“™‚Ì‘½Ží‘½—l‚È•×–E“àƒvƒ•ƒZƒX‚ð•§Œä‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é

•iFigure•@1•j•@•m20•|22•no

Tab˜We•@ll•D•@Ser•^Thrƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^t•EˆêˆêLƒ[‚Ì•ª—Þ

PP1 PP2A•@PP2B•@PP2CPP5 PP7

Specificity•@to•@Phosphorylase

Knase•@ct•@or•@P

Sensitivity•@to•@1•|1•@or•@1•|2

Requirement•@of•@metal•@ion

Sensitivity•@to•@Okadaic•@Acid

•iIC•C•C•C•@nlVI•j

p

yes

no

3•D4

ct

no

no

O•D07

ec

no

Ca2•{

5000

ct

no

Mg2•{

none

•H•E

ct

no

Ca2•{

none

14

PPIC

PPI1

Inhibitor•|1

1nhibitor•|2

PPIC
Myosin PPIC

PPIM

M

Glycogen
G

PPIC
•@•@•@PPIG

N•gcleuS

NIPP•|1

•@•@•@•@PPlNPPIC

Regulatory•@Subunit

PPIC

Localiration

Determination
Protein

Localization

Determination
Protein PPIC

Regulatory•@Subunit

NSˆêˆê

Cell•@Cycle•j•@•qGlycoqen•@Synthesis•j•qNeuronal•@Signaling•@XMuscle•@Contraction•j•qTranscription

•FFigure•@1•D•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚É‚æ‚éPPI‚ÌŠˆ•«’²•ß
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Tabie•@lll•D•@PP1Œ‹•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚»‚ÌŒ‹•‡ƒ‚ƒ`•[•[ƒt

Protein Residues Sequence

GM

PTG

GL

Rs

Us

M110•@•iMYPT1•j

Splising•@factor•@S•@PF

Ribosomal•@protein•@Ls

p53BP2

NIPP•|1

Spinophilin

PNUTS

GRP•|78

Muscle•@PFK

sds

HSV•C•C34•D5•@protein

110pRB

HOXIl

DARPP•|32

MYPT2

1nhibitorˆê•@l

Inhibitorˆêˆê2

1nhibitor•|3 34093

TRRVSFAD

KKRVVFAD

KKRVSFAD

KKRVVFAD

I‚­KRVVFAD

KTKVKFDD

QLRVRFAT

RYQVKFRR

G•n•jCRVKFNP

NSRVTFSE

SRK•HHFST

RKTVTWPE

PSYVAFTP

GARVFFVH

ZLD•HSFNL

PARVRFSP

VKNVYFKN

AEP•FSFGI

RKK•Hƒ¶FSV

SPRVRFED

PRK•Hƒ¶FT•¤

•@•@•H

EKKVEWTS
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v•A•w

PP1‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿

•@PP1‚Ì‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚à‚Ü‚½‘½‚­‚Ì‘¶•Ý‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•iTable•@IV•j•BŽå‚É•×–EŽ¿

‚É‘¶•Ý‚·‚é”M‘Ï•«ƒ^ƒ“ƒpƒN‚Å‚ ‚é1•|1•m23•n‚Æinhibitor•|2•i1•|2•j•m24•n•C1•|1‚Ìƒzƒ‚ƒ•ƒO‚Å

•_ŒoŒn‚É“ÁˆÙ“I‚É”­Œ»‚·‚édopamine•|and•@cAMP•|regulated•@phosphoprotein•E32•iDARPP•|

32•j•m25•C26•n•CŠj“à‚É‘¶•Ý‚µŠŽ‚ÂRNAŒ‹•‡ƒhƒ•ƒCƒ“‚ð—L‚·‚énuclear•@inhibitor•@of•EPPI

•iNIPP•|1•j•m27•z•CƒŠƒ{ƒ]•[ƒ€‚É‹Ç•Ý‚·‚éribosomal•@inhibitor•@of•@PP•@1•iRIPP•|1•j•m28•n‚â•½

ŠŠ‹Ø‚É“ÁˆÙ“I‚É‘¶•Ý‚µPP•@IM‚É‘Î‚µ‚Ä‹­‚¢‘jŠQŠˆ•«‚ðŽ¦‚·C•|kinase•|activated

phosphatase•@inhibitor•|17•iCPI•@I7•j•m29•n‚È‚Ç‚Ì‘¶•Ý‚ª–¾‚ç‚©‚É‚È‚Á‚Ä‚¢‚é•B‚³‚ç‚É‚»‚ê

‚ç‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ©•g‚Í•CŠO‚©‚ç‚ÌƒVƒOƒiƒ‹‚É‚æ‚Á‚ÄƒŠƒ“Ž_‰»‚³‚ê•C‚»‚Ì‘jŠQŠˆ•«’²

•ß‚âPP1‚Æ‚Ì•e˜a•«‚Ì’²•®‚ðŽó‚¯‚Ä•C•@PP1Šˆ•«‚Ì•§Œä‚ð‰Â”\‚Æ‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê

‚Ä‚¢‚é•m18•C30•n•B

•@‚È‚©‚Å‚à•C‚»‚Ì‹@”\‰ð–¾‚ª“Á‚É•i‚ñ‚Å‚¢‚é‚à‚Ì‚Ì1‚Â‚ª1•|1‚Ìƒzƒ‚ƒ•ƒO•CDARPP•|32

‚Å‚ ‚é•m31•C32•n•BDARPP•|32‚Í•CŽå‚É•×–EŽ¿‚É‘¶•Ý‚µ•C•@dopamine•@receptor•@D‚Ì‘¶•Ý‚·

‚éŠî’êŠj‚Ì•_ŒoŒn•×–E‚É•‚”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚é•BN––’[•i9•|12•j‚É‘¶•Ý‚·‚éPP•@1Œ‹•‡ƒ‚ƒ`

•[ƒt•iKIQF•j‚ð‰î‚µ‚ÄPPlc‚ÉŒ‹•‡‚µ‚Ä‚¨‚è•C•@AƒLƒi•[ƒ[•iPKA•j‚É‚æ‚éƒŠƒ“Ž_‰»

‚ðŽó‚¯‚Ä‚Í‚¶‚ß‚ÄPP•@I‘jŠQŠˆ•«‚ðŽ¦‚·•B•@PKA‚É‚æ‚Á‚ÄƒŠƒ“Ž_‰»‚³‚ê‚½Thr34‚Í•C•@PP2B

‚É‚æ‚é’EƒŠƒ“Ž_‰»‚ðŽó‚¯•C•Ä‚Ñ‚»‚Ì‘jŠQŠˆ•«‚Í•sŠˆ•«‰»‚³‚ê‚é•iFigure•@2•j•B•@DARPP•|

32‚ª•‚”­Œ»‚·‚éŠî’êŠj•×–E‚É‚¨‚¢‚Ä•CPKA‚Í•_Œo“`’B•¨Ž¿dopamine‚É‚æ‚èŠˆ•«‰»•C

‚»‚ÌŒ‹‰ÊDARPP•|32‚ÌƒŠƒ“Ž_‰»‚ª•[•i•C•@PP•@I•@CIDARPP•|32•¡•‡‘Ì‚ª•sŠˆ•«‰»‚·‚é•Bˆê

•û•CPP2B‚Í•C•@glutamate‚ð‰î‚µ‚½Ca2•{‚Ì‘•‰Á‚É‚æ‚èŠˆ•«‰»‚³‚ê•C•@PP•@I•@C•^DARPP•|32•¡

•‡‘Ì‚ð’EƒŠƒ“Ž_‰»‚µPP1‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚±‚Ìdopamine‚Æglutamate

‚Í•C•¶—•“I‚É•h•R‚µ‚½‹@”\‚ð—L‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¨‚è•C‚±‚ê‚ç‚ÌŽhŒƒ‚ªPPIC•E
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DARPP•|32•EPKA•EPP2B‚ð‰î‚µ‚Ä•C“Á‚É•_ŒoŒn‚É‚¨‚¯‚é•×–E“àƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ÌƒŠƒ“

Ž_‰»•ó‘Ô‚ð•§Œä‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B1•|1‚ÉŠÖ‚µ‚Ä‚à“¯—l‚Ìƒ•ƒJƒjƒYƒ€‚ª•„‘ª

‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•B

•@‚µ‚©‚µ•C1•D2‚âNIPP•|1‚È‚Ç‘½‚­‚Ì‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•C‚»‚Ì•¶‰»Šw“I•«Ž¿

‚Í‹ß”N–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚Â‚Â‚ ‚é‚ª•C‚»‚Ì•¶—•“I‹@”\‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•C–¢‚¾‚É•„Ž@‚Ìˆæ‚ð•o

‚È‚¢‚Ì‚ªŒ»•ó‚Å‚ ‚é•B

Table•@lV•D•@PP1‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì•«Ž¿

ICso•inM•j•@Mw•ikl•ja•j•@Phosphorylation•@Localization PPZ•@C•^ZPARPP•|32

•@•@•@Ac–ShƒmƒÃ

dopamine
•@•C

cAMP•@T
•@•C

PP•@I•@lnhibitor

cytoplasm

cytoplasm

cytoplasm

nucleus

ribosome

cytoplasm

•@•@PKA

qllˆêˆêmntˆêˆê

•@•@PP2B

•@•@•\

Inhibitorˆê•@1

DARPP•|32

1nhibitor•|2

NIPP•|1

RIPP•|1

CPI•@17

1•D6

1•@•D0

3•D1

0•D01

20

0•D18

28

32

23

38•D5

23

17

yes

yes

yes

yes

•H

yes

Ca2•{•@T
•@•\

glutamate

•@•@•@•@PPIC
•@•@•@P

•@•@‹¾•@•@KlOF

g•D•D•g

PPZ•@CZZ•jARPP•|32

•@•@1nactive

Fig•gre•@2•D•@PPICIDARPP•E32‚ÌŠˆ•«’²•ß

•@PP•@I•@C•ã‚Ì“h‚è‚Â‚Ô‚µ‚ÍŠˆ•«•”ˆÊ‚ð•\‚·•B•@PKA‚É‚æ‚éDARPP•|32‚ÌƒŠƒ“Ž_‰»•”ˆÊ

‚ÍThr34‚Å‚ ‚é•B•@KIQF‚ÍDARPP•|32‚ÌPP•@l•@cŒ‹•‡ƒ‚ƒ`•[ƒt•B

18 19
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Šš

Inhibitor•|2

•@•œŠi‹Ø‚©‚ç”M‘Ï•«ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚µ‚Ä•¸•»‚³‚ê‚½1•|2‚Í•CPP•@1‚ð“ÁˆÙ“I‚É‘jŠQ‚·‚é

•iKi••3•D1•@nM•j•m24•n•B‘¼‚Ì•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Æ‚ÍˆÙ‚È‚è‹¤’Ê‚ÌŒ‹•‡ƒ‚ƒ`•[ƒt•iRVXF•j

‚Í‘¶•Ý‚µ‚È‚¢‚ª•C1•|2‚ÍPPIC‚Æ1•F1‚Ì•¡•‡‘Ì•iPPII•j‚ðŒ`•¬•C•@PP1Šˆ•«‚ð‘jŠQ‚µPPII

‚Í•sŠˆ•«Œ^‚Æ‚È‚é•iFigure•@3•j•m33•n•B•@glycogen•@synthase•@kinase•@3•iGSK•|3•j‚É‚æ‚èThr73

‚ªƒŠƒ“Ž_‰»‚³‚ê‚é‚Æ•CPPII‚ÍŠˆ•«Œ^‚Æ‚È‚é•m34•|36•n•Bˆê•ûcasein•@kinase•@II•iCKII•j‚É

‚æ‚éSer87•C•@Ser121•C•@Ser122‚ÌƒŠƒ“Ž_‰»•m37•C38•n‚Í•C•@Thr73‚ÌGSK•|3‚É‚æ‚éƒŠƒ“Ž_‰»

‚ð“ñ•i‚³‚¹‚é‚ª•C‚»‚ÌŠˆ•«Ž©‘Ì‚É‚Í‰e‹¿‚ð‹y‚Î‚³‚È‚¢•m39•C40•n•B‚±‚Ì‚Ù‚©•CThr73‚Í•C
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3•B1•D–Ú“I
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‚µ•CPPI‚É‘Î‚·‚é‘jŠQŠˆ•«‚È‚Ç‚Ì‹@”\‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½•B

3•|2•D•Þ—¿‚Æ•û–@

3•D2•D1•DGSTŒ¾Aƒ^ƒ“ƒpƒN”­Œ»ƒxƒNƒ^•[‚Ì•\i

•@‘æ4•Í‚ÅŽg—p‚µ‚Ä‚¢‚é1•|4deletion•@mutant‚Ì•\’z‚É‚Â‚¢‚Ä‚à•C–{•ß‚Æ‚»‚Ì•û–@‚ª—Þ

Ž—‚µ‚Ä‚¢‚é‚½‚ß•C‚Ü‚Æ‚ß‚ÄŽ¦‚µ‚½•B
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‚½‚ß‚É•CEco•ERI‚Ü‚½‚ÍBam•EHI•Ø’f•”ˆÊ‚ð•t‰Á‚³‚¹‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[•iTable•@V•j‚ðTable

VI‚ÉŽ¦‚³‚ê‚é‚æ‚¤‚È‘g‚Ý•‡‚í‚¹‚Å•C•@PyrobestTM•@DNA•@Polymerase•i•óŽð‘¢Š”Ž®‰ïŽÐ•C

‘å’Ã•j‚ð—p‚¢‚ÄPolymerase•@Chain•@Reaction•iPCR•j‚ð•s‚Á‚½•B‘•••‚µ‚½DNA’f•Ð‚Í•C

Še•X‘Î‰ž‚·‚é•§ŒÀ•y‘f•iEco•@RI•@and•^or•EBam•@HI•j‚Å•Á‰»‚µ•C1•“ƒAƒKƒ••[ƒX–”‚Í8•“ƒ|

ƒŠƒAƒNƒŠƒ‹ƒAƒ~ƒhƒQƒ‹‚É‚æ‚è‰j“®Œã•CQIAEx•@II•iQIAGEN•C•@Germany•j‚ð—p‚¢‚Ä‰ñŽû

•¸•»‚µ•C‚±‚ê‚ðƒCƒ“ƒT•[ƒgDNA‚Æ‚µ‚½•B•@GST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒN”­Œ»ƒxƒNƒ^•[pGEX•|3X

•iAmersham•@Pharmacia•@Biotech•C•@Sweden•j‚à‚Ü‚½•C“K“–‚È•§ŒÀ•y‘f‚É‚æ‚Á‚Ä•Ø’f‚µ•C

Calf•@Intestine•@Alkaline•@Phosphatase•iCIAP•G•óŽð‘¢Š”Ž®‰ïŽÐ•C‘å’Ã•j‚É‚æ‚Á‚Ä’EƒŠƒ“Ž_
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•ì•»‚µ‚½Ží•X‚ÌGST•|1•|4‚¨‚æ‚ÑGST•|1•|2”­Œ»ƒxƒNƒ^•[‚Ì‰–Šî”z—ñ‚Í•C

‚É‚æ‚è‰ð•Í‚µ‚ÄŠm”F‚µ‚½•B

sequencer

Table•EV•D•@GST•Efusion•Evector•\’z‚ÉŽg—p‚µ‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[ƒfƒUƒCƒ“

•@Bam•EHI‚ÆEco•ERI•§ŒÀ•”ˆÊ‚Í•CŠe•X“ñ•d‰º•ü‚Æ‰º•ü‚ÅŽ¦‚·•B

Abbreviations Primers

•@
F4

•¿•Ú•@‚èj4

4

4•@5•v4•@4

•Y0•@1

•¿•Ú•@34•@4

4•@54

4

5•@•C•@GGGAAr•n•mitTCGATGTCAGCCTCCACCTCCTCG3•@t

5•@t•@GGGAAtTtTCAATCAA•i1K1•GGGATCCTGAAAAAC•@3•@t

5•@t•@GGGAATTCA•DAGCTCGTCGGGTTCCTCGGTG3•@•f

5•@•f•@GGGAATTCGAGAAAAATCCTCCrltCCACAAA3•@•C

5tGGGAATTCGGAGAAAAAGCGGCAGTTCGAA3•f

5•CGGGAATTCGCTTCACTACAACGAAGAATTG3•f

5•fGGGAATTCCTAAGGGTCGCATGACTGGGT3•f

5•@t•@GGGAATTCCtVACCTTCTTCTCATTTCGAA3•@•f

5•fGGGAATTCCTACTGTTTGTGGAGGAGGAT•@3•@t

5•fGGGAATTCCTACATGTAGGCCTCACTGCT3•f

5tTTGAATTCCTATTTGTTTTTCAGGATCCC3•f

5•fGTGGGATCCCCATGGCGGCCTCGACGGCCTCG3•f

5•@t•@GTGGGAtl•miCCCTATGAAC•@TTCGTAATt•nirliGTT3•@•f

5•fGGGAATTCCTATCGTTCTTCAGGTGAGAG•@3•f
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3•|2•|2•DGSTŒ¾•‡ƒ^ƒ“ƒpƒN•@‚Ì ‚Æ•f•@•e

Table•@VI•D GST•@fusion•@vector•\’z‚ÉŽg—p‚µ‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚Ì‘g‚Ý•‡‚í‚¹

Constructs Combinations Constructs Combinations

GSTˆêˆê1•|4•@•i1•|202•j

GST•|1•|4•@•i1•|18•j

GST•|1•|4•@•i1•|123•j

GST•|1•|4•@•i1•|131•j

GSTˆêˆê1•|4•@•i1•|142•j

GST•|1•|4•@•i1•@1•|202•j

GST•|1•|4•@•i19•|202•j

4F1•^4R1

4F•@1•@•^4R5

4F•@1•@•^4R4

4F1•^4R3

4Fl•^4R2

4F2•^4R1

4F314R1

GSTˆêˆê1•|4•@•i19•|131•j

GST•|1ˆê•E4•@•i19•|142•j

GSTˆêˆê1•|4•@•i124•|202•j

GSTˆêˆê1•|4•@•i132•|202•j

GST•|1•|4•@•i143•Eˆê202•j

GSTˆêˆê1•|2

GSTˆêˆê1•|2•@•i1•|134•j

4F3•^4R3

4F3•^4R2

4F4•^4R1

4F5•^4R1

4F6•^4R1

2F•^2R•@1

2F•^2R2

•@GST•Q14‹y‚ÑGST•Q1•B2ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ðƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ••[ƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½BL21‘å’°‹Û
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ˆê”Ó•U‰m”|—{‚µ‚½•B‚±‚Ì—n‰t‚ð2YT”|’n‚Å10”{ŠóŽß•C27•Ž‚ÅOD6•B•B••0•D8‚É’B‚·‚é
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‚É“Y‰Á•CGST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒN‚ð—U“±”­Œ»‚µ‚½•B27•Ž•C–ñ12ŽžŠÔ•U‰m”|—{‚µ‚½Œã‚É•C

‰“•S‰ñŽû•i5000G•C4•Ž•C10•@min•j‚µ‚½•B‘å’°‹ÛƒyƒŒƒbƒg‚Í•C•@S•|buffer•i50•@mM•@Tris•BHCI•C

pH•@7•D5•C•@250•@mM•@NaCl•C•@2•@mM•@EDTA•C•@2mh•@EGTA•C•@O•D190•@2•|ME•C•@1•@mM•@PMSF•C•@1•@mM

benzamidine•C1•“Triton•@X•|100•j‚ÉŒœ‘÷‚µ•C’´‰¹”g”j•Ó‚É‚æ‚è—n‹Û‚³‚¹‚½•B—n‹Û—n‰t

‚ð‰“•S•i25000G•C4•Ž•C•@15•@min•j‚µ•C•ã•´‚ð‚ ‚ç‚©‚¶‚ßW•|buffer•i50•@mM•@Tris•|HC1•C•@pH7•D5•C

250•@mM•@NaCl•C•@2•@mM•@EDTA•C•@2•@mM•@EGTA•C•@O•D190•@2•|ME•C•@1•@mh•@PMSF•C•@1•@mh

benzamidine•j‚Å•½•t‰»‚³‚¹‚½ƒOƒ‹ƒ^ƒ`ƒIƒ“•[ƒZƒtƒ@ƒ••[ƒX•iGSH•|Sepharose•C

Amersham•@Pharmacia•@Biotech•C•@Sweden•jƒJƒ‰ƒ€‚Éƒ••[ƒh‚µ‚½•BƒJƒ‰ƒ€‚Ìƒxƒbƒg—e—Ê‚Ì

–ñ50”{ˆÈ•ã‚ÌW•|buffer‚Å”ñ‹z’…ƒ^ƒ“ƒpƒN‚ð•ô•ò•œ‹Ž‚µ‚½Œã•C—n•o—n‰tE•|buffer•i50

miYI•@Tris•BHCI•C•@pH•@9•D5•C10•@mM•@GSH•j‚Å—n•o•C•ª‰æ‚µ‚½•BŠe•ª‰æ‚Í•C•@SDS•|PAGE‚É‚æ

‚è‚»‚Ì•¸•»“x‚ðŠm”F•C•‚•ƒ“x‚Ì•ª‰æ‚Ì‚ÝD•|buffer•i40•@mM•@Tris•|HCI•C•@pH•@7•D5•C8mM

EDTA•C4•@mM•@DTT•C50•“glycerol•j‚Å“§•Í”Z•kŒã•Cˆê20•Ž‚Å•Û‘¶‚µ‚½•B

3•|2•D3•@GST•@9ƒ€ƒ^ƒ“ƒpƒN•@‚©‚ç‚ÌGST’f•@‚Ì•B•A‚¨‚æ‚Ñ•¸•f

•@•Ø’f‚·‚éGST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•C•@C•|buffer•i20•@mM•@Hepes•|NaOH•C•@pH•@8•DO•C150•@mM

NaCl•j‚Å“§•Í‚µ•C•@GSH‚âDTT“™‚ÌŠÒŒ³•Ü‚â‹à‘®ƒLƒŒ•[ƒg•Ü‚Å‚ ‚éEDTA“™‚ð•œ‹Ž

‚µ‚½•B•K—v‚É‰ž‚¶‚Ä”Z•k‚µ‚½•BCaC12‚ð•Å•I”Z“x2mM‚Å“Y‰Á‚µ•C•@GST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒp
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ƒNŽ¿‚Ì1•I200—Ê•i•d—Ê”ä•j‚ÌFactor•@Xa•iRoche•@Diagnotics•C•@Switzerland•j‚ð‰Á‚¦•C•@on•|ice

‚Å5ŽžŠÔ’ö“xƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B‚ ‚ç‚©‚¶‚ßC•|buffer‚Å•½•t‰»‚³‚¹‚½GSH•|

Sepharose‚ð”½‰ž‰t’†‚ÉŒœ‘÷•C4•Ž‚Åˆê”ÓƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½Œã•CŒœ‘÷‰t‚ðƒJƒ‰

ƒ€‚É•[“U‚µ‚»‚Ì—¬•o‰æ•ª‚ð•ÌŽæ‚·‚é‚±‚Æ‚Å•C•Ø’f‚µ‚½GST‹y‚Ñ–¢•Ø’fGST—Z•‡ƒ^

ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•œ‹Ž‚µ‚½•m54•n•B

•@—¬•o‰æ•ª‚Í•C15•ªŠÔŽÏ•¦Œã•Con•|ice‚Å—â‹p‚µ•C‰“•S•i15000•@rpm•C4•Ž•C20•@min•j‚µ

‚Ä‚»‚Ì•ã•´‚ð–Ú“IƒTƒ“ƒvƒ‹‚Æ‚µ‚½•B

75ƒÊL‚ðàhŽ†‚ÉƒXƒ|ƒbƒg‚µ•C‰t‘ÌƒVƒ“ƒ`ƒŒ•[ƒVƒ‡ƒ“ƒJƒEƒ“ƒ^•[•iLS6500•C•@BECKMAN•C

Germany•j‚ð—p‚¢‚Ä•C•úŽËŠˆ•«‚ð‘ª’è‚µ‚½•B
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Œ^•j‚Í•CCalbiochem•iUSA•j‚æ‚è•w“ü‚µ‚½•B•@GST•|PP5‚Í•C‘å’°‹Û‚æ‚è”­Œ»•C•¸•»‚µ
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‚Æ‚µ‚Ä—p‚¢‚½•m55•n•B

•@ŠîŽ¿‚Å‚ ‚é•m32P•nphosphorylase•@a‚Í•C•@phosphorylase•@b•iSIGMA•C•@USA•j‚ð•my•|32P•nˆêATP
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‚ÄƒŠƒ“Ž_‰»‚µ’²•»‚µ‚½•m56•n•B
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Brij•@35•C0•D3•@mglmL•@BSA•C5mM•@caffeine•C10ƒÊM•y32P•zphosphorylase•@a•j‚É‘Î‚µ‚Ä•E100

ng•^m‚µ‚Ìƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚ÆŽí•X‚Ì”Z“x‚Ì1•|4“™‚Ì‘¶•Ý‰º‚Å•s‚Á‚½•B”½‰ž

‚Í•CŠîŽ¿ˆÈŠO‚ð‚·‚×‚Ä•¬•‡‚µ•itotal•@20•@pL•j•C30•Ž‚Å10•ªŠÔƒvƒŒƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡

ƒ“‚µ‚½Œã‚É•C10ƒÊ‚µ‚Ì•m32P•zphosphorylase•@a‚ð‰Á‚¦30•Ž10•ªŠÔ”½‰ž‚³‚¹•C20•@mM

silicotungsteic•@acid‚ð30ƒÊL“Y‰Á‚µ‚Ä”½‰ž‚ð’âŽ~‚³‚¹‚½•B‰“•S•i15000•@rpm•C4•Ž•C10•@min•j

Œã•C•ã•´50ƒÊ‚µ‚Æ5•“•@ammonium•@molybdate•@12•D5•@pL‚ð•¬•‡‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•¶‚¶‚é—V

—£ƒŠƒ“Ž_‰–phosphomolydate‚ð•C•@isobutanol•^benzene•i1•F1•j100ƒÊ‚µ‚Å’Š•o‚µ•C—L‹@‘Š

3•|2•|5•@PPIM‚É‘Î‚·‚éŠˆ•«‘ª’è

•@PPIM‚ÌŠˆ•«‚Í•C400•@ng•^mL•@PPIM‚É‘Î‚µ‚ÄŽí•X‚Ì”Z“x‚ÌGST•|1•|4‚Ü‚½‚ÍGST•Eˆê1•|2

‚ð“Y‰Á‚µ‚½‚Æ‚«‚Ì•CƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[Šˆ•«‚ð1ƒÊM•y32P•nmyosin•@light•@chain•iMLC•j‚ðŠî

Ž¿‚Æ‚µ‚Ä—p‚¢‚Ä‘ª’è‚µ‚½•B•m32P•nMLC‚Í•C•@MLC•C•@MLCƒLƒi•[ƒ[•iMLCK•j‚Æ•my•|32P•nˆê

ATP‚ð—p‚¢‚ÄIshihara‚ç‚Ì•û–@‚ð—p‚¢’²•»‚µ‚½•m59•n•B•@MLCƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Ì‹ï‘Ì“I

‚È‘ª’èŽè’i‚Í•CŽg—p‚µ‚½ŠîŽ¿‚ªˆÙ‚È‚é‚¾‚¯‚Å•C‚»‚Ì‘¼‚Í3•|2•|4‚Æ“¯—l‚É•s‚Á‚½•Bƒv

ƒŒƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚Í•CPPIM‚Æ‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒN‚ðŠîŽ¿‚ð•œ‚­”½‰ž—n‰t‚Æ•¬•‡‚µ•C4•Ž

‚ÅŽw’èŽžŠÔ•s‚Á‚½•B

•@•œŠi‹Øƒ~ƒIƒVƒ“‹y‚ÑMLCK‚Í•C•@Ikebe‚ç‚Ì•û–@‚É‚æ‚è•¸•»‚µ•m60•C61•n•C•œŠi‹ØPPIM

‚Í•CˆÉ“¡•³–¾”ŽŽm•iŽO•d‘åŠw•C’Ã•j‚©‚çŒb—^‚³‚ê‚½•m62•n•B
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•@•@•@•BŒaˆ¯2‰É”@•iQ••O•j•Ž•Ì•n–³•I’›ŒœŠ‚‹æƒ€‚Ö’›•\e‰ Œ•š£‘è•€‚Å•C•t2‹TŽ©•B•A5•B•’‘ 

4•|5•D‚Ü‚Æ‚ß

•E1•|4‚É‚Í•C•­‚È‚­‚Æ‚à3‚Â‚ÌPPICŒ‹•‡ƒTƒCƒgSite•|1•i11•|18•j•C•@Site•|2•C•@Site•|3‚ª‘¶

•@•Ý‚µ‚½•B

•E•Å‚à‹­‚¢Œ‹•‡ƒTƒCƒg‚Í•CƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî11•|18‚É‘¶•Ý‚µ‚½•B

•ESite•|2‚Í•C•@Site•|1‚Æ‹¤‚ÉPPIC‚Æ‚ÌˆÀ’è‚µ‚½Œ‹•‡‚É‹@”\‚·‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

•ESite•|3‚Í•C•@PP1‘jŠQ‚É•K•{‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

•E•¢C1•C2‚Í•C•@wild•|type‚Ì1•|2‚Æ1•|4‚Ì‘jŠQ‚É‘Î‚µ‚Ä•C•h•R“I‚É“­‚­‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B

•@•@
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@•@
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ƒÖˆêˆêƒÖ‡@•tŠµO•s

•@•@•@•ú•@•@•@•@•@•@•·
•@‰••@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•E
•@•f•@•‰ˆì

•@•@•@ƒm•@•@ƒm•@‡_Œ®

•@•@•—‡j
Œ¿•D
•@•@ƒm•@‚°•@•C“Ò’Úƒ\

•C‘@
•@•E

70 71



‘æ5•Í Inhibitor•|4‚Ì”­Œ»‚Æ•×–E“à‹Ç•Ý

5•D1•D–Ú“I

•@14‚Ì•¶—•‹@”\‚ð‰ð•Í‚·‚é‚½‚ß‚É•C‘g•D•ª•z‚Æ•×–E“à‹Ç•Ý‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B

5•|2•D•Þ—¿‚Æ•û–@

•@Žg—p‚µ‚½•×–EŠ”‚Í•C10•“fetal•@calf•@serum•iFCS•GINTERGEN•C•@USA•j‚ðŠÜ‚ÞDMEM

•iSIGMA•BAldrich•C•@USA•j‚à‚µ‚­‚ÍRPMI1640•iGIBCO•@BRL•C•@USA•j‚É0•E04•@mg•^mL

—°Ž_ƒXƒgƒŒƒvƒgƒ}ƒCƒVƒ“•i–¾Ž¡•»‰Ù•C“Œ‹ž•j‚Æ100unitim•FLƒyƒjƒVƒŠƒ“GƒJƒŠƒEƒ€

•i–¾Ž¡•»‰Ù•C“Œ‹ž•j‚ð‰Á‚¦‚½”|’n‚Å•C37•Ž•C5•“CO•A‘¶•Ý‰º‚Å”|—{‚µ‚½•B•t’…•×–E

‚Ì•ê•‡‚Í•C0•D1•“trypsin•^EDTA‚ð—p‚¢‚Ä‰ñŽû‚µ•CŒp‘ã‚µ‚½•E

•@NCCIT•ihuman•@germ•@tumor•@cell•@line•j•m70•n‚Í•C•â–{—T”ü”ŽŽm•i•‘—§‚ª‚ñƒZƒ“ƒ^•[Œ¤

‹†•Š•C“Œ‹ž•j‚æ‚è•CŒb—^‚³‚ê‚½•B

•@•@•@•@•@•@ƒ†•@•@•@•@•@5•|2•|2•D•@RNA•˜ƒ•

•@total•@RNA‚Í•C•@AGPC–@‚É•]‚¢’²•»‚µ‚½•m71•n•B

•@”|—{‰ñŽû‚µ‚½•×–EƒyƒŒƒbƒg2•D0•~107‚É‚Â‚«SoLD•i4•@M•@guanidine•@thiocyanate•E25•@mM

sodium•@citric•@acid•C0•D5•“sarcosyl•C0•D1M2•|ME•j500ƒÊL‰Á‚¦•C2M•|Ž_ƒiƒgƒŠƒEƒ€•E•…

–O˜aƒtƒFƒm•[ƒ‹•CCIA•ichloroform••iso•|amylalcohol••49•F1•j‚ðSol•DD‚ÌŠe•X1110•C1•C

115—Ê“Y‰Á‚µ‚½•B—Ç‚­ŠT•ï‚µon•|ice‚Å15•ªŠÔ•ú’uŒã•C‰“•S•ª—£‚µ‚½•i15000•@rpm•C20•@min•C

4•Ž•j•B“¾‚ç‚ê‚½•ã•´‚ð•T•d‚É’P—£‚µ•C“™—Ê‚ÌƒCƒ\ƒvƒ•ƒpƒm•[ƒ‹‚ð‰Á‚¦‚½Œã•Cˆê20•Ž

‚Å1ŽžŠÔ•ú’u‚µ‚½•B‰“•S•i15000rpm•C20•@min•C4•Ž•j‚Å“¾‚ç‚ê‚½ƒyƒŒƒbƒg‚ð•C•Ä“xSol•DD

300ƒÊ‚µ‚É—n‚©‚µ•C“™—Ê‚ÌƒCƒ\ƒvƒ•ƒpƒm•[ƒ‹‚ð‰Á‚¦ˆê20•Ž‚Å1ŽžŠÔ•ú’uŒã•C‰“•S•i15000

rpm•C10•Emin•C4•Ž•j‚µ‚½•B“¾‚ç‚ê‚½ƒyƒŒƒbƒg‚Í•C75•“ƒGƒ^ƒm•[ƒ‹‚Å•ô•ò•CŠ£‘‡‚³‚¹‚½

Œã‚É•C“K—Ê‚ÌDEPC•ˆ—•–Å‹Û•…•iDEPC•|H20•j‚É—n‰ð‚µ‚½•B‹zŒõ“x‚©‚ç”Z“x‚ð‘ª’è

‚µ•C‚±‚ê‚ðtotal•@RNAƒTƒ“ƒvƒ‹‚Æ‚µ‚½•BƒTƒ“ƒvƒ‹‚Ì•ƒ“x‚ÌŠm”F‚Í•C“d‹C‰j“®•ª—£‚É

‚æ‚è•s‚Á‚½•B

5•|2•|3•D•@RT•|PCR

•@‹t“]ŽÊ•iRT•j‚É‚æ‚éfirst•@strand•@cDNA•‡•¬‚É‚Í•C•@SuperScriptTM•@RNase•fReverse

Transcriptase•iGIBCO•@BRL•C•@USA•j‚ðŽg—p‚µ‚½•B

•@total•@RNA•@5ƒÊg‚Éoligo•idT•jƒvƒ‰ƒCƒ}•[500•@ng‚ð‰Á‚¦•i‘S—Ê12ƒÊL•j•C70•Ž‚Å10•ª

ŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½Œã•Con•|ice‚Å‹}—â‚µ‚½•B‚±‚Ì•¬•‡—n‰t‚É•C•@RTaseˆÈŠO‚Ì

“Y•tŽŽ–ò‚ð‰Á‚¦•C42•Ž‚Å2•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½Œã‚É•CRTase•@1•@pL•i200•@unit•j

‚ð“Y‰Á‚µ•i‘S—Ê20pL•j42•Ž‚Å50•ªŠÔ”½‰ž‚³‚¹‚½•B”M•ˆ—••i70•Ž•C15•@min•j‚É‚æ‚è

”½‰ž‚ð’âŽ~‚³‚¹•Cfirst•@strand•@cDNAƒTƒ“ƒvƒ‹‚Æ‚µ‚½•B‚Ü‚½•C‹t“]ŽÊ•y‘f‚Ì‘ã‚í‚è‚É

•…‚ð“Y‰Á‚µ‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚ðƒRƒ“ƒgƒ••[ƒ‹•iwithout•@RT•j‚Æ‚µ‚Ä•ì•¬‚µ‚½•B

•@PCR‚Í•C•@RTŽY•¨•ifirst•@strand•@cDNA•j‹y‚Ñwithout•@RTŽY•¨0•D5ƒÊL‚ðƒeƒ“ƒvƒŒ•[ƒg

•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@‚Þ‚Æ‚µ•C5•fAACAAAAGCTCGTCGGGTTC3•f‚Æ5•fAGAGGAGCTTCCTCTGATTC3•f‚ÌƒN

ƒ‰ƒCƒ}•[ƒZƒbƒg‚ð—p‚¢‚ÄPCR•ireaction•@mixture•@25•@pL•G94•Ž•C1min•G50•Ž•C1min•G72•Ž•C2

min•G25•@cycle•j‚ð•s‚Á‚½•B
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˜Fƒ}‹¿•Eetˆê•f

ˆê•C•CP1JPi•j•C•EˆêˆêˆêˆêLUie

•F

5•|2•|4•D•@Southernˆê•Dbl•^Q11•I•I•F•Iottin

•@‘O•q‚µ‚½RT•|PCRŽY•¨10ƒÊL‚ð1•D2•“ƒAƒKƒ••[ƒXƒQƒ‹‚Å“d‹C‰j“®‚µ‚½Œã•CƒQƒ‹‚ð

•Ï•«—n‰t•i0•D2MNaOH•C0•D6•@M•@NaCl•j‚É‚Ä•Ï•«•i20•@min•C2times•j‚³‚¹•EŽŸ‚¢‚Å’†˜a

—n‰t•i0•D2MTris•|HCI•C•@pH•@7•D5•C0•D6•@M•@NaCl•j‚Å30•ª•C2‰ñ•U‰m‚·‚é‚±‚Æ‚Å’†˜a‚µ‚½•E

•ÅŒã‚É•C10xSSC•i166•D5•@mM•@NaC1•C166•D5•@mM•@sodium•@citrate•C•@pH•@7•E0•j‚Å20•ªŠÔ•UŽN

‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä•CƒQƒ‹‚ð•½•t‰»‚³‚¹‚½Œã•Cƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ•iBA•@85•C•@Schleicher

••Schue11•C•@Germany•j‚Éƒvƒ•ƒbƒg‚µ•C•@UVƒNƒ•ƒXƒŠƒ“ƒJ•[•iStratagene•C•@USA•j‚É‚æ‚é

UV•ÆŽË‚ÅŒÅ’è‰»‚µ‚½•B

•@•ì•»‚µ‚½ƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ðhybridization•|buffer•i50•“fomamide•E1•~Denhardt•fs

solution•C•@50•@mM•@NaHPO•C•C•@pH•@6•D5•C•@190•@glycine•C•@5•@•~SSC•C•@O•D1•@mg•^mL•@boiled•@salmon•@sperm

DNA•j‚ð—p‚¢‚Ä42•Ž•C2ŽžŠÔprehybridization‚µ‚½•E

•@ƒvƒ••[ƒu‚É‚Í•C1•D4‘S’·‚Ì–ñ600bp‚ð—p‚¢‚½•B•@Mega•@Prime•@DNA•@Labeling•@Kit

•@•iAmersham•@Pharmacia•@Biotech•C•@Sweden•j‚ð—p‚¢‚Ä•C•mƒ¿ˆê32P•nˆêCTP•iAmersham•@Pharmacia

Biotech•C•@Sweden•j‚É‚æ‚è•WŽ¯‚µ‚½•B

•@5•ªŠÔŽÏ•¦•Con•|ice‚Å‹}—â‚µ‚½ƒvƒ••[ƒu‚ð•C“K—Ê‚Ìhybridization•|buffer‚É‰Á‚¦•C

prehybridization•Ï‚Ý‚Ìƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚Æ42•Ž‚Åˆê”ÓƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½•B

•@ŽŸ‚¢‚Åƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚Í•C1ŽŸ•ô•ò•i2•~SSC•C0•D1•“SDS•C•@r•Dt•D•C5min•j‚ð2‰ñŒJ

‚è•Ô‚µ•C2ŽŸ•ô•ò•iO•D5•@•~•@SSC•C•@O•D1•“•@SDS•C50•Ž•C15•@min•j•C3ŽŸ•ô•ò•i0•D2•~SSC•C0•D1•“SDS•C

50•Ž•C15min•j•C4ŽŸ•ô•ò•i0•D1•~SSC•C0•D1•“SDS•C50•Ž•C15•@min•j‚Ì•‡‚Å•ˆ—•‚µ‚½•B

•@ŒŸ•o‚Í•Cƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ðƒ‰ƒbƒv‚Å•ï‚ÝBAS•@IIISƒCƒ••[ƒWƒ“ƒOƒvƒŒ•[ƒg•i•x

ŽmƒtƒCƒ‹ƒ€•C“Œ‹ž•j‚ÉŠ´Œõ‚³‚¹•CBAS•@lOOO•i•xŽmƒtƒCƒ‹ƒ€•C“Œ‹ž•j‚É‚æ‚è•C‰ð•Í‚µ

‚½•B‚³‚ç‚É•Cautoradiography‚ÍX•BrayƒtƒBƒ‹ƒ€•iEastman•@Kodac•C•@USA•j‚ðŽg—p‚µ‚Äˆê80•Ž

‰º‚Å•s‚Á‚½•B

5•|2•|5•CŽïŽ|”­—pƒxƒNƒ^•[‚Ì•\

•@2•|1‚Å•ì•¬‚µ‚½GST•Q1•|4ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ðEcoRI‚Å•Á‰»‚µ•CƒAƒKƒ••[ƒX“d‹C‰j“®‚É‚æ

‚è‰ñŽû•C•¸•»‚µ‚½EcoRIƒTƒCƒg‚ðŽ•‚Â1•|4•EDNA’f•Ð‚ð•C”­Œ»ƒxƒNƒ^•[pFLAG•|CMV•|2

Expression•@Vector•iSIGMA•|Aldrich•C•@USA•j‚É‘g‚Ý•ž‚ñ‚¾•B•ì•¬‚µ‚½ƒxƒNƒ^•[‚Ì‰–Šî

”z—ñ‚Í•Csequencer‚É‚æ‚èŠm”F‚µ‚½•B

5•|2•|6•D•@Transfection

•@”|—{•×–E‚Ö‚Ìtransient•@transf‡ttion‚Í•C•@FuGENETM•@6•@Transfection•@Reagent•iRoche

Diagnotics•C•@Switzerland•j‚ð—p‚¢‚Ä•C‚±‚Ì“Y•tƒvƒ•ƒgƒR•[ƒ‹‚É•]‚¢•s‚Á‚½•B

5•|2•|7•B–Æ•õ•F

•@ƒI•[ƒgƒNƒŒ•[ƒu–Å‹Û•Ï‚Ý‚ÌƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX‚ðƒVƒƒ•[ƒŒ•i33mm•j‚É“ü‚ê•C•@VITROGEN

100•iCOLLAGEN•C•@USA•j‚Å37•Ž•Cˆê”ÓƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä•CƒR•[ƒe

ƒBƒ“ƒO‚µ‚½•BƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX‚ðPBS‚Å3‰ñ•ô•ò‚µ‚½•B‚±‚ÌƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX‚ð“ü‚ê‚½ƒVƒƒ

•[ƒŒ‚É4•D0•~104‚ÌHela•×–E‚ð‰Á‚¦•C•@DMEM•B10•“FCS”|’n‚Å24ŽžŠÔ”|—{‚µ‚½Œã•C3

Ží—Þ‚ÌpFLAG•|1•|4ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ðŠe•Xƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒFƒNƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½•B36ŽžŠÔŒã•C•Å•I

”Z“x10•“‚Ìƒzƒ‹ƒ}ƒŠƒ“‚É‚æ‚Á‚Ä•×–E‚ðŒÅ’è‰»‚µ‚½•ir•Dt•D•C10•@min•j•B•@PBS‚Å3‰ñ•ô•òŒã•C

ƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX‚ð•V‚µ‚¢ƒVƒƒ•[ƒŒ‚ÉˆÚ‚µ•C0•D25•“Triron•@X•|100‚ð“Y‰Á•CŽº‰·‚Å10•ªŠÔ

ƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BPBS‚Å3‰ñ•ô•òŒã•C3•“BSA•^PBS‚Åƒuƒ•ƒbƒLƒ“ƒO‚µ‚½•i37•Ž•C120

min•j•BƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX‚ð•V‚µ‚¢ƒVƒƒ•[ƒŒ‚ÉˆÚ‚µ•C1ŽŸ•R‘Ì—n‰t•i0•D1•@p•@g•^mL•@anti•|FLAG
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i

antibody•@M2•C3•“BSA•@in•@PBS•j‚ð“Y‰Á‚µ•C4•Ž‚Åˆê”ÓƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•EPBS‚Å3

‰ñ•ô•òŒã•C2ŽŸ•R‘Ì—n‰t•i2•D5•@pglmL•@anti•|mouse•@FITC•@antibody•C3•“BSA•@in•@PBS•j‚Æ37•Ž

ŽÕŒõ•ðŒ•‰º20•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BPBS‚Å3‰ñ•ô•òŒã•C•@PI•iSIGMA•|Aldrich•C

USA•j‚ÌPBS—n‰t‚ÅŽº‰·3•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ•CŠj‚ð•õ•F‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•C4•ŽŽÕ

Œõ•ðŒ•‰º•CPBS‚Å•[•ª‚É•ô•ò‚µ‚½•BƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX‚Í•C90•“glycero11PBS‚ð—¬‚µ•ž‚Ý

ƒXƒ‰ƒCƒhƒOƒ‰ƒX‚Éƒ}ƒjƒLƒ…ƒA‚Å••“ü‚µ‚½Œã‚É•CŒuŒõŒ°”÷‹¾‚ðŽg—p‚µ‚Ä‚»‚Ì”­Œõ‚ðŠÏ

Ž@‚µ‚½•B

•@mouse•@anti•EˆêFLAG•@antibody•@M2‚ÍEastman•@Kodak•iUSA•j•C•@donkey•@anti•|mouse•@FITC

antibody‚ÍJackson•@lmmuno•@Research•iUSA•j‚æš•“ü‚µ‚½•B

5•|3•DŒ‹‰Ê

5•|3•|1•DInhibitor•|4•@mRNA‚Ì”­

1•E4mR•FNA‚Ì”­Œ»‚Í•C‚Í‚¶‚ßHuman•@Multiple•@Tissue•@Membrane•iCLONTECH•C•@USA•j

‚ð—p‚¢‚ÄNorthem•@blot–@‚É‚æ‚è‰ð•Í‚µ‚½‚ª•C‚»‚Ì”­Œ»‚ÍŒŸ•oŠ´“xˆÈ‰º‚Å‚ ‚Á‚½•B‚»

‚±‚Å•C•”Ží—Þ‚Ìƒqƒg—R—ˆ‚Ì”|—{•×–E‚©‚çRNA‚ð’Š•o‚µ•C•@RT•|PCRŽY•¨‚ð—p‚¢‚½

Southern•Eblot–@‚É‚æ‚è•C1•|4•@mRNA‚ÌŒŸ•o‚ðŽŽ‚Ý‚½•iFigure•@21•j•B

•@1•|4cDNA‚Ì‘S’·600•@bp‚É‘Š“–‚·‚éƒoƒ“ƒh‚ª•C•@Hela•×–E‚Å‹­‚­Œ©‚ç‚ê‚½•B‚Ü‚½•C

”ñ•í‚ÉŽã‚¢ƒVƒOƒiƒ‹‚Å‚Í‚ ‚é‚ªHepG2‚âY79•C•@T98G•C•@NCCIT‚É‚à”F‚ß‚ç‚ê‚½•E‚µ

‚©‚µ•CK562•C•@Jurkat•C•@HL•|60‚É‚Í‚Ü‚Á‚½‚­”­Œ»‚ÍŒ©‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B

with•@RT

without•@RT

•@•@O‘nƒGƒqOOZO••DO•©
•@•@O–m•„

Oƒ³•A•v•H”lƒ‚ƒR•u•@‘n‡IOy‘nOƒ¿ƒ³ƒG•@05‰Â•H

1•ƒ–m600bp

1•C1ˆê•@600•@bp

Figure•@21•D•@RT•EPCR•@Southern•@blotting‚É‚æ‚é1•E4mRNA‚ÌŒŸ•o

•@DNase•@I•ˆ—•‚ðŽ{‚µ•¸•»‚µ‚½Še”|—{•×–E‚Ìtotal•@RNA‚ðŽg—p‚µ‚½•B‹t“]ŽÊ•y‘f‚ð‰Á

‚¦‚½‚à‚Ì•i•ã’i•j‚Æ‹t“]ŽÊ•y‘f‚ð‰Á‚¦‚È‚©‚Á‚½‚à‚Ì•i‰º’i•j‚ðƒeƒ“ƒvƒŒ•[ƒg‚ÉPCR

‚ð•s‚¢•CSouthern•@blotting‚É‚æ‚èŒŸ•o‚µ‚½•B

76 77

•E“å ?–¶“å—“•@
•@•Dã¢•@ŒœŽä“«•A•C•@•@•@•@•@•@•D•Dth•AŠ‚Ži•@v

“åèi“å“å“å—…‘Ë1“åiŒœèi“å •T•D“å—…“ï•D•§“ï“åŒœŒœ•Ú•§“ï”®‰T—…—Øˆê•—“å•—•D“å“å•B“å“ï“å—…“å—Ø“åèc‰TèiŒœèJ
•f•@ƒm‡h•f•@”nƒZ•@•f



5•|3•|2•@1nhlbitor•E4‚Ì•×•ï‚Å‚Ì•E•Ý

•@1•|4‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚ð’²‚×‚é‚½‚ß‚É•CHela•×–E‚ÉpFLAG•Btag‚ð•t‰Á‚µ‚½1•|4‚ðˆê‰ß•«

‚É‹­•§”­Œ»‚µ•Canti•|pFLAG•R‘Ì‚ð—p‚¢‚½–Æ‰u•õ•F–@‚É‚æ‚è•C‚»‚Ì‹Ç•Ý‚ðŒuŒõŒ°”÷‹¾

‚ÅŠÏŽ@‚µ‚½•BŠj‚Ì•õ•F‚É‚Í•CPI‚ðŽg—p‚µ‚½•iFigure•@22•j•B

•@wild•|type‚Å‚ ‚épFLAG•|1•|4•i1•|202•j‚Í•CŠj•t‹ß‚à‚µ‚­‚ÍŠj–Œ‚É‹Ç•Ý‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l

‚¦‚ç‚ê‚é•B1•|4mutant‚Å‚ ‚épFLAG•|1•|4•i1•|131•j‚ÆpFLAG•|1•|4•i19•|202•j‚Í•C—¼ŽÒ‚Æ

‚à•×–EŽ¿‚É‘¶•Ý‚µ•CŠj“à‚Å‚Ì‘¶•Ý‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B

•@1•|4‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚Í•C‚»‚Ì‘S’·‚©‚çPPICŒ‹•‡ƒ‚ƒ`•[ƒt‚Æ•„’è‚³‚ê‚é•”ˆÊ‚ðdeletion

•i19•|202•j•C‚Ü‚½‚ÍC––‚ðdeletion‚·‚é•i1•|131•j‚Æ•CŠj–Œ‚©‚ç•×–EŽ¿‚ÉˆÚ‚é‚±‚Æ‚ª–¾

‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

pFLAG•|1•|4
•@•i1•@ˆê202•jwt

pFLAG•|1•|4
•@•@•i1•|131•j

pFLAG•|1•|4
•@•@•i1•@9•|202•j

Merged FITC Pl

Figuue•@22•D•@pFLAG•Etagged•@l•E4‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý

•@pFLAG•|tagged•@I•|4‚ðˆê‰ß•«ƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒFƒNƒVƒ‡ƒ“‚µ‚½Hela•×–E‚ð•C36ŽžŠÔŒã‚ÉŒÅ

’è‰»•C–Æ‰u•õ•F–@‚É‚æ‚è•C”­•F‚³‚¹‚½•B1ŽŸ•R‘Ì‚Émouse•@anti•|FLAG•R‘Ì•C2ŽŸ•R‘Ì

‚Éanti•|mouse•EFITC•R‘Ì‚ð—p‚¢‚½•BŠj‚Í•C•@PI‚Å•õ•F‚µ‚½•B

78
79

•@•@•@•@•@“å“ïll“ï•E•D
•B•D‰Ø•C•@s“å˜I“å•@“åã£’¦“å‘Ë

ŠÓ



‘X•@“l•@•E

t

5•|3•D•lŽ@

•@1•|4mRNA‚Ì”­Œ»—Ê‚Í•C•@RT•|PCR‚É‚æ‚Á‚Ä‚Ì‚ÝŠm”F‚³‚ê‚é’ö“x‚Å‚ ‚è•C‚»‚ê‚Ù‚Ç•‚

‚¢‚à‚Ì‚Å‚Í‚È‚¢‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•Bƒqƒg•³•í‘g•D‚ÌRNA‚ð—p‚¢‚Ä‚ÌRT•|PCR‚Í‚Ü‚¾•s‚Á

‚Ä‚¢‚È‚¢‚ª•Ccell•@line‚ÌRNA‚ð—p‚¢‚Ä’²‚×‚½ŒÀ‚è‚É‚¨‚¢‚Ä•Cˆê•”‚Ì•×–E‚ÉmRNA‚Ì

”­Œ»‚ªŒ©‚ç‚ê‚½•B1•|4‚Ì”­Œ»‚ªŽq‹{ŒzŠà•CŠÌ•×–EŠà•C•_Œo‰è•×–EŽî•CŠïŒ`Žî—R—ˆ‚Ìcell

line‚É”F‚ß‚ç‚ê‚½‚±‚Æ‚©‚ç•C1•|4‚ªƒKƒ“•×–E‚É“ÁˆÙ“I‚É”­Œ»‚·‚éˆâ“`Žq‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚à

•l‚¦‚ç‚ê‚é•B‚Ü‚½‚Í•Ccell•@line‰»‚·‚é‚±‚Æ‚É”º‚¢14‚ª”­Œ»‚·‚é‚æ‚¤‚É‚È‚Á‚½‰Â”\•«

‚à•l‚¦‚ç‚ê‚é•B•«—ˆ“I‚É‚Í•C•³•í‘g•D‚ÌRNA‚ðŠÜ‚ß•C‚æ‚è•L”Í‚È‘g•D‚É‚¨‚¯‚é”­Œ»

‚ð’²‚×‚é•K—v‚ª‚ ‚é‚ÆŽv‚í‚ê‚é•B

•@1•|4‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚à1•|2‚Æ‚ÍˆÙ‚È‚è•CŠj–Œ‚Ü‚½‚ÍŠj‹ß–T‚É‘¶•Ý‚µ•Cdeletion‚·‚é‚±‚Æ

‚Å‚»‚Ì‹Ç•Ý‚ðŽ¸‚¤‚±‚Æ‚Í•C14‚Ì•¶—•‹@”\‚ðŒ¤‹†‚·‚é•ã‚Å•C•d—v‚ÈƒL•[ƒ|ƒCƒ“ƒg‚É‚È

‚é‚ÆŠú‘Ò‚³‚ê‚é•B‹»–¡•[‚¢‚±‚Æ‚É•Å‹ß•CA•|Kinase•@Anchoring•@Protein•iAKAP•j‚Ì1‚Â

‚Å‚ ‚éAKAP149‚ªPP1‚ÆŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ•C‚¨‚æ‚Ñ‚»‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚ªŠj–Œ•t‹ß‚ÉŒÀ‹Ç‚µ

‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•m72•n•BAKAP•@I49‚Í•C•@PP1Œ‹•‡ƒ‚ƒ`•[ƒt—L‚µ•C‚±‚Ìƒ‚ƒ`

•[ƒt‚ð‰î‚µ‚ÄPP1‚ÆŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä•C•@PPIC‚ðŠjƒ‰ƒ~ƒi•t‹ß‚É‹Ã•W‚³‚¹‚é‚±‚Æ

‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•BAKAP•@1491PP•@1‚Æ1•E4‚Ì•×–E“à‚É‚¨‚¯‚é‹Ç•Ý‚ªˆêˆê’v‚·‚é‚±‚Æ‚©‚ç•E

1•|4‚ªAKAP149•^PP1ƒ|ƒ••y‘f‚ÆŒ‹•‡‚µ•C•§Œä‚·‚é‰Â”\•«‚ª‚ ‚é•BˆÈ‘O‚©‚ç•C•@PP1‚ª

Šj–Œ‚ÌƒAƒZƒ“ƒuƒŠ•[‚ÉŠÖ—^‚·‚éƒf•[ƒ^‚ªŽ¦‚³‚ê‚Ä‚«‚½‚ª•C‚±‚Ì•§Œä‚É14‚ªŠÖ—^‚·‚é

‚·‚é‰Â”\•«‚ª‚ ‚è•C‚±‚Ì“_‚ð–¾‚ç‚©‚É‚µ‚Ä‚¢‚«‚½‚¢‚Æ•l‚¦‚Ä‚¢‚é•B

80

•@•@•@•@•@•@•@”Q“å•h“år•B•D
•D‚è•w•†–ü“ •w“ï•D‰ò•Q•f

5•|4•D‚Ü‚Æ‚ß

•E1•|4mRNA‚Ì”­Œ»‚Í•CŽq‹{ŒzŠà•CŠÌ•×–EŠà•C•_Œo‰è•×–EŽî•CŠïŒ`Žî—R—ˆ‚Ì•×–EŠ”

•@‚ÉŒ©‚ç‚ê‚½•B

•E•×–E“à‚Ì‹Ç•Ý‚É‚¨‚¢‚Ä•C1•B4‚ÍŠj–Œ•t‹ß‚ÉŒÀ‹Ç‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

•E1•|4‚ÌPP1Œ‹•‡ƒTƒCƒg‚âC––’[—Ìˆæ‚ðdeletion‚³‚¹‚é‚Æ•C‚»‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚Í•×–EŽ¿

•@‚ÖˆÚ“®‚µ‚½•B

Œª•oáèâÖŒœs•A•D‹½•@•@•@•@•@Jt•f“Q•B‘@•Œ•D

81

•E“å•u•AŸ÷
Ktwrst

‰T



pmr•f•@rw•f

‘æ6•Í ‘•Š‡‚Æ“W–]

•@–{˜_•¶‚Å‚Í•CESTƒf•[ƒ^ƒx•[ƒX‚æ‚èŒ©•o‚µ‚½•V‹KPP•@I‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿1•|4‚Ì•ªŽq

“Á•«‚ð–¾‚ç‚©‚É‚·‚é‚±‚Æ‚ð–Ú“I‚Æ‚µ‚Ä•Chuman•@I•|4‚ÌƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO•E•¶‰»Šw“I•«•ó‰ð

•Í•Eˆâ“`Žq”­Œ»‚É‚Â‚¢‚Ä‚ÌŒŸ“¢‚ð•s‚¢•C‚»‚ÌPPI‚É‘Î‚·‚é‘jŠQ‹@•\‚â•¶—•‹@”\‚É‚Â

‚¢‚Ä‚Ì•lŽ@‚ð•s‚Á‚½•B

•@human•@I•E4‚Í202‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî‚©‚ç‚È‚è•CƒAƒ~ƒmŽ_ƒŒƒxƒ‹‚ÅPPI‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿

1•|2‚É‘Î‚µ–ñ43•D7•“‚Ì‘Š“¯•«‚ðŽ•‚Á‚Ä‚¢‚½•B1•|4‚ÍPPI‚ð“ÁˆÙ“I‚É‘jŠQ‚µ•C‚»‚Ì‘jŠQŠˆ

•«•iIC5•B••O•D2•EnM•j‚Í•C1•|2‚Ì–ñ10”{‹­‚©‚Á‚½•EPP1•G”}ƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Ìisoform•iƒ¿•EƒÁ1•E

ƒÁ2•CƒÂ•j‚ð“¯“™‚É‘jŠQ‚µ•CPPIC‚Ì“Á’èƒAƒCƒ\ƒtƒH•[ƒ€‚É‘Î‚·‚é“ÁˆÙ•«‚Ìˆá‚¢‚Í”F‚ß‚ç

‚ê‚È‚©‚Á‚½•B‚Ü‚½•CPP1‚Ìƒ|ƒ••y‘f‚Ì1‚Â‚Å‚ ‚éPPIM•iPPIC‚ÆM•|subunit‚Ì•¡•‡

‘Ì•j‚É‘Î‚µ‚Ä‚à•C1•D4‚ÍPPIM‚ÆƒvƒŒƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•C•@PPIM‚Ì

Šˆ•«‚ð‹­‚­‘jŠQ‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«‚½•B‚±‚Ì‚Æ‚«•CGSTˆêˆê1•|4‚ÉŒ‹•‡‚µ‚Ä‚¢‚éPPIC‚Ì—Ê‚ª

ƒvƒŒƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“‚ÌŽžŠÔˆË‘¶“I‚É‘•‰Á‚µ‚Ä‚¢‚½‚±‚Æ‚©‚ç•C1•|4‚ªM•|subunit‚Æ

•h•R“I‚ÉPPIC‚ÆŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä•C•@PPIM‚Ì‘jŠQ‚ð‚·‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B

•@1•|4deletion•@mutant‚ð—p‚¢‚½ŽÀŒ±‚É‚æ‚Á‚Ä•C•@PPIC‚É‘Î‚·‚é1•|4‚ÌŒ‹•‡ƒTƒCƒg‚Í•C•­

‚È‚­‚Æ‚à3ƒJ•Š•CSite•|1•i11•|18•j•C•@Site•E2•C•@Site•|3‚É‘¶•Ý‚µ‚½•BŠeŽídeletion•@mutant‚ð

—p‚¢‚½ŽÀŒ±‚É‚æ‚è•C1•|4‚É‚æ‚éPP•@1‚Ì‘jŠQ‚Í•C•@Siteˆê•E1‚ÆSite•|2‚É‚æ‚éPPICII•|4‚ÌˆÀ’è

‚µ‚½•¡•‡‘ÌŒ`•¬‚É‰Á‚¦•CSite•|3‚É‚æ‚éŠˆ•«•”ˆÊ‚Ö‚Ì’¼•Ú“I‚È•ì—p‚É‚æ‚Á‚Ä‰Â”\‚É‚È‚é

‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚½•B

•@1•|4mRNA‚Ì”­Œ»‚Í•C•@Hela•×–E“™‚ÌƒKƒ“—R—ˆ‚Ì•×–EŠ”‚É‚¨‚¢‚Ä”F‚ß‚ç‚ê‚½•BˆÈ‘O•C

okadaic•@acid‚ð—p‚¢‚½Œ¤‹†‚È‚Ç‚©‚çƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[•iŽå‚É•C•@PP•@1‚ÆPP2A•j‚ª•C‚ª‚ñ—}

82

‘@

•@“å
•Ea•@“å “å“å—…

ƒ“St“ï•D

•V•r

•§ˆâ“`Žq‚Æ‚µ‚Ä“­‚­‰Â”\•«‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚ð•l‚¦‚é‚Æ•CƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‘j

ŠQ•Ü‚Í•C‚ª‚ñˆâ“`Žq—l‚É“­‚­‚±‚Æ‚ª—\‘z‚³‚ê•C‚³‚ç‚É‘½‚­‚Ìƒqƒg‘g•D‚âƒKƒ“•×–E‚É

‚Â‚¢‚Ä•C‚±‚Ì”­Œ»‚ðŒŸ“¢‚·‚é•K—v‚ª‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚é•B

•@1•|4‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚É‚Â‚¢‚Ä•CFLAG•|tag‚ð•t‚¯‚½wild•|type•@I•E4‚ª•CŠj–Œ‚É‹Ç•Ý‚·‚é‚±

‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•Bˆê•û•C2‚Â‚Ìdeletion•@mutant•i1•|131•C19•E202•j‚Å‚Í•C‚»‚Ì‹Ç•Ý

‚ðŽ¸‚Á‚½‚±‚Æ‚©‚ç•Cdeletion‚³‚¹‚½PPICŒ‹•‡ƒTƒCƒg‚ÆPPIC‚Æ‚ÌŒ‹•‡‚ª•C1•|4‚ÌŠj–Œ

‚Ö‚Ì‹Ç•Ý‚ÉŠÖ—^‚·‚é‚±‚Æ‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚½•B

•@–{Œ¤‹†‚Å•s‚Á‚½ˆÈ•ã‚Ì‰ð•Í‚É‚æ‚Á‚Ä•C14‚Ì•¶‰»Šw“I•«•ó•C‘jŠQ‹@•\‚ð–¾‚ç‚©‚É‚·

‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«•C‚³‚ç‚É1•|4‚Ìˆâ“`Žq”­Œ»‚Í•C‚»‚Ì•¶—•‹@”\‚ð•l‚¦‚é•ã‚Å”ñ•í‚É‹»–¡•[

‚¢•î•ñ‚ð“¾‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«‚½•B1•|4‚Ì•¶—•‹@”\‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•C•¡Œã‚³‚ç‚È‚éŒŸ“¢‚ª•K—v‚Å

‚ ‚è•C‚»‚Ì‰ð•ÍŒ‹‰Ê‚É‚æ‚Á‚Ä‚ÍPP1‚Ì•V‚µ‚¢‹@”\‚ðŒ©•o‚¹‚é‚©‚à‚µ‚ê‚È‚¢•B

•@1•|4‚Ì‘jŠQ‹@•\‚ð‚æ‚è•Ú•×‚É–¾‚ç‚©‚É‚·‚é‚½‚ß‚É‚Í•CPP•@I•@CII•|4•¡•‡‘Ì‚Ì3ŽŸŒ³•\‘¢

‰ð•Í‚ª•Å‚à—LŒø‚Å‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•BŒ»•Ý•C•\‘¢‰ð•Í‚Í•CŽå‚ÉX•ü‰ð•Í–@‚ÆNMR

‰ð•Í–@‚É‚æ‚Á‚Ä•s‚í‚ê‚Ä‚¢‚é•BX•ü‰ð•Í‚ÍƒTƒ“ƒvƒ‹‚ÌŒ‹•»‰»‚Ì“ï‚µ‚³•C•@NMR‰ð•Í‚Í

•ªŽq—Ê25000’ö“x‚Ü‚Å‚Ì•ªŽq‚É‘Î‚µ‚Ä‚µ‚©“K‰ž‚Å‚«‚È‚¢‚È‚Ç•CŠe•X“ï‰ð‚È–â‘è‚ð•ø

‚¦‚Ä‚¢‚é•B‚µ‚©‚µ•CPP•E1•ECII4‚Í‹­ŒÅ‚È•¡•‡‘Ì‚Å‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê•CŒ‹•»‰»‚à‰Â”\‚Å‚ 

‚é‚ÆŽv‚í‚ê‚é•B‚Ü‚½•CNMR‰ð•Í‹Z•p‚Í•Å‹ß–ÚŠo‚Ü‚µ‚¢•i•à‚ð•‹‚°‚Ä‚¨‚è•C•@PPICII•|4

‚Ì•ªŽq—Ê‚Ü‚Å‰ð•Í‰Â”\‚É‚È‚é‚Ì‚àŽžŠÔ‚Ì–â‘è‚ÆŽv‚í‚ê‚é•B•«—ˆ“I‚É•CPPICII•|4•¡•‡

‘Ì‚Ì•\‘¢‰ð•Í‚ª‚È‚³‚ê‚ê‚Î•C‚±‚ê‚Ü‚Å•„’è‚Å‚µ‚ª‚È‚©‚Á‚½1•|2‚Ì‘jŠQ‹@•\‚É‚Â‚¢‚Ä‚à•C

‘½‘å‚È•î•ñ‚ð—^‚¦‚é‚à‚Ì‚Å‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•B

83

•AŒœ•D•@“å—Ù•Cèd

Š]

•Ò“å•Æ

‘@”R—Øåy”]’†

Q

Ž£



ƒ}•h‰yˆêŽb˜F•@
‘Ë•@•E•D

•@1•|4‚Í•CGSK•|3‚¨‚æ‚ÑCKII‚É‚æ‚éƒŠƒ“Ž_‰»ƒTƒCƒg‚ª‘¶•Ý‚·‚é•BŠO‚©‚ç‚ÌŽhŒƒ‚É‚æ

‚è•C‚±‚ê‚ç‚ÌƒŠƒ“Ž_‰»‚ð‰î‚µ‚ÄPP1Šˆ•«‚ð’²•ß‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é‚±‚Æ‚©‚ç•C‚±

‚ê‚ç‰Â‹t“IƒŠƒ“Ž_‰»‚É‚Â‚¢‚Ä‚ÌŒŸ“¢‚ð‚·‚é•K—v‚ª‚ ‚é‚ÆŽv‚í‚ê‚é•B

•@1•|2‚Í•CSŠú‚ÅmRNA‚Æƒ^ƒ“ƒpƒNƒŒƒxƒ‹‚Ì—¼•û‚Å•ã•¸‚·‚é‚±‚Æ‚âPPIC‚ÌƒVƒƒƒyƒ•

ƒ“‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª’ñ•¥‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚ª•C‚»‚Ì•Ú•×‚Í•ª‚©‚Á‚Ä‚¢‚È‚¢•B1•|4deletion•@mutant

•i1•|123‚â1•|131•j‚Í•C1•|2‚Æ•h•R‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«‚édominant•@negative•@fo‡o‚Å‚ ‚é‚±‚Æ

‚©‚ç•C‚±‚ê‚ð•×–E‚É‹­•§”­Œ»‚·‚é‚±‚Æ‚Å•C‚±‚ê‚Ü‚Å1•|2‚ÌŠÖ—^‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚½•×–E

ŽüŠú‚âPPIC‚ÌƒVƒƒƒyƒ•ƒ““™‚Ì‹@”\‚É‚Ç‚Ì‚æ‚¤‚ÈŒø‰Ê‚ð‹y‚Ú‚·‚Ì‚©‹»–¡•[‚¢•B‚±‚Ì

dominant•@negative•@fom‚ª•C1•|2‚â14Ž©•g‚Ì‹@”\‰ð•Í‚Ì•V‚µ‚¢Žè’i‚Æ‚µ‚ÄŽg—p‚Å‚«‚é

‚Æ•l‚¦‚Ä‚¢‚é•B

•@PP•@1‚Ì‘jŠQ•¨Ž¿‚É‚Ímicrocystin•|LR•m73•n‚âtautomycin•m74•n‚È‚Ç•”Ží—Þ‚Ì‚à‚Ì‚ª’m‚ç

‚ê‚Ä‚¢‚é‚ª•C‚»‚ê‚ç‚Í‚·‚×‚ÄPP•@1‚Æ“¯Žž‚ÉPP2A‚ð‚à‘jŠQ‚·‚é•B‚»‚Ì‚½‚ß‚É•C‚±‚ê

‚ç‚Ì‰»•‡•¨“Y‰Á‚É‚æ‚Á‚Äˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚â”­‚ª‚ñ—U“±‚ª•CPP1‚Ì‘jŠQ

‚É‹Nˆö‚µ‚Ä‚¢‚é‚Ì‚©•C‚»‚ê‚Æ‚àPP2A‚ðŠÜ‚Þ‘¼‚Ìƒ{ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚É‚æ‚é‚Ì‚©‚ð”»’f

‚·‚é‚±‚Æ‚Í•C‚±‚ê‚Ü‚Å•s‰Â”\‚Æ‚³‚ê‚Ä‚«‚½•Bˆê•û•CPP1“ÁˆÙ“I‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð—p

‚¢‚½Œ¤‹†‚Å‚Í•C1•|1‚ªƒŠƒ“Ž_‰»‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚Á‚Ä‘jŠQŠˆ•«‚ð”­Šö‚·‚é‚½‚ß‚É•C•×–E

“à‚É‹­•§”­Œ»‚³‚¹‚Ä‚àPP•@I‚ðŠ®‘S‚É‘jŠQ‚·‚é‚±‚Æ‚ª•¢“ï‚Å‚ ‚Á‚½•Bˆê•û•C1•|2‚ÍPP1

ƒzƒ••y‘f‚É‘Î‚·‚é‘jŠQ•ì—p‚ªŽã‚¢‚±‚Æ“™‚Ì–â‘è‚ª‚ ‚Á‚½•B•¡‰ñ‚ÌŽÀŒ±‚©‚ç•C1•|4‚ð•×

–E“à‚É‹­•§”­Œ»‚³‚¹‚é‚±‚Æ‚Å•CPP1•G”}ƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚¨‚æ‚ÑPP1ƒzƒ••y‘f‚ðŒø—¦‚æ

‚­‘jŠQ‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚Å‚«‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê•C‚»‚ÌŒ‹‰ÊŒ»‚ê‚éƒtƒFƒmƒ^ƒCƒv‚ð‰ð•Í‚·‚é‚±‚Æ

‚É‚æ‚Á‚Ä•CPP•@1‚Ì•×–E“à‹@”\‚Ìˆê’[‚ð–¾‚ç‚©‚É‚Å‚«‚é‚ÆŽv‚í‚ê‚é•E

•@•¶‘Ì“à‚Å‚ÍPPIC‚Í’P“Æ‚Å‚Í‘¶•Ý‚¹‚¸•C•§ŒäƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚É‚æ‚Á‚Ä‹Ç•Ý•CŠîŽ¿“ÁˆÙ

•«‚ð‹K’è‚³‚ê•C’Ê•íƒ|ƒ••y‘f‚Æ‚µ‚Ä‘¶•Ý‚·‚é•B‚µ‚©‚µ•Cˆê”Ê‚ÉPP•@1‚Ì‘jŠQƒ^ƒ“ƒpƒN

‚Í•CPPIƒ|ƒ••y‘f‚É‘Î‚µ‚Ä‘jŠQŠˆ•«‚ªŽã‚¢‚Æ‚³‚ê‚Ä‚¨‚è•C‚»‚Ì•¶—•“IˆÓ‹`‚É‘Î‚·‚é

‹^–â‚ª‚ ‚Á‚½•B‚µ‚©‚µ•C‚±‚Ì“ä‚Ìˆê•”‚ª–¾‚ç‚©‚É‚È‚Á‚Ä‚«‚½‚æ‚¤‚ÉŽv‚í‚ê‚é•B—á‚¦

‚Î•C•Å‹ß”­Œ©‚³‚ê‚½CPI•|17‚Í•C•@PPIC‚É‘Î‚µ‚Ä‚æ‚è•C‚Þ‚µ‚ëƒ~ƒIƒVƒ“Œy•½ƒzƒXƒtƒ@

ƒ^•[ƒ[•iPPIM•C•@PP•@IC‚ÆM•Dsubunit‚©‚ç‚È‚éƒzƒ••y‘f•j‚ð“ÁˆÙ“I‚É‘jŠQ‚·‚é‚±‚Æ‚ª–¾

‚ç‚©‚É‚³‚ê•C‚Ü‚½•Å‹ß•C1•|2‚ªƒOƒŠƒR•[ƒQƒ“Œ‹•‡Œ^PP1•iPPIG•j‚ÉPPIC‚ð‰î‚µ‚ÄŒ‹

•‡‚µ•C3—Ê‘Ì‚ðŒ`•¬‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚½•B•¡‰ñ•C‰ä•X‚Í•C1•|4‚ª“ÁˆÙ“I‚ÉŠj–Œ

‚É‹Ç•Ý‚·‚é‚±‚Æ‚ðŒ©•o‚µ‚½‚ª•C‚±‚Ì‹Ç•Ý‚Í•CŠj–ŒŒ`•¬‚É“­‚­PP•@1ƒzƒ••y‘f‚Ì‚à‚Ì‚Æ

“¯‚¶‚Å‚ ‚è•C1•|4‚ª‚ ‚éŽí‚Ìƒ^•[ƒQƒbƒgƒ^ƒ“ƒpƒN‚É‚æ‚è•CPPIC‚Æ‚Æ‚à‚ÉŠj–Œ‚ð‹Ç•Ý

‚ðŒˆ’è‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B•Å‹ß‚Ì•ñ••‚É‚æ‚é‚Æ•C‚»‚Ìƒ^•[ƒQƒbƒgƒ^ƒ“ƒp

ƒN‚ªAKAP•@149‚Å‚ ‚é‰Â”\•«‚ª‚ ‚é•BŒ»•Ý‚±‚ê‚ç‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ª•CŒ‹•‡‚µ‚Ä‚¢‚é‚©‚Ç

‚¤‚©‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚ð‰Á‚¦‚Ä‚¨‚è•C•¡Œã•Cˆê˜A‚ÌŽÀŒ±‚É‚æ‚è•C1•E4‚ªPP1‚ð‰î‚µ‚ÄŠj–Œ

‚ÌƒAƒZƒ“ƒuƒŠ•[‚Ì’²•ß‚ð‚·‚é‰Â”\•«‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ•Ø‚µ‚½‚¢•B

84 85

—¾•@Œœ“å—…—…“å—Ø“å•@“åŒœ•EŒ®•@•B•E—Ù“å•E•Eãp•F

i•È•C•C

•E•A•@•D“å•—“å“å•Ú
•@•@•D•A•D•H“ï•A”®èûˆê•@1Ÿ÷



F

ŽÓŽ« ŽQ•l•¶Œ£

•@–{Œ¤‹†‚Ì•‹•s‚É‚¨‚¢‚Ä‚²Žw“±Ž’‚è‚Ü‚µ‚½–kŠC“¹‘åŠwˆâ“`Žq•a•§ŒäŒ¤‹†•Š•î•ñ’²•ß

•ª–ì•@‹e’r‹ã“ñŽO‹³Žö‚ÉŠ´ŽÓ•\‚µ•ã‚°‚Ü‚·•B–{˜_•¶‚ÌŒä•Z‰{‚ðŽ’‚è‚Ü‚µ‚½–kŠC“¹‘å

Šw—•ŠwŒ¤‹†‰È•@’JŒû˜aœ\‹³Žö•C“¯Œ¤‹†‰È•@–îàV“¹•¶‹³Žö•C•À‚Ñ‚É“¯‘åŠwˆâ“`Žq•a•§

ŒäŒ¤‹†•Š•a‘Ô•C•üŽq–ì•@”©ŽR•¹‘¥‹³Žö‚É‹Þ‚ñ‚ÅŠ´ŽÓ•\‚µ•ã‚°‚Ü‚·•B

•@–{Œ¤‹†‚ÌŽÀŽ{‚É‚ ‚½‚èŒäŽw“±‚È‚ç‚Ñ‚É‹M•d‚ÈŒä••Œ¾‚ðŽ’‚è‚Ü‚µ‚½–kŠC“¹‘åŠwˆâ“`

Žq•a•§ŒäŒ¤‹†•Š•î•ñ’²•ß•ª–ì•@“‡•@—ç••‹³Žö•C•À‚Ñ‚É“¯•ª–ì•@’†‘º•PŽj••Žè‚É•S‚æ

‚èŒä—ç•\‚µ•ã‚°‚Ü‚·•B

•@PPIC•@isoform”­Œ»ƒxƒNƒ^•[‚ðŒb—^‚µ‚Ä‚¢‚½‚¾‚«‚Ü‚µ‚½New•@York•@Medical•@College•E

Emest•@Y•D•@C•D•@Lee”ŽŽm‚ÉŒä—ç•\‚µ•ã‚°‚Ü‚·•B”|—{•×–ENCCIT‚ðŒb—^‚µ‚Ä‚¢‚½‚¾‚¢‚½•‘

—§‚ª‚ñƒZƒ“ƒ^•[Œ¤‹†•Š•@•â–{—T”ü”ŽŽm‚ÉŒä—ç•\‚µ•ã‚°‚Ü‚·•BPPIM‚ðŒb—^‚µ‚Ä‚¢‚½‚¾

‚«‚Ü‚µ‚½ŽO•d‘åŠwˆãŠw•”•@ˆÉ“¡•³–¾”ŽŽm‚ÉŒä—ç•\‚µ•ã‚°‚Ü‚·•B

•@–{Œ¤‹†‚Ì•‹•s‚ÉŒä‹¦—Í‚¢‚½‚¾‚¢‚½–kŠC“¹‘åŠwˆâ“`Žq•a•§ŒäŒ¤‹†•Š•î•ñ’²•ß•ª–ì‚Ì

‹g“c‰hŽq‹ZŠ¯•C•Ä“¡‘ãŽu”üŒ¤‹†•„•iˆõ•C•ì‘º•@–Ò”ŽŽm•CŽ½Œ´”ÍŽq”ŽŽm•C•¡ˆä—zŽq”Ž

Žm•CŽO‹´•i–ç”ŽŽm•C“c•ÀŠsŒöŽ••C‘•“c•k•½ŒN•C‹à•@•¢ŒÒ‚³‚ñ•C•â‰º‹Å‰îŒN•E•Ÿ•ì•ç

••Žq‚³‚ñ•C•²“¡‹BŽjŒN•C—F‹ß—TˆêŒN•C“c•ã•@Š¼ŒN•C‚È‚ç‚Ñ‚É•C•xŠ~‘ìŽuŒN•C•Ä“¡•³

“TŒN•C•²“¡Œö•ºŒN•C“¡‰ª•³Ž÷ŒN•CˆÈ•ã‚Ì‚Ý‚È‚³‚Ü‚É•S‚æ‚èŠ´ŽÓ‚¢‚½‚µ‚Ü‚·•E

1•D•@Cohen•C•@P•D•@T•D•C•@Chen•C•@M•D•@X•D•C•@and•@Armstrong•C•@C•D•@G•D•@•i1996•j•@Novel•@protein•@phosphatases

•@•@that•@may•@participate•@in•@cell•@signaling•D•@Adv•@Pharniacol•@36•C•@67•|89•D

2•D•@Hunter•C•@T•D•@•i1995•j•@Protein•@kinases•@and•@phosphatases•F•@the•@yin•@and•@yang•@of•@protein

•@•@phosphorylation•@and•@signaling•D•@Cell•@80•C•@225•|236•D

3•D•@Cohen•C•@P•D•@T•D•@•i1997•j•@Novel•@protein•@serine•^threonine•@phosphatases•F•@variety•@is•@the•@spice•@of

•@•@life•D•@Trends•@Biochem•@Sci•@22•C•@245•|251•D

4•D•@Shenolikar•C•@S•D•C•@and•@Nairn•C•@A•D•@C•D•@•i1991•j•@Protein•@phosphatases•F•@recent•@progress•D•@Adv

•@•@Second•@Messenger•@Phosphoprotein•@Res•@23•C•@1•|121•D

5•D•@Cohen•C•@P•D•@•i1989•j•@The•@structure•@and•@regulation•@of•@protein•@phosphatases•D•@Annu•@Rev

•@•@Biochem•@58•C•@453•|508•D

6•D•@lngebritsen•C•@T•D•@S•D•C•@Stewart•C•@A•D•@A•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1983•j•@The•@protein•@phosphatases

•@•@involved•@in•@cellular•@regulation•D•@6•D•@Measurement•@of•@type•|1•@and•@type•|2•@protein

•@•@phosphatases•@in•@extracts•@of•@mammalian•@tissues•G•@an•@assessment•@of•@their•@physiological

•@•@roles•D•@Eur•@l•@Biochem•@132•C•@297•|307•D

7•D•@Shenolikar•C•@S•D•@•i1994•j•@Protein•@serine•^threonine•@phosphatases•|new•@avenues•@for•@cell

•@•@regulation•D•@Annu•@Rev•@Cell•@Biol•@10•C•@55•|86•D

8•D•@Wera•C•@S•D•C•@and•@Hemmings•C•@B•D•@A•D•@•i1995•j•@Serine•^threonine•@protein•@phosphatases•D•@Biochem

•@•@1311•C•@17•|29•D

9•D•@Durfee•C•@T•D•C•@Becherer•C•@K•D•C•@Chen•C•@P•D•@L•D•C•@Yeh•C•@S•D•@H•D•C•@Yang•C•@Y•D•C•@Kilburn•C•@A•D•@E•D•C•@Lee•C•@W•D•@H•D•C

•@•@and•@Elledge•C•@S•D•@J•D•@•i1993•j•@The•@retinoblastoma•@protein•@associates•@with•@the•@protein

86 87

Š•s•DewLk‘@1
•@•@•@•E2k•@•wŠA“å”Q‘••f‰™“å9•C“åŠ™

•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@‹Á•E•Qˆê•A•A—Ø“ï•D•D•Q•EŠ‚Œœ•A•D•D•B•D•D—Ø•@•A•D‘Õ•£•@•E•@“åa•B•A1•@•@•@ˆê•D•C–•Œœ“–•Dˆñ“å‹`Š]•D•A



“Ó•u•¡‘Ë9ˆêˆêˆêˆêˆê

•@1

•@•@•@•@phosphatase•@type•@1•@catalytic•@subunit•D•@Genes•@Dev•@7•C•@555•|569•D

10•D•@Sasaki•C•@K•D•C•@Shima•C•@H•D•C•@Kitagawa•C•@Y•D•C•@lrino•C•@S•D•C•@Sugimura•C•@T•D•C•@and•@Nagao•C•@M•D•@•i1990•j

•@•@•@•@•@Identification•@of•@members•@of•@the•@protein•@phosphatase•@1•@gene•@family•@in•@the•@rat•@and

•@•@•@•@•@enhanced•@expression•@of•@protein•@phosphatase•@1•@alpha•@gene•@in•@rat•@hepatocellular

•@•@•@•@•@carcinomas•@•mpublished•@erratum•@appears•@in•@Jpn•@J•@Cancer•@Res•@1991•@Jul•G82•i7•j•F873•n•D•@•vpn•@•v

•@•@•@•@•@Cancer•@Res•@81•C•@1272•|1280•D

11•D•@Shima•C•@H•D•C•@Hatano•C•@Y•D•C•@Chun•C•@Y•D•@S•D•C•@Sugimura•C•@T•D•C•@Zhang•C•@Z•D•C•@Lee•C•@E•D•@Y•D•C•@and•@Nagao•C•@M•D

•@•@•@•@•@•i1993•j•@ldentification•@of•@PPI•@catalytic•@subunit•@isotypes•@PPI•@gamma•@1•C•@PPI•@delta•@and•@PPI

•@•@•@•@•@alpha•@in•@vari•Eus•@rat•@tissues•D˜]chem•EBi•Ephys•@Res•@C•Emmun•@192•E1289•|1296•E

12•D•@Takizawa•C•@N•D•C•@Mizuno•C•@Y•D•C•@lto•C•@Y•D•C•@and•@Kikuchi•C•@K•D•@•i1994•j•@Tissue•@distribution•@of

•@•@•@•@•@isoforms•@of•@type•|1•@protein•@phosphatase•@PPI•@in•@mouse•@tissues•@and•@its•@diabetic•@alterations•D

•@•@•@•@•@1•@Biochem•@•iTokyo•j•@116•C•@411•|415•D

13•D•@Zhang•C•@Z•D•C•@Bai•C•@G•D•C•@Shima•C•@H•D•C•@Zhao•C•@S•D•C•@Nagao•C•@M•D•C•@and•@Lee•C•@E•D•@Y•D•@•i1993•j•@Expression

•@•@•@•@•@and•@characterization•@of•@rat•@protein•@phosphatases•|1•@alpha•C•@ˆê1•@gamma•@1•C•@ˆê1•@gamma•@2•C•@and

•@•@•@•@•@•|1•@delta•D•@Arch•@Biochem•@Biophys•@303•C•@402ˆêˆê406•D

14•D•@Pinna•C•@L•D•@A•D•C•@and•@Donella•|Deana•C•@A•D•@•i1994•j•@Phosphorylated•@synthetic•@peptides•@as•@tools

•@•@•@•@•@f•Erstudying•@Pr•Etein•@ph•Esphatases•D•Ê•Ec‰¾•Ê•Ephys•@Act•E1222•E415•|431•E

15•D•@Hubbard•C•@M•D•@J•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1993•j•@On•@target•@with•@a•@new•@mechanism•@for•@the

•@•@•@•@•@•@regulation•@of•@protein•@phosphorylation•D•@Trends•@Biochem•@Sci•@18•C•@172•|177•D

16•D•@Ragolia•C•@L•D•C•@and•@Begum•C•@N•D•@•i1998•j•@Protein•@phosphatase•|1•@and•@insulin•@action•D•@Mol•@Cetl

•@•@•@•@•@•@Biochem•@182•C•@49•|58•D

17•D•@Hartshorne•C•@D•D•@J•D•C•@and•@Hirano•C•@K•D•@•i1999•j•@lnteractions•@of•@protein•@phosphatase•@type•@1•C

r

ˆê

18•D

19•D

20•D

21•D

22•D

23•D

24•D

25•D

26•D

with•@a•@focus•@on•@myosin•@phosphatase•D•@Mol•@Cell•@Biochem•@190•C•@79ˆêˆê84•D

Aggen•C•@J•D•@B•D•C•@Nairn•C•@A•D•@C•D•C•@and•@Chamberlin•C•@R•D•@•i2000•j•@Regulation•@of•@protein

phosphatase•|1•D•@Chem•@Biol•@7•C•@R•@13•|23•D

Egloff•C•@M•D•@P•D•C•@Johnson•C•@D•D•@F•D•C•@Moorhead•C•@G•D•C•@Cohen•C•@P•D•@T•D•C•@Cohen•C•@P•D•C•@and•@Barford•C•@D•D

•i1997•j•@Structural•@basis•@for•@the•@recognition•@of•@regulatory•@subunits•@by•@the•@catalytic

subunit•@of•@protein•@phosphatase•@1•D•@EMBO•@J•@16•C•@1876•|1887•D

Bollen•C•@M•D•C•@and•@Stalmans•C•@W•D•@•i1992•j•@The•@structure•C•@role•C•@and•@regulation•@of•@type•@1

protein•@phosphatases•D•@Crit•@Rev•@Biochemƒ‹lol•@Biol•@27•C227•|281•D

DePaoli•|Roach•C•@A•D•C•@A•C•@Park•C•@1•D•@K•@Cerovsky•C•@V•D•C•@Csortos•C•@C•D•C•@Durbin•C•@S•D•@D•D•C•@Kuntz•C•@M•D

J•D•C•@Sitikov•C•@A•D•C•@Tang•C•@P•D•@M•D•C•@Verin•C•@A•D•C•@and•@Zolnierowicz•C•@S•D•@•i1994•j•@Serine•^threonine

protein•@phosphatases•@in•@the•@control•@of•@cell•@function•D•@Adv•@Enzyme•@Regul•@34•C•@199•|224•D

Ingebritsen•C•@T•D•@S•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1983•j•@Protein•@phosphatases•F•@properties•@and•@role•@in

cellular•@regulation•D•@Science•@221•C•@331•|338•D

Cohen•C•@P•D•C•@and•@Nimmo•C•@G•D•@A•D•@•i1978•j•@The•@purification•@and•@characterization•@of•@protein

phosphatase•@inhibitorˆê•@1•@from•@rabbit•@skeletal•@muscle•D•@Biochem•@Soc•@Trans•@6•C•@17•|20•D

Huang•C•@F•D•@L•D•C•@and•@Glinsmann•C•@W•D•@H•D•@•i1976•j•@Separation•@and•@characterization•@of•@two

phosphorylase•@phosphatase•@inhibitors•@from•@rabbit•@skeletal•@muscle•D•@Eur•@1•@Biochem•@70•C

419•|426•D

Hemmings•C•@H•D•@C•D•C•@Jr•D•C•@Greengard•C•@P•D•C•@Tung•C•@H•D•@Y•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1984•j•@DARPP•|32•C•@a

dopamine•|regulated•@neuronal•@phosphoprotein•C•@is•@a•@potent•@inhibitor•@of•@protein

phosphatase•|1•Dƒnlature•@310•C503•|505•E

Walaas•C•@S•D•@1•D•C•@Aswad•C•@D•D•@W•D•C•@and•@Greengard•C•@P•D•@•i1983•j•@A•@dopamineˆê•@and•@cyclic•@AMPˆê

•@•@•@•@•@•@•@•@‚Ì•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@ƒT•@

Œœ“å“åèc—…—Ù•DåUŒœ“åˆê•D‘••D•A•@•x•f•B•DžO•§•Œ

88 89

Œœ–|“å“å–¶“å—…—Ùèi“å“ï•A•D“å“å“å—Ù‹a1“ï“å•w“åll“å•u“å•w“å•ë1“å“å1“å‹¿‰V•x—ø



•@•@•@•@•@regulated•@phosphoprotein•@enriched•@in•@dopamine•|innervated•@brain•@regions•D•@Nature•@301•C

•@•@•@•@•@69ˆêˆê71•D

27•D•@Beullens•C•@M•D•C•@Van•@Eynde•C•@A•D•C•@Stalmans•C•@W•D•C•@and•@Bollen•C•@M•D•@•i1992•j•@The•@isolation•@of

•@•@•@•@•@novel•@inhibitory•@polypeptides•@of•@protein•@phosphatase•@1•@from•@bovine•@thymus•@nuclei•D•@•v

•@•@•@•@•@Biot•@Chem•@267•C•@16538•|16544•D

28•D•@Beullens•C•@M•D•C•@Stalmans•C•@W•D•C•@and•@Bollen•C•@M•D•@•i1996•j•@Characterization•@of•@a•@ribosomal

•@•@•@•@•@inhibit•Ery•DP•Elypeptide•Efpr•Etein•@ph•Esphatase•E1•@fr•Em•@rat•@liver•EEu•V•Ê•Echem•@239•E183•|

•@•@•@•@•@189•D

29•D•@Eto•C•@M•D•C•@Ohmori•C•@T•D•C•@Suzuki•C•@M•D•C•@Furuya•C•@K•D•C•@and•@Morita•C•@F•D•@•i1995•j•@A•@novel•@protein

•@•@•@•@•@phosphatase•|1•@inhibitory•@protein•@potentiated•@by•@protein•@kinase•@C•D•@lsolation•@from•@porcine

•@•@•@•@•@aorta•@media•@and•@characterization•D•@J•@Biochem•@•iTokyo•j•@118•C•@1104•|1107•D

30•D•@01iver•C•@C•D•@J•D•C•@and•@Shenolikar•C•@S•D•@•i1998•j•@Physiologic•@importance•@of•@protein•@phosphatase

•@•@•@•@•@inhibitors•D•@Front•Êosci•@3•C•@D961•|972•D

31•D•@Greengard•C•@P•D•C•@Allen•C•@P•D•@B•D•C•@and•@Nairn•C•@A•D•@C•D•@•i1999•j•@Beyond•@the•@dopamine•@receptor•F•@the

•@•@•@•@•@DARPP•|32•^protein•@phosphatase•|1•@cascade•D•@Neuron•@23•C•@435•|447•D

32•D

33•D

34•D

”¯

Greengard•C•@P•D•C•@Nairn•C•@A•D•@C•D•C•@Girault•C•@J•D•@A•D•C•@Ouimet•C•@C•D•@C•D•C•@Snyder•C•@G•D•@L•D•C•@Fisone•C•@G•D•C

Allen•C•@P•D•@B•D•C•@Fienberg•C•@A•D•C•@and•@Nishi•C•@A•D•@•i1998•j•@The•@DARPP•|32•^protein•@phosphatase•|1

cascade•F•@a•@model•@for•@signal•@integration•D•@Brain•@Res•@Brain•@Res•@Rev•@26•C•@274•|284•D

Vandenheede•C•@J•D•@R•D•C•@Goris•C•@J•D•C•@Yang•C•@S•D•@D•D•C•@Camps•C•@T•D•C•@and•@Merlevede•C•@W•D•@•i1981•j

Conversion•@of•@active•@protein•@phosphatase•@to•@the•@ATP•|Mg•|dependent•@enzyme•@form•@by

inhibitor•|2•D•@FEBS•@Lett•@127•C•@1•|3•D

Aitken•C•@A•D•C•@Holmes•C•@C•D•@F•D•C•@Campbell•C•@D•D•@G•D•C•@Resink•C•@T•D•@J•D•C•@Cohen•C•@P•D•C•@Leung•C•@C•D•@T•D•C•@and

“å•C•w

•CŠÂ‚è

90

35•D

36•D

37•D

38•D

39•D

40•D

Williams•C•@D•D•@H•D•@•i1984•j•@Amino•@acid•@sequence•@at•@the•@site•@on•@protein•@phosphatase

inhibitor•|2•C•@phosphorylated•@by•@glycogen•@synthase•@kinase•|3•D•@Biochim•@Bioph•Dys•@Acta•@790•C

288•|291•D

DePaoli•|Roach•C•@A•D•C•@A•D•@•i1984•j•@Synergistic•@phosphorylation•@and•@activation•@of•@ATP•|Mg•|

dependent•@phosphoprotein•@phosphatase•@by•@FAIGSK•|3•@and•@casein•@kinase•@II•iPCo•D7•j•D•v•Ê01

Chem•@259•C•@12144•|12152•D

Hemmings•C•@B•D•@A•D•C•@Resink•C•@T•D•@J•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1982•j•@Reconstitution•@of•@a•@Mg•|ATP•|

dependent•@protein•@phosphatase•@and•@its•@activation•@through•@a•@phosphorylation•@mechanism•D

FEBS•@Lett•@150•D•@319•|324•D
•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•f

Holmes•C•@C•D•@F•D•C•@Kuret•C•@J•D•C•@Chisholm•C•@A•D•@A•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1986•j•@ldentification•@of•@the

sites•@on•@rabbit•@skeletal•@muscle•@protein•@phosphatase•@inhibitor•|2•@phosphorylated•@by•@casein

kinase•|II•D•@Biochim•@Biophys•@Acta•@870•C•@408•|416•D

Holmes•C•@C•D•@F•D•C•@Tonks•C•@N•D•@K•D•C•@Major•C•@H•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1987•j•@Analysis•@of•@the•@in•@vivo

phosphorylation•@state•@of•@protein•@phosphatase•@inhibitor•|2•@from•@rabbit•@skeletal•@muscle•@by

fast•|atom•@bombardment•@mass•@spectrometry•D•@Biochim•@Biophys•@Acta•@929•C•@208•|219•D

Park•C•@1•D•@K•C•@and•@DePaoli•|Roach•C•@A•D•C•@A•D•@•i1994•j•@Domains•@of•@phosphatase•@inhibitor•|2

involved•@in•@the•@control•@of•@the•@ATPˆê•@Mg•|dependent•@protein•@phosphatase•D•@•v•@Biol•@Chem

269•C•@28919•|28928•D

Park•C•@1•D•@K•C•@Roach•C•@P•D•C•@Bondor•C•@J•D•C•@Fox•C•@S•D•@P•D•C•@and•@DePaoli•|Roach•C•@A•D•C•@A•D•@•i1994•j

Molecular•@mechanism•@of•@the•@synergistic•@phosphorylation•@of•@phosphatase•@inhibitor•|2•D

Cloning•C•@expression•C•@and•@site•|directed•@mutagenesis•@of•@inhibitor•|2•D•@1•@Biol•@Chem•@269•C

944•|954•D

91



41•D•@Puntoni•C•@F•D•C•@and•@Villa•|Moruzzi•C•@E•D•@•i1995•j•@Phosphorylation•@of•@the•@inhibitor•|2•@of•@protein

•@•@•@•@•@phosphatase•|1•@by•@cdc2ˆê•@cyclin•@B•@and•@GSK3•D•@Biochem•@Bioph•Dys•@Res•@Commun•@207•C•@732•|

•@•@•@•@•@739•D

42•D•@Wang•C•@Q•D•@M•D•C•@Guan•C•@K•D•@L•D•C•@Roach•C•@P•D•@J•D•C•@and•@DePaoli•|Roach•C•@A•D•@A•D•@•i1995•j

•@•@•@•@•@Phosphorylation•@and•@activation•@of•@the•@ATPˆêˆêMg•|dependent•@protein•@phosphatase•@by•@the

•@•@•@•@•@ŒŒtogen•|activated•@protein•@kinase•Dƒm•Ê01•@Cheni•@270•C18352•|18358•D

43•D•@Brautigan•C•@D•D•@L•D•C•@Sunwoo•C•@J•D•C•@Labbe•C•@J•D•@C•D•C•@Fernandez•C•@A•D•C•@and•@Lamb•C•@N•D•@J•D•@•i1990•j•@Cell

•@•@•@•@•@cycle•@oscillation•@of•@phosphatase•@inhibitor•|2•@in•@rat•@fibroblasts•@coincident•@with•@p34cdc2

•@•@•@•@•@restriction•D•@Nature•@344•C•@74•|78•D

44•D•@Kakinoki•C•@Y•D•C•@Somers•C•@J•D•C•@and•@Brautigan•C•@D•D•@L•D•@•i1997•j•@Multisite•@phosphorylation•@and•@the

•@•@•@•@•@nuclear•@localization•@of•@phosphatase•@inhibitor•@2•|green•@fiuorescent•@protein•@fusion•@protein

•@•@•@•@•@during•@S•@phase•@of•@the•@cell•@growth•@cycle•D•@J•@Biol•@Chem•@272•C•@32308•|32314•D

45•D•@Alessi•C•@D•D•@R•D•C•@Street•C•@A•D•@J•D•C•@Cohen•C•@P•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@T•D•@•i1993•j•@lnhibitor•|2•@functions•@like

•@•@•@•@•@a•@chaperone•@to•@fold•@three•@expressed•@isoforms•@of•@mammalian•@protein•@phosphatase•|1•@into

•@•@•@•@•@a•@conformation•@with•@the•@specificity•@and•@regulatory•@properties•@of•@the•@native•@enzyme•D•@Eur

•@•@•@•@•@JBiochem•@213•C•@1055•|1066•D

46•D•@Bennett•C•@D•D•C•@Szoor•C•@B•D•C•@and•@Alphey•C•@L•D•@•i1999•j•@The•@chaperone•|like•@properties•@of

•@•@•@•@•@•@mammalian•@inhibitor•|2•@are•@conserved•@in•@a•@Drosophila•@homologue•D•@Biochemistry•@38•C

•@•@•@•@•@•@16276•|16282•D

47•D•@Mac•@Kintosh•C•@C•D•C•@Garton•C•@A•D•@J•D•C•@Mc•@Donnell•C•@A•D•C•@B•@arford•C•@D•D•C•@Cohen•C•@P•D•@T•D•C•@Tonks•C•@N•D•@K•D•C

•@•@•@•@•@•@and•@Cohen•C•@P•D•@•i1996•j•@Further•@evidence•@that•@inhibitor•|2•@acts•@like•@a•@chaperone•@to•@fold•@PP•@I

•@•@•@•@•@•@into•@its•@native•@conformation•D•@FEBS•@Lett•@397•C•@235•|238•D

48•D

49•D

50•D

51•D

52•D

53•D

54•D

55•D

Chou•C•@P•D•@Y•D•C•@and•@Fasman•C•@G•D•@D•D•@•i1978•j•@Prediction•@of•@the•@secondary•@structure•@of•@proteins

from•@their•@amino•@acid•@sequence•D•@Adv•@Encymol•@Relat•@Areas•@Mol•@Biol•@47•C•@45•|148•D

Kyte•C•@J•D•C•@and•@Doolittle•C•@R•D•@F•D•@•i1982•j•@A•@simple•@method•@for•@displaying•@the•@hydropathic

character•@of•@a•@protein•D•^ƒ‹101•@Biol•@157•C105•|132•D

Osawa•C•@Y•D•C•@Nakagama•C•@H•D•C•@Shima•C•@H•D•C•@Sugimura•C•@T•D•C•@and•@Nagao•C•@M•D•@•i1996•j

Identification•@and•@characterization•@of•@three•@isotypes•@of•@protein•@phosphatase•@inhibitor•|2

and•@their•@expression•@profiles•@during•@testis•@maturation•@in•@rats•D•@Eur•@•v•@Biochem•@242•C•@793•|

798•D

Helps•C•@N•D•@R•D•C•@Street•C•@A•D•@J•D•C•@EIIedge•C•@S•D•@J•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@T•D•@•i1994•j•@Cloning•@of•@the

complete•@coding•@region•@for•@human•@protein•@phosphatase•@inhibitor•@2•@using•@the•@two•@hybrid

system•@and•@expression•@of•@inhibitor•@2•@in•@E•D•@coli•D•@FEBS•@Lett•@340•C•@93•|98•D

Helps•C•@N•D•@R•D•C•@Vergidou•C•@C•D•C•@Gaskell•C•@T•D•C•@and•@Cohen•C•@P•D•@T•D•@•i1998•j•@Characterisation•@of•@a

novel•@Drosophila•@melanogaster•@testis•@specific•@PP•@I•@inhibitor•@related•@to•@mammalian

inhibitor•|2•Fidentification•@of•@the•@site•@of•@interaction•@with•@PP1•DFEB5•u‰³ett•@438•C131•|136•D

Zhang•C•@J•D•C•@Zhang•C•@L•D•C•@Zhao•C•@S•D•C•@and•@Lee•C•@E•D•@Y•D•@•i1998•j•@ldentification•@and•@characterization

of•@the•@human•@HCG•@V•@gene•@product•@as•@a•@novel•@inhibitor•@of•@protein•@phosphatase•|1•D

Biochemist‚è•`37•C16728•B16734•D

Khromykh•C•@A•D•@A•D•C•@Harvey•C•@T•D•@J•D•C•@Abedinia•C•@M•D•C•@and•@Westaway•C•@E•D•@G•D•@•i1996•j•@Expression

and•@purification•@of•@the•@seven•@nonstructural•@proteins•@of•@the•@flavivirus•@Kunjin•@in•@the•@E•D

coli•@and•@the•@baculovirus•@expression•@systems•D•@1•@Virol•@Methods•@61•C•@47ˆêˆê58•D

MacKintosh•C•@C•D•@•i1993•j•@Assay•@and•@purification•@of•@protein•@•iserine•^threonine•j

phosphatases•C•@Oxford•@Univ•D•@Press•C•@Oxford•D

1ˆñ‘Ë•A•wèi•c“å•E•E“å

92

—…—…“å“å–¶

93

•f“å“å“å1•@•E

“å•@–••Dk•@•E•Œ
•D‘@•f•A•Q•Q•E•D•D”®•E•@•D•D•CŠ]

•f“å•u“åèi“å•Dèi“å1“åŒ®•D‘¡ŒD•u1



56•D

57•D

58•D

59•D

60•D

61•D

62•D

63•D

—í

Cohen•C•@P•D•C•@Alemany•C•@S•D•C•@Hemmings•C•@B•D•@A•D•C•@Resink•C•@T•D•@J•D•C•@Stralfors•C•@P•D•C•@and•@Tung•C•@H•D•@Y•D

•i1988•j•@Protein•@phosphatase•|1•@and•@protein•@phosphatase•|2A•@from•@rabbit•@skeletal•@muscle•D

Methods•@Enzymol•@159•C•@390•|408•D

Fukuda•C•@H•D•C•@Shima•C•@H•D•C•@Vesonder•C•@R•D•@F•D•C•@Tokuda•C•@H•D•C•@Nishino•C•@H•D•C•@Katoh•C•@S•D•C•@Tamura•C•@S•D•C

Sugi•f•@mura•C•@T•D•C•@and•@Nagao•C•@M•D•@•i1996•j•@lnhibition•@of•@protein•@serine•^threonine•@phosphatases

by•@fumonisin•@B•@1•Camycotoxin•D•Êochem•@Biophys•@Res•@Commun•@220•C160•|165•D

Zhang•C•@A•D•@J•D•C•@Bai•C•@G•D•C•@Deans•|Zirattu•C•@S•D•C•@Browner•C•@M•D•@F•D•C•@and•@Lee•C•@E•D•@Y•D•@•i1992•j

Expression•@of•@the•@catalytic•@subunit•@of•@phosphorylase•@phosphatase•@•iprotein•@phosphatase•|

1•j•@in•@Escherichia•@coli•D•@J•@Biol•@Chem•@267•C•@1484•|1490•D

Ishihara•C•@H•D•C•@Martin•C•@B•D•@L•C•@Brautigan•C•@D•D•@L•D•C•@Karaki•C•@H•D•C•@Ozaki•C•@H•D•C•@Kato•C•@Y•D•C•@Fusetani•C

N•D•C•@Watabe•C•@S•D•C•@Hashimoto•C•@K•D•C•@Uemura•C•@D•D•C•@and•@et•@al•D•@•i1989•j•@Calyculin•@A•@and•@okadaic

acid•F•@inhibitors•@of•@protein•@phosphatase•@activity•D•@Biochem•@Bioph•Dys•@Res•@Commun•@159•C

871•|877•D

Ikebe•C•@M•D•C•@and•@Hartshorne•C•@D•D•@J•D•@•i1985•j•@Effects•@of•@Ca2•g•@on•@the•@conformation•@and

enzymatic•@activity•@of•@smooth•@muscle•@myosin•D•@J•@Biot•@Chem•@260•C•@13146•|13153•D

Ikebe•C•@M•D•C•@and•@Hartshorne•C•@D•D•@J•D•@•i1985•j•@Proteolysis•@of•@smooth•@muscle•@myosin•@by

Staphylococcus•@aureus•@protease•F•@preparation•@of•@heavy•@meromyosin•@and•@subfragment•@1

with•@intact•@20000ˆê•@dalton•@light•@chains•D•@J•@Biol•@Chem•@260•C•@13146•|13153•D

Okubo•C•@S•D•C•@lto•C•@M•D•C•@Takashiba•C•@Y•D•C•@lchikawa•C•@K•D•C•@Miyahara•C•@M•D•C•@Shimizu•C•@H•D•C•@Konishi•C•@T•D•C

Shima•C•@H•D•C•@Nagao•C•@M•D•C•@and•@Hartshorne•C•@D•D•@J•D•@•i1994•j•@A•@regulatory•@subunit•@of•@smooth

muscle•@myosin•@bound•@phosphatase•D•@Biochem•@Biophys•@Res•@Commun•@200•C•@429•|434•D

Blaikie•C•@P•D•C•@lmmanuel•C•@D•D•C•@Wu•C•@J•D•C•@Li•C•@N•D•C•@Yajnik•C•@V•D•C•@and•@Margolis•C•@B•D•@•i1994•j•@A•@region

b

r

ˆê

64•D

65•D

66•D

67•D

68•D

69•D

70•D

in•@Shc•@distinct•@from•@the•@SH2•@domain•@can•@bind•@tyrosineˆê•@phosphorylated•@growth•@factor

receptors•D•@J•@Biol•@Chem•@269•C•@32031•|32034•D

Wu•C•@J•D•C•@Kleiner•C•@U•D•C•@and•@Brautigan•C•@D•D•@L•D•@•i1996•j•@Protein•@phosphatase•@type•|1•@and

glycogen•@bind•@to•@a•@domain•@in•@the•@skeletal•@muscle•@regulatory•@subunit•@containing

conserved•@hydrophobic•@sequence•@motif•D•@Biochemistry•@35•C•@13858•|13864•D

Takizawa•C•@N•D•C•@Mizuno•C•@Y•D•C•@Saadat•C•@M•D•C•@and•@Kikuchi•C•@K•D•@•i1994•j•@Selective•@increases•@in

isoform•@PP•@I•@alpha•@of•@type•|1•@protein•@phosphatase•@in•@ascites•@hepatoma•@cells•D•@Jpn•@1

Cancer•@Res•@85•D•@274•|278•D
•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•f

Campos•C•@M•D•C•@Fadden•C•@P•D•C•@Alms•C•@G•D•C•@Qian•C•@Z•D•C•@and•@Haystead•C•@T•D•@•i1996•j•@ldentification•@of

protein•@phosphatase•|1•|binding•@proteins•@by•@microcystinˆê•@biotin•@affinity•@chromatography•D

1Biol•@Chem•@271•C•@28478•|28484•D

Huang•C•@H•D•@B•D•C•@Horiuchi•C•@A•D•C•@Watanabe•C•@T•D•C•@Shih•C•@S•D•@R•D•C•@Tsay•C•@H•D•@J•D•C•@Li•C•@H•D•@C•D•C•@Greengard•C

P•D•C•@and•@Nairn•C•@A•D•@C•D•@•i1999•j•@Characterization•@of•@the•@inhibition•@of•@protein•@phosphatase•|1

by•@DARPP•|32•@and•@inhibitor•|2•D•@J•@Biol•@Chem•@274•C•@7870•|7878•D

Connor•C•@J•D•@H•D•C•@Frederick•C•@D•D•@L•D•C•@Huang•C•@H•D•@b•D•C•@Yang•C•@J•D•C•@Helps•C•@N•D•@R•D•C•@DePaoli•C•@R•D•@A•D•C

Cohen•C•@P•D•@T•D•C•@Tatchell•C•@K•C•@Nairn•C•@A•D•@C•D•C•@and•@Shenolikar•C•@S•D•@•i2000•j•@Cellular•@Mechanisms

Regulating•@Protein•@Phosphatase•|1•F•@A•@Key•@Functional•@lnteraction•@between•@lnhibitor•|2

and•@the•@PP•@I•@Catalytic•@Subunit•D•@J•@Biol•@Chem•@275•C•@18670•|18675•D

Connor•C•@J•D•@H•D•C•@Kleeman•C•@T•D•C•@Barik•C•@S•D•C•@Honkanen•C•@R•D•@E•D•C•@and•@Shenolikar•C•@S•D•@•i1999•j

Importance•@of•@the•@beta12•|beta13•@loop•@in•@protein•@phosphatase•|1•@catalytic•@subunit•@for

inhibition•@by•@toxins•@and•@mammalian•@protein•@inhibitors•D•@J•@Biol•@Chem•@274•C•@22366•|22372•D

Teshima•C•@S•D•C•@Shimosato•C•@Y•D•C•@Hirohashi•C•@S•D•C•@Tome•C•@Y•D•C•@Hayashi•C•@1•D•C•@Kanazawa•C•@H•D•C•@and

94 95



7L

72•D

73•D

74•D

Kakizoe•C•@T•D•@•i1988•j•@Four•@new•@human•@germ•@cell•@tumor•@cell•@lines•D•@Lab•@ln•@vest•@59•C•@328•|336•D

Chomczynski•C•@P•D•C•@and•@Sacchi•C•@N•D•@•i1987•j•@Single•|step•@method•@of•@RNA•@isolation•@by•@acid

guanidinium•@thiocyanate•|phenol•|chloroform•@extraction•D•@Anat•Êochem•@162•C156•|159•D

Steen•C•@R•D•@L•D•C•@Martins•C•@S•D•@B•D•C•@Tasken•C•@K•D•C•@and•@Collas•C•@P•D•@•i2000•j•@Recruitment•@of•@protein

phosphatase•@1•@to•@the•@nuclear•@envelope•@by•@Aˆê•@kinase•@anchoring•@protein•@AKAP•@149•@is•@a

prerequisite•@for•@nuclear•@lamina•@assembly•D•@J•@Cell•@Biol•@150•C•@1251•|1262•D

MacKintosh•C•@C•D•C•@Beattie•C•@K•D•@A•D•C•@Klumpp•C•@S•D•C•@Cohen•C•@P•D•C•@and•@Codd•C•@G•D•@A•D•@•i1990•j

Cyanobacterial•@microcystin•|LR•@is•@a•@potent•@and•@specific•@inhibitor•@of•@protein

phosphatases•@1•@and•@2A•@from•@both•@mammals•@and•@higher•@plants•D•@FE”§e•ft•@264•C187•|192•D

MacKintosh•C•@C•D•C•@and•@Klumpp•C•@S•D•@•i1990•j•@Tautomycin•@from•@the•@bacterium•@Streptomyces

verticillatus•D•@Another•@potent•@and•@specific•@inhibitor•@of•@protein•@phosphatases•@1•@and•@2A•D

FEBS•@Lett•@277•C•@137•|140•D

•A”X”›˜K”y‹\‚²

•V‹A

–D•f
•@•@•DŠÜ•Q•D•C•D•@•@•@•@•@•@•í•@•@•@•@•@•@t•@“ï

96

“åèi“å•E•x



•í1‡e

1•F‹¿

ƒŒ—X•™‰•‘ËŒDŒïå­’¦‹Ã“Ò‘¦‹f•qŽFƒ]ˆêã~•ë

‚È‰Ø

—•‰æ•P

•Š—Ö•D•@•@•@•f‰L
“‡•Á•t

•d•e
ƒh

•g

•o1‘w•|

Š{•x1•÷Ž£1•÷‰à

‚æƒÑ‡hŽ¬‹•

ˆêL

ti @L
kˆê @iˆê•@1

•E

•@•@•@•@•@Lˆê•@ˆê•C•@1•@•C

•@•@•@‚µ1•BT

•€1 O•C

•n

•@•@•@•@•@•@•@•@•@r4–Z•C•@•@•@•@•@•@•@•@•@P•F•@1•|L

ƒS’xŽ••æ‚Å

ƒV

•g

P•@•@•@•»

1

•@•@•@•@•@‚º

•@•@•@4•@•D•h
•@•C

•j•@eb
ip•f

4

Ž’•C

•x•DƒÏ›s

•Ÿ•f

”j

‚Ì

•E

•i

‹T

”×

•u

ƒˆ

•¡

LI•q•C•ArŠÛ5ŽV•g•Z•‰”î•¨—Õ•º•ˆ‚¢•DƒÊƒwƒx•@•@•t“Ê•g

•f•A–‰1•i

•EŒÃ‹•“ñ‘FƒK•æ•@ˆê–å‰æŽÝŽ|‘Ë–»•D•Dƒg‹T•D•@•D•ˆ•D•D•Dƒ]•D‡j“«—Q—­ƒEu‡n•C•E•D•f•æ•I•@•E•A•C•v–Úˆêr•ˆ•uƒh•E‚Åƒ]

“Ä

t
•‘•@•@•eN

•À•g C•`—i•F‚é‰¢”Ë •ÝŽOŒÄ•fˆê‘kŸN“ï


