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Chapterl．

Regu貰ation　of　hPEM－2，　a　GEF　for　Cdc42，　by　Smurfl　via　a

novel　combination　of　protein　interaction　modules．

3



Summary

　　Smurf1，　a　rnember　of　HECT－type　E3　ubiquitin　ligases，　regulates　cell　polarity　and

protrusive　activity　by　inducing　ubiquitination　and　subsequent　proteasomal　degradation

of　small　GTPase　RhoA．　I　report　llere　that　bPEM－2，　a　guanine　nucleotide　exchange

factor（GEF）for　small　GTPase　Cdc42，　is　a　novel　target　of　SmurfL　Pulse－chase　labeling

and　an　ubiquitination　experiment　using　MG132，　a　proteasomal　inthibitor，　indicated　that

Smurfl　induced　proteasomal　degradation　of　hPEM－2　in　cells．　GST　pull－down　assays

with　heterologously　expressed　firefly　luciferase－fUsion　proteins　that　included　partial

sequences　of　hPEM－2　revealed毛hat　part　of　the　PH　domain（residues　318－343）of

hPEM－2　was　suff！cient　for　binding　to　Smurfl，In　contrast，　the　hPEM－2　binding　domain

in　Smurfl　was　mapped　to　the　C2　domain．　Although　it　is　reported　that　the　binding

activities　of　some　C2　domains　to　target　proteins　are　regulated　by　Ca2÷，　Smurfl

interacted　with　hl’EM－2　in　a　Ca2＋－independent　ma　nner．　My　discovery　that　hPEM－2　is，

in　addition　to　RhoA，　a　target　pro重ein　of　Smurfl　suggests　that　Smurfl　plays　a　crucial　role

ifi　the　spatiotemporal　regulation　of　Rho　GTPase　family　members、
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Introduction

　　Ubiquitin－dependent　protein　degradation　plays　an　essential　ro王e　ill　a　number　of　key

biological　processes　三ncluding　　signal　transduction，　cell　cycle　progression　and

trallscriptional　regulation（Hershko　and　Ciechanover，玉998）、　Protein　ubiquitination

requires　tl皿ee　steps　through　ubiquitin－activating　enzyme（El），　ubiquitin－conjugat呈ng

enzylnes（E2s），　and　ubiquitin　ligases（E3　s）．　There　are　two　main　classes　of　E3　proteins，

defined　by　either　a　zinc－binding　RING　finger　adaptor　domain　or　a　HECT　catalytic

domain．　The　RING　finger　E31igases　appear　to　function　as　docking　proteins　that　recruit

target　proteins　to　a　muIticomponent　complex　incorporating　an　E2　enzyme（Pickart，

2001）．On　the　other　hand，　HECT　E31igases　are　characterized　by　the　ability　to　fbrm　a

thiolester　intermediate　with　activated　ubiquitin，　and　directly　transfer　ubiquitin　to　the

target　proteins（Hershko　and　Ciechanover，1998；Laney　and　Hochstrasser，1999）、

　　Smurfl，　a　mernber　of　the　HECT－containing　E3s，　was　originally　identified　as　an　E3

that　induces　ubiquit量nation　and　degrada重ion　of　bone　morphogenetic　protein－specific

Smad　l　and　Smad5　in　the　TGF一β　siglユaling　pathway（Zhu　et　al．，1999）．　It　is　composed

of　a　protein　kinase　C　conserve　2（C2）domain　at　the　N　tem血us，　two　WW　domains　lll

the　middle，　and　a　HECT　domain　at　the　C　terminus．　The　WW　domains　on　Smurfl　bind

to　PPXY　motif，　a　small　proline－rich　sequence，　alld　different　WW　domains　possess

different　target　protein　specificity．　Both　Srnadl　and　Smad5　interact　with　Smurfl　via　the

PPX　Y－WW　mediated　interaction．

　　The　Rlio　family　of　small　GTPases（RhoA，　Rac　l　alld　Cdc42）orgaiiize　the　architecture

of　the　actin　cytoskeleton　to　a．dapt　the　cellular　morphology　to　constraints　imposed　by

cellular　programs　of　differentiation，　division，　and　migration（Etie㎜e－Manneville　and

Hall，2002；Burridge　and　Wennerberg，2004）．　They『switch　between　an　inactive　state　via

GTPase　activating　proteins（GAPs）and　an　active　state　via　guanine　nucleotide　exchange

factors（GEFs）．　In　neu．rons，　it　was　observed　that　Racl　and　Cdc42　induce，　while　RhoA

inlユibits　neurite　outgrowth（Luo，2000）．　However，　little　is　ktlowll　of　the　regulating

factors　involved　ill　their　coordinated　activities．

　　It　has　also　been　demonstrated　that　Smurfl　targets　RhoA　fbr　ubiquitination　and

subsequent　proteasomal　degradation　in　HEK293T　celIs（Wallg　et　a1．，2003；Zhatig　et　al．，

2004）．Interestingly，　ubiquitination　of　RlloA　by　Smurfl　disrupts　fibroblast　polarity，

Ieading　to　activation　of　Racl　and　Cdc42，　and　fol’matloll　of　protrusions　at　the　leading
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edge，　while　Smurfl　does　not　directly　interact　With　Racland　Cdc42．　Moreover，　by　a

similar　m、echaliism，　it　has　been　shown　that　Smurfl　promotes　neur三te　outgrowth　in

Neuro2a　ce玉ls　（Bryan　et　aL，2005）．　Thus，　one　might　expect　that　Smurfl　largely

generates　an　intracellular　asymmetry　of　Rho　fam量ly　GTPase　activity；however，　details

of　the　events　are　still　u垂ユclear，　I　hypothesized　that　Sllユurfl　interacts　with　GEFs　of　Racl

and　Cdc421n　addltion　to　RhoA，　because　GEFs　specifically　activate　individual　members

of　Rho　fatnily　within　particular　spatial　and　temporal　contexts，　alld　induce　actin

cytoskeleton　reorganization（Rossman　et　al．，2005）．　Additionally，　it　was　recently　shown

that　FWD　1／β一TrCP，　a　member　of　the　RING　flnger　E31igases，　targets　FGD　l，　a　GEF

that　activates　Cdc42（Hayakawa　et　al．，2005）．　It　was　found　that　a　mutant　FGD　l　that　fai　ls

to　interact　with　FWD　1／β一TrCP　led　to　sustained　Cdc42　activation．

　　In　the　present　study，　I　attempted　to　identify　the　GEFs　that　are　ubiquitinated　by

Smurfl　and　consequently　fbund　hPEM－2，　GEF　fbr　Cdc42，　using　an　ubiqUitination

experiment．1　also　demonstrated　that　Smurf1　binds　the　PH　domain　of　hl）EM－2　v三a　its　C2

domain　in　a　Ca2＋－independent　manner　and　induces　proteasoma1　degradation　of　hiPEM－2．
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Materials　and　methods

Construction　of　expression　clones

　　To　create　N－terminal　FLAG　and　Myc　tag　m㎜malian　expression　vectors

（pcDNAllFLAG－DEST　and　pcDNArMyc－DEST），　double－stranded　oligonucleotides

including　FLAG　or　Myc　tag　sequences　were　cIoned　into　Hind　III　site　of

pcDNA－DEST47△GFP　that　was　constructed　by　ligation　of　1460　bp　P5’Ifragment　of

pcDNA－DEST53（lnvitrogen）with　a　5772　bp　Pst　I　fragment　of　pcDNA－DEST47

（lnvitrogen）．　Smurfl　and　hPEM－2　were　derived　from　sequences　with　GenBank

accession　numbers　of　ABO46845　（KIAA　1625）　and　ABOO7884　（KIAAO424），

respectively，　Tag－fUsed　Smurfl　and　hPEM－2　were　constructed　using

pcDNAnMyc－DEST　and　pcDNAnFLAG－DEST　by　the　Gateway　LR　recombination

reaction　（lnvitrogen）．　GeneEditor　System　（Promega）was　used　to　generate　a

catalytically　inactive　form　of　Smurfl（Smurfl　CA），　in　which　the　cysteine　at　position　725

was　replaced　with　alanine　and　a　deletion　mutant　of　PPXY　motif　on　hPEM－2（hPEM－2

△PPSYPPP）and，　wllere　the　PPSYPPP　sequence　between　alnino－acid　residues　465－471

was　deleted．　N－terminal　Halo－tagged　hPEM－2　was　created　using　pHT2　vector

（Promega）．　GST－fUsion　proteins，　Smurfl　CA　alld　hPEM－2，　were　subcloned　into　a

pGEX－6PDES（Hara　et　aL，2003）vector．　Construction　of　His　tagged　Luc2　which　was

derived　from　pGL4．10（luc2）vector（Promega）and　hPEM2　were　perfbrmed　by

amplifying　the　reading　ffame　by　PCR，　fbllowed　by　cloning　into　the　Srna　1／EcoR　I　sites

of　pET－47b（＋）（TaKaRa）．　N－and　C・・terminal　deietion　mutants　of　hPEM－2　were

amplified　by　PCR　and　cloned　into　pcDNAnFLAG－DEST．　The　Luc2　coding　region　was

cloned　into　pcDNAnFLAG－DEST　fbr　FLAG－tagged　Luc2　fusioll　proteins，　alld　part　of

hPEM－2　and　Smurfl　sequences　atnplified　by　PCR　were　illserted　at　the　C－terminus　of

Luc2．　The　HA－Ub　construct　was　kindly　provided丘om　Dr．　M　Treier（Treier　et　al、，

1994）．

Ce垂1　Cult［1re　and　Transfect韮on

　　HEK293　cells　were　maintained　in　Dulbecco’s　inodif三ed　Eagle　Medium（DMEM，

Invitrogen）supplemented　with　10％of　Tet　System　Approved　Fetal　Bovine　Ser㎜ユ（BD）

and　100　x　antibiotic－antim，ycotic　liqUid　（lnvitrogen）．　The　HEK293　cells　were

transfected　with　various　expression　vectors　with　FuGENE　6　Tran　sfe　s　fe　ction　Reagellt
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（Roche　Diagnostics）according　to　the　manufacturer’　s　recomm．endations．　Total　plasmid

DNA　in　individual　transfections　was　a（ljusted　to　equivalent　amounts　in　all　transfections

with　empty　vectors．　Transfected　cells　were　cultured　fo1’48　h　and　used　for

im、munoprecipitation　or　in　vib」o　pull　down　assays・

Immunoprecipitation　and　Wester皿Blotting

　　Transfected　cells　were　washed　ill　PBS　and　incubated　20　min　on　ice　with玉ysis　buffer

（50mM　Hepes，　pH7．5，150　mM　NaCl，1．5　mM　MgCl2，1mM　EDTA，10％glycerol，1％

Triton　X－100）supplemented　with　protease　iniユibitors（10μg／ml　aprotinin，10μg／ml

Ieupeptin，10　ptg／ml　antipain，10μg／ml　pepstatin　A　and　250　ptM　PMSF）just　prior　to　use．

Cell　debris　was　removed　by　a　micr⑪centrifuge　at　14，000　x　g　at　4°C　fbr　l　O　min，　and　the

supernatant　was　used　for　immunoprecipitation　and　western　blot　analysis．　For出e

immunoprecipitatioll　assay，　cell　lysates　were　incubated　with　anti－FLAG－M2（Sigma）fbr

2hat　4°C　fbllowed　by　incubation　fbr　an　add1tional　l　h　with　protein　G／A　agarose

suspellsion（Calbiochem）．　The　agarose　suspension　was　tllen　washed　twice　with　lysis

buffer，　three　times　with　wash　buffer　1（20　mM　Hepcs，　pH7．5，150　mM　NaCl，10％

glycerol，0．1％Tritoll　X－100），　and　then　boiled　in　SDS　sample　buf財In　Western　blot

analysis，　the　precipitated　alld　total　proteins　of　cell　lysates　were　separated　by　SDS－PAGE，

and　transferred　onto　polyvinylidene　difluoride　membraties．　The　membranes　were

blocked　in　5％1nilk　in　TBST　and　subsequent玉y　probed　with　the　different　primary

antibodies　diluted　in　TBST．　Antibody　dilutions　used　were　as　fbllows：anti－HA（Roche），

1：2800dilution；aiiti－FLAG－M2，1：10，000；anti－Myc（lnvitrogen），1：5000；and　anti－Hls

（Wako），1：1000．　After　incubation　with　the　primary　antibody，　membrarles　were

incubated　with　the　appropriate　anti－mouse　horseradish　perox宝dase　secondary　antibodies

and　visualized　using　chemiluminescence（ECL　plus）detection　system（GE　Healthcare）．

In　the　proteasome　inhibitor　experiment，　transfected　cells　were　treated　with　10μM

MG－132（Calbiochem）for　1　h　prior　to　cell　lysis．

Quantitative　Reverse　Transcription（RT）－PCR　Condit韮on

　　For　real－tinle　quantive　PCR，　total　RNA　was　extracted　from　HEK293　cells　tralisfected

by　RNeasy　Mini（QIAGEN）．　The　total　RNA　was　reverse－transcribed　using　SuperScript

III　PIatinum　sYBR　Green　One－Step　qRT－PcR　Kit（lnvitrogen）・Quantitative　PCR　was

perfbrmed　by　monitoring　in　real　t孟me　the　increase　in　fiuoresce王lce　of　SYBR　Green　on　an
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ABI　PRJSM　7500FAST　Sequence　Detection　Systern　（Applied　Biosystems）．

Smurf1－specific　pri111er　was　designed　using　Primer　Express　So負ware　（Applied

Biosystems）．　Sequences　for　Smurfl　were　5’－CAGACACGAACTGTCGCTTCA　and

5’－TTTCGGTCGCATCTTCATTATCT．

Pulse－Chase　Experiments

　　HaloTag　Interchaligeable　Labeling　Teclmology（Promega）was　applied　fbr　pulse

labeling　of　HaloTag－fUsed　hPEM－2　protein．　HEK293　cells　were　transfected　with

HaloTag－fし1sed　hPEM－2　or　HaloTag　as　a　control　and　the　indicated　expression　plasmid，

and　cultured　for　36　h．　The　HaloTag－fused　hPEM－2　and　HaloTag　proteins　were　labeled

fbr　10　mill　with　50　nM　HaloTag　TMR　fluorescent　ligand（Promega）．　The　cells　were

then　washed　four　times　in　normal　medium　and　chased　in　normal　medium　supplemented

with　500　nM　HaloTag　Biotin　Ligand（Promega）．　At　the　indicated　times，　the　cells　were

washed　with　PBS　and　lysed　in　SDS　sample　buffer．　The　TMR－labeled　proteins　were

resolved　by　SDS－PAGE　and　visualized　by　f工uorescent　image　analyzer　FLA3000

（Fuj　ifi　lm）．　Image　Gauge　software（Fujifilm）was　used　to　quantify　the　Iabeled

HaloTag－fUsed　hPEM－2　presented　at　the　indicated　times．

GST　Pul1－“own　Assay

　　GST，　GST－Smurfl　and　GST－hPEM－2　were　expressed　and　purified　from　E．　eoli　strain

Rosetta．　Brie且y，　the　culture　was　induced　at　OD6。005　with　O．5　mM　IPTG　fbr　3　h．　The

pellet　was　collected　alld　resuspended　ill　sonication　buffer（25　mM　Tris－HCI，　pH　8．0，

150mM　NaCl，5mM　EDTA，　O．02％Tweell－20），　supplemented　with　protease　inl）ibitors

just　prior　to　use。　The　suspension　was　then　sonicated　and　the　insoluble　fraction　was

removed　by　spinning　20　min　at　12，000　rpm　at　4°C．　The　remaining　cleared　supernatant

was　incubated　with　50％slurry　of　glutathione－Sepharose　4　Fast　Flow　beads（GE

Healthcare）fbr　211　at　4°C　and　washed　five　times　with　ice　cold　wash　buffer2（25　n1M

Tris－HCl，　pH　8．0，150　nlM　NaCl，1mM　EDTA，0．02％Tweell－20）．　About　2μg　of　the

GST　fUsion　proteins　immobilized　on　beads　were　illcubated　with　cell　Iysates　ill　lysis

buffer．　After　2　h　at　4°C，　the　bindillg　mixtures　were　washed　five　times　with　wash

bufferl，　and　then　resuspended　in　SDS　sample　buffer．　To　test　a　direct　proteln－pl－otelll

interaction，　His－tagged　proteins　were　expressed　f｝om　E　coli　straill　BL21，　The　pcllet

was　resuspellded　ill　lysis　buffer　fbllowed　by　sonication．　Lysates　were　then　incubated
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with　the　GST　beads　and　washed　as　previously　described．　Additionally，　FLAG－tagged

proteins，　translated　iJl　vit1・o，　were　expressed　by　using　the　TNT　Quick　Coup玉ed

Transcription／Translation　Systems（Promega），　and　the　reticulocyte　lysates　were　mixed

with　the　GST　beads　i1）lysis　buffer　as　described　previously．　In　the　experiment　fbr

Ca2＋－independency，　GST　fUsion　proteins　were　incubated　with　the　reticulocyte　lysates

expressing　FLAG－tagged　proteins　with　either　3．5　mM　CaCl20r　5　mM　EGTA．
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Results

Smurfl　mediated　ubiquiti皿ation　and　proteasomal　degradation　of　hPEM2　in　vivo

　　Through　computer－assisted　analysis，　I　fbund　that　hPEM－2，　GEF　of　Cdc42，　contains

the　sequence　465PPSYPPP，　which　m、atches　the　consensus　sequence　recognized　by　the

WW　domLain　on　Smurfl．Iwanted　to　test　whether　Smurfl　promLoted　ubiquitination　of

hPEM－2，　thus，　FLAG－hPEM－2　was　immunoprecipitated　from　extract　of　transfected

cells　with　anti－FLAG　antibody，　and　the　precipitates　were　subsequently　used　fbr　Western

blot　analysis．　Anti－HA　antibody　was　used　to　detect　conj　ug　ation　of　HA－Ub（Figure　IA，

top），　and　anti－FLAG　antibody　to　detect　the　co－precipitation　Ieve重s（Figure　l　A，　bottom）．

The　expressioll　of　Smurfl　was　also　confirmed　by　Western　blot　analysis　using　anti－Myc

ant｛body　（Figure　lA，　middle）．　Although　IIPEM－2　exhibited　a　low　level　of

polyubiquitination　in　the　absence　of　trans圭ently　expressed　Smurf1，the　co－expression　of

hPEM－2　with　Smurfl　led　to　a　marked　increase　in　the　polyublquitination　of　hPEM－2

（Figure　l　A，　top，　lanes　3　and　4）．　Moreover，　accumulation　of　ubiquitinated　hPEM－2　was

observed　by　treating　the　cells　with　MGI32，　an　ii）hibitor　of　proteasomal　activity，　fbr　l　h

prior　to　the　preparation　of　cell　lysates（Figure　I　A，　top，　lanes　5　and　6）．　These　results

indirectly　demonstrated　that　ubiquitinated　liPEM－2　is　degraded　through　proteasomes．

　　Iconstructed　all　expression　plasmid　fbr　an　inac重ive　poillt　mutant　of　Smurf1

（SmurfユCA）to　confirm　tlユat　ubiquitination　of　hPEM－2　requires　the　cata1ytic　activity　of

the　HECT　domain　in　Smurf1．　This　was　achieved　by　replacing　the　cysteine　residue　at

position　725　that　forms　a　thiolester　bond　w圭th　ubiquitin　with　alanine．　As　a　result，

Smurfl　CA　did　not　increase　hPEM－2　ubiquitination　and　fbrthermore，　even　low　level

constitutive　ubiquitination　of　hPEM－2　was　blocked（Figure　I　B）．

　　Ihave　tried　RNAi－mediated　depletion　of　endogenous　Smurfl　to　evaIuate　the　essential

role　of　Smmfl　fbr　hPEM－2　because　my　experiments　using　cultured　cells　were　designed

as　a　model　system　using　cells　exogenously　overexpressing　Smurfl　alld　bPEM－2．　As

shown　in　Figui’e　2A，　ubiquitination　of　tralisiently　expressed　llPEM－2　by　endogenous

ub量quitin　ligase（s）could　be　diminished　in　HEK293　in　the　presence　of　Smurfl　siRNAs，

which　call　reduce　the　expression　level　ofendogellous　Smurf1（Smurfl　siRNA－1　is　more

effbctive　than　Snlurfl　siRNA－2）．　Expressioll　level　of　endogenous　Smurfl　was　estimated

in　the　presence　of　Smurfl　siRNA－1，　Smurfl　siRNA－20r　control　siRNA　by　qua1Mtatlve

RT－PCR　and　Smurfl　specific　prh1ユers（Figure　2B）．　I　could　show　that　the　amoullt　of
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Smurfl　mRNA　was　reduced　by　the　Smurfl　siRNAs，　not　control　one．　I　also

demonstrated　that　those　Smurfl　siRNAs　could　reduce　the　expression　level　of

Smurfl－GFP　construct　transiently－expressed　in　HEK293（Figure　2C）．

　　Ifurther　examined　wllether　Smurfl－assisted　ubiquitination　of　hPEM－2　induced

subsequent　degradation　ofthe　protein．　The　stability　of　hPEM－2　protein　was　analyzed　by

apulse－chase　experiment　applied　to　a　HaloTag－fused　hPEM－2　protein，　where　the

HaloTag　portiOll　can　covalently　bind　a　fluorescent　ligand．　The　FLAG－hPEM－2　fUsed

HaloTag　proteill　with　MW　33kDa　was　enhanced　its　polyubiqutination　by　Smurf1，　as

well　as　the　simple　FLAG－hPEM－2　ill　Figure　l（Figure　3A）．　Therefbre，　I　have

successfully　used　the　HaloTag－fused　hPEM－2　protein　fbr　the　pulse－chase　labeling．　And

so　in　fact，　the　Halo－tagged　hPEM－2　and　HaloTag　as　a　contro玉were　produced　ill

HEK293　cells，　labeled　with　HaloTag　TMR　fluorescent　ligand　and　chased　fbr　8　h

（Figure　3B）．　Although　the　protein　stability　of　HaloTag　itse五f　was　llot　changed　in　the

presence　of　wild－type　Smurf1（Smurfl　WT）and　Smurfl　CA（Figure　3　B，　closed　triangles

amd　open　clrculars），　HaloTag－11PEM－2　was　degraded　faster　in　the　presence　of

Smurf1　WT（Figure　3B，　diamonds）not　Smurfl　CA（Figure　3B，　squares）．　Thus，　Smurfl

appeared　to　regulate　the　protein　stability　of　hPEM－2．　Overall，　the　results　indicate　that

Smurfl　induces　degradation　of　l1PEM－2　through　the　ubiquitin－proteasome　system．

Smurfl　interacts　with　hPEM－2　directly　but　is　not　mediated　by　PY　motif

　　To　check　whether　hPEM－2　ubiquithnation　by　Slnurfl　occurs　through　a　PPXY≧WW

mediated　interaction，1　carried　out　an　ubiquitination　experiment　using　a　deletion　mutant

of　PPXY　motif（hPEM－2△PPSYPPP）．　As　sllown　in　Figure　4A，　polyubiquitillation　of

hPEM－2△PPSYPPP　was　enliallced　by　Smurf1，　as　wel玉as　the　positive　control　in

wild－type　hPEM－2．　Tllis　result　suggested　that　the　PPXY　motif　of　hPEM－2　was　not

required　fbr　Smurfl－mediated　ubiquitination．　Therefbre，　to　elucidate　the　mechanisnユ

used　by　Smurfl　to　target　hPEM－2，1　investigated　the　interactien　in　vivo．　In　these　assays，

Smurfl　CA　was　utilized　instead　of　wild　type　Smurfl　to　avoid　protein　degradation　aIid　to

stabilize　the　protein　cornplex．　Myc－tagged　Smurfl　CA　was　transiently　co－－expressed　with

FLAG－tagged　hPEM－2　in　HEK293　cells．　The　expression　level　of　Smurfl　was

deterl皿ined　by　Western　blot　with　anti－Myc　alitibody（Figure　4B，　middle）．　Aiiti－FLAG

antibody　was　used　fbr　immunoprecipitation　of　hPEM－2肋m　the　cell　Iysates（Figure　4B，

bottom），　and　precipita重es　were　detected　by　Western　blot　using　anti－Myc　or　ariti－FLAG
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antibodies（Figure　4B，　top　and　bottom，　respectively）．　Myc－Smurfl　was　efficiently

co－precipitated　with　FLAG－hPEM－2　when　both　proteins　were　co－expressed　in　HEK293

cells（Figure　4B，　lane　3）．

　　It　has　recently　been　reported　that　Smurfl　transfers　ubiquitin　rnolecules　to　certain

target　proteins　by　mediating　adaptor　proteilユs（Shearwin－Whyatt　et　aL，2006）．　Hence，　I

used　in　vitTo　GST　pull－dovvn　assays　to　examine　whether　the　complex　formation　between

Smurfl　and　hl｝EM－2　occurs　through　direct　interaction．　lndeed，　glutathione　bead－bound

GST－SmurflCA　expressed　and　purified　from　E．　coii　Rosetta　lncubated　with　E．　eoli

lysates　expressed　His－－hl’EM－2（Figure　4C，　bottom），　where　potential　adaptor　prote三ns　do

not　exist．　The　binding　activity　of　GST－Smurfl　CA　was　detected　for　the　His－hPEM－2，　but

not　fbr　luciferase　protein（His－Luc2）as　a　negative　control（Figure　4C，　top）．　GST　alone

was　also　used　as　a　llegative　control．　These　results　indicate　that　Smurfl　and　hPEM－2　can

interact　directly　without　any　additional　proteins．

Determination　of　the　Smurfl－binding　site　in　hl｝EM－2

　　The　data　described　above　indicate　that　Smurfl　interacts　with　l1PEM－2　via　a　binditユg

site　other　than　the　PPxY　motif　To　identify　the　hPEM－2　dol皿ain　responsible　fbr

Smurfl－binding，　I　produced　various　deletion　mutants　of　FLAG－Tagged　l1PEM－2　in

HEK293　cells　and　subjected　them　to　in　vilro　GST　pull－down　assays（Figure　5A）．　The

expression　Ievels　of　the　transfected　hPEM－2　deletion　mutants　were　determined　by

Westerll　blot　allalysis　with　anti－FLAG　antibody（Figure　5　B，　bo廿om）．　The　hPEM－2Full

was　efficielltly　recovered　from　lysates　after　incubation　with　GST－Smurf1　CA，　but　not

GST（Figure　5B，　Ianes　l　and　2）．　The　llPEM－2　deletion　mutants　were　also　incubated　with

GST－SmurflCA，　co－purified　with　GST－Smurfl　CA　and　detected　with　anti－FLAG

antibody．　The　hPEM－2△（C－terminus＋PH）was　Iユot　sufficient　to　bind　to

GST－Smurfl　CA（Figure　5B，　lane　5），　while　the　other　hPEM－2　n川tants　containing　the

PH　domain　region　were　able　to　bind．　These　results　demonstrated　that　a　region　of

hPEM－2　between　amino　acld　res｛dues　300　and　434（PH　domain　region）is　a　candidate

binding　region　fbr　SITLulfl．

　　Moreover，　to　narrow　the　search　fbr　the　Smurfl　bindillg　region　oll　hPEM－2，　I

constructed　various　hPEM－2　C－terininal　deletion　mutalits　with　more　1inユited　truncations

in　the　region　encQlnpassing　residues　300－434．　The　respective　mutants　frolll　transfected

HEK293　ce正ls　were　used　to　analyze　the　binding　activity　to　GST－Smurfl　as　before．
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Although　GST－Smurfl　CA　boulld　the　hPEM－2　mutants（1－409，1－396，1－375，1－358，　and

1－343），the　1－329　mutant　slightly　reduced　binding　activity　and　the　1－318　mutant

Inarkedly　reduced　binding　activity　to　the　GST－Smurf1（Figure　5C）、　These　resu玉ts

suggest　that　the　region　of　hl？EM－2　betweell　ami1ユo　acid　residues　318and　343　is　required

for　binding　to　Smurf玉．

　　Icontinued　to　fbcus　our　attention　in　this　region，　and　hPEM－2　deletion　mutants

produced　in　rabbit　reticulocyte玉ysates　were　used　fbr　binding　assays　with　GST－SmurfI

as　before．　The　results　obtained　fbr　the　hPEM－2　C－terminal　deletion　mutants（1－358，

玉一343，1－329，1－318，and　1－299）were　consistent　with　those　fbr　HEK2931ysates（Figure

4A，　lanes　1－5）．　Conversely，　GST－Smurfl　CA　was　able　to　bind　the　318－516，330－516，

a1ユd　335－516　N　termhnal　deletion　mutants　of　hPEM－2，　while　binding　activity　was

eliminated　by　the　344－516hPEM－2　mutant（Figure　6A，　la皿es　6－9）．

　　As　shown　in　Figure　6C，　the　region　encompassing　amino　acid　residues　from　318　to

343in　the　PH　domain　of　hPEM－2　is　important　for　binding　to　Smurfl，Theref（）re，1　next

confirmed　whether　this　region　is　sufficient　to　bind　to　Smurfl　by　using　firefly　luciferase

（Luc2），　a　heterologous　protein．　FLAG－tagged　Luc2　fUsion　proteins，　including　segments

of　hPEM－2　residues　at　C－terminus　were　produced　in　rabbit　reticulocyte　lysates　and

birlding　to　GST－Smurfl　was　analyzed　as　befbre．　Although　GST－Smurfl　failed　to　bind

the　Luc2　fhsion　protein　containing　hPEM－2　residues　from　335　to　343（hPEM－2

335－343），it　did　bind　hPEM－2318－343（Figure　6B，　lane　2　and　3），　In　addition，

GST－Smurfl　also　bound　hPEM－2304－343，　hPEM－2287－343，　and　hPEM－2267－343，

which　have　additional　N－terminal　regions　relative　to　hPEM－2　318343（Figure　6B，　lalles

4－6）．In　particular，　hPEM－2267－343　was　readily　recovered　by　GST－Smurf1　CA（Figure

6B，　Iane　6）．　Binding　to　GST－SmurflCA　was　markedly　reduced　by　hPEM－2267－329，

which　Iacks　the　14　C－terminal　amino　acid　residues　fbund　in　hPEM－2267－343，　and

deletion　of　another　12　alnino　acids（hPEM－2267－317）abolished　binding（Figure　6B，

lanes　7　and　8）．　Moreover，　hPEM－2　241－317，　which　had　27　alnino　acids　added　to　the　N

terminal　residues　relative　to　hPEM－2267－317，　rarely　bound　to　the　GST－Srnurfl（Figure

6B，　larle　9）．　Based　oll　tllese　results，　I　conclude　that　residues　318－343　（extreme

N－terminus　of　the　PH　domain）of　hPEM－2　are　esselユtial　fbr　interaction　with　Smurf1，　and

that　the　neigllboring　regions　potentiate　binding　activity・

The　hPEM－2　ubiquitination　by　Smui’fl　requires　C2　domain　of　Smurf1
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　　To　delineate　the　llPEM－2－binding　domain　in　Smurfl，　a　set　Qf　FLAG－tagged　Luc2

fuSiOll　proteins　colltaillillg　C2，　WW，　and　HECT　domains　of　Smurf1（Figure　7A，

scllernatic　diagram）were　synthesized　in　rabbit　reticulocyte　lysates　and　used　for　in　vitro

GST　pull－down　assays　as　before．　GST－hPEM－2　bound　the　FLAG－Luc2　containing　the

C2　domain（Figure　7A，　lane　4），　whereas　it　failed　to　bind　the　FLAG－Luc2　containing　the

two　WW　or　HECT　domains（Figure　7A，　lanes　6　and　8）and　GST　alone　did　not　bind　to

any　of　the　FLAG－Luc2－Smurfユmutants．

　　Accordingly，　it　was　expected　that　△C2　Smurfl　would　not　enhance　the

polyubiquitination　of　hPEM－2　in　cultured　cells，　because△C2　Smurfl　fails　to　interact

with　hPEM－2．　Indeed，　no　illcrease　in　hPEM－2　polyubiquitination　was　observed　in

HEK293　cells　with　co－expressed　hPEM－2　and△C2　Smurf1（Figure　7B，　lane　3），　as

well　as　the　negative　control　in　the　absence　of　Smurfl（Figure　7B，　Iane　1）．　These　results

strongly　suggest　that　Smurfl　associates　with　bPEM－2　through　its　C2　domain　and

enhances　ubiquitination　of　hPEM－2．

　　It　was　reported　that　many　C2　domains　interact　with　a　val’iety　of　phospholipids　and

proteins　ill　a　Ca2＋－dependent　manner（Nalefski　and　Falke，1996）．　I　therefore　tested

whether　Ca2＋is　essential　fbr　the　binding　of　Snユurfl　to　liPEM－2　using　GST－hPEM－2

purified　from、E．　coli　alld　FLAG－Luc2　fUsion　proteins　synthesized　in　rabbit　reticulocyte

lysates　via　the　ii7　vit1’O　pull－down　assays．　EGTA，　a　chelating　agent　of　calcium，　was

added　to　the　reaction　solution　at　a　final　concentration　of　5　mM　to　completely　eliminate

calcium　ions　from　the　reaction．　Conversely，　calciurn　ions　were　added　to　the　reaction

solution　as　CaCl2　at　a　final　concentration　of　3．5　inMI．　Binding　activity　was　observed　in

combination　with　GST－hPEM－2　and　FLAG－Luc2－Smurfl　C2，　but　llot　with　GST　or

FLAG－Luc2，　regardless　of　the　absence　or　presence　of　calcium．　iolls（Figure　7C）．
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Discussion

　　In　this　study，1　identified　hPEM－2，　a　GEF　fbr　sma玉l　GTPase　Cdc42（Reid　et　aL，1999），

as　a　novei　target　protein　for　Smurf1．This　means　that　Cdc42　can　be　ind量rectly　regulated

by　Smurfl　thrrough　hPEM2　degradation，　This　fi　ndiiユg　could　shed　light　on　the

spatiotemporal　regulatioll　of　the　activities　of　the　Rho　famiiy　of　small　GTPases　by

Smurf1，　s童nce　Smurfl　also　controls　spatial　distribution　of　RhoA　in　cells　through

ubiquitin－mediated　degradation（Wang　et　al．，　2003）．　Moreover，　it　suggests　the　existence

of　signaling　cross－taik　in　Rho　family　GTPases　with　qualitative　alteration　by　GEFs　alld

GAPs，　and　with　variability　in　quantity　through　ubiquitin－mediated　degradation．

　　Iperfbrmed加vivo　ubiquitina重ion　assays　to　exarnine　whether　Smurfl　exhibits　E3

1igase　activity　fbr　hPEM－2．　In　the　absence　of　ectopically　expressed　Smurf1，　low　level

const圭tutive　ubiquitination　of　hPEM－2　was　detected．　Co－expression　of　Smurfl　with

hPEM－2　markedly　enhanced　ubiquitin　conjugation　to　hPEM－2，　wllereas　Smurfl　CA，　a

ligase－inactive　mutant　with　an　amino　acid　substitution　in　the　conserved　cystehle　in　the

HECT　domaill，　abolished　such　an　effect．　In　fact，　Slnurfl　CA　also　reduced　constitutive

ubiquitination　of　hPEM－2　and　might　act　as　a　dominant　negative　mutant，　competing　with

endogenous　E31igases　fbr　hPEM－2．　Additiollally，　accumuiation　of　ubiquitinated

liPEM－2　in　the　presence　of　MG　I　32，　ali　inliibitor　of　proteasomal　activity，　suggests　that

ubiquitinated　lil｝EM－2　is　targeted　for　proteasomal　degradation．　Because　our　experlments

using　cultured　cells　were　designed　as　a　model　system　using　ceils　transient1y

overexpressing　Smurfl　and　hPEM－2，　there　is　collcern　about　the　essentiai　role　of

elldogenous　Smurfl　f（〕r　hPEM－2．　It　was　llldirectly　indicated　that　tlle　endogenous

Smurfl　targets　hPEM－2　because　the　constitutive　ubiquitination　of　tra玉isiently　expressed

hPEM－2　could　be　diminished　in　HEK293　cel正s　in　the　presellce　of　Smurfl　siRNAs，

which　can　reduce　the　expressioll　level　of　endogenous　Smurf1　．　Moreover，　I　applied　a

pulse－chase　labeling　assay　with肋rescence－labe重ed　Hal。Tag－fUsi。n　hPEM－2　t・

elucidate　whether　Smurfl　induces　proteolysls　of　hPEM－2　protein．　The　half：li鉛of　the

HaloTag－hPEM－2　in　the　presence　of　Smurfl　WT　was　mucll　shorter　thmi　that　ill　the

presence・f　SmurflCA．　ActuaUy，　asn・unt・f　Hal・Tag－1・PEM－2　in　the　presence・f

Smurfl　WT　was　considerably　reduced　at　zero　tirne　point　of　the　experiment　compared

with　that　in　tlie　presence　of　Smurfl　CA，　that　means　the　reduction　of　steady－state王evel　of

hPEM－2　by　Smurfl　WT．　These　data　directly　demonstrate｛hat　Sm㎜ず1　regulates　the
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stability　of　hPEM－2　ill　cultured　cells．　Furtherlnore，　my　data　suggests　that　Smurfl

promotes　degradation　of　hPEM－2　tllrough　the　ubiquitin－proteasome　system．　The　GEF

hPEM－2　is㎞own　as　a　human　homologue　of　rat　collybistin，　which　appe段rs　to　be　a

gephyrin－billding　part正｝er　and　is　an　essential　determinant　ofneuronal　gephyrin　clustering

（Harvey　et　aL，2004）．　Smurfl　may　be　involved　in　neuronal　gephyrin　clustering　through

regulation　of　the　stability　of　col玉ybistin・

　　Smurfl　transfbrs　ubiqu圭tin　molecuIes　to　Smad4　by　mediating　all　adaptor　protein，

1－Smad，　because　Smad41acks　a　PY　motif　and　does　not　dlrectly　bind　to　Smurfl

（Shearwin－Whyatt　et　aL，2006）。　Although　hPEM－2　has　a　PY　motif，　this　motlf　is　not

required　fbr　Smurfl　binding．　To　conf　rm　whether　Smurfl－induced　hPEM－2　degradation

results食om　diエect　interaction　of　those　proteins，　an加vitro　GST　puli－down　assay　was

applied　using　GST－SmurflCA　and　Hl曲PEM－2　synthesized　in　E．　coli，　where　no

possib玉e　intermediary　proteins　exist　Specific　interaction　of　His－hPEM－2　with

GST－Snlurf1　CA　was　observed，　and　this　ind圭cated　direct　interaction　of　both　proteins．

Next，　I　tried　to　expose　the　Smurf1－binding　s量te　in　hPEM－2．　Analysis　of　hPEM－2

de玉etion　Inutants　and　Luc2　fusion　proteins　conta量ning　hPEM－2　residues　defined　a

26－amillo　acld　regi。n（residues　318－343），　corresp。nding　to　the　extreme　N－terminus　of

PH　domain．　The　PH　domain　is　a　small　protein　modu玉e　of　about　120　amino　acids

residues　and　their　three－dimensional　fblded　structures　are　highly　conserved，　despite　a

low　primary　sequence　similarity（Lemmon　and　Ferguson，2000）．　The　PH　domai1ユ

possesses　mult量ple　fUnctions　includkユg　the　ability　to　bind　inositol　phosphates　and

various　proteins．　Thus，　GEF　proteins　other　thall　hPEM－2　may　be　a　target　of　Smurf1，

since　each　of　the　60　plus　GEF　proteins　possesses　the　PH　domain　and　specif三cally

activates　ind量vidual　members　of　Rho　fam圭ly　within　particular　spatial　and　temporal

contexts（Rossman　et　al。，2005）．　The　various　combinations　of　Smui　fl　alld　GEFs　might

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　レpIay　a　key　role　in　the　fine－tul玉ing　of　Rho　fa掘ly　GTPase　activity．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　　　　セ　　Oll　the　other　hand，　a　GST　pul1－down　assay　w量th　Luc2　fUsion　protelns　colltamlllg

respective　Smurfl　d・mal1・s（C2，　WW，　and　HECT）revealed　that　the　C2　d・main。f

Smul’fl　is　suf最cient　fbr　tlユe　binding　to　hPEM－2．　Moreover，△C2　Smurfl　did　not

enhance　polyubiquitination　of　hPEM－2，王ntrigui1ユgly，　these　results　suggest　that　SmurfI

binds　hPEM－2　via　its　C2　domain，　but　Ilot　via　tlle　WW　domains，　which　appear　to

medlate　substrate　recognition．　The　C2　domain　was　original正y　identified　ill　classical

pl’。tein　kinase　C　is・f・n皿s＆s＆ca2＋－dependel・t　ph・sph。lipid　b圭ndh｝g　d・main（Na玉efski
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and　Falke，1996；Rjzo　and　SudhOf，1998）．　However，　the　C2　domain　can　also　mediate

proteill－protein　illteraction　and　small　molecule　binding，　in　addition　to　the　binding　of

Ca2＋itself　For　exalnple，　the　second　C2　domain　of　most　synaptotagmin　isofbrms　binds

ill　a　Ca2＋－independent　lnalmer　with　high　affillity　to　clathrin－AP2，　a　proteill　complex

involved　in　coated　pit　assembly（Zhang　et　al．，1994）．　Indeed，　the　billdillg　of　Smurfl　to

hPEM－2　did　not　require　Ca2＋，　My　fillding　is　a　valuable　example　showing　the　extended

fUnc｛ion　of　the　C2　domain　as　a　protein　binding　motif．

　　Thus，　my　studies　showed　that　the　interaction　of　Smurfl　with　hPEM－20ccurs　through

the　C2　domain　and　extreme　N－terminus　of　the　PH　domain，　but　not　the　PPXY　motif　and

the　WW　domain，　despite　the　presence　of　a　PPXY　motif　on　hPEM－2．　In　contrast　the

interaction　of　Smurfl　with　Smadl，　Smad5　and　Smad7　in　th・e　TGF一β　signaling

patllway　occurs　via　a　WW－PPXY　mediated　association（Ebisawa　et　a1．，2001）．　It　is　also

reported　that　the　C2　domain　of　Srnurfl　is　ilnportant　fbr　localization　and　the　inhibitory

effect　of　Smad7三n　the　TGF－　B　signaling　pathway（Suzuki　et　al．，　2002）．　These　resu．1ts　in

addition　to　our　finding　strongly　suggest　that　Smurfl　is　an　important　factor　that　call

regulate　a　variety　of　signaling　cascades，　using　two　WW　domains　and　the　C2　domain　as

proteill－and　membrane－targeting　modules．

　　My　study　provides　another　approacll　for　understanding　the　mechanisms　regulating

GTPase　activ圭ty．　In　addition，　further　insight　into　the　Rho　signaling　pathway　may

highlight　the　ubiquitin重igases　as　molecular　switches　that　generate　all　intracellular

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　　　　コasyrnmetry　of　temporal　and　spatial　GTPase　actlvlty．
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］Figure　legends

Figure　l　Smurfl　mediates　ubiquitination　of　hPEM－2．

　　（A　and　B）Ubiquitination　of　hPEM－2　in　HEK293　cells．　At　48　h　af　er　co－transfectien

with　the　indicated　expression　plasmids（FLAG－tagged　hPEM－2，　Myc－tagged

Smurfl　WTICA　and　HA　tagged－Ub），　FLAG－hPEM－2　pr。teins　were　immunoprecipitated

（IP）with　anti－FLAG　antibody　from　tlle　cell　lysates．　The　ubiquitinated　hPEM－2　was

detected　by　Western　blot　analysis（Blot）with　ant量一HA　antibody（top），　and　appeared　as

high　molecular　weight　ladders，　indicated　by　brackets　to　the　right　of　the　top　panel．　The

expression　levels　of　Myc－Smurf玉and　the　co－precipitation　levels　of　FLAG－hPEM－2

were　determined　with　anti－Myc　antibody（middle）and　anti－FLAG　antibody（bottom），

respectively．　When　tlle　cells　were　treated　with　proteasomal　inhibltor　MG　l　32（10μM），

the　reagent　was　added　to　cells　fbr　l　h　prior　to　cell　lysis．　WT，　wild　type；CA，

CatalytlCally　illaCtiVe　mutant

Figure　2　Effect　of　endogenous　Smurfl　on　ubiqutination　of　hl｝EM－2　in　HEK293　ceils．

　　（A）Effect　ef　Smurfl　siRNA　on　ubiquitination　of　ectopically－expressed　hPEM－2．　At

35hafter　co－transfection　with　expression　plasmids（FLAG－tagged　hPEM－2　and　HA

tagged－Ub）and・ne・f　tl・e　siRNAs（c・ntr・l　siRNA，　Smurfl　siRNA－1・r　Smurfl

siRNA・－2），　the　cells　were　treated　witb　proteasomal　inhibitor　MG　l　32（5　pM　or　10μM）

f・r　1．5　h　pri・r　t・cell　lysis．　FLAG－hPEM－2　pr・teins　were　immun・precipitated（IP）with

anti－FLAG　antibody　from　the　cell　lysates　and　the　ubiquitinated　hPEM－2　was　detected

by　Western　bl・t　analysis（Bl・t）with・anti－HA　emltib・dy（t・P）・The　c・－precipitati・n　levels

of　FLAG－hPEM－2　were　determined　with　anti－FLAG　antibody（bottom）．（B）Reduction

of　the　endogenous　Smurfl　mRNA　by　Smurfl　siRNAs．　Amounts　of　Smurfl　mRNA

were　estimated　by　qRT－PCR（ABI　7500FAST）using　total　RNAs　extracted　from　cells

transfected　as　described　in（A）．（C）Decrease　of　the　Smurf1－GFP　proteins　transiently

exp・essed　in　HEK293　cells　by　Smurfl　siRNA・Cells　transfected　with　Smu・f1－GFP

expressi・n　p茎asmid　t・gethe・witl・the　siRNA　i1ユdicated　were　imaged　by伽・rescence

microscopy　40　b　after　the　transfection・

Figure　3　Smurfl　mediates　proteasomal　degradation　of　1iPEM－2．

（A）Ubiquitinati・n・f　Hal・Tag－fused　hPEM－2　ii・HEK293　cells・HEK293 cells　were
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tralisfected　with　the　indicated　expression　plasmids．　The　HaloTag－FLAG－hPEM－2

proteins　were　immunoprecipitated（IP）with　anti－FLAG　a面body　from　the　celI　lysates．

The　ubiquitiIlated　HaloTag－hPEM－2　was　detected　by　Western　blot　analysis（Blot）with

anti－HA　antibody（top）．　The　expressioll　levels　of　Myc－Smurf　and　the　co－preclpltation

Ievels　of　FLAG－hPEM－2　were　determiIユed　wi止anti－Myc　antibody（middle）and

anti－FLAG　antibody（bottom），　respectively．（B）The　effect　of　Smurfl　on　hPEM－2

protein　stability．　HEK293　cells　were　transfected　with　either　Smurfl　WT（diamonds），　or

Smurfl　CA　with　HaloTag－fused　hPEM－2（squares）．　After　36　h　of　cell　culture，　the

Halo－hPEM－2　proteins　were　labeled　fbr　10　min　with　HaloTag　TMR　Iigand，　and　then

chased　for　indicated　times　after　rennoval　of　unreacted　HaloTag　TMR　ligalユd　by　washing

cells　and　blocking　with　HaloTag　biotiIl　ligand．　The　TMR－labeled　Halo－hPEM－2　was

quantified　by　fluoroimaging　and　the　level　was　plotted　relative　to　the　amount　present　at

time　O．　Similarly，　the　stability　of　HaloTag　protein　was　a1so　analyzed　as　a　control．　WT，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　wild　type；CA，　catalytically　inactive　mutant・

Figure　4　hPEM－2　is　ubiqutinated　by　and　directly　interacts　with　Smurfl　thr・ugh　a

region　other　than　PPXY　motif．

（A）Ubiquitinati・n。f・1iPEM－21acking　PPXY　m・tif（△PPSYPPP）in　HEK293　cells・

HEK293　cells　were　tralisfe　cted　with　the　indicated　expression　plasmids．　The

hPEM－2WT　alld　hPEM－2△PPSYPPP　proteins　were　immunoprecipitated（IP）with

anti．FLAG　antib。dy　fr・・皿the　cell　lysates．　The　ubiquitinated　hPEM－2WT　and　liPEM－2

△PPSYPPP　was　detected　by　Western　blot　analysis（Blot）with　anti－HA　antibody（top）．

The　expressi・n　levels・f　Myc－Smur’f　em・d　the　c・－precipitati・n　levels・f　FLAG－hPEM’2

were　determined　with　allti－Myc　antibody（middle）and　anti－FLAG　aIitibody（bottom），

respectively．（B）Smurflc・－precipitates　with止iPEM－2　transiently　c・－expressed　in

mammalian　cells．　HEK293　cells　were　transfected　with　FLAG－tagged　hPEM－2　and

Myc．　tagged　Smurfl　CA　．　Tl・e　cell　lysates　we・e　immun・precipitated（IP）with

anti孔AG　antib。dy，　f・ll・wed　by　western　bl・t　analysis（B1・t）with　aiiti－Myc　antib・dy

（t。P）．　Tl、e　expressi・n　level・f　Myc－Smurf　a・｝d　the　c・－precipitati・n　leve1°f

FLAG．hPEM－2　were　determined　by　anti－Myc　antib・dy（middle）di・d　ai・ti－FLAG

antib。dy（b。tt・m），　respectively．（C）hPEM－2　directly　interacts　with　Smurf“i　with°ut

requiring　an　intermediary　pr・tein・His－tagged　hPEM－2　and　Lucife・ase　p「°tein

（His．Luc2）were　expressed　in　E・c・li・The　lysates・f　His－P・・teins（b。tt°m）we「e
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incubated　with　purified　GST－Smurfl　CA　in　the　ii2　vitro　GST－pull　down　assay．　GST

alone　also　served　as　a　negative　control．　The　bound　His－tagged　proteins　were　eluted　from

the　beads　and　detected　by　Western　blot　analysis　with　anti－His　antibody（top）．

Figure　51denti負catio1ユof　the　Smurf1－binding　region　in　hPEM－2．

　　（A）Aschematic　diagram　to　illustrate　various　hPEM－2　deletion　mutants．（B）HEK293

ce！ls　were　transfected　with　the　FLAG－tagged　hPEM－2　deletion　mutants　and　the　cell

lysates　were　incubated　with　the　GST－SmLurfl　CA、　The　precipitates　eiuted　f士om　the　beads

were　analyzed　by　Western　blot　analysis（Blot）wlth　anti－FLAG　alltibody（top）．　The

expression　levels　of　the　hPEM－2　deletion　mutants　were　analyzed　by　anti－FLAG　using

whele　cell　lysates（bottom）．（C）hPEM－2　various　C－terminal　deletion　mutants　were

transfected　into　HEK293　cells．　The　hPEM－2　mutant　proteins　binding　to

GST－Smurfl　CA　from　cell　ly　sates（top）and　total　mutant　proteins　in　cell　lysates（bottom）

were　detected　by　anti－FLAG　antibody，　according　to　the　method　in　B．

Figure　6　Detailed　analysis　ofthe　Smurfl－binding　sequences　in　hPEM－2．

　　（A）FLAG－tagged　ditiferent　C－terminal　and　N－terminal　Mutarlts　of　hPEM－2　were

expressed　in　rabbit　reticul・cyte　lysates・The　lysates　were　incubated　with　the

GST－Smurf1，　and　bound　proteins　were　detected　by　Western　bIot　analysis　with

a1而一FLAG　antibody　（top）．　The　bottom　panel　demonstrates　the　level　of　the

FLAG－hPEM－2　truncation　Mutamlts　in　total　lysates．（B）Rabbit　reticulocyte　extracts

expressed　FLAG－tagged　Luc2　fUsi。n　pr・teins　including　different　atiユin・acid　residues・f

hPEM－2　at　C－terminus．　The　lysates　were　anaiyzed　for　binding　to　GST－Smurfl　as　in　A．

（C）A　schematic　representati・n・f・1iPEM－2　de玉eti・n　mutants　and　the　binding　activities

t。SmurflCA，　al・ng　with　the　amin。　acid　sequences　surr・unding　the　Smurfl－binding

reglon・

Figure　7　C2　d・main・f　S・nurfl　is　resp・nsible　for　interacti・n　with　ar・d　ubiquitinati・n。f

hPEM－2　in　a　Ca2＋－independent　mamier．

（A）Determinati。n・f　the　hPEM－2－Binding　d・main　in　SmurfL　T。P：Ascl・ematic

diagram　t・illustrate　Luc2釦si・n　pr。teins　c・ntaining　C2・　WW・　and　HECT　d・main・f

Smurfいespect量ve玉y．　B・杖。m：Pull　d・wn　assays　were　performed　using　the

GST－11PEM－2　alld　the　FLAG－tagged　Luc2　fuSiOll　proteins　synthesized　ill　rabbit
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reticulocyte　lysates．　The　bound　FLAG－Luc2　fusion　proteins　were　detected　by　western

blot　analysis　with　anti－FLAG　antibody（top）．　The　expression　of　FLAG－Luc2　fUsion

proteins　was　detected　by　westerll　blot　with　anti－FLAG　antibody（bottoln）．（B）

Ubiquitination　of　hPEM－2　by　C2　domain　deletion　mutant　of　Smurf1（Smurf1△C2）in

HEK293　cells．　The　cell　lysates　transfected　with　FLAG－tagged　hPEM－2，　HA－tagged

ubiquitin　alld　Myc－tagged　Smurfl　WT　or　Myc－tagged　Smurfl△C2　were　used　fbr　in

vivo　ubiquitination　assays，　according　to　the　procedure　described　in　Figure　1・（C）

Ca2＋－illdependent　interaction　of　C2　domain　of　Smurfl　with　hPEM－2．　The　GSTLhPEM－2

was　incubated　with　rabb童t　reticulocyte　lysates　expressing　FLAG－tagged

Luc2－Smurfl　C2　containing　either　5　mM　EGTA，　no　additions，　or　3．5　mM　CaCl2　in　the

in　vitl’o　GST－pull　down　assay．
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Chapter2．

Pu旦se－chase　experiment　for　the　analysis　of　protein　stability　in

cu且tured　cells　by　covalent　fluorescent　labeling　of　fusion

P】roteins・
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Summary

　　Iapplied　HaloTag⑭labeling　technology，　in　whicll　a　HaloTag－fUsiQn　protein　can

covalently　bind　to　a　single　che1皿ical　fluorescent　ligand，　fbr　pulse　labeling　of　proteins　in

cultz皿ed　mammalian　cells．　HaloTag－fusion　proteins　thus　specifically　labeled　can　be

chased　and　observed　after　separation　of　cell　lysates　by　sodium　dodecyl　sulfate

polyacrylamide　gel　electrophoresis　followed　by　quantification　ofthe　labeled　proteins　by

afluorescent　image　analyzer．　Herein，　I　demonstrated　tbat　the　method　is　available　fbr

analysis　of　the三11tracellular　protein　stability　affected　by　protein－degradation　signals　or

an　E3　ubiquitin　ligase．
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Introduction

　　Pulse－chase　experiments　by　metabolic　labeling　of　cultured　cells　are　used　fbr　time

course　pro　fi　ling　of　newly　synthesized　proteins　such　as　intracellular　transport，

posttranslational　modification　and　degradation（Zhao　et　aL，2007；Magee　et　al．，1995；

Mosteller　et　aL，1980）．　Especially，［35S］methionine　has　been　often　used　as　a

radiolabeled　amino　acid　of　choice　fbr　labe玉ing　of　proteills　because［35S］methionine　is

relatively　stable　with　higb　specific　activity　and　has　no　modification　by　transamination

and　intercon・version　in　cells（Bonifacino　1999）．　However，　development　of　more

convenient　　procedure　　is　　required　　siIlce　　the　　conventional　method　　is　　rather

th皿e－consuming　and　lleeds　a　specific　antibody　against　the　protein　of　interest　to　isoIate

the　protein　from　the　labeled　cel玉extract　fbr　the　observation．

　　Recently，　several　technologies　for　labeling　of　certain　fusion　proteins　in　vivo　were

reported　and　those　are　based　oll　covalent　bond　with　srnall　molecules　harboring　a

釦nctional　moiety　such　as　fiuorophores，　a飾nity　molecules　and　anchoring　materials

（Gronemeyer　et　al．，2005；Keppler　et　al．，2003；Los　and　Wood，2007）．　HaloTag　is　a　33

kDa　mutant　haloalkane　dehalogellase　which　can　rapidly　fbrm　a　stable　covalent　bond

with　var呈ous　ligands　composed　of　aliphatic　chloride　containing　a　Iabeling　moiety．　It　is

possibIe　to　adapt　fluorescent－labeled　HaloTag－fUsion　proteins　to　pulse－cbase　experiment

of　the　protein　because　I｛aloTag　Iiga1ユd　has　a　high　rate　of　cell　permeability　and　a　rapid

labelillg　activity　in　living　cells．　Moreover，　the　labeling　is　specific　for　HaloTag　and　the

resultant　labeled　proteins　can　be　observed　without　anLy　purificatioll　afモer　separation　of

cell　lysates　by　sodiu．In　dodecyl　sulfate　po圭yacrylamide　gel　electrophoresis（SDS　PAGE）

fbllowed　by　qualltif三cation　ofthe　labeied　proteins　by　a　fluorescent　image　ana1yzer．
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Determination　of　materia且s　and　methods

　　　　Ifirst　optimized　tlユe　amount　of　HaloTag　blocking　ligands　fbr　a　pulse－chase

experlment　to　prevent　a　colltinuous－labeling　of　the　target　proteins．｝IEK293　cells　were

plated　in　MICROTESTTM　Tissue　Culture　Plate，96　well（BD，4．5　x　104　cells／well）with

Dulbecco’s　Modified　Eagle　Medium（lnvitrogen，）supplemented　with　10％Fetal　Bovine

Serum（BD）and　100　x　AIltibiotic－Antimycotic　iiquid（Invitrogeiユ）and　incubated　fbr　24

hat　37℃with　5％CO2．　The　cells　were　transfected　with　HaloTag　expression　plasmid

using　FuGENE6　Transfection　Reagent（Roche　Diagnostics）and　cultured　fbr　36　h．　The

HaloTag　proteins　were　labeled　for　l　O　min　vvith　the　growth　medium　containing　HaloTag

tetramethy里rhodamine（TMR）ligands（Pulse）and　washed　out　free　TMR　ligands　by　a

4－times　rinse　with　1001nl　of　the　growth　medium．50　nM　TMR　ligand　was　used　fbr　the

Iabeling　because　an　excess　amount　of　TM　R　ligands　results　in　increment　of　the　residuaI

free　ligands　in　cells　and　cu重ture　medium．　The　cells　were　colltinuously　incubated　in重he

growth　medium　including　a　different　amount　of　HaloTag　blocking　Iigands　fbr　the

indicated　time　period（Chase）except　fbr　the　sarnple　at　zero　time　point．　The　blocking

l量gand　was　prepared　by　masking　of重he　fUnctiona正group　of　20　mM　HaloTag

Succinimidyl　Ester（04）Ligand（Promega）with　100　mM　Tris－HCI（pH　8．0）fbr　60　min

at　25°C，　The　cells　were　washed　witll　PBS　and　dissoIved　iI140　pt1　of　2　x　Laemmli’s　SDS

sample　buffer　at　the　indicated　time　point　ofthe　chase　in　Figure　l．TMR　labeled－proteins

were　separated　by　SDS－PAGE　after　boiling　fbr　5　min　at　95°C　alld　amounts　of　tlle

labeled　proteins　were　measured　as　fluorescence　intensities　of　the　TMR　by　FLA3000　and

MultiGauge　software　（Fuj　i　fi　hn）．　Although　total　amounts　of　labeled－　alld

unlabeled－HaloTag　proteins　detected　by　Western　bIot　a1ユaIysis　using　aiiti－HaloTag

antibody（Prolnega）were　slightly　increased　ill　cells　during　the　time　of　the　experiment

（Figure　I，　upper　right），　the　detectable　pulse　labeled　HaloTag　are　gradually　decreased　at

the　each　time　indicated　depending　on　the　increment　of　the　amdunt　of　the　blocking

ligands（Figure　1，　up担er　left）．　The　fluorescent　intensities　of　TMR　bound　to　HaloTag　at

the　indicated　time　are　plotted　relative　to　the　amount　present　at　zero　time　point（Figure　1，

lower）．　The　results　of　si翻la1・experiments　using　other　fbur　HaloTag－fUsion　proteins

illdicated　that　5　pM　blocking　Iigand　is　sufficient　to　prevent　an　excess

continuous－labeling　in　our　experimental　condition　for　50　nM　TMR　ligand　labeling（data

Ilot　shown）．
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Result　and　Discussion

　　In　general，　tag　Proteins　IIlay　have　an　inhibitory　effect　of　potential　protein　function　on

tag－fUsion　proteins．　Subcellular　localization　of　proteins　is　important　for　protein　functien．

Thus，　I　examiIled　whether　or　not　the　HaloTag　protein　can　be　localized　ill　an　expected

subcellular　compartment　upon　fbsion　of　Iocalization　signals　in　COS－7　cells．　To　do　this，

pFC8A（C－terminal　HaloTag　vector，　Promega）expression　clones　fbr　the｝｛aloTag

protein　containing　signal　sequences　such　as　memba　ne－1ocalized　signal（Memb），　nuciear

localization　signal　（NLS），　endplasmic　reticulum　targeting　sequence　（ER），

Golgi－localized　signal（Golgl）and　mitochondrial　targeting　sequellce（Mito）were

prepared　by　the　members　of　Laboratory　in　Kazusa　DNA　Research　InLstitute．　These

sequences　were　all　place　at　the　N－terminal　region　of　HaloTag　proteln．　Eighteen　hours

af走er　the　transfection　of　these　constructs　into　COS－7　cells，　the　HaloTag－fusion　proteins

were　labeled　with　TMR　ligand　and　observed　with　a　fluorescent　microscope　system．

Figure　2A　shows　that　all　fhsed　proteins　were　detected　in　all　expected　subcellular

compartmLellt，　indicating　that　HaloTag　protein　does　not　i1面bit　the　fumction　of　these

subcellular　localization　signals．　Next，　I　directly　eva【uated　whether　HaloTag－fhsion

proteins　were　co－localized　with　the　same　green　fiu．orescent　protein（GFP）－fUsion

proteins　when　both　fusions　vvere　expressed　in　the　same　cel正s．　C－terminal　HaloTag－and

Monster　Green⑪Fluorescent　pro｛ein（MGFP，　Promega）－fUsion　protein　expression

clones　were　prepared　by　the　Flexico　cloning　system　（Pronlega）using　Flexi　OR　F　clones

（http：〃www．kazusa．or．jp／kop／）．　After　the　co－transfection　of　HEK293　ce1玉s　with　the

same　ORF　clone　fUse　to　the　two　different　fUsion　tags，　HaloTag－fhsion　proteins　was

labeled　witll　TMR　ligand　and　then　the伽orescence　images　were　obtained　fbr　TMR－

（red）and　MGFP－labeled（green）protein　fbr　60RFs．　Exarnples　of　tlle　cellulai’

localization　of　the　fusioll　proteins　are　sbown　lll　Figure　2B．　AmQng　them，　subcellular

locations　　　of　　　Glucocorticoid　　　I皿odu蓋atory　　　element－binding　　　protein　　　2

（GMEB－2／KIAA　l　269），　Phosphatidylserine　synthase　I　（PTDSSlIKIAAOO24），

Membrane－bound　trallscription　factor　si重e－I　protease（MBTPSlIKIAAOO91）atld

Transmembrano　protein　127（TMEM127／KIBB2508）are　reported　ill　the　UniProt

Kiiowledgebase　as　nucieus／cytoplasm，　membralle，　endoplasmic　reticuluin／Golgi

apparatus，　and　membrane，　respectively（http：〃ca．expasy．org／sproの．　In　contrast，　the

subcellular　location　of　Mesoderm　development　candidate　2（MESDC2／KIAAOO81）is
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not　melltioned　and　Secernin－1（SCRNIIKIAAO193）is　predicted　to　exist　in　cytoplasm

by　similaエity　inL　tlle　database。　The　subcellular　localizations　of　6　HaloTag－fUsion　proteins

analyzed　here　were　the　same　as　with　those　fbr　MGFP－fusioll　proteins，　These　results

indicated　that　HaloTag－fusion　proteins　could　be　used　as　an　equivalant　alternative　fbr

subcellular　localization　analysis　ill　Place　of　a　conventional　autofluorescent　protein　and

do　not　a玉so　i］rihjbit　these　potential　subcellular　localizations．　Theref（）re，　I　have

successfUlly　used　the　HaloTag－fUsion．　proteins　fbr　pulse－chase　labeling．

　　This　application　will　rather　be　suitable　for　experiments　to　elucidate　the　differences　of

degradation　states　of　certaill　protein　in　different　conditions，　though　the　results　canllot

properly　reflect　the　intrinsic　halfLlife　of　the　corresponding　native　protein・Therefbre，　I

applied　this　metllod　fbr　comparing　the　degradation　rates　of　HaloTags　with　or　without

C－terminal　protein－degradation　signals（Figure　3A）．　The　DNA丘agments　containing

PEST　or　CLl　sequence　which　are㎞own　as　protein－degradation　signals　were　obtained

from　pGL4．19［luc2cPINeo1（Promega）（Rogers　et　aL，1986；Gilon　et　al・，1998）by　PcR

and　insel寸ed　into　a　derivative　of　pHT2　vector（Promega）fbr　construction　of

HaloTag－PEST　and　HaloTag－CL　l　expression　cl⑪rユes．　T正：e　pulse－chase　labeling　was

done　ill　the　condition　as　described　above　and　the　cel至s　were　incubated　in　the　growth

medium　including　5　ptM　blocking　ligands　for　indicating　period．　lncreasing　degradation

rate　was　observed　in　HaloTag－fもsion　proteins　appended　PEST　or　CLl　sequence

（halfLlives　of　less　than　2h）in　comparison　witlユHaloTag（a　half一life　of　approxirnately

6h）（Figure　3A）．　As　a　result　of　rapid　degradation，　the　steady－state　levels　of

TMR－labeled　HaloTag－PEST　alld　TMR－labeled　HaloTag－CL　l　were　considerably　lower

than　that　of　HaloTag　at　the　time　poillt　zero（17％and　9％relative　to　the　alnount　of

TMR－labeled　HaloTag，　respectively），　even　tllough　they　are　driven　by　a　strong

cytomegalovirus　enhancer／promoter．　I　could　a玉so　demollstrate　that　the　degradation　of

C－terminal　HaloTag－fUsed　Smad　l（SMAD　1－HaloTag），　a　taエget　protein　of　E3　ubiquitin

ligase，　Smurf1，　was　induced　in　the　presence　of　the　co－expressed　Myc－tagged　Smurfl　in

HEK293　cells　（Fig．　2B）．　Targeted　ubiquitination　and　degradation　of

ectopically－expressed　Smad　l　by　co－expressed　Flag－tagged　hSmurfl　llave　been

。riginally　rep・rted　by　a　pulse－chase　labeli1ユ9　experiment　usin9［35S］metl・i・nine　alユd

immunoprecipitation　with　an　anti－Smadl　polyclona1　antibody（Zhu　et　al．，1999）．　In　spite

of　the　fact　that　the　HaloTag　techmology　pulse－labels　a　part　of　steady－state　level　of

Hal・Tag－fUsi・n　pr・teins　atユd・nly　newly　synthesized　pr・teins　a・e　labeled　by
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［35S］methi・nine，　induced　deg・adati・n・flabeled　Smadl　by　Smurf1　was。bserved　in　the

both　lnethods．

　　In　conclusion，　the　pulse－chase　labeling　technique　using　HaloTag　techlio玉ogy　based　on

anon－radioisotopic　direot　Iabeling　of　target　protein　has　superiority　over　conventiona．I

methods　from　several　points　of　view　such　as　ease，　accuracy　and　safety．　This　is　the　first

report　describing　a　method　elucidating　proteilユdegradation　rate　in、　cultured　cells　using　a

recent　protein　labeling　technology．
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Figllre　legends

Figure　1．　Blocking　of　constitutive　labeling　of　HaloTag　protein　with　HaloTag　blocking

ligand．

　　HaloTag　proteins　produced　ill　HEK293　cells　were　pulse－labeled　by　50　nM　TMR

ligand　and　chased　at　the　indicated　times　with　or　witllout　HaloTag　blocking　ligands（0，

500nM，5μM　or　50μM）．　Fluorescent　images　of　TMR　ligand　covalently　bound　to

HaloTag　were　recorded　with　FLA3000　after　SDS－PAGE　of　cell　lysates（upper）and　the

fluorescent　intensities　are　plotted　relative　to　the　a1皿ount　present　at　zero　time　poillt

（lower）．

Fig腿re　2．　Subcellular　localiZation　of　Halo　Tag－fus量on　proteins　i皿cultured　cells．

　　（A）Subcellular　localization　of　transiently－expressed　HaloTag　proteins　with　various

signal　sequences．　COS－7　cells　were　tra皿sfected　with　pFC8A　expression　clones　fbr

HaloTag　proteins　colltainillg　signal　sequences　such　as　plasma－membrane－localized

signal（Memb），　nuclear　Iocalization　signal（NLS），　ER　targeting　sequence（ER），

Golgi－1ocalized　signal（Golgi）alld　mitochondria－localized　signal（Mito）alld　HaloTag

pHT2　vector　which　expresses　HaloTag　ORF（HaloTag）．　HaloTag－fusion　proteins　were

labeled　with　medium　containing　l　InM　HaloTag　TMR　Iigand（red）fbr　15min，　washed

alld　incubated　fbr　30　mi11．　Nuclei　were　stained　wit止ユHoechst33342（blue）．　Those　were

observed　by　BioZERO　fluorescent　microscope　（TMR）．　Photos　labeied　with

Hoecllst33342　and　TMR　ligand　are　merged（TMR＋Hoechst）（B）Comparison　of

subcellular　localizations　between　HaloTag－and　MGFP－fU　sioll　proteins．　HEK293　cells

were　simultaneously　transfected　with　HaloTag－fu　sio　II（red）and　MGFP－fusion　protein

（green）expression　clones．　The　HaloTag－fuSiOll　prote三ns（red）and　nuclei（blue）were

observed　as　described　above　except　tllat　the　fina玉hユcubation　before　the　observation　was

24h．　Photos　labeled　with　Hoechst33342　are　merged　witll　those　of　MGFP－or

HaloTag－fusion　proteins（MGFP　or　HaloTag）．　Gene　symbols　alld　alias　names　a1’e

indicated　on　the　downside　of　the　photos．

F韮gure　3．　Pulse－chase　labeling　experinlents　of　HaloTag－fhsion　proteins　affected　by

protein－degradation　signa，ls　and　all　E3　ubiquitllユ1igase．

　　（A）HaloTag，　HaloTag－PEST　or　HaloTag－CLl　produced　in　HEK293　cells　were
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pulse－labeled　by　50　nM　TMR　ligand　and　chased　at　the　indicated　times　w三th　5μM

blocking　ligalid．（B）C－terminal　HaloTag－fused　SInad　l　was　expressed　iII　HEK293　with

or　without　Myc－tagged　Smurfl　expression　clone．　SMAD　1　－HaloTag　proteins　were

pulse－labeled　by　50　nM　TMR　ligand　alld　chased　at　the　indicated　times　with　5μM

blocking　ligand．　In　the　both　experiments，　fluorescent　images　of　TMR　were　obtained

with　FLA3000　after　SDS－PAGE　of　cell　lysates（upper　ill　A　and　B）alld　the　fluorescent

intens量ties　are　plotted　relative　to　the　amount　present　at　zero　time　point　as　an　average　of

two　independent　experiments（lower　in　A　and　B）．
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Ab5trae1
SmHrfl，a　memb〔｝r　of　HECT－typc　E3　ubiq口ilitl　ligascs，　regulates　cell　polari1y　訓1d　protrusive　Elctivit），’by　inducing　ubiquitination　and

subsequent　proteasomal　de呂radation　ofslll乱臨l　GTPasc　RhoA．　We　report　here　shat　hPEM－2，　a　gualiiiie　nnc］eotide　e：　change　factor（GEF）fbr

small　GTPase　Cdc42，　is　a　noveharget　of　Smurf｝．Pulse－cha，　se　labeling　and　all　ubi叩itina1ion　cxp¢risnentロsing　MG　B2，　a　proteasomal

inhibitor，　indicated　that　Smurfl　induced　proteasomal　degradatiell　ofhPEM－2　iIi　cells、　GS丁pull－down　as5ays　with　het¢relogously　expressed

firefly　Iuciferase－fUsioll　prolcins　1hat　included　partial　sequences　of　l1PEM－2　re、’¢aled　111al　par匡of　tile　PH　domain　（residu｛：s　3童8－343）of

hPEM－2　was　sufficient　fbr　binding　to　Smurfl．In　contras電，　th巴hPEM・2　binding　domain　in　Smurfl　was　mapped　to　tli¢C2　domain．Althougli　it

i…p。rt・d・that　th・bi・、di・g・ctMti・・。f・。・uc　C2　d。m・i・・t・1・・get　P・・t・i・・…e・。9・1・肥d　by　C・三＋，　Smu・ft・i・1・…t・d　with　h匹M－2　i・・

Caユ＋－ind叩¢ndent　lllallller．　O岨r　discovery　1hal　hPEM－2　is，　in　addi星ion　to　RhoA，＆重argct　proteln　ofSmurfl　sugges1s　11iat　Smurfl　plays　a

crucial・r。lc　iI1　the　spatiotemporal　regulati。n。fRh。　GTPase　family　members・

K・yw。rds：・C2・d・m・i・；E3　ubiq・11i・ligase；9・ani・・n・cle。tid・・x・ila・ge　fact・・；HECT　d。main；PH　d・m・i・1；Rh。　sig・aii・g　Pa電hway・

葺ntrod山己tion

Ubiq・itin－d・剛・・t　p・。t・i・d・g・ad・監i。・pl・y・a・e・…ti・1・・1・i・an・mb・・。fk・y・bi。1。gi・al・P・・・・・…i・1d・di・g・ignah・…d・・置j。…ell

。y・1・p・・9…si。n　alld　l・all…ipli。・・1・・呂・1・ti。・（H…11k。　and　Ciechan・v・・」99呂）・P・・重・i・・biq・iti・a電i。・爬q・i・e・曲re・st・p・thr°・9－i’

、biq・ilil1－・・ti・・重il19・nzyn・e（ED，・biq・itin－・。可・g・ti・9・・zymc・（E2・），・・d・biq・i｛iIl　lj9・…（E3・）・Tl爬・・a・e・“v。　m・i・・1・・…。f　E3

P・。t・i・s，　d・fi・ied・by　eith・・azi・・－bi・di・9・RING・fi・g・・ad・pt。・d・m・i・。・aHECT・・1・ly1i・d。m・i・・Th・RING　fi・g・・E31ig・・es・apPea「t°

血。、ti。。、、　d。、ki・g　P・。t・i・・that・c…iU・・島・1　P・。t・ins・t。・m・lli・。mp…11t・。mp1・x・i・lc・叩。旧ti・g・・E2　el・・ym・（Pi・k・虞・2°°1）・0・the

。山¢rh、，d，・HECT・E3・lig・・・・…cl1・・acte・1・・d・by・th・・biiity曲m・alhi。1・・1・・i・1・m・・di・te　with　a・重iv固舳biq・i重i・1・and　di・・ctl｝「1・…fe「

・biq・itilユ1。　th・t・・9¢t・pr。電¢i・・（H巳r5hk。・nd　Ciechal1・v・・，1998；・L・ney　and　H。chst・as・。r・・1999）・

Sm、，fl，、111。mb，・。f　thc　HECT－・。・t・i・ing　E3・，・vas。・igi・aily　id・・ti・fi・d・・a・E3竃h・t　ind・ces・biq・iti・・ti・n・・d　d・g・ad・重i・n。fb・n¢

m。叩11。9・neti・p・。重・i・－specifi・Smad1・・d　Sm・d5　i・壮h・TGF一βsignali・g　P・thw・y（Zh・・t・1・・1999）」t　i・・。mp。・。d。f・p・。t・in　kinase　C

、。n，，rv、2（C2）d。m・1・・童電h・N－te・・ill・・，　lw。　WW　d。m・i・・i11重h・middl・，・・d・HECT　d。m・i・・1重11・C－1・m舳・・Th・WW　d。ll’・i11・°n

Sm、，fl　bi。d重。　PPXY　m。伽small　p・。Ii・・－ri・h　s明・・…．・・d・diffe・ent　WW　d・m・i・・P。ssess・diffe・enl　t・・9・t　p・・t・i・・pecifi・ity・・B。tll

Smadl　and　Smad5　intcract　with　Snlurfl　via　thc　PPXY－WW　mediated　interaction，

　　　Th。　Rl1。　farnily。f・m・11　GTP・…（Rh。A，　R・・l　alld　Cd・42）。・g・ni・・i11…chi亘・ct…。f匹h・a・t」n　cyl。・k・1・t。・t。・d・pt　Ihe　c°11ula「

m。叩』・1。gy．t。・。・…ai・1・imp。・ed　by・・ll・1・・p・。9・am・。f曲。11ti・・i…di・i・i。・…dmig・a・i。・（E重i・…－M・・nevilie　and．Hall・2°°子；

B…idg・and　W・n…b。・9，・2。。4｝．　Th・y・wi重・h　b・1・・・…a・i・・cti・・st・1・vi・GTP・・e・・ti・・ti・9　p・。t・i・・（GAPs）and　an　ac鵬stat¢とla

9。、。i・・i1・・1・。tid…change　fa・t。・・（GEF・）．　II1・e・・。・・T　it・w・・。b・㈱d　tha電R・・1・・d　Cd・42　i・d・・いhil・Rh°A　i”hibits　neu「11¢

。、電9・。w電h〔L・・，2。。0）．　H。w・…，・littt・i・・k・。w・。flh…帥ti・g　fa・t。・s　illv。i・・d　i・tllei・c・。・di・・1・d　acti”’tles・

　　　It　ha、、1，。　b。en　d，m。，1、t，、t，出hat　Smu，fl　1、，g，t，　RI1。A　ib・・biq・iti・・百。…d・・b・・叩・・t　p・。t・as。m・l　d・9・・d・ti・・1　i・HEK293T・ells

働g。・。L，2003；Zlla・9、et・L，2。04）．1・に・e・・i・gly，画q・i・i…i・1・。fRl1。A　by　Sm・rfl・di・・1P・s・fib・。bl…p・1・・i・y・・le・di・g　t。　activ“重i°n°f

Rac1、，d　Cd、42，、，1d・f。，m、ti・n。fp・。t・・si。n・・t　th・1・adi・g晦，　wllil・Sm肛臼d・。・・。t　di・eclly・i・t・・…whh　Raclalld　Cd・42・M°「e°ve「・

by。、imil＿・h・・i・m，・i・・1i・・b・・n・h。wn・11・・Sm・・rl　p・・m。に・・…i剛g・・w・h　i・N…。2…II・（B脚…1・・2°05）・Th凪゜n¢might

，、p，c、曲・Sm、，fl　l・・g・ly　g・・¢・at－i・重・a・・U・1・・a・ymm晦。f　Rh。　farnity　GTP・・・…i・ityr　H・w・・・…de・・il・・f　the　events　a「e　still

。nc1，、，　W。　hyp。・h・・i・・d・ha・Sm・・fl　i・…ac・・will1　GEF・。f　R・・1　and　Cd・42・i・　addi・i。11　t。　Rl1。A・b・・a・・e　GEF・・P・°ificatly　ac1iva重¢

i，dMd、ial・ni，mb、，、。fRh。飴mily　withi・p・rti・・1・r　sp・ti・1・・d　t・・lp・・al…1・・t・，　and　illd・ce　a・ti・cyt。・k・1。t。n爬。・g・・i・atlen（R°s5man　et

、L　2005）．　Addi・i。mlly，　it　wa・r酬ly・h。wn・h・・FWD1／β一T・CP，・mcmb・・。f・he　RING　fing・・E31i旦…s・・t・・g・童・FGDI・aGEF　tha置

、、、i、備Cd、42｛H、y、k、w。　e・・1．，2005）．　h…s・fo・11d・h・・am・1…FGDh1曲il・t。　hlt・…t・with　FWD1／β一T・CPI・d！。　su・t”ined　Cdc42

acIlvatlOi1．
　　　1。、h、　p＿・、田d｝・，・・e・…mPにd・。　id・n・ify・h・GEF・・i1・…e　ubiq・i・inat・d　by　Sm・・fl・nd・・…q・・n・ly・fo・・d　hPEM－2・GpF．　f°「

Cd、ヰ2，、，i、g、，。biq、i・ina・i。・・脚m…．U’・als。　d・m。・・・・…d・h・・Sm・・fl・bi・d・・11・PH　d。m・i・。f　hPEM－2・ia　its　C2　d°maln　m　a

Ca2＋－ind叩・・d¢nt　mam¢r　and　indu・c・pr。t・…inal　d・g曲ti・・。fl・PEM－2・

Rcsults

Sm。，n　m・di・t・d曲tq・iti・・吐i・…dp・・1。…mal　d。9md曲・・fhPEM2’”・’h’・

Thr。。、1＿叩。・，r－、，sis・・d…1y・」・，　w・fo・・id・・hat　liPEM－2，　GEF。f　Cd・・2・c。…i…h…q・le・。・46’“ oPSypPP・　・yhich　11’atche＄the

、＿、、∬，叩。＿c。9・i・・dby血・WW　d。m・i・。・Sm・rfl．W・w・…d・。に・・w11・・he・S・11e・rr1　P・。m。・・d・biq・i“・・ti°n°fhPEM’2・　thus・

FLAG－hPEM．2・was　i，m、、，。P，，cipi・、・，d丘。1・・・・・…。f・・…fe…d・・11・wi・11・n・1－FLAG・・n・ib。dy・a・d・h・p・ecipi・・1・s・we・e　subsequ¢nliy

、，，d．fo，　W、，，，nl　b1。，、，、1ysi、，　A，・i－HA…ib・dy　w…sed　t・d・にc・…ij・9・・i。・・f　HA－Ub（Fig…1A・・。P）…d・・ti－FLAG　an量ib°d｝：重゜

“biJ諜糠1鵠‘鵬P縮鷺i。，p．i，lt－1。、、。fSm、，fl（・11…fl・CA）・－finn　th…bi叩li・・…i…f・hPEM－2

r認鼎　1a謝ご灘鷺，1鑑撚篇膿農離舗豊臨灘1瀦　龍贈
c°11~1謝il器ll残淵認灘lll：鑑、1．fhPE＿uced　s、b、，甲lent　d・、・・…i…f・11・P　il・TI…・・trilj…f
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。11・・19¢di・止¢pr¢s。nc・。f　wild－1yp¢Sm・rf藍（Sm・・flWT）and　Smurf量CA（Fig・・。1C，　ci。s・d　l・i・・igles　a・d。P。・・i・c・la・s）・

HaloTag－hPEM－2　was　degradcd　fhster　in　the　pres巴nc¢ofSmurfiWT（Figurc　lC，　diamonds）net　SmurflCA（Figure　lC・squar¢5）・Morcov¢r・

amount　of　HaloTa呂一hPEM－2　in　th¢presence　of　Smurfi　WT　has　already　r¢duc¢d　to　appro：　itnately　50％at　zero　time　poillt（36h　after　th¢

co・・transfbction）ofthe　pulse　chase　labeling｛：ompared　wi吐h　that　in　1he　pr〔∋sence　ofSIτ肌1rflCA、　Thus，　Smurfl　appeared　to　r¢guklt¢the　protein

stabiiity　ofhPEM－2．　OΨeral1，出c　r¢sults　indicate　that　Smurfl　induees　dcgradation　ofhPEM－2　through　the　ubiquitjn－proteasom¢systenl．

Smurf童intera｛：ts・L、・ith　hPEM－2　dire（三tly　bll重is　not　mediated　by　PY　motif

To　ch¢ck　wllether　hPEM・2ロbiquitinalion　by　Smurfi　occurs　through　a　PPXY－WW　m¢dia1ed　jn吐erac1iolい、・¢carried　ou1　an　ubiquitinalion

。．p・，in澗曲・i・9・d・1・ti。・n・u星・・1。f　PPXY　m。1if（hPEM－2△PPSYPPP）・A・・h。w・iII　Fig…2A・P。ly・biq・i電i・・量i・n。f　hPEM－2△

PPSYPPP・“’as　ei・ka・・。d・by　Smu・f1，・・w・11　as　the　p。siti・・c。11t・。1　i・wild・typ。　hPEM－2・Tllis・es・h・・99es1・d　lh・t　tll¢PPXY　m。tif。f

hPEM．2　wa・n・t・cq・i・¢d・fo・Sm・rfl－m・di・重・d蜘・itinati。・．　Tlle・・fo・e，　t。　el・・id・t・童11¢mcch・ni・・・…dby　S・・u・fl　t。　t・唱・t　l1PEM－2・w・

i・v。・tig・定・d　th・i11吐・・a・ti。・iil・vi・・．　hl　tlle・・…ay・，　Sm・・fiCA　wa・・tili・・d　i・・t・・d。fwild　typ・Sm・・fl　t。・・。id　p・⑪電・i・d・g・ad・1i°・and　t°

、t、bili・・th・p・。1・i・・。mpl・・．　Myc－1・g9・d　S・nu・fl・CA・w・s　1・・n・i・・itly・。－exp…sed・“rith　FLAG－1・99・d・hPEM－2　i・HEK293・ells・The

，．p・…i・・1・v・1。fS・1・u・fl　w・s　d・t・n1・i”ed　by　We蜘bbt　wi1h・n1i－My…tlb。dy（Fi即・・2B・middi・）・A・ti孔AG・・tib。dy　w・…曲「

imm。11。P・ecipi〔・足i。・。fl1PEM－2・fr。m　1h。・・II　ly・・t・・（Fig…2B，　b・t1・m脚d　p・・ci；・it・t・・w…d・tect・d・by・We・t・m　bl。t・・i・9　anti’M｝’c°「

、，ti－FLAG、n重ib。die，（Fig…2B，重・P・nd　b。重電。・・，爬叩・ctiv・iy＞Myc－Sm・・fl　wa・・価・i・・11y・・－P…ipi1・にd　witl1　FLAG・hPEM－2　wh・11

both　pro宣¢ins　werc　oo・¢xpress¢d　in　HEK293　cells（Figur邑2B，　Iane　3｝．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　It　h、，・ec鴫・b・…e蜘・d　tllat　Sm・・fl　tra・sfe・s　ubiq・iti・i　molec・1・・1・・ert・i・重・・get　p・。leins　by　m・di・重i・g・d・pt°「p「°tems

｛Sh。、“、，in．Why・tt・t・L，20。6）．　Henc・，　we…由・吻GST　p・ll－d。w・…ay・・t。・・anlill・wh・the・th・・。mpl・・forn・ati・・b・tw・・n　Smu「fl

、nd　l1PEM．2。、c。・、　thr。・gh　di祀ct　i・t・・a・1i。・．1・d・・d，・gl・t・thi…b・ad・b。・・d　GST－Sm・・flCA・・p・・…d・nd　p・・ifi。d恥m五・ωノ’R°setta

i，、、b、t。d・．rith　E．　c。ノ’Iy・a電・…p・・…dHi・－h酬・2（Fig…2C，・b。tl・m），　whe叩重cn1i・1・d・p重。・p・・t・i・・d。・。t・・i・t　Th・bi・di・9・cli・ily

ofGST－Srnurf1　CA　was　detectcd　for　tbe　His－hPEM－2，　bロt　not　for　lucifcrasc　protein（His－rLuc2）as　a　negati鴨control（Figure　2C，　top），　GST

、i。11。　w、、。1，。、，，d、s。11eg・tiv・・。・1・。L　Th・…e・ult・i・di・・重・111・t　Sm・・fl　a・d　l1PEM－2　can　i・t…c重di・・c重1y・vi匡h。・t・・ly・dditi°照l

protelns・

Determination　ofthe　Smurf1－binding　site　in　hPEM－2
Th。　d、t、　d。、、，ib，d、b。、・e　indl、at，　tllat　Sm・・月i・t・・a・t・with　hPEM－2・ia　a　bindi・g・it・。th・・than　til・PPXY　m。ti£T・id・ntify・th。　hPEM－2

d。mai、　r、sp。11、ibl・・fo・Sm・・fl－bi・di・9，・・ye・P・。d・・。d…i。・・d・1・ti・n　m・1・・ts・f　FLAG－T・g9・d・hPEM－2　i・HEK293・ells　and　subj¢c監¢d

、h，m　t。加。。　GST　p、11．d・w・a・・ay・（F」9…3A）．　Th・・xp・・ssi。・1・v・1・。f・11・…n・fe・・ed・hPEM－2　d・1・・i。・m・tant・w・舳t・mined　by

W，、t。m　bI。t、n、ly，is・・i・11　an皇i－FLAG・ntib。dy（Fig…3B，　b。tt・m）・T1、・hPEM－2F・11　w・・e伍・i・n・1y祀c・鴨・ed　fr。：11　IY・ates　”fte「

in、、b、ti。，　with　GST－Sn1、，flCA，　b。t。。t　GST（Fig…3B」・n・・！・nd　2）、　T11・hPEM－2　d・1・li・・…t・・t・w…al・・i…b・1・d　wi出

GST．Sm．，f1CA，　c。．P・・ifi・d　wi1h　GST－Sm・・flCA　and　d・t・・t・d　wi1h　a・帆AG・・tib。dy・Th・hPEM－2△（C　t・rminus＋PH〕“ras　n°t

、u伍。i，。t　t。　bi，d重。　GST．Sm、，口CA（Fig。，e　3B，　la・・5），・whil・th・。th・・hPEM－2　m・t・・t・c・・1・il・i・g　the　PH　d。m・i・・egi。・w。…bl・　t。

bl。d．　Th，、，爬、ult、　d。。、。、、1，at。d　that、・・gi。・。f　hPEM－2・b・hwee・…i・。・・id爬・id…30。・nd　434（PH　d。mai・・egi。・｝　i・　・　candid“te

　billding　re呂ion　fbr　SmurfL
　　　　M。，。。v，，、　t。　na肛。w　1h、，e、，、h・fo・tl、・Sm・・fl・bi・di・g・・gi。・・n　hPEM・2，・ve　c。11・tru・Ied・a・i。・・hPEM－2　C－t・r・・inal　d¢leti°n　mutants

“rith　m。re．limited　tru，、cati。。、　i、・th。爬gi。n・nc。m脚・g…id…30。－434．・Th…sp。・重i・e　m山anI・fr。m　transfect・d　HEK293　eells　“re「¢

。、，d，＿ly、，・h。　bi，ldi・g・cti・i・y・。　GST－Sm・・f1・・b・fo・・．　A1・h。・gh　GST－S皿・・f1CA　b。・・d　lllc　hPEM－2凧・t岬図09・1’396・1－375・

1－358、。nd　l－343），、h，1，329　m、・、，t、ligh・ly・・d・ced　billdi・9・cti・i・y・・d・h・1－318・m・1a・・m・・k・dly舳・・d　blndi・9・・ti・ity　t°！he

GS・T．Sm、，f1（Fig、，。3C）．　Th・・c・・sul・・　・ug9・…th…h…gi。・。fhPEM－2　b・・w…amil1。・・id…id…318・nd　343　i・・eq”i「ed　f°「bindmg

to　Slnurf旦．
　　　W、、。。、i，、ed，。飾、。、。。，　a，1、、Ii。n　i，伽、爬gi・・，　and　hPEM－2　dd・・i。一・・脚・・d…di群abbi・・e・i・・1。・y・・1y・at・…’－sed　fo「

1騰麟繍lflh潔翻螺糊，Q°x：1｝II騰膿潔1灘ぼ1翻灘島，
330－516，、。d　335．516　N－…mi・・l　d㈱…・・11・・。f　l1PEM－2．　whil・bi・di・g・c・i・ily　wa・・1im量・…dby・h。344－516　hPEM－2　m山ant

｛Fi|1、｝舗？Ji、4C，、h，，，gi。＿．mP、，，i。g、mi＿、id，，、idile、實．m　31－3　i・・h・PI｛d・m・i・・fhPEM－2　i・im卿1t・fo・

灘鵜號鶴雛繕1熱蕗灘　総囎鞭騰i懲ll
hPEM．2241－31ズwhidl　llad　27、mi，1。、、ld、、dd・d・。・11・N－・・mi・・1…id－1・・i・…。hPEM－2267－・1…a・el・b…d童。　th¢GST“Smu「fl

（Fi、。，，4B」a爬9）．　B、、，d…h・…e・uh・，　w・…cl・d・・庶・id鵬・318－343（・…em・．N－1・・mi－f　’h・PH　d°111ai”）°fhPEM’2“「c

，，，，n吐i曲，　i。重、，acli。，　wilh　Sm・rfし・・d巳11at　th…igllb。・i・1g　regi。・・p。〔・・ti・t・bi・1di・g　actlvlty・

累謙ll誌膿鴛II！d膿舗舗ε欝似f含瓢L、c・鱒．・eins　c・111・i・i・gC－・dl－・…i…f

謙臨謡器離vasslr，諜親識1獣鵬繍翻落鼎搬饗灘窪
，w。　WW。，　HECTd。m、i，、（Fig、，e　5へ1舗6・・d呂〕・・d　GST・1。・・did・。・bi・d・。・11｝・。f・h・FLAG－L・・2－Smu「fl　mulm】ts・

Sn謙1搬器1課織濃・緊灘P呈課lc講1朧蹴1㌧諜譜瀦麟11灘膿
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hPEM・2　and△C2　Smurfi（Ftgur¢5B，　lanc　3），　as　well　as　thc　negativc　coi、trol　in　lhe　abscnce　el’　Smurfl｛Figurc　5B、　lane　1）Thcse　r¢5ult5

strongly　sug呂¢st　that　Smurf｝associates　with　hPEM－2　througli　its　C2　domain　and　enhances　ubiq”ilination　efbl’EM・2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　う＋　　　lt　wa5　reported　that　many　C2　doniains　il刊oract　with　a　vaτiely　ofpho叩holipids　atid　proteins　in　a　Ca”－d印enden［nlanncr｛Nalefski　and

Falke，1996），　Wc　thcre　fbre　tes1cd　whe【her　Caユ噌ls　essenliaHbr　1he　bi：iding　of　Smurfl　to　llPEM－2　usmg　GST－hPEM－2　purified　froln　E．‘oil

and　FLAG－Luc2　fUsbn　proleins　syntliesiz¢d　ill　mbbit　reticulocyte　lysates　via　the’n捌’o　pull－dowll　assays．　EGTA，　a　che］atmg　a－Eellt　of

oalcium，　was　added　lo　the　reactioll　solu！ion　at　a旧n且1　collc¢11tratien　of　5　mM　to　complet¢ly巴liminate　calclum　ions行om　Ihe　reactso1、．

Conversely．　caloium　ions　werc　added　to　the　r巴action　solution　as　CaC1ユ　at　a　final　concentration　of3．5　mM　Bmding　aclivity、vas　ob駐erved　i：1

combilla重ion　wi山GST－hPEM－2　alld　FLAG－Luc2－Smurf璽C2．　but　not　witll　GST　or　FLAG－Luc2．　rcgard】¢ss　efthe　abs¢nce　or　presence　of

ca1Clum　i。ns（Figure　5C）．

Discussion

in　thls　study，　wc　ldc曲恥d　hPEM－2，　a　GEF　fbr　small　GTPase　Cdc42〔Reid　et　al．，1999）．　as　a　llovel　targ¢吐pro｛cill　ibr　SmurfL　This　m¢all＄山at

Cdc42　can　be　indirectly　regula重¢d　by　SIllurfl　tilrougll　hPEM2　degradatlon　This　findmg　could　sh¢d　light　on　the　spatiotemporal　r∈gula匡ion　of

the　activiti¢s　of　the　Rho飴mily　of　small　GTPases　by　Smurfl，　since　Smurfl　al50　controls　spaIねl　distributioli　of　RhoA　in　cells　lhrough

ubiqu1lh1・mediated　degrada吐ion（Wang　et　a1，，2003）．　Morcover，　it　suggests　the　existeIlee　efsign乱ling　cross－talk　in　R．lio　family　GTPases　svi1h

quali電ative　al重eration　by　GEFs　and　GAPs，and　wi1h　variabilily　in　qllantlty　through　ttbiquitin・modialed　dcgrada1ioll，

　　　Wo　perfbrmed　f川1’vo日biq田tinatlon　a弱a｝rs　to　examm¢whether　Smurfl　exhibi〔s　E31igasc　aclivi1y　fc）r　hPEM－2．　III　the　a，　bsence　of

ectopic日lly　expressed　Smurf1、　Iow　level　cons1itutive　ubiquilination　of　hPEM－2　was　detcc1¢d．　Co－expresslen　of　Smurfl　w】th　hPEM－2

nlarkedly巳nhanc¢d　ubiquitin　conjugation　to　llPEM－2，　wh町eas　Smurfl　CA，　a　ligas¢・inactive　mutallt　wi1h　al田millo　acid　substitution　in唾lle

conserved　cysteine　in　the　HECT　domain．　abelished　sucll　all　e脆ct．　ln　fac重，　SmurflCA　also　r¢duccd　constilutiΨ¢ubiq面tma電ion　of　hPEM－2

田nd　might　act　a5　a　dominant　negativc　mutanl．　competing　witll　endogenous　E31igases　for　hPEM－2．　Additiollally．　accumulation　of

・biq・i伽電・d　hPEM－2・i・・th・p…。11c。。r　MG　132．　all　illhibit。・・f　p・。teas・m・1・・“vl1y…99邸th・t　ubiq・iti・・電・d　hPEM－2　i・t・・gd・d　fo・

P・。t…。nlal　d・g・・d・ti。11．　B劇蜘・…p・rim・・〔…i・g・ul置・・ed・ells　w…d醜・・d・・am。del　sys重・m・・i・g・・ll・t・an・i哨

overexpressing　Smurfl　and　hPEM－2，　th町e　i3　conccrn　about　the¢5§cntial　role　of　endog¢nous　Smurfl　lbr　hPEM－2．　Acoording　to　our

P・。1imi・・ry　d・1・，　it・・v・・i・di…t｝y　mdi・at・d　lh・t　th・end。9・・。・・S1・1・・fl　t・・g・t・　hPEM・2　beca…th・c・11・tit・t・・F・・biq・iti・ati°n°f

t，a。si・ntly　e・p・es・・d　l1PEM－2・。・ld　b・dimi・i・h・d　i・HEK293・dl・in　the　p・…nc・。fSm・・臼・iRNA・・wlli。h。・n・・d…重he　exp・…i・・

1，v，1。f・nd。9・・。・・S…rfi（d・t・n。t・i1。w・1｝．　M。・・。・。・，　we・pPli。d・p・1・・一。h…1・bdi・lg…ay　wil団・…sc・nce－1・beled　Hal。T・g－fUs1。n

hPEM－2　to¢lucidat¢whetller　Smurfl　illduccs　preteelysis　of　l1PEM－2　protem，　Th¢11a旧1掩of　the　HaloTag－hPEM－2　in　1h¢presenc¢of

SmurflWT　ss’as　much　shorter　tlian　tliat　in　the　presence　ofSmurfECA．　Aclually．　amoロnt　of　HaioTag－hPEM・2　m　1h¢pr¢senee　Qf　Smurf1　WT

w、、c。・si伽bly・・d・ced・匡…。til・・p・i・i。flh・e・p・・im・nt・。mp・・ed　with　tllat　i・重he　p・・・・…。fSm・・臼CA・tl1・重mean・tl1・・cd・c亡i。・°f

，重，。d蝉t・1・・ei。fl1PEM－2　by　Sm・・f1WT．　Th・・e　d・1・di…11y　d・m。11・t・at・th・t　Sm・・n・・聾・1・に・ti1・・1・bility。fll匪M－2　i…1山・・d　cells

F。曲，m1。，e，。。，d、1・s・・g9・副・Ih・t　Sm・・fl　P・。m。t・・d・g・ad・ti。・。fhPEM－2童hr。・gh　th・・biq・ilin－P・・t…。m・・y・t・m・Th・GEFhPEM－2　i・

kl1。w，、，、11、1man　l1。m。1。g。・・f・at・。llybi・tln．whidl　apP・a・s　t・b・・g・plly・in・－bi・dil19　P・rt…and　i・・n・・…ti・1　d・t・而旧nt。f・…。na1

9，phy・in　c1・・t・・i・g（H・鴫’…1．，2。。4）．　SI・…fl　may　b・inv。1・・d　i・n・・m・・l　g・phyri・・1・・t・・i・g　th…gh・・9・1・ti。・。f　th・stabilit｝T°f

collybistil1．

　　　　Sm、，fl・t，甜漁，。biq。itm　m。1・c・1・・t。　Sm・d4　by・・edi・ti・g・n・d・p童。・P・。t・i・・1－Sm・d，　b・c・…Sm・d41・ck・aPY　m。tif・nd　d°es　n°重

di，，ct［y　bi，d　I。　Sm・・fl｛Sh・・n・’1・－Why・tt・t・1，，2。。6）．　Alth。・gh　hPEM－2　h・・aPY　m・tif’111i・m。tif1・n・t爬q・i・ed　fo・Sm・「fl　bindlng・T°

，。。∬。。wh，th，，　Sm．，f1－1、d、、，d　hPEM－2　d・9・ad・ti。・・…lt・fr・m　di・・ct　i・t・・acti。・。f吐h。se・pP。重・i・…ll…i”りGST　P・ll－d。w・assay’・as

、pPli、d、s、ng・GST－Sm・・flCA・nd　His－11PEM－Z・｝・・h・slz・d　il1且ω”，・h・・e・・P…ibl・i・…1・・d助P・。t・i…x・・t　Sp・・i丘・i・重・・ac’i°n°f

Hi5－hPEM－2　with　GSTLSmurflCA　was　obs¢rved，　and　th　is諭dicaled　dir¢c1　interaction　of　both　proteins．　Next　w¢1ri¢d　to¢xpose　the

Sm、，n．bi。dmg、it・i・1、PEM－2．　A・・ly・is。f　hPEM－2　d・1・1i。・m・t・・t・a・d　L・・2釦・i。・P・。telns　c。llt・i・ing　hPEM－2…id…d¢fined　a

26－、mi，。　a、id，，gi。，（，、，id。e・318－343），・・rr・・p。ndi・g…h・・1・爬m・N－t・・1・ill・・。fPH　d。m・1・Th・PH　d・m・i・i・a・m・11　p・。1ein　in°dule

。f、b。。t　l2。、111in。　acids・resid。、s・and宣11，i，　thre・－dimensi。1・al　folded・t・・珈・e5　a・e　li・ghly・。115・凹d，　d・・pi喉e・1・w　p・1闘’s・q・・ncc

、imila，ity（L。mm。1｝、nd　F・・9・・。・，2000）．　Th・PH　d・m・i・p。s・e・・e・m・1・ipl・血…i。・・i・・1・di・ig・・hc　ablli・y・・bi・d　i・⑪・i電。l　ph。sphates　and

．。，i。。、　p，。1、i。，．　Th・・．　GEF　p・。・・i・・。・h・・ロ、・・hPEM－2　m・｝’b・…rg・・。fSm・・f1・・i・c・ea・h。f・h・60　pl・・GEF　p・。t・ins　p°ssesses　’he

PH　d。mai、、nd．，p，cifi、、lly、、1i・・t・・i・ldi・id・・1　m・n・b…。f　R11・farnily　wi重hm　p・rti・・1・・叩・t・・1・・d脚。・・1・。nt・・　ts（R…man　et　al・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋2005）．Th、　wi…。。mbillati。・・。fSIII・・f1・・id・GEFs　・night　pl・y・k・y・・i・・i・tM・・－tuni・19。fRh。　faniily　GTPase　ac叫’・

　　　　OII，h，。、11，，　hand，、GST　p・11－d。……ywi・h　Lttc2　fusi。・p・。・・i…。…im・9…p・c・i、T・Sm・㎡1　d。m・i・・（C2・　WW・　a，　nd　HE『T）

，，．ealed　that　the　C2　d。mai。。fSm。，fl　i、、。田，i・nt・fo・ti1・bi・di・g　t。　hPEM－2．　M。・e。vc・．ムC2　Sm・rfl・did・。t　enhan・・P。ly・biquit’nat［°11

。fhPEM．2．1。・，lg。i。gly，・h・…e・ul…s・9g・s・・h・・Sm・・fl　bi・d・hPEM－2・i・it・C2　d。ma瓜b・t　l1。・・i・・h・WW　d⑪n甑w1柳p剛゜

m，di、、。，ub、t，a、、，，c。gl1而肌Th。　CZ　d。mai・w・・。・iginally　ide・喉i伽d　i・c1…lc・且P…。i・kim・・Ci・。fornlS…C註”d叩ende 魔

Ph。sph。lipid・bi・di・g　d・mai・（N・1・f・ki・・d　F・lk・．・1996，　Rに。　and　Sudh。f・・1998）・H・w…d1・C2　d。n1・in　can　al5°medi”te　P「°脚「°trIl

i。1，，、cli。。　and、mall　l1、。1，、ul，　bi．di。9，・in　addit・。・1。1h・bi・di・9。fC・’＋it・。1£F・・c・ample．　lh・・e・。・d　C2　d。m・i・°fm°st　syn叩1喫nlm

i、。fonll、　bi。d、・in　a　C。・・－i、d叩、11d、凪m・nl1・・wi・h　1iigh・伍mty・・cl曲・i・－AP2，・p・。・・i…mplM・。1・・d　i一重ゆi臆mbly（Zhang

，、、L．1994）．1，d，，d、、h。　bi。di、g，f　Sm・・fh。　hPEM－2・did・。…q田r・C・2“・…fl・d1・g　i・・v・1・・bl・e…榔h。・・Ti・1g　the¢x舳d

　且mc1ion　of1110　C2　doInain　as　a　protein　bindi！lg　motif

　　　　Th、、、。、，、，、di、∬h。w、d，h、“】lc　i，・、，、・t1・・。fSI…fl　widl　llPEM－2…u…11・・ugli・ll・C2　d。maill　a・d　e・t祀m・N・紀m幅゜f’1’c　PEI

d。m、i，，　b、、，。、、h，　PPXY　I1、⑪・if・・d・11・WW　d。1・1am、　d・・pi…1叩・・。n・・。f・PPXY　m・1ir・1・hPEM－2・1一重mst‘1曲庄¢「act1°n°f

Sm。，fl　wi重h　Sm、dLSn1、d5、。d　Smad7　i。　th，　TGF一β・ig・・li・19　P・tllw・y。cc・・s・伽WW－PPXY　m・d1…幅・・i・ti。・（Ebi・a“a　et　al　．

錦i識器・畿ll脆謙：謝臨ll翻翻1瓢線1：、離鰍：嚇翻・i農搬島
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spalial　GTI’ase　actiΨjty．

rI1　a　tc「ials　and　lnctho〔15

Constructi｛m　ofcxpression　clonos

To　or¢at¢N－termiiial　FLAG　and　Myc　tag　mammalian　ey，　pression　vectors（pcDNAnFLAG－DEST　mld　pcDNAnMyc－DEST），　doubl君一stranded

oligonロcleotides　includil唱FLAG　or　Myc　tag　segucnc¢s、、・¢r¢cloned　jnto〃加ゴlII　site　ofpcDNA－DEST47△GFP　tilat　was　colls1mct巳d　by

liga匡ioll　of　1460　bp　P訂lfragment⑪f　pcDNA－DEST53（1nvitrogen，　Carlsbad，　CA　USA）with　a　5772　bp　Pst　I　fragm¢nt　ofpcDNA－DEST47

（Invitrogel1），　Smur『1　mld　hPEM－2、、・¢r¢derived　from　sequcnccs　with　G¢nBa江1k　accession　numbers　of　ABO46845（KIAAl625）alld

ABOO7894　（KIAAO424），　respectively．　Tag－fus¢d　Smurfl　and　hPEM－2　worc　construcled　using　pcDNAIIMyc－DEST　and

pcDNA・FLAG－DEST　by　tllc　G・t・way　LR・ec。mbinati・11　r・・cti。n（1・・il・。9¢n）・Ge・・Edil。・Syst・111｛P・。meg呂・M・di・・n．　Wl　USA）wa…eCl

to　gen¢rate　a　cat｛ily重ically　inactive　fb　rm　of　Slnurf重　〔Smu　rfl　CA），　in　whioll　IIle〔：ysteine　at　POsition　725　wa3　rcplac¢d　wi1il　alan計1〔｝and　a

del¢tion　mutantofPPXY　m⑪tifon　hPEM－2（hPEM－2△PPSYPPP）and，　where　the　PPSYPPP　sequcnce　bet、veen　amino－acid　re5iduc5465－47i

was　dele1ed．　N・1¢rmillal　Halo・taggcd　IlPEM－2　was　cr¢ated　usillg　pHT2　voctor（Promcga）．　GS’r－　f1　sion　proにins，　SmurflCA　and　hPEM－2．

werc　subcloned　illto　a　pGEX－6PDES（Hara　et　al．，2003）Ψec10r．　Construction　ofHis重agg自d　Luc2、、・hich　was　dcrived　f㌃om　pGL4」0（luc2）

v，c1。，（Pmleg・）・nd　l1PEM2　w…P・・forn・ed　by　an叩lifyi・喜111e・e・ding叶・m・by　PCR．　foil。wcd　by・1・・i・g　i・t・the　S〃m夏伽R貰sit・s。f

pET一ヰ7b（＋）（T・K・R・，　Sig・，　J・p・・）．　N－and　C－t・㎜il1・l　d・1・ti・・m・重・・1・。f　l1PEM－2　we・e・mplifi・d　by　PCR・11d　d鵬d　ill吐゜

P・DNA・FLAG－DEST．　Th・L・c2・。di・g・・呂i。・w・s・cl。・・d　illt。　P・DNAIIFLAG－DEST・fo・FLAG－lag9・d　L・・2　fusio・p・。1・ill・・and　p・「t。f

hPEM－2　and　Smurfi　sequences　amplified　by　PCR　were　inserted　at　the　C－tcrnlinu50fLuc2．　The　HA－Ub　cons吐ruct　was　kindl｝t　provided　f辻om

Dr．　M。　Treier｛Tr¢ier　et　aL，1994）．

Cell　Cul加re　a皿d　Trans距にtion

HEK293　cells　were　n旧il1電ailled　in　Dulbecce’s　modifi¢d　Eaglc，s　mediun1（！nvi虻ogc11）sロpplel1旭nted　wit1110％fe1al　bovine　serum　and

antibiotio－a11lin1｝rcotic（lnvi止rogen），　Tho　HEK293　cells　wer¢tfansfecled　with　various　expressionΨec世or5、vith　FuGENE　6（Roche　Diagnostics，

1，di…p・li・，　IN　USA）ac…di・g　t・th・m・11・fa・t…ビ・…Dn－d・tb…T。t・l　pl・・mid　DNA　i・拍dMdual　t・・n・fe・重i。・・wa・・dj・・t・d　l°

，叩iva1・・t　am。・・t・i・・11　t・an・fe・1i。ns　witli　empty…1。・・．　T・ansfe・1・d・dl・w…。・11・・e繭・4811・・d…d　fo・imm・n。P「ecipit“ti°11°「’用

v’血りpull　do、、1n　assays・

1皿munoprccipitatien　and　NVestcrn　Blotting
Transfected　cells　were、、・ashed　ill　PBS　and　incubat¢d　20　mill　on　ice　witll　lysis　buffer（50　mM　Hepes，　pl－17．5，150　inM　NaCi，　L5　mM　MgC』，

lmM　EDTA，1。％9聯。1，1％T・it。・X一且。⑪）・・pPI・m・・t・d　“rith　p・。竃…ci・hibit。・・（10・9egXm1・p・・Ii・i・・1°μ9t而11・・p・pti・・i°P9／ml

鋤・ip、i，．1。　U91ml　p・p・t・・i・Aa・d250・pM・PMSF）j…p・i。・・。…℃・11　d・b・i・wa・・em。・・d　by・・1i・一・・i釦9…14°0°Xg・t4°C　f°「

1・mi・，・・d　1h…p・m・重・・電wa・・sed・fo・imm・・1。P・・cipi・・ti・n・nd…e・t・m　bl。t…ly・i・・F…1祀il1－。P・・cipit・ti。n・assay・ce田ysat 窒T

we，、　i。。、b、t，d　wi止h、nti－FLAG－M2｛Slgm・，　St　L・・i・，・MO・USA）fo・211・宜4°C・f・ll。xs’・d・by・i・ic・b・ti⑪・fo・a11・dditi。・・11・lnwith　p・。匹eln

GIA、g、，。・c・・1・P・11・i・・（C・lbi。・h・m，　Sa・Di・9。，　CA　USA）・The・g・r・・…叩・n・i。・wa・・h・n・…h・d・wi・e　wil111y・i・b・ffe「・　th「¢e　t幡

willl　wa、11脈，1｛20　mM　H叩・s，　pH75，　15。　mM　N・Cl，1。％§lycc・。i，0・1％T・it。・X－100）・揃、d　ll1・・b。il・d　i・SDS・・mpl・b・ffe「」n

W。，t、，n　bb重。，旧｝y，i・，・hc　p・ecipit・t・d　a・d　t。重・l　p・・重・i・s。f・・旧）’・at・・w・・…p・・at・d　by　SDS－PAGE・・nd…n・艶汀・d。・t。　P・lyvinylidene

d田。。，id、　m，mb，a。。、、　Tl1。　m，1。b，，n、、　w，・・bl。・k・d　i・5％milk　i・TBST・・1d・・b・・q・・nlly　P・。b・d・with　the　diffe・・nt　p・im・ry・ntib。di・・

dil、、ed　i、　TBST．　A，tib。dy　dil・1i・・M・ed　we・e　a・foll。w・…t田A（R。・hの，1・28。O　di1・ti。・；anti－FLAG－M2・1・1°000；anti－Myc

（1，vi、，。gen），1、50。⑪、・・舳1i－Hi・（W・k。，。・ak・」・p・n）、　L100・・An・・ill・・b・・i。・wi・11　t11・P・il・・ry・・lib。dy・・1・・mb…1・・wε「e．　i“cuba！ed

wi・h・hc　apP，・P・i・t・・11・卜m。…11。・…adi・h　P・・。・id…－d・脚・ib。dies・nd・i・・ali・・d　usi・9・h・mit・1・i…c・…（ECL　plus）de止ectl°11

、y、・，m（GE　H・・11h・…，Bucki・gham・hi・e，・UK）」・・】叩。・ea・。m・i・hibi・。・exp。・im・n…mn・fe…d。・11s・・，c・・t・eat・d’vith　1°卜1M　MG－B2

　（Calbiocheni）fbr　l　h　prior　to　cell】ysis・

Pulse－Chase　ENP町iments
H。1。T。gエ。・。，cllang，・bl・L・b・li・g．　Technol・gy（P・。m・9・）－pPli・d・fo・p・1・・i・b・li・g。fH・1。T・g一血・・d　hPEM－2　P・。t・in・HEK293　c¢ils

w、，，t，、，、fe、t。d　with　H。1。T、，－f、、、d　hPEM－2。・H・1。T・g…c。・…1・nd　th・i・di・・1・d　e・P・e・・i叫1・・mi蜘d・・lt・・曲・36　h・Th¢

H、1。聡。－fu、ed．hPEM－2　and　Fi。loT、g　P，。・。il1・w・・e　1・b・1・d掴。miIl　wi・h　50・M　H・1。T・g　TMR　n・。…c・n・・liga・d（P・。meg・）・Th・ceils

w。，e、iミ、　w。，11，d．fo．，　tim，，　i。・11。㎜、1・mediuT。・nd・h…di・n。m1・1　m・di・m・u叩1・men電・d　wi111500・M　H・1。T・g　Bi・1i・Ligand

（P，。，1剛．A・・h，　i・di・a・・d・im・・，・h・・ell…s・e・e　w・・h・d　wi・h　PBS・・d・lysed　in　SDS　san・pl。　b・ff…　Th・TMR’1abei°d　p「°電eins’鴨「e

，、、。1．，d　by　SDS．PAGE、，d，i、u、li・・d　by伽。・－1・im・gc　al1・1y…FLA3・⑪。｛F醐m・T。ky。・J・p・・）」m・ge　Gauge　sofuva「e㈹imm）

　wa5　us已d　to　quantify　tlle　Iabeled　protein5　presented　at　111¢indicatod　times．

茸課蹴識GS刊IPEM－2we，。，．p，essed、and　p、trMed丘．m　E．　coti　st，ai，R。・c・・．・B…fiy，　the　cultu…囎・i・d　・…D・・…5

wi、h’ J．5．mM　IPτG　fo，3．h、　The　pellel　“’a、、。11・。t・d　alld・e・u・P・nd・d拍・。・i・a・i・n　b・ffe・（25・nM　T・i・－HCI・pH＆°」5°mM　Na『1・5111M

EDTA，。．。2％丁w，en．2・），．，、PPI，m…。d　wi・h　P・・1・…i・11ibi・。・s」…p・i…－Th・・u・p・11・i。・w・・1h・－i・・ted　”nd　the　ins°1”ble

fracti。、　wa，，，m。．、d　by、pi，ni，9　2。　mi。。d2、・…剛4℃，　Th－1・i・i・g・lea・・d・・p・m…n・w・・il1・・bl　t・d　with　5°％sl”mt°f

　CaCトor　5　mrNil　EGTA．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

潔鵠織．＿，p，．．idi、，、11epl。、midp一日A－Ub・・n・lnlc・．・a・一一p・⑪・ldi・皐pG－ES・W・1h・・1kK・
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embryonic　pattern　formatio■1，Nature　400，697693．

Figur〔｝lcg〔∋皿〔ls

Figur¢lSmurfl　media重¢s　ubiquitination　t　nd　proteasomal　d¢grad　alion　of　hPEM－2．

（A　and　B）Ubiquitination　ofhPEM－2　itl　HEK293　celis．　At　4呂hancr　co－1ransfection　N、・ith　the　indioated¢xp爬ssiotl　plasmids（FLAG－t轟gg¢d

l1PEM－2，　Myc－tagged　SmurflWTICA　and　HA　taggcd－Ub），　FLAG・hPEM－2　protcins、vere　immunoprecjpitated（】P）、vitll　anti－FLAG　antibody

廿⑪m　the　cell　lysat¢s．　Th¢ubiquitina重ed　llPEM－2　was　det¢cted　by　Westeni　blol　analysis（Bbりwith　anti－HA　alltibody（Iop）．　aIld　app¢ar¢d　as

high　molecular　wcight　ladders，　indic証重od　by　brackets　to　111e　rlgl｝t　of　ll爬tep　palld，　The　expr¢ssion　levels　of　Myc－Smurfl　and　lhe

co－precipilalioll　levels　of　FLAGhPEM－2　were　delcmユined　witll　antl－Myc乱n吐ibody（midd】¢）and　al1重i－FLAG　a1〕tibody｛boltom），　respectiveiy．

Wh¢n　the　celI5　wcre　1r¢副¢d、vilh　pro重casoma且inhibilor　MG　132（IO　pM），　th¢reagent　was　added　te　celis　fbr　I　h　prior　lo　ccmysis．（C）Tll¢

effect　of　Smurfl　on　hPEM－2　protein　51ability．　HEK293　cells　wεre　1ransfヒcled　with　eiIllcr　SmurflWT（dianlonds），　or　Smurf1CA　witli

HaloTag－fUsed　hPEM－2（squarcs）．　After　36　h　ofcell　culture，　tlle　I・lalo－hPEM－2　proteins　were　labelcd　lbr　le　min　“’ith　HaloTag　TMR　ligaIld，

and　thell　chased　fc）r　indicated　tirn¢s　after　renloval　ef　unreacted　Halo1『且g　TMR．　ligalld　by　washing　cells臼nd　biockilユg、、rith　HaloTag　biotiEl

ligand、The　TMR－labeled　Halo－hPEM－2、、ras　quantified　by　iluoroimaging　alld　the　I¢vel　was　plol1ed　relative　lo　lhe　amount　present　at　time　O．

Similarly，　the　Stability　OfHaloTag　protein　was　also　analyZed　as　a　con吐rOl．　WT，、Vild　typ¢；CA，　Ca1alytiCally　inacti、・e・mutant．

Figu　re　2　hPEM－2　is　ubiqulillaI¢d　by　and　directly　iIlteracts　wiIh　Smurfl　through　a　region⑪lher　lhan　PPXY　mo重i£

（A）Ubiqロitination　of　hPEM－21acklng　PPXY　m⑪百f（△PPSYPPP）ill　HEK293　cclls．　HEKユ93　c¢lls　w6「¢lransfected　with　the　indical¢d

¢xp爬ssion　plasmids．　TIle　hPEM－2WT　and　hPEM－2△PPSYPPP　proteins　w¢r¢immunoprecjpitated（IP）with　anti－FLAG　anIibody　from　the

cell　lysates．　The　ubiquitilla重cd　hPEM－2WT　and　hPEM－2△PPSYPPP、、・as　delected　by　Western　blot　analysis｛Bbt）、、・ith　anti－HA　antibod｝’

〔重op）．　TI1¢expression　levels　of　Myc－Smロrf　alld　the　co－pr¢cipi重a重ion　Icvels　of　FLAG－11PEM－2　w¢re　d¢止erniined　with　anli－Myc　antibody

（middie）and副11i－FLAG　antibody（boltom），　respectivety．（B）Smurrlco－p祀cipi重a1¢s　with　hPEM－2　transi曾1111y　co－expressed　in　mammali卸

cells．　HEK293　cells　w¢re　transfe¢重¢d　with　FLAG－1agged　hPEM－2　and　Myc－1盈gged　SmurflCA．　The　ccH　lysates　w巴爬immunopr¢cipi重a豊¢d

（IP）witll　al11i－FLAG　antibody，　followed　by　western　blot　analysis（Blot〕、Ψith　anti－Myc　an1ibody（lop）．　The¢xpr¢ssion【¢v¢10fMyc－Smurr

and　th¢co－precipitation　level　of　FLAG－11PEM－2　were　determined　by　anti－Myc　antibody（middle）alld　anti－FLAG　antibody（bottom），

respec乱ivdy．（C）11PEM－2　directly　interacl5　wi1h　Snlurfl　wilhout　requiring　an　i11重erm¢diar），・protein．　His－1aggcd　hPEM－2　and　Lueifcrase

prot已i置1（His・－Luc2）were　expresscd　in　Er‘o”，　The　lysat¢s　ef　His－pro産eins（bollom）wcrc　incubatcd　wi重h　purified　GST」SnlurflCA　in　tile加

vi’”o　GST・pu11　down且5＄ay，　GST　alone　also　s¢rved　as　a　negative　controL丁he　bound　His－1agged　protcjns　were　elut¢d貨o】m　I11¢beads　and

d¢重ected　by　W巳steni　blot　analysis　with　an1i・His　antibody（top）、

Fi呂ure　3　Identificatien　ofthe　Sinロrrl－billdillg　r¢gion　in　hPEM－2．

（A）A　schematic　diagram　to　illus重rate　various　hPEM＋－2　deletien　mut日n重s．（B）HEK293　cells、ver¢1ransfect¢d　wi1h匡hc　FLAG一重aggβd　hPEM・2

deletion　nlutanls　and　the　cell　lysat¢s　were　incubatcd　with　tlle　GST・SmurflCA、　The　precipitaIes　eluted　ftom　the　b¢ads　w¢祀analyzed　by

Western　blot　analysis（BIot）with　antiT－FLAG　anIibody（top）．　The¢坤rcssion　levcls　of吐h¢hPEM・2　deletion　muIants　wεre　analyzed　by

an！i－F上AG　using　whoIεcell　lysat¢s（bottom）．（C）hPEM－2　various　C－1emlinal　deletion　mutants　wcre　1ransfected　inlo　HEK293　cells．　The

hPEM－2　mutant　prol¢ins　binding　to　GSTLSmurflCA　from　cell　lysatcs（top）臼nd　to重al　nlu1ant　pr⑪teins　in　ce旧ysates　Cbottom）、、・ere　de匡¢cにd

by　anti－FLAG　antibody，　according　to　tlie　melhod　in　B．

Fig”re　4　Detail¢d　anaiysis　ofthe　Smurfl－binding　sequonce5　in　hPEM－2．

｛A）FLAG一重・99ed　diffe・e・t　C－te・minal　and　N－tem・illal　mutanls。fhPEM－2　w・・e・xp・essed・in・rabbit・・ti・・1。cyte　lysa量es・・The　lysates　“’ere

illcubated　with　Ihe　GST－Smurfl，and　bouild　preteins　were　d¢tected　by　W巴st巴rII　blo1　anaiysis　witli　anti－FLAG　antibedy（重op）．　Tlie　bottom

pan巳l　dem。・軸t¢s　the　1…1。f・tl・e　FLAG－hPEM－2舳1cati・n　m・亘alltS　i・t。1・Hy・・tes・（B）R・bbi1・・ti。・1。・y重…1丁acts　e・p…sed

FLAG－tagged　Luc2　fusien　proteins　including　different　amino　acid　residues　o『hPEM－2　at　C－1ernlimLs．　The　lysales　were　anal｝’zed丘）r　binding

lo　GST・Smurfi　as　in　A．（C｝Aschema重i¢rep　resentatien　of　li　PEM－2　d¢1e重ion　mu電an亀s　and　the　binding　ac1ivities　te　SmurflCへaiong　with　th¢

amiIlo　acid　sequences　surrounding　thc　Smロrfl　－binding　regIon・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TをFigure　9．　C2　domain　ofSmurfl　is　responsible　fbr　interacIion　with　and　ubiquitinatioT1　ofhPEM－2　in　a　Ca‘Lindependent　man爬r．

（A）Detemlination　of　the　hPEM－2－Binding　domain　in　Smurf1．Tbp：A　schcmatic　diagram重o　illustrate　Luじ2　fUsion　pro電eh13　conlaining　C2，

WW，　and　HECT　domain　of　Sinurfl，re叩ectively．　Bo1tom：Pull　dewn　ass血ys　were　perforniedロsil唱the　GST－hPEM－2　alld　the　FLAG一量agg¢d

L・・2　f・・i。・p・。t・in・syIlth・・i・ed　i・　r・bbi星・・1i・u1。cyte　lys・t・・．・The　b・und　FLAG－L・c2血・i。・P・。1・i・・w…d・t¢cにd　by　w・・重・m　bl。t

an・Iy・i・N・’ith　a・ti－FLAG・n重ib。dy（t。P）、　Tl・…p・・ssi・・。f　FLAG－Luc2　fl・i・・p・。t・in・・t・s　d。電・ct・d・by・w・・にm　bl。t　with・面一FLAG

・ll重ib。dy（b。tt。m）、（B）Ubiq・iti・・ti。・。fhPEM－2　by　C2　d。mai・d・1・巴i・・1　mut・・1。fSI1…fl（Sm・・fl△C2）in　HEKユ93・ell・・Th…my・飢e・

transfected　w証11　FLAG－tagged　hPEM－2，　HA－lagged　ubiqi：itin　and　Myc－tagg¢d　Smurfl　WTor　Myc－t臼ggod　Smurfl△C2　svere　used　f（）r加vi、・o

。晦ili・a1i。・…a｝’・，…。・di・g　t・th・P・。・・d・r・d・・。・ib・d　i・Fig…1．（C）C・’㌔i・d・P・ndent　i・lem・ti・・。f　C2　d。・1ai・1・FSm・・fl　wiIl’

hPEM－2．　The　GST－hPEM－2　was　inoubaled　wi璽11　rabbit　retieulocyte　1＞・sates　ex　pressing　FLAG一電aggcd　Luc2－Smurfl　C2　containitlg　ei111er　5

mM　EGTA，　no　additions，　or　3，5　mM　CaC12　in　the加i，itro　GST・pull　do“rn　assay．
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