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I 緒言

正常細胞の分化 ・増殖は細胞内の精巧なシグナル伝達機構によって維持されている。そ

の秩序がMれた状態である細胞のがん化は、そのシグナル伝達の調節の災't;~. に端を発する

と考えることができる。がん化した細胞でしばしばみられるリン酸化蛋白質の量的変化は、

細胞のがん化という現象に、蛋白'nのリン酸化を制御する信号伝達分子l洋が関与している

ことを示唆する。

このような信号伝達分子の中で、チロシンキナーゼを中心とする一群の分子の中には約

100アミノ酸からなるSrcHomology(SH)2領域と約50アミノ酸からなるSH3領域という2

つの興味深い領域が見つかっている(Sadowskiet al.， 1986; Mayer et al.， 1988; Koch et al.， 

1991)。段近の研究でこれらの領域は特典的な標的蛋白質と結合することにより信号を制

御するものと思われている(Moranet a 1.， 1990; Pawson and Gish， 1992; Birge and 

Hanafusa， 1993)。特にSH2領域はチロシン残基とそれに続く数個のアミノ酸の特呉的配

列を認識して、このチロシンがリン酸化したときにのみに結合することから、リン酸化依

存性信号伝達機構として注目されている(Songyanget al.， 1993，1994)。またSH3領域も特

徴的なプロリンに富むアミノ酸配列と結合して信号の受け渡しをすることが明らかになっ

てきた(Renet al.， 1993)0 Srcファミリーに属するSrc，Fps， Ablなどのチロシンキナーゼ群

ではこれらの領域はキナーゼドメインのすぐ上流に位置しており、これらのキナーゼの活

性型では、この領域の欠如変異体はキナーゼとしての活性の阻害やトランスフォーム活性

の消失(Sadowskiet a 1.，1986; Wang and Parsons， 1989)または宿主依存性のトランスフォ

ーム能の発現(DeClueet al.， 1987， Hirai and Varmus， 1990)をもたらす。これらの結果よ

りSH2/SH3領域がこれらのキナーゼによる利l胞のがん化シグナルにおいてきわめて重要

な役割をしていることが示唆される。SH2/SH3保有分子としては非レセプター型のチロ

シンキナーゼなどのように活性のわかっている分子以外に、 Nck(Lehmannet al.， 1990)， 

Grb2/ Ash/Sem-5 (Lowenstein et a 1.，1992; Matuoka et a 1.，1992; Clark et a 1.，1992)， Crkな

どのように独自のSH2とSH3領域だけをその機能ドメインとして含むアダプタ一分子と呼
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ばれる蛋白質が存在している。これらのアダプタ一分子は2個かそれ以上の分子を結びつ

けることによって信号を制御していると与えられる。

v-crkは元来、 トリ肉腫ウイルスのCT10とASV-1からlji離されたトランスフォーム活性

を持つifi伝子である(Mayeret al.， 1988; Tsuchie et al.， 1989)。構造的にはウイルス由来の

gagと正常創11胞にあるc-crk遺伝子産物のうち1組のSH2とSH3を持つ領域とが融合したもの

である(Matsudaet a 1.，1992; Reichman et al.， 1992; Ogawa et a /.，1994)0 v-crk遺伝子産物

(以下v-Crkとよぷ)はこのことから蛋白質問の結合を介して細胞がん化のシグナルを伝え

ているものと考えられ、そのメカニズムに興味が持たれてきた(Mayerand Hanafusa， 

1990a)。

私のこれまでの実験及び他の施設の報告より、 v-crkを細胞内に導入すると細胞のがん

化に伴い、いくつかの蛋白質がチロシン残基でのリン酸化を受けることがわかっていた

(Matsuda et al.， 1990; Mayer and Hanafusa， 1990b)。更にそのうちいくつかがv-Crk蛋白

質と強聞な結合をしており、その1つとして70kDのpaxillinが同定されている(Birgeet a 1.， 

1993)。しかしながら、 v-Crkと結合している分子のうち、チロシン残基でのリン酸化がも

っとも際だっている蛋白質は、 トリでは130-140kDの、ラットでは125-135kDの未知の蛋

白質p130である(Matsudaet a/.， 1990; Birge et al.， 1992; Sakai et a/.， 1994a)0 v-Crkとp130

の結合には主としてSH2ドメインが必要であり、この結合を阻害するようなv-Crkの欠損

変具体はトランスフォーム活性も失うことが報告されている(Matsudaet a 1.，1991，1993)。

これらの事実は、キナーゼ活性を持たないv-Crkがどういう機椛で細胞のチロシンリン酸

化とトランスフォーメーシ ヨンを引き起こすかを解明するためにp130蛋白質が鍵を握る

分子であることを示唆している。

一方、線維芽細胞におけるSrcの活性化の際にも数多くの蛋白質のチロシンリン酸化が

認められているが、 Parsonsらは1989年よりCEFの系にv-Srcを発現させることによりチロ

シン残基でリン般化をうけるpll0，p120， p125， p130の各分子を同定し、抗リ ン酸化チロシ

ン抗体で粗精製したそれぞれの試料に対するモノクローナル抗体をつくって解析してきて

いる(Reynoldset a/.， 1989; Kanner et a/.， 1990， 1991)。現在までにpll0-AFAP(Flynnet al.， 

2 



~ 

1993)， p125-FAK(Schaller el al.， 1992)がクローニングされており、 p120もすでに

armadillo repeatsを有するカテニン類似盈内質であることがわかっている(Reynoldse t 

al.，1992)。これらの中で、リン般化にともないinvivoでv-Srcと最も顕著に結合する

130kDの蛋白質p130は、 主としてSrcのSH2と結合することから注目されてきていた。さ

らに弱いながらもCrkのp130と抗体での交差反応が認められることから、両者の異同も問

題になっていた(Kannerel aI.， 1991)。抗体によるp130の発現クローニングなども試みら

れてきているが、抗体の質やライプラリーのリン酸化の条件などの問題があって現在まで

Crkのp130共々クローニングには至らなかった。

以上のことから、私はこのp130がどのような機能を持つ蛋白質分子であるのかに興味

を持ち、 v-Crkによりトランスフォームしたラット及びトリ線維芽細胞にみられるp130に

生化学的解析を加えた後、抗体カラムを使ってラァトp130を精製する手法を確立した

(Sakai et a 1.， 1994a)。また、精製したp130を用いてその部分アミノ酸配列を決定すること

により、 p130のcDNA全長をクローニングした(Sakaiel a 1.， 1994b)。さらにはcDNAによ

り発現したGST融合タンパク質よりポリクローナル抗体を作成し、免疫化学的解析を行つ

た(Sakaiet a 1.， 1994b)。

3 
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II. 方法

1 用いた細胞株と培養条件

ASV-1ウイルスはPeterVogt博士より供与された(Tsuchieet al.， 1989)0 ASV-(ごEF細胞

はトリ胎仔線維芽細胞(CEF)にASV-1ウイルスを感染させた細胞株である。 CEF及びその

ASV-CEF車111胞は10%ウシJI合児IUUi'Ii、 1%トリ Ifft泊、 10%トリプトースプロス(TPB:Flow 

Laboratories)、100単位Imlペニシリン、 100μg/mlストレプトマイシン添加DMEM培地

中で5%C02の条件下に継代した(Hanafusa，1969)0 SR-3Y1細胞(Zaitsuet al.， 1988)はv-

SrcをもっRous肉脆ウイルスによりトランスフォームしたラット3Y1K.，11胞(}くimuraet al.， 

1975)である。SR-3Y1細胞、 3YHIII胞とそのトランスフェクタントは10%ウシlf11泊、 100単

位Imlペニシリン、 100μg/mlストレプトマイシン添加DMEM培地中で5%C02の条件下

に継代した。

2. v-Crk発現*111胞の樹立

ASV-1由来のv-crkcDNAはPeterVogt博士より(Tsuchieet al.， 1989)、CT10由来のv-

crk cDNAは花房秀三郎博士より供与された(Mayeret a 1.，1988)。ラッ ト3Y1細胞にv-Crk

を発現させるために、マウス肉j民ウイルスのプロモーターを持つ発現ベクタ -pMV-7

(Kirschmeier et a 1.， 1988)にv-crkのcDNAをリン酸カルシウム法によるトランスフェクシ

ヨンにて導入し、ベクターの約一つG418に対する抵抗性で細胞を選別した。そのようにし

て選ばれたトランスフェクタント3Y1-Crkはv-Crkを高発現する安定細胞株である。 c-Src、

活性型Src(Y527Fc-Src)、v-Srcのそれぞれを高発現するNIH3T3の安定細胞株はすでに報

告されたものを用いた(Hiraiand Varmus， 1990)。

3. 実験にJI1いた抗体とその大III~jl，l経

ウイルスのgag蛋白質に対するモノクローナル抗体1A1とそのハイプリドーマ細胞は

V.M.Vogt博士より供与された(Pottsand Vogt， 1987)。またリン酸化チロシンに対するモ

4 
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ノクローナル抗体4G10とそのハイ プリドーマ細胞はD.K.MorrisonP#士より供与された

(Morrison et al.， 1990)。通常の免疫化学的解析には、 1A1はハイプリドーマ細胞を無血清

培地CellGrosser H(住友化学)で.tt養した~"i'養上m を、 4G10はハイプリドーマ細胞を10%

牛J!合児Ullm添加]RPMIで培養した培養上消を用いた。精製の際の大量の抗体の調製には、
1A1はハイプリドーマ細胞をプリスタンで前処置したBALB/Cマウスの腹腔内に注射し2

週間後に腹水を採取した。抗体のIgG分画はMAbTrapG(Pharmacia)を用いて精製した。

パキュロウイルスベクターにより発現したv-Crkを1A1を用いて精製し、ウサギのポリク

ローナル抗体αーvCrkを作製した。Srcに対するモノクローナル抗体MAb327はJ.S. 

Brugge博士より分与された(Lipsichet a 1.，1983)。

4 ウエスタンプロッテイング

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE)は従来の方法で行った(Laemmli，1970)。

ウエスタンプロッテイングは湿式のプロッテイング装置(マリソル)とPVDFフィルター(ミ

リポア)を用いてプロ ッテイングを行い(Towbinet a 1.，1979)、ProtoBlotAPシステム

(Promega)にて禿色した。 一次抗体としては4G10(培養上清原液)、 αーvCrk(5000倍希釈)、

MAb327(1 000倍希釈)、 αCas1-3(250011~'希釈)を用いた。ゲルの銀染色は記載された方法

で行った(Hochstrasseret a /.， 1988)。

5. 2次元fE気泳到J

2次元電気泳動(2D-PAGE)はO'Farrelによ る原法(O'Farrel，1975)をWirthらが改良した

方法にそって行った(Wirthet al.， 1987)。アンフォライン(LKB)はpH5-8を4%、pH3.5-10

を1%混合して使用した。等fE点電気泳動は2x130mmのガラスチュープ内で450Vで16時

I旬、 600Vで1時間泳動した。二次元自のSDS-PAGEは1mm厚の9%ポリアクリルアミドゲ

ルで行った。それぞれのサンプルを2枚づっ電気泳動にかけ、 1枚は銀染色にて解像度をチ

ェックし、 1枚はPVDFフィルターにプロットしたのち、抗リン酸化チロシン抗体にてウ

エスタンプロットを行った。

5 
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6. 細胞の正リン酸ラベル

6cm径のシャーレにsemi-confluentな細胞をリン般を含まない培養液で30分前処置した

後に、 1mlの収益液中で0.5mCiのphosphorus-32によって4時間ラベルした。その際に100

μMのNa3V04を加えたものと加えないものをつくり比較した。車IIIIY&.はRIPAbuffer( 

50mM Tris-HCl pH7.4， 150mM NaCl， 0.1% SDS， 1% deoxycholate， 1% Triton X-100， 

2mM phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF)， 10 u/ ml leupeptin， 1mM Na3 V04)にて

溶解し7.5%SDS-PAGEにて解析した。

7. in-vitroでの各種酵素処理

種々の酵素処互11は15cm径のシャーレ1枚からの細胞溶出液をモノクローナル抗体1A1の

IgG分画(0.9μダμJ)と30μlのProteinAセフ アロースにて免疫沈降した免疫沈降物に対し

て行った。それぞれのセフアロースゲルはsuspensionbuffer(10 mM  sodium phosphate 

pH7.0， 150mM NaCl， 1mM DTT，5mM EDTA， 1mM PMSF， 1mM Na3V04， 10u/ml 

aprotinin)にて3回洗浄した後、酔素反応、を70μlの反応系でおこなった。 O-Glycanase

(Takara)による処理は5uの形索を含むsuspensionbufferにて行った。 N-Glycanase

(Takara)による処理は、 1mMTris-HCl pH 8.0を最終波度10mMで加えることと2.5uの酵

素を用いたこと以外はO-Glycanaseによる処理!と同様に行った。酵素活性を持つc-Srcキナ

ーゼはパキユロウイルスベクターを}TJいた系で作成された。 c-SrcキナーゼとNa3V04によ

る処理はreactionbuffer(50mM HEPES pH7.5， 0.1 % Triton X-100， 1 mM  DTT， 10 m M 

MgCl2，40μMATP)にてさらに2[11ゲルを洗浄した後、 reactionbuffer内で行った

(Morgan et a /.， 1989)。アルカリ ホスフアターゼによる処理はゲルをさらに2回APbuffer 

(1mM  ZnC12，lmM MgC12， 10mM Tris-HCl pH 8.3)にて洗浄した後2uのアルカリホスフ

アターゼ(ClP:Takara)を加えたAPbufferにて行った。酵素処理!の後にそれぞれのゲルは

SDS-PAGEのsamplebuffer(2% SDS， O.lM Tris-HCl pH6.8， 10% glycerol， 0.01 % 

6 
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bromophenol blue， O.lM DTT)にて煮沸した後、 4G10を用いたウエスタンプロットによ

り解析した。

8. 抗体カラムの作成

p130蛋白質の精製には2極主i1の抗体カラムをmいたが、どち らもCNBr-セフアロースピ
ーズ(Pharmacia)に抗体をl汲治させることにより作成した。 IgGフラクションのみを精製

したlA1および4Gl0の抗体を、従来の方法で前処理したCNBr-セフアロースカラムに

6mg IgG/mlゲルの波度で12時nuカップリングさせたのち、未反応、残基を不活化した。

9. p130蛋肉質の抗体カラムによる桁製

15cm径のシャーレにて培養された3Y1-Crk細胞はPBSにて2回洗浄した後、 1%Triton-X 

buffer(10 mM  Tris-HCl pH 7.4， 5 mM  EDTA， 150 mM  NaCl， 1 % Triton X-100， 10% 

glycerol， 10 u / ml aprotinin， 1 mM  N a3 V04， 1 mM  PMSF， 100μg/mlleupeptin)によ

り回収した。

50枚のシャーレからの創11胞治11'，液は50mlチュープの中で、 2mlの1A1セフアロースピー

ズとともに4'Cにてゆっくりと回転させながら6時間結合させた。結合後の1A1セフアロー

スピーズはEconoカラム(Bio-Rad)に充填し、カラムボリュームの10倍量の1%TritonX 

bufferにて洗った。その後紡合した蛋白質は8M尿素buffer(8M urea， 1 % Triton X-100， 10 

mM  Tris-HCl， pH 7.4， 150 mM  NaCl， 1 mM  N a3 V04)にて800μlずつのフラクションで浴

出した。 p130を含むフラクシヨンは4G10を用いたウエスタンプロットにより確認し、集

めてから10mM  Tris-HCl pH 7.4， 150 mM  NaCl and 1 mM  N a3 V04に対して透析した。

透析後の試料は次に10分のlIU:の4G10セフアロースピーズと混ぜ4'Cにて5時間結合させた。

結合後の4G10セフアロースピーズはEconoカラムに充填し、 1%TritonX bufferにて一回

洗った後、 0.1%heptylglucoside， 10 mM  Tris-HCl pH 7.4， 150 mM  NaClを含む液で洗浄

した。結合したリン酸化蛋白質は1%phenylphosphate buffer(O.l M phenylphosphate， 

0.1 % heptylglucoside， 10 mM  Tris-HCl， pH 7.4， 150 mM  NaCI)により溶出した。ウエス

7 
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タンプロットと銀染色により p130を合むフラクシヨンを検出し、 1つのチュープに集めた。

合計で約3000枚のシャーレからの*111胞(ー3x1010個)からリン酸化チロシンを含むp130を以

上の手順で音11分精製し、これらの試料を段終的に5%トリクロロ酢酸により沈殿させて液

iEを減らした後、アミノ酸配列解析のためにSDS-PAGEにより分離した。

10. p130蛋白質のPVDF}J)i上でのプロテアーゼ消化

電気泳動により分離して、 PVDF}民上にプロットしたのち、 1%酢酸、 0.1%Ponceau S 

にて染色することにより朕上の蛋白質を検出した、このメンプレンよりp130に相当する

バンドを切り山し、アミノ酸シークエンス決定のために用いた。膜上の蛋白質はそのまま

還元反応とSカルポキシメチル化を行った後、 0.2pmolのリシルエンドペプチダーゼによ

りii1イヒした(Iwamatsu，1992)。

11. 部分アミノ酸配列の決定

!民上での消化により生じたペプチド断片は目立L6200/6000液体クロマトグラフイーシ

ステムにWakosil-IIAR ODSカラムを装着して高速液体クロマ トグラフィーにかけられた。

ペプチド溶液は、アセトニトリル波度を下げるため水により希釈したのち、 Rheodyne

(7125型)サンプルインジェクターと250mlのサンプルループを用いてインジェクションに

かけられた。溶出条件は、以下の溶媒Aと溶媒Bを用いて、溶媒Bの2%ー50%のリニアグラ

ジエントを川いた(溶媒A:0.05%トリフルオロI'f全般水溶液、溶媒B:イソプロパノール:アセ

トニトリルの7:3混合液+0.02%トリフルオロ酢限)。溶出液は目立L4000デイテクターとユ

ニオンUni-2ベースラインアジャスターをIIIいて214nmの吸光度をモニターしながら、各

ピークフラクションごとに手作業で集めた。アミノ酸配列の解析はShimadzuPSQ-1分析

装世をrnいて行った。

12 変性プライマーを用いたRT-PCR

ペプチドシークエンスによって符られたアミノ酸配列の情報を用いて22砲類のセンス及

びアンチセンスプライマーを設計し、 391:a!DNA合成機(PCR-MATE:ABI)を用いて各プ
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ライマーを合成した。 PCRに月]いるcDNAはラット3Y1細胞から抗!It!:lしたmRNA5μgを

10mM DTT， 0.5 mM  dNTP(Pharmacia)， 1 u RNase inhibitor(Takara)， 500 u MLV・

reverse transcriptase(BRL)， 2μg random hexamerを含む50μlの反応液中で37'Cで30分

間反応させて合成した。

このうち2.5μlを50mM  KC1， 10 mM  Tris-HCl(pH8.3)， 1.5mM MgCl2， 0.01 % gelatin， 

0.5μgの各プライマー， 0.12mM  dNTp， 0.625 uのTaqpolymarase (Takara)を含む25μlの

反応液中でPCRにかけた。 PCRはサーマjレサイクラー(Ce加5)を用いて94'C1分、 50'C2分、

72'C2分の条件で行った(Hondaet a /.， 1993)。

13. cDNAライプラリーの作成

cDNAライプラリーはラット3Y1刺IIJ泡のmRNAを用いてオリゴ(dT)をプライマーに用い

て通常の方法で作成した。合成されたcDNAフラグメントはEcoRI-Not ]-BamH ]アダプ

ター(TAKARA)を用いて AZAPlIベクターに挿入してライプラリーを構築した。

14. ジデオキシ法によるDNA塩基配列の決定

クローニングされたp130のcDNAはAZAPIIベクターよりpBlueScriptに入った形で切

り出され(jn v j v 0 excision)、Exo-MungDNA sequencing system(Stratagene)によって

系統的な欠損変異体が作成された。これらの変異ー体を373ADNAシークエンサー

(Applied Biosystems)とSequenase(USB)によ って端からの塩基配列を順次読みとり、そ

れらをつなぎ合わせることによ ってp130のcDNA全長の塩基配列を両方向から決定した。

15.データペース検索と一次構造の解析

データベース検索はEntresノTージョン10と、 Genbank. PIRデータベースに対する

FASTAを用いた検索にて行った。さらに疎水性など1次構造の解析にはMacVectorプログ

ラム(IBI)を川いた(Kyteand Doolittle， 1982)。
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16. ノーザンプロット解析

RNAのお11山はacidguanidine/phenol chroloforrn法によって行った(Chornczynsky

and Sacchi， 1987)0 6週令の雄のラットから各l脳32を取り出し、 RNAを抗11出した。RNA

は6%ホルマリンを含む1%アガロースゲルにて分離した後、 HybondNフィルターにプロ

ットされた。プロープのラベルは[α ・32P]CfPを用い、 MultiprirneDNA Labeling 

Systern (Arnersharn)によってfjった。ハイプリダイゼーシヨンは50%ホルムアミド，

5xSSC.5xDenhardti容液.0.5% SDS， 20μg/rnl変性salrnonsperrn DN Aとラベルされたプ

ロープDNAを含む溶液中で、 42t:の条件で行った。その後フィルターは2xSSC/0.1%SDS、

0.5xSSCI 0.1 %SDS、0.lxSSC/0.1%SDSの各条イ斗で20分づっ50t:で洗浄した後、オートラ

ジオグラフイーにかけた。

17. GST融合タンパク質によるポリクローナル抗体の作成

p130のPvulI消化断片のうち、ヌクレオチド脊号936-1402，1403-2106，2107-2431の3つを

それぞれpGEX-2T，pGEX-1， pGEX-3Xに導入してGST融合タンパク質の形で大腸菌にて発

現した。これらをグルタチオンカラムにて料j製した後、ウサギに皮内注射し、 3種類のポ

リクローナル抗体を作成した。それぞれαCas1，2，3と呼ぶ。

18 キナーゼアッセイ

キナーゼアッセイは500μgの蛋白質を含む剣IIJ胞溶出液を適当な抗体で免疫沈降したのち、

1 % Tri ton X bufferで3回洗浄し、さらにkinasebuffer (50 rnM Tris-HCl pH7.4， 50 rn M 

NaCl， 10 rnM MgC12' 10rnM MnC12)にて3回洗浄してから行った。最終的に30μlの

kinase bufferに浮遊する免疫沈降物に5μCiの[y-32P]ATPを加えて室組で30分反応させた

後、 SDS-PAGEにかけてオートラジオグラフィーでリン酸化された蛋白質を検出した。

19. V8プロテアーゼによる限定分解の断片の解析

V8プロテアーゼによる限定分解は、基本的にはClevelandらの原法に沿って行った

10 
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(Cleveland et a /.， 1977)0 32pでラベルした蛋白質を乾燥したゲルから切り出した後、 O.lM

TrisHCl pH6.8にて膨潤させ、そのまま再度15%SDS-PAGEにかけた。その際に1μgある

いは4μgのStaphylococcusaureusのV8プロテアーゼを含むsamplebuffer を lli:~してか

ら泳動を行い、スタッキングゲルの下端にて一度泳動を止めてゲル内で30分間プロテアー

ゼ反応を行った。

20目細胞分画の剥製

約1x107個の細胞を0.5mlのhypotonicsuspension buffer ( 10 mM  sodium phosphate 

buffer， pH 7.0， 5 mM  EDTA， 1 mM  DTT，l mM  PMSF， 1 mM  N a3 V04)中でDounce型

homogenizerにて粉砕した後、遠心力によって分離した。 1000gの遠心力で核分画をさら

に100000gの遠心力で朕分固と細胞質分間とを分離しそれぞれ全体の1/10をSDS-PAGEに

かけて解析した。
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III. 結よi!:

1. v-Crk発:gUIllJY@.におけるv-Crk結合リン般化蛋白質の同定

v-Crkの導入によりリン般化される蛋白質排を解析するため、私は主として2種矧の異

なる方法で樹立された細胞株を用いた。 1つはトランスフォーミング巡伝子としてv-Crk

を持つトリ肉JJillウイルスASV-1を感染させたCEF細胞(ASV-CEF)であり、もう一つはv-

Crkを発現ベクター3Y1に導入し、 トランスフェクション法により発現させたラット3Y1紛l

!抱(3Y1・Crk)である。これらの細胞をそれぞれその親株であるCEF細胞と3Y1細胞と比較す

ることによって解析した。図1に示すようにASV-CEF細胞と3Y1-Crlvt:nI胞の双方でいくつ

かの蛋白質のチロシンリン酸化の充進が観察される。それらの中で変化のもっとも顕著な

リン酸化蛋白質はASV-CEFにおいては130-140kD、3Y1-Crkにおいては120-135kDの蛋白

質でありこれらはウイルスのがgに対するモノクローナル抗体でv-Crkを免疫沈降したと

きに共沈して観察されることから、細胞内でv-Crkと複合体をつくって存在しているもの

と考えられる。どちらのバンドもきわめてプロードに見えることから何らかの修飾が加わ

っているものと推察される。それらの蛋白質は見かけ上の分子量に幾分差がみられるもの

の、どちらもv-Crkの導入によりチロシン残基でリン酸化を受け、 v-Crkと複合体をつく

る主要蛋白質であることから、仮にp130-cとp130-r(トリp130とラットp130)と名付け、生

化学的解析を行った。

2. 2次元電気泳動法によるp130の検出

最初にそれぞれのp130分子(p130-cとp130-r)が何らかの修飾を受けた単一分子であり、

かつ両者が同一分子であることを確認するために2次元電気泳動法による解析を行った(図

2)。等屯点沼気泳卸Jと9%SDS-PACEによる二次元で分離した後、ウエスタンプロット法

により抗リン械化チロシン抗体でp130を検出した。同11寺に行った銀染色により、等屯点

(pl)が4.7-8.5の蛋白質がマップされていることを線認した。

12 



1 234  5 6 

kDa 

205ー

耳

117ー

80 -

-・H・・ ‘Ig 
50一

図1 v -Crk~~HIII胞における p130のリン酸化と p130の v-Crk との結合

トリ線維芽細胞(CEF)(lane1)とラット3Y1細胞(lane3)にそれぞれASV-1ウイルスの感染

(lane 2)あるいはトランスフェクション(lane4)でv-Crkを発現させ抗リン酸化チロシン抗

体でイムノプロットしたもの。さらにlane2，4の試料より抗gag抗体にてv-Crkとともに免

疫沈降された蛋白質をそれぞれlane5，6に示す。 p130のブロードなバンドに印がつけてあ

る。
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図2 p130の2次元fE気泳到Jによる検出

ASV-CEF細胞(B) と 3Yl-Crk~1I1 JY&.(E)の細胞溶出液を2次元電気泳動にかけ、リン酸化チ

ロシンによるイムノプロットでp130iff白質を検出した。コントロールとなる正常のCEF細

胞(A)と3Yl細胞の)ではみられないp130のスポットが、等電点が敵性の領域にみられる(矢

ではさんで示した)。さらにASV-CEF細胞からv-Crkと結合するものを免疫沈降するとこ

のスポットだけが残る(C)。
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その純聞に19]1僚に飢察される約30のリ ン般化チロシンを含む蛋白質のうち、 v-Crk発現

車!日胞においてはっきりと地強しているスポッ トはASV-CEFと3YI-Crkどちらの細胞でも酸

性領域(pI=5.2-5.5)に観察されるが~130kDの特徴的なスポットであり(図2B，E)、この部分以

外には130kD付近のリン般化蛋lコ質は般察されなかったことから、これらがp130-cと

p130・rに相当するものと考えられた。 さらに r<<I1 ~2のため、 ASV-Crkを v-Crkで免疫沈降し

た共沈物を同様に2次元電気泳動を行ったが、その際にはほとんどl唯一のリン酸化チロシ

ンを含むスポットが同じ位置に観察された(図2C)。これらのことからp13ふcとp130-rは種

が違うだけで同ーの、しかもそれぞれがおそらく単一のリン酸化蛋白質であろうと結論づ

けた。

3. p130の多段階のリン般化による多総性

このチロシンでリン酸化された蛋白質p130はv-Crk発現細胞を正リン酸によりラベルし

た場合にも観察される。 ASV-CEF細胞と3YI-Crk細胞を正リン酸でラベルして、 v-Crkと

ともに免疫沈降した後SDS-PAGEにて分離し、チロシン残基でのリン酸化を強調するため

lNKOHで一時間処理してから観察すると、 p130-cとp130-rの位置にメインのリン酸化蛋

白質が誘導されていることがわかる(図3，lane3、6)。この細胞のラベルの際に、培養液中

に100μMのチロシンホスフアターゼの阻害剤であるNa3V04を添加しておくと、 p130の

ブロードなバンドは上にシフトしややシャープなバンドとして観察される(図3，lane 4)。

この結栄から、 p130のブロードなバンドは、細胞内のチロシンホスファターゼの作用に

より脱リン酸化されたp130が細胞内で独身の程度にチロシンリン酸化を受けていること

を反映しているものと考えることができる。

さらに、免疫沈降により粗精製したp130を綴々な酵素により処理することにより、

p130分子のどのような化学的修飾が起こ っているのかを検討した。細胞内のp130をv-Crk

とともに共沈した後、 N-glycanaseやO-glycanaseにて処理しでもp130のバンドのプロー

ドな様相にはtij~出を与えなかったため(1:;.:14， lane 4、5)、グリコシレーションはp130の多様

性にほとんど関与していないと考えた。
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図3 細胞内のp130の正リン酸ラベル

正リン酸でラベルしたCEF細胞(lane1，2)とASV-CEF細胞(lane3，4)のリン際化蛋白質の

うち、アルカリ処理でリン酸化チロシンを強制したもの。 4時間のラベルの問に培養上清

に100μMのNa3V04を加えたもの(lane2，4)と比較して影響をみた。3Y1細胞(lane5)と

3Y1-Crk細胞(lane6)を正リン酸でラベルしたものも示す。
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図4 粗精製したp130に対する名磁修飾醇素の影響

3Y1-Crk~111}泡か ら 1A1による免疫沈降で粗精製したp130を、ピーズ上でいくつかの醇素

にて処理を行ったのち、 4Cl0のイムノプロットでp130を検出した。元の3Y1(lane1)と

3Y1-Crk(lane 2) の細胞洛:1~液と未処理の粗精製したp130 (lane 3)を左に示す。 N-

glycanase(lane 4)やO-glycanase(lane5)処理ではイムノグロプリン(Ig)しか影響を受けな

いのに対し、 Na3V04ではp130のバンドがわずかに上に広がった(lane6)。酵素活性のあ

るSrcで処理するとSrcの臼己リン般化のバンド(Src)の出現とともにp130のバンドが140kD

付近のシャープなバンドになった(lane7)。逆にアルカリホスファターゼによって処理す

るとバンドが120kD付近まで下がった(lane8)。
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Na3V04にて処理する とp130のバンドはわずかに上にシフ トした(図4，lane 6)。それに

対してSrcキナーゼで処理するとラットp130のバンドが顕著に上昇し、 140kD周辺の比較

的シャープなバンドになった(図4，lane7)。逆にアルカリホスファターゼで処理すると、

30分で120ー130kD周辺までバンドの位置が下がり(図4，lane8)、さらに長い処理ではリン

酸化蛋白質として検出できなくなった。以上よりSDS-PAGEにみられるp130の多総伯は多

くのチロシン残基によるリン酸化が種々の程度に起こっているためであると推定された。

4. v-Crkを発現するラット3Y1細胞からのp130の精製

次に、 p130について解析を進めるために、 p130の桁製を目的としてその条例ニ検討を行

った。当初、 ASV-CEF細胞、 3Y1-Crk細胞、 v-Crkを導入したNIH3T3細胞、 v-Crkを発

現するヌードマウスJJ重蕩など材料として精製を試みた。しかしp130は抗リン酸化チロシ

ン抗体ではl列l肢に検出されるにもかかわらず、蛋白丑としてはそれほど多くないと考えら

れ、ほとんどの場合に粗精製したp130を銀染色で検出するところまでもいかなかった。

その中でも3Y1-Crkは比較的リン酸化されたp130を多く含むことが示唆されたため、最終

的に図5に示したプロトコールを川いてSDS-PAGE上でp130の単離されたバンドを検出で

きる程度に部分精製することに成功した。

第一段階の抗体カラムはv-Crkを認識するgagに対するモノクローナル抗体1A1をCNBr

セフアロースに結合させて作成した。 3Y1-Crkの細胞溶出液をこのカラムにかけ、 v-Crk

とともにそれと結合する蛋白質砕を吸着させた後に洗浄・溶出する。その際の洛出条例ーと

しては8M尿素を含むバッファーをもちいると、 i容出効率が優れているのに加え(図6)、第

二段階の抗リン酸化チロシン抗体による抗体カラムへの吸着効率も優れていることが確認

された。抗リン酸化チロシン抗体4Gl0によるカラムも同様の方法にて作成し、透析によ

って尿素を除去したサンプルの中で、リン酸化チロシンを含むものが吸着された。このカ

ラムからの溶出条件もいくつか検討したが、図7に示すようにリン酸化チロシンの類似物

であるphenylphosphateによる溶出がその特異性において優れていることが銀染色によ

り確認されたためこれを用いた。
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CNBr-activated Sepharose 4B coupled with 
a monoclonal antibody against gag (lAl) 

elute proteins using皇且品堕呈

Renaturation 01 proteins by dialysis 

CNBr-activated Sepharose 4B coupled with 
a monoclonal antibody against pTyr (4Gl 0) 

elut泡 proteinsusing 
01 M ohenvl ohosohat冶

Precipitation by trichloroacetic acid (TCA) 

Size separation by SDS-PAGE and 
electroblotting onto a PVDF membrane 

図5 2段階の抗体カラムによる p130部分精製の流れ図

ペプチ ドシークエンス決定に川いられた p1 3 0の部分精製の方法を簡略化してフロー

チャー トで示す。
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図6 t-/Lgagt-jt体(1Al)をITJいたp130桁製の第一段階

α-pTyr 

α-vCrk 

3Yl-Crkの*111)泡溶出液をlA1セフアロースカラムにかけた後、実験方法にのべたように

8M尿素によって浴出した。カラムにかける前(pre)と後(sup)の細胞溶出液、 8M尿素によ

って溶出した各フラクション(1-9)をウエスタンプロッ トにより解析した。プロッ ト後、メ

ンプレンを約70kDのところで上下に分け、高分子iii;を抗リン酸化チロシン抗体4Gl0(α-

pTyr)で低分子量をv-Crkの抗体(α-vCrk)でそれぞれp130とv-Crkを検出した。
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図7 4G10セフアロースカラムの治山条件の検討

1A1カラムから溶出されたサンプルを透析した後に、 4G10カラムに吸着させ、いくつ

かの方法で溶出させてその効率を比較した。4G10カラムに吸着の前後のサンプルをそれ

ぞれ直接泳動したものをlane1とlane2に示す。各条件で浴出した後に、 i容出液(lane3-7) 

とゲルに残ff_{したもの(lane8-12)をそれそ‘れsamplebuffer(実験方法参照)で煮沸してsos-

PAGEにかけ、その中の蛋白1'1を銀染色で検出した。 条件は8M尿~Wane 3，8)、0.1Mグリ

シンpH2.0(lane4，9)、0.1Mphenylphosphate (lane 5，10)、2%SOS (lane 6，11)、sample

buffer (lane 7，12)である。
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以上の2段附の抗体カラムによる精製を月]いることにより、 p130を効率よく精製し銀染

色で検出可能なiiiを得ることができることを確認したが、段終的な収益は図8に示すよう

に15cm径のシャーレ100枚(約1x109個)の細胞から150-200ng程度と少量であった。そこで

p130の部分アミノ般配列決定のためにさらにスケールを増し、 15cm径のシャーレ3000枚

にて培養した3YI-Crk細胞の剥IIJYd溶出液を調整し、 2段階の抗体カラムにより精製した。

このカラムに使う大量の抗体はマウスの腹水系で調整する必要があった。第二段階のカラ

ムから溶出されたサンプルは凍結乾燥と5%TCA(トリクロロ酢酸)による沈殿で波縮し

たのち7%SDS-PAGEによりう，};!ljf.し、 PVDFメンプレンにプロットした。このメンプレン

をポンソー5により染色すると、 130kD(p130)と免疫グロプリンに由来すると忠われる

50kDのバンドのほかに70kDの弱いバンドが検出された。桁製されたp130の盆は4μg程度

と推定されたため、このバンドを切り出しアミノ酸配列分析に用いることとなった。

5. p130の部分アミノ酸配列の決定

p130の内部アミノ酸配列は、メンプレン上の蛋白質をAchromobacterProtease 1により

消化することにより得た。p130を含むPVDFメンプレンは還元反応とらカルポキシメチル

化を行った後、プロテアーゼ処理を行い、そのJI寺に溶出されたペプチド断片をHPLCにか

けて分析した(図9)。小さなピークの混入やパックグラウンドなどが認められないことか

ら、試料の中にはおそらく単一の蛋白質がお純度(>90%)で含まれているものと考えられ

た。すべてのピーク分画のアミノ限配列分析を行った結果、表1に示すAP-lからAP-7の分

固からアミノ酸配列に|刻する的報が符られた。その他の分画はPTHアミノ酸の量が少な

いか、ピークが重なっているかのために解析できなかった。以上のことより、 p130の内

部アミノ酸配列としてほ)ILVGMYD，(K)APGPEGSSS， (K)TQQGLYQAPGPNPQFQS， 

(K)GQLELQQL， (K)ALYDNVAESPDEL， (K)KPAAPGPGPPATPPQPQ (括弧内のKは切断

部位よりの惟定)の6つが得られた。これらのどの配列も Entrezrelease 10.0データベース

で既知の蛋白質との有意な類似性を有さなかったため、次にこれらの情報を用いてcDNA

クローニングを行うことにした。
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図8 音11分精製したp130のiii的検討

2段階の抗体カラムによって部分粕製したp130の質的 -iit的検討を行うため、 15cm径

のシャーレ100枚からスター卜したサンプルの50分の1を銀染色により解析した。 p130の

バンドの位置を印でしめす。績にコントロールとして希釈した分子益マーカーをながし、

各バンドのおおよその蜜白質量を上に示した。
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チド断片を逆*1]のHPLCにより分析した。 AP-lからAP-7までのピークをアミノ酸配列分

析に用いた。
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表1. p130の内部アミノ酸配列分析

Cycle 
AP-l AP-2 AP-3 AP-4 AP-5 AP-6 AP-7 

N。 Amino Yield Amino Yield Amino Yield Ami.no Yield Amino Yield Amino Yield Amino Yield 
Acid畑田1) Acid (戸田1) Acid (pmo1) l¥cid甲田1) l¥cid (伊田1) Acid取田1) Acid (pmo1) 

1 Ile 3.6 Ala 7.2 Thr 0.9 Gly 4.5 Ala 3.2 Lys 1. 0 Lys/Gly 1. 5/2.3 

2 Leu 7.2 Pro 4.4 Gln 3.8 Gln 5.0 Leu 3.0 Pro 1. 3 Pro 3.8 

3 Val 5.9 Gly 4.5 Gln 3.9 Leu 5.0 Tyr 2.3 Ala 1.3 Ala/Asn 2.3/2.3 

4 Gly 3.6 Pro 4.6 Gly 1. 4 Glu 5.4 Asp 2.7 Ala 1. 4 Ala/Gly 2.3/0.8 

5 Met 5.7 Gly 3.3 Leu 2.2 Leu 4.1 Asn 2.1 Pro 0.8 Pro/Arg 2.2/1. 0 

6 Tyr 4.5 Pro 2.9 Tyr 1. 5 Gln 2.4 Val 2.2 Gly 0.5 Gly/ASp 1.0/0.9 

7 ASp 2.9 Glu 0.9 Gln 0.8 Gln 2.7 Ala 1. 8 Pro 1. 0 Pro 1.8 

8 G1y 1. 4 A1a 1.4 Leu 1. 5 Glu 1. 4 Gly 0.3 G1y/Leu 0.8/0.4 

Ser 1.1 Pro 1. 2 Ser 0.7 Pro 0.7 Pro/Leu 0.7/0.4 

10 Ser 1. 8 Gly 0.8 Pro 1. 0 Pro 0.8 Pro/Asp 0.8/ + 

11 Ser 1.9 Pro 1.1 Asp 0 . 4 Ala 0.5 Ala/Val 1.2/0.6 

12 Asn 0.9 Glu 0.3 Thr 0.1 Thr 0.2 

13 Pro 1. 0 1志u 0.3 Pro 0.5 Pro 0.7 

14 Gln 0.7 Pro 0.6 Pro 0.8 

15 Phe + G1n 0.3 Gln 0.6 

16 Gln 0.5 Pro 0.6 Pro 0.5 

17 Ser 0.3 Gln 0.2 

+ not quantatively determined 
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6. ラットp130のcDNAクローニング

それぞれのアミノ酸配列から抗定される塩基配列よりセンスとアンチセンス各1-3種類

の変性プライマーを設計した。ラット3Y1細胞のmRNAをランダムヘキサマーでcDNA

のファーストストランド合成を行った後、変性プライマーを用いてあり得るすべての組み

合わせでRT-PCRを行った。増幅されたDNA断片を解析したところ、 6つのペプチド配列

のうち4つを同じフレームに含む384塩基からなる断片を見いだしたためこれをcDNAライ

プラリースクリーニングのプロープに用いることにした。

ラット3Y1K:1II胞より構築したcDNAライブラリーのスクリーニングし50万のうち20ヶの

陽性クローンを符た。それらの大部分は3.1kbから3.4kbのサイズで開始コドンのATG

(Kozak，1981)と上流のin-frameの終止コドンを含むほほ全長のcDNAであると考えられ

た。 3クローンは968アミノ般のコード配列を持つ長いタイプのcDNA(long form)であり、

8クローンはN末端の94アミノ酸からなるin-frameの欠損により874アミノ酸をコードする

cDNA(short form)であった(図10)。それらのコードする蛋白質の予想分子量はそれぞれ

94.3kDと104.1kDであった。shortformにみられる欠損はその欠損領域の両端がスプライ

シング部位の5'側と3'側のコンセンサス配列(Mount，1982)に類似するため、 alterna ti ve 

splicingによるものと考えることができる。アミノ酸配列分析で決定した6つのアミノ酸

配列のすべてがこれらのcDNAのコード配列の中に存在していた。

7. 新規の信号伝達分子としてのp130の構造の特徴

GenbankとPIRデータベースの検索を行ったところ、 p130のcDNAにはヒトの脳の

cDNAライプラリーからランダムにクローニングされた410bpの断片(Adamset aJ.， 1993) 

と81%の相向性を持つ領域があるものの(ヌクレオチド1990-2393)、全く新規の蛋白質を

コードする泣伝子であることがわかった。 p130は、チロシンキナーゼを含めて従来知ら

れているどのような酵素併にも相向性を示さなかった。構造的にはp130はN末~W にSrc

homology 3(SH3)領域をもっシグナル伝達分子であることがわかる(図10、図11)。
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図10 (前のページの図)p130Casの核椴配列と予怨されるアミノ酸配列

非コード領域と、コード領域内の5'側にあるalternativesplicingにより多くのクローン

で欠失している領域の核酸配列を小文字で、その欠損領域の両ffllJにあるスプライシングの

ドナーとアクセプタ一部位を下線で示す。開始コドンに先行するinframeの終止コドンを

枠で囲んだ。アミノ酸配列分析で決定した6カJfrのアミノ酸配列を太字で、 SH3領域を下

線で示す。さらにリンF酸化を受けSH2と結合されうる4アミノ酸からなるモチーフが集中

する領域(基質領域)のコアとなるYDxPモチーフを実線で囲み、その回りの変種モチーフ

を点線で闘った。 SrcSH2の結合コンセンサスとなりうるYENS，YDYVモチーフを二重下

級で示した。

rat p130 ALYDN VAESPD E - LS FRK G D工MTVLERDTQGLDGWW LCSLHG---- GIVP GN RLK 
chicken c-src ALYDY ESRTET D - LA FKK G ERLQ工V---MNTEGDWW LAHSLTTGQT GYIP SN YVA 

mQuse v-abl ALYDF VASGDN T - LS ITK G EKLRVLG--YNHNGE WC EAQTK-NGQ- GWVP SN YIT 

chicken v-crk ALFDF KGNDDE D - LP FKK G DILKIR---DKPEEQ WW NAEDMD-GKR GMIP VP YVE 

human GRB2(N) AKYDF KATADD E - LS FKR G DILKVL一一NEECDQNWY KAELN--GKD GFIP KN YIE 
human GRB2(C) ALFDF DPQEDG E - LG FRR G DFIHVM---DNSDPN WW KGACH----- GQTG MF PRN 

human PLC-y ALFDY KAQRED E - LT FTK S AIIQNV---EKQEGG WW RGDYGGKKQ- LWFP SN YVE 

bovine GAP A工LPYTKVPDT D E 工S FLK G DMFIVH---NELEDG WM WVTNLRTDEQ GLIV ED LVE 

図11 p130CasのSH3領域の他のSH3との比較

種々の信号分子に共通して凡いだされるSH3領域のアミノ酸配列を、代表的な蛋白質の

間で比較した。 SH3で保存されるアミノ般を太字で示した(Mayeret a 1.，1988; Lowenstein 

et a 1.， 1992; Booker et a 1.， 1993)。
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その下流には特徴的な領域が存在し、ここにはチロシン残基をその中心とする互いにき

わめて似通ったモチーフが15-30アミノ酸おきに15回反復して出現していることが見いだ

された(図9、図12)。この反復するモチーフの中に繰り返し現れるチロシン残基の多くは

すぐ上流に1っか2つの酸性アミノ酸(D，E)を持つことからチロシンキナーゼの基質になり

やすい。一方、最近SH2はリン般化チロシン残基と結合する際にその後に続く主として3

つのアミノ酸を認識して特異的な結合をすることが示された(Songyanget al.， 1993)。こ

の領域には9つのYDXPモチーフ(YDVp，YDTP)を中心に15ヶの似通ったSH2結合能を持ち

うる配列が出現している。このYDXPモチーフは合成ペプチドを用いた実験でCrkやNck

の結合配列と考えられ、この領域とCrkが強固に結合していることが示唆され、この領域

を基質領域(substrateregion)とl呼ぶことにした。更にp130には3カ所ほどプロリンが集中

する領域がありSH2と同H与にSH3との結合がある可能性もある。私はこのp130蛋白質を

Cas (Crk-associated Substrate: Crk結合基質)と命名した。

ノーザンプロット解析ではp130のRNAはが)3，2kbの単一のバンドとして観察された(図

13)0 3Y1-Crk創11胞におけるp130のrnRNAの発現は3Y1細胞と大差なく v-Crkによる細胞

のトランスフォーメーションに際してp130の転写レベルでの変化は認められなかった。

p130のrnRNAはあらゆる脱税で発現が認められたが;nJ巣 腸管・ JliIiにおいて比較的高発

現を認めた(図13)。

8 ポリクローナル抗体の作成とp130Casの検出

p130の親水性とHlf~主上の特徴を極114にまとめる 。 この図に示したp130Casの3程類の部分

領域Cぉ1，2，3のGST(ク，-)レタチオンSトランスフエラーゼ)との融合タンパク質に対するポリ

クローナル抗体を作成し(それぞれαCas1，2，3とl呼ぶ。)、免疫化学的解析を行った。 3種類

の抗体は、どれも机粕製したp130を4G10にて認められたのと同じ125-135kDの位置に鋭敏

に検出した(図15，lane 6-8)。また、 αCas1以外の抗体はラット3Y1-Crk細胞からリン酸化

したp130を免疫沈降することができた。これに加えて3Y1-Crk細胞には、リン酸化チロシ

ンを含まないと思われる大部分のp130Casが125kDの位置に存在することがわかった。
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Positions Surrounded Sequences Candidate SH2 molecules 

* 
(deduced from sequences) 

213 P♀NVYLVPTPS 

226 QQGLYQAPGPN 

263 AT♀LYQVPPGP 

277 AQ♀IYQVPPSA 

290 GH♀ IYQVPPSL 

332 主~QDE YDTPRHL 
347 SQ♀工YDVPPVR

365 GQ旦VYDTPPMA
385 LL♀VYDVPPSV Crk 
404 HHSVYDVPPSV 

425 R EE TYDVPPAF Nck 

460 A ED VYDVPPPA 

470 AP♀ LYDVPPGL 

485 PGTLYDVPRER 

508 DD GVYAVPPPA 

650 M ED VYQTLVVH 

751 P♀GQYENSEGG 

762 WM  ED YDYVHLQ 
Src family 

図12 p130Cas内のSH2結合コンセンサス

p130Casのアミノ酸配列に凡られる多数のSH2と結合しうるチロシン残基とその位置を

示す。その多くが下線で示す酸性アミノ般を直前に1-2個伴うことから、 リン酸化を受け

やすい。
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図13 3Y1およびラットの各臓採におけるp130CasのmRNAの発現

3Y1細胞とラットの各臓得におけるp130Casの発現}!tをノーザンプロットにより解析した。

各レーン20μgのtotalRNAをp130CasのcDNA会長をプロープにして解析した。 285と185

のリボゾームの位置を左に示し、 RNA量をみるためゲルの臭化エチジウムによる染色を

下に示す。

31 



-

5.00 
4.00 

~ 3.00 
;:; 2.00 
;:: 1.00 
包 0.00
e -1. 00 
宣ー2.00
王 -3.00
-4.00 
-5.00 

αCas1 αCas2 αCas3 
f一一「γ γ~ 

t---二盗↓ s…Reglon I 
E 

且 111 1 &.1・ • 且 1.1 
ー_11副.111..1 1・・且且品J山・h岨且 圃且且...u ..・ a・・且i
k咽 1'1 111 11 "'1 

F 

副

1I咽・ ' 

100 200 300 400 500 600 700 800 900 

図14 p130Casの予測される一次.f1~:i1l

a・

p130
Casの特徴的な2つの領域とともに予測されるSH2結合部位のチロシン(黒い三角)を

図示する。同時に下に名古15位の親水性のグラフ(Kyteand Doolittle，1982; window size=7) 

を表示する。GST融合タンパク質の形でポリクローナlレ抗体をつくるのに使った領域を

αCasl-3で示す。
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図15 3種類のポリクローナlレ抗体によるp130Casの検出と免疫沈降

1A1により粗精製されたp130を、作成した3種類の抗体(αCasl-3)によるイムノプロット

で検出して(Jane6-8)、4G10により検出されるp130と比較したOane1)。一方、 3種類の抗

体とpreimmunelflUuで免疫沈降した3Y1-Crkの細胞溶出液を、 4G10(lane2-5)あるいは

αCas2(lane 9-12)でイムノプロットしてp130を在日察した。
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基質領域のrr心部のペプチド配列に対する αCas1のみがリン般化したp130を免疫ii:1経

できないことは、チロシンのリン酸化によりこの領域のエピトープに変化が起こっている

ことを示唆する。図16にまとめて示すようにp130Casは正常の3Y1細胞では115kDと125kD

の主として2本のリン酸化チロシンを含まないバンド(FormA，B)として検出されるが(図

16，lane 1，4)、 3Y1-CrkではFormAが減少しその代わりに強〈リン般化をうけた125kD以

上のプロードなパンI-'(Formqが出現する(図16，lane 2，5)。この細胞においてv-Crkを免

疫沈降によって落とすと主としてチロシンリン酸化されたFormCのp130が共沈してくる。

図17に示すようにFormCのp130をアルカリホスフアターゼにて処理するとその位泣がさ

がり最終的にはFormAとFormBの位置に移動することからFormCは多くの部位でリン

酸化されることによりFormAとFormBの位貨のバンドが移動したものであると説明で

きるのに対して、 FormAとFormBの差はリン般化のみでは説明できないことがわかる。

cDNAの多様性が|苅わっている可能性が考えられる。

p130Casの若l列なリン酸化はv-Srcでトランスフォームした3Y1細胞(SR-3Y1)でも認めら

れる(図16，lane 6)。ただしリン般化による移動度のずれはv-Crkとv-Srcの発現系で異なり、

両者でリン般化部位の配世や数の追いがあるものと推測される。 SR-3Y1細胞においても

Srcで免疫沈降するとp130Casが共沈することから、 v-Srcとp130が複合体を形成している

ことがわかる(図16，lane 9)。このようなp130Casのチロシンリン酸化はv-fes，v-fms， v-

raf， v-K-ras， v-erbB，SV40によるトランスフォーマントでは検出されず、これらの嫡遺伝子

が少なくとも部分的にはv-crkやv-srcと異なるシグナル伝達系を用いていると考えること

ができる。

9. v-Crk と v-Srcの主~な基質成分であるp130Cas

p130Casとv-Crkあるいはv-Srcとの結合をさらに確認するため、逆の実験としてp130Cas

による免疫沈降物中にこれらの焔逃伝子産物が検出できることを示した(図18，lane 5、図

19， lane 3)。さらに3Y1-Crk*1II胞ではp130Casと細胞内のひSrcとが結合していることも示さ

れた(図16，lane 8、図19，lane 2)。
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図16 v-Crk/v-Src発現*111胞におけるp130Casのリン酸化とCrk/Srcとの結合
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正常ラッ ト3Y1細胞(ー)およびトCrk，v-Srcをそれぞれ発現する3Y1-Crk細胞(Crk)、SR-3Y1

細胞(Src)をそのまま(lane1-3)、p130Casで免疫沈降(lane4-6)、v-Crkで免疫沈降(lane7)、

あるいはSrcで免疫沈降したのち(lane8，9)、p130Cas(上段a)とpTyr(下段b)でイムノプロッ

トした。コントロールとしてカラムで相桁裂したCrkのp130Cas(lane10)とPreimmuneの

血消で免疫沈降したもの(lane11)を示す。リン酸化されない状態の2種類のp130Casの位置

(A，B)とリン酸化後に移動する領域(C)を左に示す。
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図17 p130Casの各フォームのホスフアターゼ処理

正常3Y1細胞(ー)あるいは3Y1-Crk*1II胞(Crk)の浴t11，液をαCas2(p130)により免疫沈降し

(Jane 1，2)、あるいは3Y1-Crk創11胞の溶出液を1A1(gag)により y-Crkで免疫沈降し(Jane3)、

沈降物中のp130CasをαCas2により検出した。これらをCIP(calfintestine alkaline 

phosphatase)で111寺問(Jane4-6)、あるいはBAP(bacterialalkaline phosphatase)で1時間処

理して(Jane7-9)、p130Casのパンドのパターンを比較した。左に元のp130Casにみられる3

つのフォーム(FormA， B， C)の位置を示した。
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図18 p130Casとv-Crkとの細胞内での結合

p130Casの免疫沈降により、 p130Casと共j之されるv-Crkを検出した。3Y1細胞(ー)と3Y1-

Crk細胞(Crk)の浴出液(lane1，2)をp130Casに対する抗体(aCas2)により免疫沈降した(lane

4，5)。比較のため、 3Y1-Crk*IIIJ泡のi容出液を1A1(lane3)あるいはpreimmunel削苛(lane6)

で免疫沈降した。これらのサンプルをα-vCrkによるイムノプロットで解析した。
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図19 p130CasとSrcとの細胞内での結合

..Src 
<)-Ig 

p130Casの免疫沈降により、 p130と共沈されるSrc蛋白質(c-Srcおよびv-Src)を検出した。

3Yl細胞(ー)、 3Yl-Crk細胞(Crk)、SR-3Yl細胞のil寺山液をp130Casに対する抗体(αCas2)で免

疫沈降して、抗Src抗体(MAb327)でイムノブロットした(lane1-3)。これをSrcの抗体(2-17)

で免疫沈降したもの(lane4-6)と比較して解析した。
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p130CasにはいくつかのSrcのSH2と結合する可能性のある領域がある。 SH3領域内の

YDNV配列、 C末のYENSとYDYVの配列それから多少変異しているが基質領域内のYDxP

配列である。 C末の2つの配列は酸性アミノ般の直後にあることもあり可能性が高い。

これまで、 v-Srcによるトランスフォーメーションに際して リン酸化されv-Srcと結合す

る約130kDの未知の基質蛋白質がよく研究されている。図16、図19の結果から今回v-Crk

に関連してクローニングしたp130Casがこの分子と伺ーである可能性が高い。実際これま

でのいくつかのinvitroのデータは両者が同一である可能性を示唆している。そこで次に

このv-Srcの主要な基質蛋白質とp130Casとが同一分子であることを確認した。図20のキナ

ーゼアッセイに示すようにCrk'Srcの発現創11胞双方でp130Casは免疫沈降物のもつキナー

ゼ活性の大変よい基質となる。またそれぞれの細胞をv-Crlくあるいはv-Srcで免疫沈降し

た場合にもp130と全く同じサイズのリン際化バンドがみられる。 Srcと結合した最大の基

質は従来から言われるSrcのp130であることがわかっているので、 p130Casの免疫沈降物に

よるp130Casのリン酸化バンドと、Srcで免疫沈降したときにリン酸化される130kDのメイ

ンのバンドを(図20の，lane5と6)V8プロテアーゼで部分消化したところ、全く同じ消化パ

ターンが得られた(図21)。以上の結来より、今回クローニングしたp130Casが従来からSrc

に結合する主要なリン般化基質として知られるp130と同一分子であるという結論を得た。

10. NIH3T3細胞のがん化に閃述したp130Casのリン酸化

p130Casのチロシンリン酸化は、調べた範囲ではv-Srcとv-Crkを介した細胞のがん化に

特異的に関与していると考えられる。p130Casと細胞の トランスフォーメーションという

現象のつながりをNIH3T3*1II胞の系でもr<<1l認した。 NIH3T3細胞ではv-Crk単独では形態

的にトランスフォーメーションを起こさない。これに単独では トランスフォーミング活性

のないc-Srcを同時に発現させると、すでに報告があるように(Sabeet a/.， 1992)細胞が形態

的に紡錘状になり、フォーカス形成能やヌードマウスにたいする造JIifi=fi)j性などのがん細胞

の性質を獲得する。また、よく知られているように活性型Src(Y527Fc-Src)やv-Srcは単独

でトランスフォーミング活性があり、その活性はv-Srcにもっとも強くみられる。
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図20 v-Crkおよびv-Src発m.k:1II胞のキナーゼアッセイ

3Y1-Crk剰1IJ1包とSR-3Y1創IIJ胞をp130Cas(lane2，5)， v-Crk(lane 3)あるいはSrc(lane6)により

免疫沈降し、免疫j削除物のキナーゼア ツセイを行っ た。lane1，4はpreimmune血清によ

るコントロールである。露光はlane1-3が5hr、lane4-6が30minである。 p130Casのリン

酸化 と考えられる位置に印を付けた。
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図21 p130Casはv-Srcと結合する130kDの主要基質と同一である。

キナーゼアツセイにみられるv-Srcの130kDの基質分子(図20，lane 6)がp130Casと同じも

のかどうかを仰やかめるためV8による苦1¥53'?i'i化でマッピングを行った。図20のlaneS(p130-

IP)とlane6(5rc-IP)にみられる130kDのメインバンドを切り出し、それぞれ1μgあるいは4

μgのV8プロテアーゼで泳lIilJ':rに部分消化した。1μgでの消化による未消化のバン ドと主
要な断片に印を付けて示す。
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これらの細胞でp130Casのチロシンリン般化を N'~べると、 トランスフォームした細胞に

のみp130Casのリン酸化が認められ、 v-Srcにおいてもっとも顕著である(図22)。この結果

はp130Casのチロシンリン|般化がトランスフォーメーシヨンという現象と密接に結びつい

ていることを示唆する。

11. p130Casのチロシンリン酸化による細胞内局在の変化

細胞分画の解析からp130Casは正常細胞でリン般化されていない状態では主として細胞

質に存在している(図23，lane 5)。それに対してv-Crkによる細胞のトランスフォーメーシ

ヨンの際に生ずるチロシンでリン酸化されたフォーム(FormC)は車111胞膜と核を含む不溶

四分に移動することが示された(図23，lane 2，4)。この細胞内でもリン酸化チロシンを含ま

ないp130CaS(FormB)はもとの細胞質に存在している(図23，lane 6)。 この事実からp130Cas

がチロシンリン酸化のギr1!!f，により細胞内の局在を変え他の分子に信号を伝えることが示唆

される。
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図22 NIH3T3細胞のト ランスフォーメーシヨンの際のp130Casのリン酸化

NIH3T3*llIlYiWane 1)及びそれにひSrc(lane3)、活性型Src(Y527Fc-Src; lane 5)、y-

Src(lane 6)を導入したト ランスフエクタントについて、 p130Casで免疫j以降した後、 4Gl0

でイムノプロッ トをすることによりp130Casのチロシンリン酸化の程度を調べた。同時に、

それだけではNIH3T3細胞ではトランスフォームした形態を示さないy-Crkのトランスフ

エクタント(Jane2)と、さ らにそれにひSrcを共発現させることによりトランスフォームし

た*IlIJJ包(Jane4)も!符析した。
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図23 p130Casのリン酸化による細胞内局在の変化
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低張液で粉砕した3Y1出111胞(ー)と3Y1-CrHIII胞を103gと105gの遠心力でp1(Nuc)，p100 

(Mem)， s100(Cyto)の各分画に分離し、それぞれp130CasとpTyrにてイムノプロットを行っ

たo p130Casの3つのフォームを矢印と角括弧で示した。下にまとめたように、 1)ン酸化さ

れていない2つのフォームが主として細胞質にあるのに対し、リン酸化されたフォームは

核と創11胞膜分画に移行している。
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IV 考察

細胞のがん化をきたす遺伝子及びそのコードする蛋白質については近年解析が進んでお

り、活性型癌遺伝子産物とそれに対応する正常細胞内の痛遺伝子産物(c-onc)が細胞の分

化と増殖を制御する分子として注目されている。これらの分子の多くは、チロシンキナー

ゼあるいはセリン・スレオニンキナーゼとして直接的に、あるいは他の分子を介して間接

的に細胞内蛋白質のリン酸化を調節することがわかっている。従ってそれらの蛋白質群に

よってリン酸化される標的分子を解析することは、細胞のがん化や分化・増殖などの調節

機併を知る上できわめて重要である。最近になってPLC-y(Wahl et a/.， 1988)、GAP(Ellis

et a/.， 1990)、Nck(Liet a/.， 1992; Meisenhelder and Hunter， 1992; Park and Rhee， 1992)、

Vav (Bustelo et a/.， 1992; Margolis et a/.， 1992)、Shc(Pelicciet a /.， 1992)、Syp/SH-

PTP2(Feng et a/.， 1993)、Cortactin(p80/p85;Wu and Parsons， 1993)などの信号伝達分子

が増殖因子刺激や細胞のトランスフォーメーションの際にリン酸化を受けることが報告さ

れている。これらのSH2/SH3保有分子は特定の上流からのシグナルを受けることによっ

て細胞の分化 ・増殖に関わるシグナルをリン般化依存性に下流へのシグナルを伝えるもの

と考えられる。

トランスフォーメーションの際のp130Casの多段階のチロシンリン酸化

この研究では、まずトリ及びラットの線維芽細胞においてv-Crkを発現させた際に顕著

なチロシンリン酸化によって検出される130kD周辺のブロードなバンドが単一のp130蛋白

質に由来するものであること、そのプロードなバンドは主としてp130が多くの部位で種々

の程度にチロシン残基でリン酸化されていることに主として由来していることをしめした。

この多くのリン酸化部位はその後のクローニングで基質領域のSH2結合能を持つと考えら

れる15カ所のチロシン残基とC末1l!1JのSrcと結合することが示唆される2つのチロシン残基

として同定された。このように多くの部位のリン酸化によってp130Casは抗リン酸化チロ

シンの抗体で明|僚に検出できるわけであるが、それは逆に実際にリン酸化されたp130蛋

白質の立が予想以上に少ないというがi来をもたらした。最終的に確立した精製法は、二段
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階の抗体カラムを中心として非711・に収率の向い方法であるが、それでも結果として3x1010

の細胞から精製されたp130Casは約4μg(30pmol)であり、その内部アミノ酸配列決定にか

ろうじて足りる註であった。その後作成したp130Casの抗体により、チロシンでリン酸化

されたp130Casは少なくともv-Crkのトランスフォーマントにおいては全体のごく 一部で、

多くのp130Casはリン酸化されずv-Crkと結合しない形で状態でストックとして存在してい

るらしい。

v-Crkとv-Srcの共通信号媒介因子としてのp130Cas

p130Casのil1伝子ク ローニングと免疫化学的解析によっていくつかのことが明らかにな

ったが、その中で注目すべきはv-Crkとv-Srcという2つの全く異なるグループに属する癌

遺伝子産物と結合し、もっとも著明にチロシンリン酸化を受ける細胞内蛋白質がp130Cas

という単一の安白質であるということとが段終的に証明できたことである。この結果は、

p130Casがv-Srcとv-Crkによる細胞のトランスフォーメーシヨンのシグナルを両方とも伝

える直接の信号伝達分子であること示す。このp130Casを介した細胞がん化のシグナルは、

v-Crkとv-Src以外の他の治性化嫡泣伝子産物によっても使われている可能性があるが、

私の調べた範囲ではトfes，v-fms，v-fos， v-raf， v-K-ras， v-erb s， SV40などによる繊維芽細

胞の トランスフォーメーションには関与していないと考えられる。このことからp130Cas

を経由するシグナル伝迷系i絡はv-Crkとv-Srcの系に比較的特異的である可能性もある。

p130Casはそのリン酸化されうるチロシン残基の個数が多いこともあり、 Srcなどのチロシ

ンキナーゼの基質としてきわめて有能であり、そのリン酸化は抗リン酸化チロシン抗体に

よってきわめて鋭敏に検出されうる。Srcファミリーのチロシンキナーゼを中心にp130Cas

の基質としての特異性がゆ]らかになれば、細胞内での特定のチロシンキナーゼのわずかな

活性上昇を検出するための有川な手段となりうる。

p130Casのリン酸化のメカニズム

細胞がん化の際にp130Casをリン酸化しているチロシンキナーゼが何であるかは重要な
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問題である。v-Srcはきわめて強いキナーゼであるので、 v-Srcとp130Casの複合体の中で

p130Casをリン酸化しているのはv-Srcであると考えられる。それではv-Crkと複合体をつ

くったp130Casをリン酸化しているのは何であろうか。可能性として考えられるのはc-Src

である。私の実験でも3Y1-Crk細胞の中で微盆ながらp130Casとc-Srcが結合していること

が示された(図16，lane 8)。現時点ではデータはないが、 v-Crkの導入によりc-Srcのキナー

ゼ活性が上がり、細胞のトランスフォーメーシヨンの方向に働く可能性がある。その活性

化のメカニズムとしてSrcのC末端の527暑のリン酸化しているチロシン残基に結合するこ

とによりc-Srcの活性が上がることが示唆されている(Bibbinset al.， 1993)。この活性化し

たc・Srcによってp130Casがリン般化されるということで説明ができる。これを支持する他

のデータとしてc-Srcの過剰発現とv-Crkがトランスフォーメーシヨンに対して協調的に働

き、さらにSrcのC末端のチロシンをリン酸化するCskによりこのトランスフォーメーショ

ンが抑制されるという報告がある(Sabeet al.， 1992)。またc-Srcに|浪らずSrcファミリーに

属するFyn，Yes， Fgr， LynなどのキナーゼもC末端のチロシンリン酸化により活性が押さえ

られているため、同じような機序でv-Crkによるトランスフォーメーションに関わる可能

性がある。また、最近になってc-AblがCrkのSH3と結合してCrkをリン酸化することが示

され(Renet al.， 1994， Feller et日1.，1994)、c-AblがCrlくと同時にp130Casもリン酸化している

可能性もある。現在リン般化部位のマ Yピングから関与するキナーゼの検索を試みている。

何らかのキナーゼ活性が上がっている可能性とともに、 v-Crkがp130Casの脱リン酸化を

プロックする可能性が考えられる。私のデータでもチロシンフオスファターゼを阻筈する

ことによりp130のリン酸化の程度がさらに上がることが示された(図3)。また大腸菌でつ

くらせたv-Crkを加えることにより、リン酸化されたp130が脱リン酸化を受けにくくなる

という報告もある(Birgeet al.， 1992)0 p130Casのリン酸化の程度の多様性が示すように、

p130Casのリン酸化がキナーゼによ るリン酸化とホスフアターゼによる脱リン酸化の問の

微妙な平衡状態によって決まっていると考えると、 v-CrkのSH2がp130Casのリン酸化部位

に結合することにより、この平衡状態がリン酸化の方向にシフトするものと考えることが

できる。
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SH2保有分子の"シグナlレ集積分子"としてのp130の役割

リン械化していないp130Casは主として釧胞質に存在するのに対して、 v-Crkによりチ

ロシンでリン酸化したp130Casは I~分聞と核分固に移行することが示された。 p130Casがリ

ン酸化した状態でSH2結合能を持つことから考えると、 p130Casカ{*III胞膜内あるいはSrcフ

ァミ リーのキナーゼなどのように朕に結合して存在するSH2保有分子と複合体をつくって

存在しているものと考えられる。このような局在の変化はp130Casが細胞膜から核へのシ

グナJレ伝達に関わる重要なシグナル伝達分子の一つであることを示唆する。

v-Src， v-Yes， v-Fpsの各キナーゼによる細胞のトランスフォーメーシヨンに際して共通

する蛋白質群がリン酸化されているという報告がある(Kampsand Sefton， 1988)。また

p130Casと同ーと考えられる130kDのリン酸化蛋白質がv-Src，v-Fyn， v-Fgrの各分子と結合

していることもいわれており (Sartoret日1.，1991)、Srcファミリーの非レセプター型チロシ

ンキナーゼの多くに共通する信号伝達系路がp130Casを介していることが予想される。ま

たアダプタ一分子であるCrkとNckはそのSH2の結合するコンセンサス配列が非常に類似

していることから(Songyanget al.， 1993)、Nckもp130Casの基質領域と結合する可能性の

高い分子の一つである。 p130CasはSH3の他に約250アミノ酸からなる領域中にSH2結合配

列と考えられるお互いに類似した6種類のモチーフが全体で15回繰り返して現れる特徴的

な領域を持つことから、この領域が多くのSH2保有分子と同時に結合する可能性がある。

p130Casと似た構造を持つものとして、現在までに見つかっている分子の中ではインスリ

ンレセプターキナーゼの基質であるIRS-1が数カ所にYMXMモチーフ を持つことがわかっ

ており (Sunet al.， 1991)、SH2の信号伝述に関わるキナーゼの基質分子に共通する椛迭で

あると考えることもできる。p130Casの構造全体をみると、信号伝達分子の中できわめて

特異な椛迭を持っており、従米のアダプタ一分子と異なり、Srcファミリーのチロシンキ

ナーゼを含むいくつかのSH2保有分子と同時にあるいは競合的に結合してSH3から下流へ

のシグナルのON/OFFを決定するようなsignal-assemblermolecule(シグナル集積分子)と

しての役割を持つことが考えられる(図24)。この特徴的な構造がどのような機能を担って

いるのかは今後の解析を待つ必裂がある。
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図24 信号伝迷分子としてのp130Casの機能

p130Casの桃造とそれから予想されるp130Casの"SignalAssembler"としての役割を模式

図で示した。プロリンに??;む領域を黒で示す。(GNRP:グアニンヌクレオチド交換因子)
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V. おわりに

この研究により、 1989年より多くの研究者によって観察・報告されながらクローニング

にいたらず、 一部の研究者に"MysteryMolecule"とまでよばれたv-5rcとv-Crkの5H2結

合分子p130の分子椛造が191らかになったことになる。これまでのp130に関する初「先は多

くは線維芽細胞の系で行われているが、マクロファージの系ではひfes/c-fpsがp130をター

グツ卜としてリン酸化するデータ(Areceset al.， 1994)や、 T細胞の活性化の際にはひfynが

p130と考えられる蛋白質を基質としてリン酸化し結合するというデータ(da5il va et a 1.， 

1993)なども示され、組織特異的なチロシンキナーゼがp130のリン酸化に関わる可能性も

あり興味深い。さらにインテグリンs1(Kornberget al.， 1991)やbombesin，vasopressinな

どの生理活性分子による細胞刺激でリン般化する130kDの蛋白質(Zacharyet a 1.， 1992)も

p130Casとの異同を今後つめていく必要がある。現在p130Casと結合するがfたな分子の同定

も進んでおり、今回の5rcとCrkのように従来関係がないと考えられてきた系において、

p130Casを介した共通する信号経路が見つかることが十分考えられる。

p130の生物学的機能の解析は現在始まったばかりで、 p130Casがと
e
のような生命現象に

関与しているかが明らかになるまでには、まだ少しl時間を要すると思われるが、 p130Cas

のシグナル伝達分子として他に~l をみないユニークな構造から考えて、この分子の更なる

解析が細胞の分化・増加に|刻わる基本的なシグナル伝達機構の解明に大きく貢献するもの

と考える。
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