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研究成果の概要（和文）：チロシンキナーゼが機能する際の構造動態を明らかにすることは、創薬や生命現象の解明に
役立つ。本研究では、チロシンキナーゼに内在する構造平衡をNMR法により解析することで、チロシンキナーゼの活性
を担う動的構造を明らかにすることを目的とした。
c-Src、Fyn、c-Ablの大腸菌での発現・精製プロトコルを確立し、リン酸化状態を制御したサンプルを調製した。安定
同位体標識サンプルのNMRスペクトル測定を行うことで、リン酸化状態や薬剤の結合に伴うNMRスペクトル変化の検出に
成功した。このスペクトル変化がチロシンキナーゼの機能に関わる構造平衡を反映している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Tyrosine kinases are major targets for anticancer drug. To understand the dynamic 
regulation of tyrosine kinases, NMR analyses of the structural equilibrium were performed. In this study, 
E coli. expression system and purification protocol for c-Src, Fyn, and c-Abl were successfully 
established. NMR spectral changes upon phosphorylation of c-Src and upon binding to drugs were observed. 
NMR approach would be useful for understanding the dynamic processes in the regulation of tyrosine 
kinases.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： キナーゼ　NMR

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
チロシンキナーゼは、基質タンパク質のチ

ロシン残基に ATP のリン酸基を転移させる
酵素であり、リン酸化されたチロシン残基と
他のタンパク質の相互作用を介して、細胞増
殖や分化などの様々な生体機能に関与する。
チロシンキナーゼの活性は、自身のリン酸化
や他のドメインとの相互作用により厳密に
制御されている。恒常的活性化を含むチロシ
ンキナーゼの活性制御機構の破たんが様々
ながんにおいて報告されていることから、チ
ロシンキナーゼは重要な創薬ターゲットと
して機能・構造研究が行われてきた。 
チロシンキナーゼの活性本体であるキナ

ーゼドメインは、N ローブと C ローブと呼ば
れる 2 つのローブから構成される。基質や
ATP の結合部位、活性残基を含む触媒部位は
N ローブと C ローブの間に存在する。非リン
酸化状態における不活性型構造とリン酸化
状態における活性型構造の X 線結晶構造よ
り、触媒部位が活性型構造を形成するために
は、N ローブの C へリックスの配向と C ロー
ブの活性化ループの構造が重要であること
が分かっている。このように、チロシンキナ
ーゼをターゲットとした機能・創薬研究では、
X 線結晶構造解析が活性制御の分子機構や薬
剤による阻害機構の解明に大きく貢献して
きた。一方で、例えばキナーゼドメインの不
活性型構造を標的とする阻害剤である
imatinib は、c-Src と c-Abl の間で結合残基が
保存されているにもかかわらず、c-Abl を選
択的に阻害する（Seelinger MA. et al., Structure 
(2007), 15, 299-311）。複合体の結晶構造だけ
では分からない、この imatinib に対する感受
性の違いは、非リン酸化状態のキナーゼドメ
インに内在する活性型と不活性型の構造間
の平衡状態の違いに起因すると考えられて
いる。すなわち、imatinib をはじめとする阻
害剤の結合や変異、リン酸化は、キナーゼド
メインに内在する構造平衡を変化させるこ
とでキナーゼ活性を調節していると考えら
れる。したがって、キナーゼ活性の理解には
結晶構造による静的な構造情報のみでは不
十分であった。 
また、c-Src や c-Abl は自己阻害状態の結晶

構造より、SH3 ドメイン、SH2 ドメインなど
の制御ドメインとの相互作用による不活性
化機構が明らかとなっている。活性化時には
このドメイン間相互作用による抑制が解除
される必要があるが、活性化時のドメイン間
の相対配置は明らかでない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、チロシンキナーゼに内在する

構造平衡を NMR 法により解析することで、
チロシンキナーゼの活性を担う動的構造を
明らかにすることを目的とした。スナップシ
ョットとしての X 線結晶構造のみでは分か
らない、変異による活性発現機構や、薬剤に

よる活性制御機構を動的構造の観点から理
解することにより、医療や創薬を推進する溶
液 NMR 技術基盤を確立することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）キナーゼの大腸菌発現・精製法の確立 

NMR 法を用いた立体構造解析に向けて、
非受容体型チロシンキナーゼの大腸菌にお
ける発現および精製プロトコルを確立する。
発現に用いる大腸菌株やベクターの組み合
わせを検討することで、大量発現に適した培
養法を確立する。調製したタンパク質のリン
酸化状態は、リン酸化チロシンに対する特異
的抗体を用いたウェスタンブロット法およ
び非変性 PAGE により確認する。非リン酸化
体として調製したキナーゼを、ATP 添加によ
る自己リン酸化、ならびに c-Src と Fyn は Csk
によるリン酸化を in vitro で行うことにより、
リン酸化体を調製する。 

 
（2）キナーゼの NMR 法による立体構造解析 
安定同位体標識を行ったキナーゼを調製

し、NMR 測定を行う。非リン酸化体、リン
酸化体、ATP の非加水分解アナログ結合型、
阻害剤結合型などの様々な状態のサンプル
を調製し、NMR スペクトルの変化を観測す
る。NMR シグナルの帰属は、部位特異的変
異導入などにより行う。 
 
 
４．研究成果 

c-Src、Fyn、c-Abl の全長およびキナーゼド
メインの大腸菌発現系を構築し、発現・精製
条件の確立に成功した。調製したタンパク質
が非リン酸化体であること、自己リン酸化活
性をもつこと、および c-Src と Fyn は Csk に
よりリン酸化されることを確認した。以上よ
り、活性を保持したタンパク質の調製に成功
したと判断した。 

c-Src のメチオニン残基の側鎖メチル基を
観測対象とした NMR 測定を行うことで、ATP
の結合やリン酸化に伴うスペクトル変化を
検出した。アミノ酸配列中のすべてのメチオ
ニン残基メチル基の NMR シグナルが観測さ
れていることを確認し、部位特異的変異導入
により各シグナルの帰属を確立した。c-Abl
は、メチオニン残基の側鎖メチル基の NMR
測定は行ったが、観測されたシグナル数がア
ミノ酸配列中のメチオニン残基数より少な
く、NMR スペクトルの質も低かったため、
測定条件の検討が必要であると判断した。 
今後、リン酸化体や薬剤結合型などの様々

な状態の c-Srcについて測定したNMRスペク
トルを、本研究において確立した帰属と既知
の c-Src の X 線結晶構造に基づき解釈し、各
状態のタンパク質の動的構造に関する情報
を得る。 
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