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序論 
 
 

1. c-Abl の酵素活性制御機構 
c-Abl は、Abelson 白血病ウイルスである v-Abl の原がん遺伝子として同定さ

れた非受容体型チロシンリン酸化酵素であり、細胞の増殖、分化、ストレス応

答、細胞骨格形成などに関与することが報告されている。（Woodring,P.J. et 
al.,2005, Woodring,P.J. et al.,2003, Wang,J.Y., 2000, Barilà,D. et al., 2003）。また、

c-Ablノックアウトマウスでは、骨髄におけるB細胞の分化異常、胸腺および脾

臓の萎縮、T リンパ球および B リンパ球の減少、骨粗しょう症などを示し、生

後 1－2 週間で死亡することが知られている(Schwartzberg,P.L. et al.,1991）。c-Abl
の発現は様々な組織で認められており、その細胞内局在についても細胞質と核

内を移行することが明らかにされている。しかしながら、c-Abl がどのようなメ

カニズムで活性化されるかについては不明な点が多い。 
ｃ-Abl はスプライシングの違いにより生じる N 末端にミリストイル化されて

いない I 型とミリストイル化された IV 型が主な転写産物であり、その構造に続

いて、Cap 構造、SH3 ドメイン、SH２ドメイン、キナーゼドメイン、プロリン

リッチ領域、DNA 結合ドメイン、アクチン結合ドメインが存在している(参考

図１)。c-Abl の酵素活性は、構造変化により制御されていることが結晶構造解析

の結果から明らかになってきた（Wang, J.Y. et al., 2000, Hantschel, O. et al., 2003, 
Pluk, H. et al., 2002）。IV 型 c-Abl の N 末端の結晶解析の結果から、c-Abl のキナ

ーゼドメインの疎水ポケットに N 末のミリストイル基が入り込むことで閉じた

構造をとり、酵素活性が負に調節されることが明らかとなっている。

（Wang,J.Y.,2000, Hantschel, O. et al.,2003）。しかしながら、c-Abl においてはどの

ようなメカニズムで閉じた構造から開いた構造へと遷移するかについてはほと

んど分かっていない。また、ミリストイル化されない I型Ablに関しては、N末

端のCap構造と SH３ドメインが活性制御に重要であることが報告されているが

（Pluk,H.et al.,2002）、どのようなメカニズムで構造が変化し、活性を持つよう

になるかについては明らかではない。c-Abl の活性抑制の解除に関して、同じ非

受容体型チロシンキナーゼである c-Src と比較すると、両者の構造の違いは C 末

端にある。c-Src の C 末端には、リン酸化されるチロシン(Y527)が存在し、自身

の SH2ドメインと分子内相互作用することで酵素の抑制に関与する(Levinson, N. 
M. et al., 2008)。一方、c-Abl は C 末端領域にプロリンリッチ領域、DNA 結合ド

メイン、アクチン結合ドメインなどユニークな構造を有しており、他の分子と

の相互作用に起因する構造変化により酵素活性が制御されることが予想される。

実際、アクチン結合ドメインに結合するアクチンは、酵素活性を抑制すること

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baril%C3%A0%20D%22%5BAuthor%5D�
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が知られている(Woodring, P. J., et al 2001)。また、我々はプロリンリッチ領域に

結合するアダプター分子が酵素の活性化に重要な役割を果たしていることを見

出している(Shishido et al., 2005; Shishido et al., 2001; Tani et al., 2003、参考図２)。 
 
 
2. アダプター分子による c-Abl の活性化メカニズム 
 アダプター分子とは、タンパク質-タンパク質間相互作用に関与する機能ドメ

インを介して、キナーゼや酵素による基質のリン酸化や修飾を効率的に促進し

たり、不要な反応を防ぐことによりシグナル伝達の特異性を高める役割を担っ

ている分子であると考えられている。我々はこれまでに、厳密に制御される

c-Ablの活性がトランスに働くアダプター分子により制御されていることを報告

した(Shishido,T. et al., 2005, Shishido,T et al., 2001, Tani,K. et al., 2003)。アダプタ

ー分子の1つであるc-Crkは、CT10（chicken tumor No.10）より単離されたがん遺

伝子v-Crkの相同遺伝子として同定された分子である。c-CrkはSH2ドメインと

SH3ドメインのみで構成され、キナーゼ活性を保持していないにも関わらず、

v-Crkを細胞内に過剰に発現させると細胞内タンパク質チロシンリン酸化レベル

の著しい上昇と細胞のがん化を引き起こすことが確認されていた(Mayer,B.J. et 
al., 1990）。また我々のグループは、c-Crkがc-Ablに結合することで、c-Ablの酵

素活性を正に制御するアダプター分子であることを示し、v-Crkによる細胞のが

ん化メカニズムを解明するいくつかの知見を得た(Shishido,T. et al., 2001)。具体的

には、c-Crkが保持する221番目のチロシンがリン酸化され、自身のSH2ドメイン

がそのリン酸化チロシンと結合することで閉じた構造をとり、c-Ablから解離し

c-Ablが不活性化状態へと戻るというフィードバック阻害がなされると考えられ

る(参考図3、a）。一方、チロシンリン酸化部位変異体Y221Fのc-Crkでは、c-Abl
によりc-Crkがリン酸化されないため、閉じた構造をとることができず、c-Abl
は恒常的に活性化される。また、がん遺伝子産物v-Crkでは、このリン酸化部位

を含むC末端領域が欠損しているため、変異型Y221F c-Crkと同様にc-Ablを恒常

的に活性化することを示した(参考図３、ｂ）。c-Crkの構造解析の結果、c-Crk
はリン酸化と非リン酸化状態によって構造が変化することが明らかとなった 
(Kobashigawa 2007)。これは、我々の提唱するモデルを支持する結果であり、

c-Ablによる基質のリン酸化過程におけるアダプタータンパク質c-Crkのリン酸

化が酵素活性制御に重要であることを示している(Shishido et al., 2001)。 
 
 
3. Abi-1 を介した c-Abl による基質リン酸化メカニズム 
 Abi-1(Abl interactor-1)は、Abl に結合するタンパク質として同定された分子で
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あり、我々は Abi－1 が c－Abl の酵素活性および基質認識にも関与するアダプ

ター分子であることを明らかにした(Tani, K. et al., 2003)。Mena(Mammalian 
enabled)はアクチン結合タンパク質として知られており、最初 Drosophila 
Abl(d-Abl)ノックアウトの表現系をレスキューする遺伝子(enabled:d-Ena)として

同定された。しかし、哺乳類培養細胞で Mena と c-Abl を共発現させても Mena
のリン酸化はほとんど起こらないことから、Mena と c-Abl の間をつなぐ第三の

分子の存在が予想された。その後、酵母 two-hybrid 法を用いたスクリーニング

により、Menaタンパク質に結合するタンパク質としてAbi-1が同定され、Mena、
c-Abl との共発現により、Mena が効率的にリン酸化されることを見いだした。

欠損変異体を用いた詳細な解析の結果、Abi-1 は単に c-Abl と Mena を物理的に

つなぐアダプター分子ではなく、c-Abl に結合して c-Abl の構造を変化させるこ

とにより活性化する機能と、基質である Mena に結合し、Mena の構造を変化さ

せそのリン酸化を受けやすい状態にするという機能を併せもつタンパク質であ

ることを明らかにした。これらの結果より、酵素と基質の双方がアダプター分

子により変化することで、効率的に触媒反応が促進されるという c-Crk の場合と

は異なる「アダプター分子を介した基質リン酸化機構」に関する新しいモデル

を提唱している(Tani,K. et al., 2003、Shishido,T. et al., 2005)。その後、Abi-1 を介

して Abl によりリン酸化される基質として、Mena の他に WAVE2(Leng,Y. et al., 
2005)、CDC2(Lin,T.Y. et al., 2004)、BCAP(Maruoka,M. et al., 2005)、VASP(Maruoka,
博士論文, 2009)が報告されており、このモデルが c-Abl の基質リン酸化過程にお

いて、より広範囲に適用される可能性が考えられる。 
 また、このとき、Abi-1 自身も c-Crk 同様、c-Abl によりチロシンリン酸化さ

れることが知られている。しかし、そのリン酸化の意義は明らかにされていな

い。さらに、Abi-1 はセリンのリン酸化も報告されている(Biesova,Z. et al., 1997)。
このセリンのリン酸は、SDS-PAGE において Abi-1 のバンドシフトと関係してい

る。しかしながら、セリンをリン酸化する酵素などは未だ明らかとなっていな

い。 
 
 
4. Mena、VASP、 WAVE2 のチロシンリン酸化の意義 
 これまでに、Abi-1はアクチンフィラメントの重合を制御するWAVE複合体の

構成因子であること、c-AblとWAVE複合体を繋ぐ因子であることが示された

(Echarri, A. et al., 2004, Innocenti,M. et al., 2004)。また、PDGFレセプターの下流で

活性化されたc-AblがWAVE複合体中のWAVE2をリン酸化することが膜ラッフ

リング形成に重要であり、この時Abi-1がc-AblとWAVE2の直接的な結合を媒介

することが報告されている(Stuart,J.R. et al., 2006、Hirao, N. et al., 2006,)。また、
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Abi-1を介してリン酸化される他のアクチン骨格関連タンパク質として、哺乳類

においてはMenaやVASPが知られている。Mena、VASPタンパク質はEvl(Ena/VASP 
Like)と共にEna/VASPファミリーとしてしられている(Gertler, F.B. et al., 1996)。
Ena/VASPファミリーは、細胞接着、極性化、遊走時にアクチン再構築部位に会

合する細胞骨格の重要な制御因子であることが報告されている(Krause, M. et al., 
2003, Kwiatkowski, A.V. et al., 2007)。d-EnaはDrosophila Abl(d-Abl)によりリン酸化

される基質であることが示されており、そのチロシンリン酸化部位は中央に6箇
所存在し、アクチン重合活性を負に制御するものと考えられてきた(Comer,AR. et 
al., 1998, Gertler,F.B. et al., 1995)。マウス由来のMenaでは、c-Ablリン酸化部位は

296番目のチロシンであることが明らかになっている(Tani,K. et al., 2003)。しかし、

296番目のチロシンはラットなどのげっ歯類にしか保持されておらず、ヒト、

ブタ、チキンなどには保持されておらず、リン酸化による機能制御に関しても

明らかになっていない。VASPに関しては、細胞骨格制御や細胞運動に関与する

報告が多数なされている。VASPはセリン・スレオニンキナーゼである

cAMP-dependent protein kinase A/G(PKA/PKG)によりリン酸化されることで、ア

クチン重合活性が制御されることがin vitroの解析結果より示されている(Howe, 
A.K. et al., 2002, Harbeck, B. et al., 2000)。チロシンリン酸化に関しては、c-Ablと
の機能的な相互作用は報告されているものの、内在性レベルでのチロシンリン

酸化については報告されていなかった(Howe, A.K. et al., 2002、Gertler, F.B. et al., 
1996)。しかし近年、BCR-Ablでがん化した細胞におけるリン酸化タンパク質の

網羅的な解析の結果、VASPの39番目のチロシンがリン酸化を受けることが示さ

れた(Goss,V.L. et al., 2006)。また、我々は変異体を用いた実験により実際に39番
目のチロシンがAblによりリン酸化されることを確認した(Maruoka,M. 博士論

文,2009)。またその際、VASPのチロシンリン酸化は白血病に認められる接着性

の亢進に関与しうる可能性を見出した。このようにAbi-1を介してc-Ablによりリ

ン酸化された基質は、アクチン骨格制御に関与している可能性が考えられる。 
  
 
5. がん化における Abi ファミリータンパク質の役割 

Abiファミリータンパク質はAbi-1, Abi-2, NESH/Abi-3の3つのファミリーが存

在する。我々はこれまでに、c-Ablの酵素活性制御においてAbi-1, Abi-2が正の因

子、NESH は負の因子として機能することを明らかにしている(Hirao,N. et al., 
2006, Ichigotani, Y., et al., 2002)。ヒトのがんとの関連では、c-Ablの染色体転座に

より形成された融合タンパク質BCR-Ablが、慢性骨髄性白血病(CML ; clonic 
myeloid Leukemia)や、急性骨髄性白血病(ALL; Acute Lymphoblastic leukemia)の
発症の要因となることが知られている。CMLにおいては、実に95%以上の患者
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でBCR-Ablの融合遺伝子の形成が認められている。BCR-Ablでがん化した白血病

細胞内ではAbi-1のチロシンリン酸化が確認されているが、そのファミリータン

パク質であるAbi-2の発現は消失することが知られている(Dai,Z.H. et al., 1998)。
近年、Abi-1がBCR-Ablによるがん化における細胞骨格の形成異常や、β１インテ

グリンのクラスタリングや細胞接着能の亢進に関与することが報告されている

(Li,Y. et al., 2007)。これらの報告より、BCR-AblにおいてもAbi-1を介したシグナ

ル伝達が関与することが考えられる。 
 
 

6. 本研究の目的 
本研究はアダプター分子 Abi-1 を介した c-Abl による「新しい基質リン酸化機

構」を詳細に解析し、そのメカニズムを明らかにすることにより、c-Abl の酵素

制御の破綻によるがん発生機構を理解するための基盤とすることを目指した。 
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材料および方法 
 
 

材料 
 
発現プラスミドの構築 
   
c-Abl は、マウス１b 型のミリストイル化修飾を受けるタイプ(ヒトにおける I 型
Abl)を用いた。発現ベクターとして pcDNA3(invitrogen)を使用した。BCR-Abl は
p210 タイプを pcDNA3 またはレトロウィルスベクターpcx4BSR ベクターに組み

込んだものを使用した。 
  

Abi-1 はヒト Ablbp4(NCBI Accession No AF001628)を使用した。発現ベクター

として pFLAG-CMV6(Sigma)と GST 融合発現ベクターである pEBG を使用した。

Abi-1 Y/F 変異体は、pFLAG-CMV6 Abi-1 を template として Quickchange 
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用いて作成した。また、Abi-1 WT お

よび、これらの変異体を EcoRI で切断し、GST 融合型として発現するためレト

ロウィルスベクターpGXGFP（Suzuki J, et al., 2006）へ組み込んだ。GFP 融合型

として発現するため pcx4BSR-GFP へ組み込んだ。 
 
マウス Ecotropic retrovirus receptor(EcoR)は、pcx4BSR に組み込まれたものを

使用した。マウス Mena は pEBG に組み込まれたものを使用した（Tani,K. et 
al.,2003）。 
 
細胞 

HEK293T 細胞は、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium(D-MEM)に 10％fetal 
bovine serum(FBS)、および 1％抗生物質を加えた培地を用いて、5％CO2, 37℃で

継代維持した細胞を使用した。K562 細胞は RPMI1640(Nikken)に、10％FBS、
1％抗生物質、50nM 2-mercaptoethanol を加えた培地を用いて、50％CO2, 37℃で

培養した。BaF3 細胞は、RPMI1640(Nikken)に、10％FBS、1％抗生物質、50nM 
2-mercaptoethanol、0.2％マウス Interleukin-3 を産生するミエローマ細胞の培養上

清を加えた培地を用いて培養した。CHO-S-EcoR 細胞は以前作成したものを使

用した（Suzuki,J. et al.,2006）。HeLa 細胞は D-MEM に 10％FBS、および 1％抗

生物質を加えた培地を用いて、5％CO2, 37℃で維持した。 
 
抗体 



 

 8  

Abl の検出には 8E9(Pharmingen)、C-19(Santa Cruz Biotechnology)を用いた。

FLAGの検出にはM2(Sigma)、GSTの検出にはC-14(Santa Cruz Biotechnology) を
用いた。Abi-1 の検出には 1G9 (Tani,K. et al., 2003)を用いた。リン酸化チロシン

の検出には 4G10(Upstate biotechnology)を使用した。 β-Actin の検出には

Ac-74(Sigma)を使用した。GFP の検出には anti-GFP(MBL)を用いた。Abi-1 のリ

ン酸化抗体(pY213)は、目的の部位をリン酸化したペプチドを合成し、免疫をお

こなったウサギから採集した抗血清より精製した(北山ラベス株式会社)。 

 
方法 
 
HEK293T Transfection 
過剰発現による実験に関しては、すべて HEK293T 細胞を使用した。

Transfection の前日に HEK293T 細胞を 1.0×106 個/2ml の濃度で 35mm dish へ撒き、

5％CO2, 37℃の条件下で一晩培養した。発現ベクターの導入には、Fugene 6 に

よるリポフェクション法、またはリン酸カルシウム法により導入した。遺伝子

導入 24時間後、氷冷した PBSで細胞を二回洗浄し、lysis buffer(1% Triton X-100、
10mM Tris-HCl,pH7.6、50mM NaCl、30mM sodium pyrophosphate、50mM sodium 
fluoride、20mM β-glycerophosphate、1mM EDTA、1mM EGTA、1mM sodium 
vanadate、20μg/ml aprotinin、1mM PMSF)で細胞を溶解した。テフロンスクレー

パーを用いて細胞を掻き取り、1.5ml Tube に移した後、on ice で 15 分間静置し

た。その後、15,000rpm で 10 分間遠心し、上清を lysate として回収した。タン

パク質量は BCA protein assay kit(pieace)を用いて濃度を測定した。 
 
GST pull down 

回収した lysate のタンパク量 1mg 分に対して、lysis buffer により 50％スラリ

ーとして調整した glutathione-Sepharose 4B(Amersham) 30μl を加えて 4℃で 2 時間

以上緩やかに撹拌した。その後、6,000rpm で遠心し、アプロチニンを含まない

MAPK lysis buffer 500μl による洗浄操作を 3 回繰り返した。その後沈渣に 2×stop 
buffer 50μl を加えて 105℃で 5 分間、熱処理した。 
 
Western blotting 
調製した sample を 5-20-％のアクリルアミドゲルにアプライして SDS-PAGE

をおこなった。その後 Immobilion-P membrane (Millipore)にタンパク質を転写し、

5％スキムミルク-TBSTまたは 5％BSA-TBSTを用いて室温 30分間Blockingした。

Blocking 液を除いた後、一次抗体で一晩、4℃でインキュベートした。その後、

二次抗体で 1 時間インキュベートし、Immobilon western で検出した。 
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レトロウィルスの作成と感染 
 レトロウィルスの作成にはパッケージング細胞として PLAT-E(Morita,S. et 
al.,2000)細胞を用いた。遺伝子導入の 6時間前に 3.0×106cells/10mlで 100mmシャ

ーレに PLAT-E 細胞を播種し、retrovirus vector 7μg と gag-pol 遺伝子発現プラス

ミドである pGP、エコトロピック env 遺伝子発現プラスミドである

pE-Eco(Takara Bio)を 3.5μg ずつリン酸カルシウム法により trasfection した。翌日

培地交換し、2 日間培養後の培養液を 0.45μm のフィルターでろ過した後、CHO
細胞、BaF3 細胞あるいは K562 細胞に感染させた。感染 24 時間後に培地交換し、

1 週間培養した。その後、GFP 陽性細胞をフローサイトメトリー(FACS Vantage 
SE; BD Bioscience)を用いて分取した。分取した細胞をそれぞれ増殖させた後、

実験に使用した。 
 
大腸菌で発現させた GST 融合タンパク質の精製 

GST-Crk(a.a.120-225)タンパク質は、大腸菌BL21に pGEX-Crk発現ベクターを

導入し、LB-Amp+プレートで一晩培養した。 
GST-Abi-1 タンパク質は、大腸菌 JM109 に pGEX6p-1-Abi-1 WT または、変異

体発現ベクターを導入し、LB-Amp+プレートで一晩培養した。 
シングルコロニーを 10ml の LB-Amp+培地を用い、37℃で一晩前培養した。

前培養したものを 500ml の LB-Amp+培地に移し、37℃で 3-5 時間培養し、

OD600 が 0.6 になったら、終濃度 0.1mM の IPTG を添加し、さらに 18℃で一晩

培養し、タンパク質を発現させた。6,000rpmで 30 分遠心し、上清を捨て、氷冷

した PBS で 2 回洗浄した。沈殿をボルテクスし、軽く沈殿を破壊した後、沈殿

2gに対して 10ml の Lysis bufferを加え、2時間以上 4℃で緩やかに撹拌した。そ

の後、lysate を 22G のシリンジに 10 回通したものを、氷冷したガラスチューブ

に移し 12,000rpm、4℃で 30分遠心した。回収した上清に 500μlのGSHビーズを

加え、4℃で 4時間以上緩やかに撹拌した。Lysis bufferで 4回洗浄した後、500μl
のグルタチオン溶出液(30mM 還元型グルタチオン、150ｍM Tris-HCL pH9.0)を
加え、4℃で 1 時間穏やかに撹拌した。6,000rpm で 2 分遠心し上清を回収した。

コンタミしたビーズをクロマトディスクにより除き、透析チューブ (Bio 
DesignInc.)に移した。 
 
透析 
透析チューブに入ったサンプルを 500ｍl の Dialysis buffer(20mM Tris-HCL , 

150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM DTT, pH7.6)を用いて 4℃で 1 時間透析をおこな

った。さらに、新しい Dialysis buffer500ml で 1 時間透析をおこなった後、新し
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いDialysis buffer １Lで一晩透析をおこなった。その後、透析チューブを回収し、

チューブ内に残っている目的タンパク質を回収した。 
 
免疫沈降法による c-Abl の精製 
Kinase assay で用いる c-Abl タンパクを精製する為、c-Abl を過剰発現させた

HEK293T 細胞から回収した lysate と、c-Abl と Abi-1 野生型(WT) または変異体

を共発現させた HEK293T 細胞から回収した lysate のタンパク量 1mg 分に対して、

Abl の抗体(C-19)を 1μg 加えて 4℃で 4 時間以上緩やかに撹拌した。さらに

Protein G Sepharose (Pharmacia) 30μl を加えて 4℃で 2 時間以上緩やかに撹拌した。

その後、6,000rpm で 2 分間遠心し、500μl の kinase buffer(20mM Tris-HCL pH7.5, 
150mM NaCl, 1mM DTT )で洗浄する操作を 4 回繰り返した。その後、沈渣に

kinase buffer 100μl を加えたものを c-Abl タンパク質として反応に用いた。 
 

Kinase assay 
 前述の方法で精製してきた各種タンパク質と kinase buffer(+ 1mM PMSF, 10mM 
MgCl2 添加) を混ぜ合わせ Total 20μl になるように調整した。酵素反応は 0.5μM 
ATP を加え、30℃で 15 分間おこなった。その後、SDS-PAGE sample buffer を加

えて 105℃で 5 分間、熱処理した。 
 
Adhesion assay 
 ファイブロネクチンでコートされた 96-well プレート(Biocoat; BD bioscience)
に、それぞれの細胞を 5×104cells/100μl で播種し、プレートを 410rpm で 2 分間

遠心し、細胞を接着させた後、37℃で 30分インキュベートした。その後PBSで

3 回穏やかに洗浄し、接着しなかった細胞を除いた。接着した細胞は PBS で調

製された４％パラホルムアルデヒドで室温 15 分間固定した。固定液を除き、2
回 PBS で洗浄した後、蒸留水で 1％ 濃度に希釈された Gentian Violet で 15 分間

室温にて染色した。染色液を除き、well を水道水で十分にすすいだ後、蒸留水

で調製された 0.5％Triton 50μl を各 well に加えて、一晩抽出した。翌日、M-T 
Max マイクロプレートリーダー(Molecular Devices)で抽出液の Abs570nm の O.D.
値を測定した。 
 
質量分析法による GST-Abi-1 のリン酸化部位の検出  
レトロウィルスを用いて GST-Abi-1 および c-Abl を安定的に発現する CHO 細

胞を作成し、これをAbl阻害剤であるイマチニブ(LC laboratories)を10μMの濃度

で 添加し、24 時間培養した細胞と、非添加の細胞を培養し、6000rpm で 5 分間

遠心し細胞を回収した。10ml の lysis buffer(1% triton-X-100,10mM Tris-HCl pH7.6, 
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50mM NaCl, 30mM sodium pyrophosphate, 20mM β-glycerophosphate, 1mM EDTA, 
1mM EGTA, 1mM sodium vanadate, 20μg/ml aprotinin,1mM PMSF)で細胞を溶解し

た。その後、8,000rpm で 15 分間遠心して上清を lysate として回収した。タンパ

ク質量はBCA protein assay kit(pieace)を用いて濃度を測定した後、Totalタンパク

質量 20mg分に対し、glutathione-Sepharose 4B(Amersham) 500μlを加えて 4℃で 2
時間以上緩やかに撹拌した。その後、6,000rpm で遠心し,lysis buffer 10ml で洗浄

する操作を 4 回繰り返した。その後、8％ SDS-PAGE によりタンパク質を分離

し、CBB 染色をおこなった。目的タンパク質のバンドをゲルから切り出し、超

純粋で洗った後、100％アセトニトリルで脱水と脱色をおこなった。10mＭ 
DTT/100mM NH4HCO3 で膨潤した後、55mM iodoacetamide/100mM NH4HCO3 で

アルキル化してから、100％アセトニトリルで 2 回脱水し、乾燥させた。目的タ

ンパク質は、50mＭ NH4HCO3 で調製した Lys-C とキモトリプシンで 37℃、16
時間消化した。消化したペプチドを初めに 50mM NH4HCO3/アセトニトリル(1:2, 
v/v)で抽出し、次に５％ギ酸水溶液/アセトニトリル(1:2.5, v/v)で抽出した。これ

ら抽出液を合わせ、真空エバポレーターを用いて乾燥させた後、ペプチドを 5％
ギ酸水溶液に再懸濁した。このペプチドを LC/Q-TOF 質量分析器を用いて解析

した。 
 

細胞の免疫染色 
 フィブロネクチンコートしたカバーガラス上に、観察する細胞を播種し、5％
CO2, 37℃で 2 時間静置し、細胞を接着させた。その後、PBS で 2 回洗浄し、PBS
で調製した 3.7％ホルマリンで、室温、15 分間固定した。その後、TBS で 3 回洗

浄し、TBS で調製した 0.5％Triton X-100 により 15 分間透過処理をおこなった。

その後、TBS で２回洗浄し、TBS で調整した 5%BSA で 30 分間ブロッキングを

おこなった。その後、一次抗体(抗 GFP 抗体、抗リン酸化 Abi-1(pY213)抗体)、
続いて二次抗体(抗マウス IgG 抗体-FITC 標識、抗ラビット IgG 抗体-Texas Red)
でそれぞれ 1 時間インキュベートした。染色画像は共焦点レーザー走査顕微鏡

LSM510(Carl Zeiss)で取得した。 
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結果 
 

 
1. c-Abl との会合に関わる Abi-1 チロシンリン酸化部位の同定 
 アダプター分子として c-Abl の活性制御に関わる c-Crk は、c-Abl のキナーゼ

活性非依存的に c-Abl と会合し、アダプター分子としての機能を果たしうること

が知られている(Oda, T. et al.,1994)。そこで、Abi-1 でも同様の作用機序が見られ

るかどうかについて検討を行った。初めに、c-Abl と Abi-1 との結合に c-Abl の
酵素活性が必要かどうかを検討するため、c-Abl WT あるいは酵素活性を持たな

い変異体（KD）と GST-Abi-1 を 293T 細胞に共発現させ、GST-Abi-1 に結合する

タンパク質を GST pulldown 法および Western blotting 法により確認した。c-Abl 
WT を発現させた細胞においては、GST-Abi-1 のリン酸化および c-Abl との結合

がみられた (Fig.1 a)。しかし、c-Abl KD を発現させた細胞においては、

GST-Abi-1 のリン酸化および c-Abl との結合とも見られなかった。c-Abl の阻害

剤であるイマチニブを用いた場合（data not shown）、さらに、c-Abl の抗体で免

疫沈降して Abi-1 との結合を確認した場合においても同様の結果が確認された

(Fig. 1 b)。これらの結果は、少なくとも 293T 細胞過剰発現系においては、Abi-1
は c-Abl によってチロシンリン酸化されること、さらにそのリン酸化が c-Abl と
の結合に必須であることを示唆している。 
 次に、c-Abl による Abi-1 のチロシンリン酸化様式を理解するために、CHO 細

胞によるGST-Abi-1と c-Ablタンパク質高発現システムと質量分析法を利用して

Abi-1 のチロシンリン酸化部位の同定を試みた。具体的には、GST-Abi-1 と c-Abl
を安定的に発現する CHO 細胞を、イマチニブ存在下（10mM）または非存在下

で 24 時間培養した。その後、GST pull down をおこない、SDS-PAGE によりタン

パク質を分離した後、CBB 染色、および Western blotting により検出した。その

結果、GST- Abi-1 は c-Abl キナーゼによりリン酸化されており、イマチニブ処理

によってこのリン酸化が抑えられることが確認できた (Fig.2 a)。さらに、リン

酸化型および非リン酸化型 GST-Abi-1 のペプチドを LC/Q-TOF 解析した結果、

Y213 と Y398 がリン酸化部位として同定された (Fig.2 b,c)。 
新しく同定されたチロシンリン酸化部位をさらに確認するため、293T 細胞

過剰発現系を利用した。すなわち、293T 細胞に c-Abl と GST-Abi-1 ＷＴまたは

該当チロシン残基をフェニルアラニンに置換した GST-Abi-1 変異体 Y213F、
Y398F、Y213/398(2YF)を共発現させ、GST pulldown 法および Western blotting 法

により、GST-Abi-1 のチロシンリン酸化状態を調べた。その結果、一か所置換

した変異体（Y213F あるいは Y398F）のリン酸化レベルはＷＴと比較して有意

に減少すること、また、2ＹＦ変異体においてはさらに顕著に減少することが認
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められた(Fig.3 b,c)。このときGST-Abi-1と共沈する c-Ablを調べたところ、Abi-1
のチロシンリン酸化レベルと相関して共沈する c-Abl の量が減少していた(Fig.3 
b,d)。さらに、c-Abl による Abi-1 のリン酸化がこれら分子間の直接の会合に拠

ることを in vitro キナーゼ測定法により確認した。すなわち、大腸菌で発現させ、

精製した GST-Abi-1 WT または各種変異体と、293T 細胞で発現させた後、免疫

沈降により精製した c-Abl タンパク質を用いておこなった。Western blotting によ

り GST-Abi-1 のリン酸化を確認した結果、WT に比べ 213F、Y398F 変異体では

リン酸化レベルの低下が認められ、２YF ではさらに顕著な減少が認められた

(Fig.4 a)。同時に、c-Abl と共沈する GST-Abi-1 の量を、抗 c-Abl 抗体で免疫沈降

した後、Western blotting により確認した結果、c-Abl と共沈する GST-Abi-1 量は

リン酸化部位変異体で減少した(Fig.4 b)。以上の実験結果は、c-Abl と Abi-1 が会

合するためには c-Abl による Y213 および Y398 を介した Abi-1 のリン酸化が必

要であることが見出された。このことは、同じアダプター分子として分類され

る c-Crk と Abi-1 は異なったメカニズムを通して機能することを示している。最

後に、GST-Abi-1 2YF 変異体において残存レベルでチロシンリン酸化シグナル

がみられたことから(data not shown)、Y213 と Y398 以外の他のリン酸化部位が

存在する可能性は否定できない。 
 

2. c-Abl と Abi-1 との会合様式 
 これまでの結果から、c-Abl と Abi-1 の相互作用とリン酸化との間には強い相

関が見られた。そこで、c-Abl と Abi-1 の相互作用に関わるドメインの同定とそ

の会合様式の検討を行った。これに関連し、v-Abl p90 の C-末端領域が Abi-1 の

SH3 ドメインと結合するために必要であること (Shi, Y. et al., 1995)、また c-Abl
の SH3ドメインがAbi-1の PXXPモチーフ(プロリンリッチ領域)との結合に関与

すること(Li,Y.Z et al., 2007)などが、これまで報告されている。そこで、本研究

では c-Abl と Abi-1 の結合に必要なドメインについてさらに詳細な解析をおこな

った。 
まず、c-Ablとの結合に必要なAbi-１の領域を同定するため、以前よりその

関与が示唆されていた Abi-1 SH3 ドメインに着目した。SH3 ドメインを欠損さ

せた変異体（ΔSH3）と SH3 ドメインに点変異をいれた変異体（W421K）を作成

し、これらを用いて c-Abl との結合能を解析した。その結果、W421K 変異体と

ΔSH3 変異体では、どちらも c-Abl との結合はほとんど認められなかった(Fig.5 b)。
また、この時の Abi-1 のチロシンリン酸化も、両変異体において顕著に減少して

いた(Fig.5 b)。このことから、c-Abl による Abi-1 のリン酸化、それら両分子の会

合には少なくとも Abi-1 の SH3 ドメインが関わることが明らかとなった。次に、

Abi-1 との結合に関わる c-Abl 上の領域を分析した。これまでの研究で、c-Abl 
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SH3 ドメインの W118 とキナーゼドメインの K290 が活性に重要であることが報

告されている。また、c-Abl のプロリンリッチ領域は Abi-1 の SH3 ドメインの標

的となることが予測されることなどから、まず c-Abl のプロリンリッチ領域に着

目した。c-Abl WT または変異体と GST-Abi-1 を 293T 細胞に共発現させ、GST 
pull down 法により c-Abl との結合を検討した。その結果、Abi-1 と共沈する

c-Abl の量は、2 ヶ所のプロリンに変異をいれた P2X 変異体において WT の約半

分に低下した。さらに 4 か所変異をいれた P4X 変異体では顕著に減少した。こ

の時、Abi-1 のチロシンリン酸化レベルも同様に低下していた(Fig.6 b)。このよ

うに c-Abl のプロリンリッチ領域が Abi-1 との結合に重要である可能性が示唆さ

れたことから、c-Abl のプロリンリッチ領域と Abi-1 との直接の会合を検討する

ことにした。すなわち、c-Abl WT のプロリンリッチ領域と P4X 変異体のプロ

リンリッチ領域のみ発現する変異体を作成し、Abi-1 との結合を確認した。そ

の結果 c-Abl WT のプロリンリッチ領域と Abi-1 の結合は確認されたが、一方

の P4X 変異体のプロリンリッチ領域のみを発現させた細胞においては Abi-1 と

の結合は確認されなかった (Fig.6d)。また、c-Abl WT のプロリンリッチ領域

と Abi-1 YF 変異体との結合においては、c-Abi-1 WT と比べて特に目立った差は

認められなかった。 
 以上の結果から、c-Abl と Abi-1 との会合にはそれぞれのプロリンリッチ領域

ならびに SH3 ドメインが関わっていることが明らかとなった。 
  
3. Abi-1 のリン酸化状態により c-Abl キナーゼ活性が制御される 
 c-Abl と Abi-1 の結合が Abi-1 のリン酸化に関与することが示されたことより、

Abi-1 が c-Abl と結合し Abi-1 がリン酸化されることにより、c-Abl のキナーゼ活

性が調節される可能性が考えられた。そこで、c-Abl のキナーゼ活性に Abi-1 の

リン酸化状態がどのように影響するかどうかを調べるために GST-Crk（a.a. 
120-225）を基質とする in vitro キナーゼ活性測定反応をおこなった。GST-Crk
は、大腸菌で発現せた後、GSH beads を用いて精製した。c-Abl は、Abi-1 WT ま

たは各種変異体と共発現させた 293T 細胞から、抗 Abl 抗体を用いた免疫沈降法

により調製した。精製した GST-Crk と c-Abl を ATP 存在下で反応させ、その後

Western blotting 法により GST-Crk のチロシンリン酸化を検出した。その結果、

Abi-1 と共発現した細胞からの c-Abl と反応させた GST-Crk のチロシンリン酸化

レベルは、c-Abl のみを発現させた細胞からのものよりも高い比活性を示した

(Fig.7a)。このことから、Abi-1WT は c-Abl のキナーゼ活性を上昇させた一方、

Abi-1 各種変異体においては、c-Abl の酵素比活性が約 50％に留まっていた

(Fig.7b)。 
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4. Abi-1 のリン酸化状態は c-Abl による基質（Mena、VASP、WAVE2）リン酸化

を制御する 
 次に、Abi-1 のリン酸化状態が c-Abl によるその基質へのリン酸化に関与す

る可能性を検討した。これまでに、c-Abl の基質である Mena、VASP、WAVE2
は Abi-1 を介して、そのチロシンリン酸化が促進されることが分かっている。

そこで、この Mena、VASP、WAVE2 のチロシンリン酸化に Abi-1 のリン酸化状

態がどのように影響するかを検討した。まず、293T 細胞の過剰発現系において、

GST-Mena、GST-VASP、GST-WAVE2 それぞれと c-Abl、FLAG-Abi-1 WT あるい

は FLAG-Abi-1 各種変異体の 3 者を共発現させ、GST pull down 後、Western 
blotting 法により Mena、VASP、WAVE2 それぞれのチロシンリン酸化レベルを確

認した。その結果、Abi-1 WT と共発現したものと比較して、Abi-1 の各種変異

体と共発現した Mena、VASP のチロシンリン酸化レベルが減少した(Fig.8 a,b)。
しかし、WAVE2 においては、Abi-1 変異体を共発現させてもそのリン酸化レベ

ルに影響は認められなかった(Fig.8 c)。また、c-Abl の代わりに BCR-Abl を用い

た場合は、Abi-1 非存在下においても、GST-Mena と VASP の若干のリン酸化は

認められたが、Abi-1 WT の共発現によりそのリン酸化レベルが亢進した。しか

し、Abi-1 変異体の共発現下においては、わずかにリン酸化レベルの低下が認め

られた(Fig.9 a,b)。以上より、Abi-1 のリン酸化状態は、c-Abl、BCR-Abl どちら

が発現した場合においても Mena と VASP のリン酸化に影響を与えるが、WAVE2
への影響はないことが分かった。 
そこで、これらの違いの詳細な解析をおこなう為、リン酸化 Abi-1 と基質の結

合を解析した。その結果、Mena、VASP と共沈する Abi-1 の量が、Abi-1 変異体

の発現下では減少していることが分かった(Fig.8 a,b)。また、BCR-Abl を用いて

同様の実験をおこなった結果も、c-Abl の場合と同様であった(Fig.9 a,b)。一方、

WAVE2 では共沈する Abi-1 の量に変化はみられなかった(Fig.8 c)。これらのこと

より、Abi-1 のリン酸化状態が c-Abl による基質の認識にも関与するという興味

深い結果が得られた。 
 

5. Abi-1 チロシンリン酸化と細胞内局在性との関連 
 これまでに Abi-1 の 53 番目のチロシンリン酸化が Abi-1 の核内―細胞質間の

シャトリングに重要である(Proepper,C. etal., 2007)と言う報告があることから、

Y213 および Y398 のチロシンリン酸化が Abi-1 の細胞内局在性に影響する可能

性が考えられた。そこで、この可能性を検討するために、c-Abl と Abi-1WT また

は変異体を共発現させ、各種チロシンリン酸化型 Abi-1 の細胞内局在を解析した。

HeLa 細胞に GFP-tag を付加した Abi-1 WT または変異体を c-Abl と共発現させた

細胞における Abi-1 の局在を観察したが、どちらも細胞質と辺縁部に集積が見ら
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れ、特にリン酸化状態による違いは認められなかった(Fig.10)。 
 
6. Abi-1 は BCR-Abl による細胞接着性制御に関わる 
  これまでに、BCR-Abl 発現によりがん化した白血病細胞は、接着性が増加

し、組織への浸潤能を獲得することが知られている。一方、これまでの研究で、

BCR-Abl によるがん化過程において、Abi-1 が接着性と浸潤能に関与することも

報告されている（Li,Y et al., 2007、Yu,W. et al., 2008、Sun,X. et al., 2007）。これら

のことから、Abi-1 のチロシンリン酸化状態が細胞の接着性の制御に関与する可

能性が考えられた。そこで、マウス pro-B 細胞株である BaF3 細胞に BCR-Abl
を導入した白血病モデル細胞と、BCR-Abl でがん化したヒト白血病細胞株であ

るK562細胞に、GFP-Abi-1 WTまたは変異体を導入した細胞株を樹立し(Fig.11 a)、
細胞接着能への影響を解析した。その結果、BaF3 細胞において、BCR-Abl を導

入することでフィブロネクチンへの接着性は上昇した。また、そこへ GFP-Abi-1 
WT を発現させるとさらに接着性は亢進した。一方、GFP-Abi-1 Y213 と Y398 を

発現させた細胞は WT を発現した細胞と比較して接着能の低下が認められた。

さらに、２YF 変異体においては空ベクターを感染させた細胞と同程度にまで接

着能が減少した(Fig.11 b)。K562 細胞においても同様の結果が認められた(Fig.11 
c)。このことから、Abi-1 のチロシンリン酸化は白血病細胞における接着能の獲

得に関与する可能性が考えられた。 
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考察 
 

1. Abi-1 の新規チロシンリン酸化部位（Y398）の同定 
アダプター分子がリン酸化される現象は、c-Crk においてよく研究されており、

c-Crk は c-Abl と結合し、活性化された c-Abl により自身がリン酸化されること

で構造変化を引き起こし、結果として c-Abl との結合能を失い再び酵素活性を負

に制御することが報告されている（Shishido,T. et al., 2002）。一方、もう一つ

のアダプター分子である Abi-1 に関しても、これまでの研究で、我々は Abi-1
が c-Abl と基質の双方に結合することで、c-Abl による基質へのリン酸化反応を

促進することを見出しており (Tani.K., et al., 2003)、この時 Abi-1 自身も c-Abl
によりリン酸化されることが知られていた。本研究において、Abi-1 と c-Abl の
結合には c-Abl のキナーゼ活性が必要であり、Abi-1 がリン酸化されることが結

合に重要であることを見出した。この知見は、同じアダプター分子として分類

される c-Crk と Abi-1 との間での作用メカニズムの相違点を明らかにしたもの

である。 
次に、質量分析法により Abi-1 のリン酸化部位の同定を行い、Y213 と Y398

のリン酸化部位を同定した。Y213 のリン酸化については、近年他のグループか

ら報告があったが(Xiong,X.L.et al., 2008)、Y398 のリン酸化は新しく同定した

ものである。また、Y53 もリン酸化されるという報告があるが(Proepper,C. etal., 
2007)、我々の条件下では検出することが出来なかった。その理由として、質量

分析の前におこなうペプチドの断片化の際に、使用する消化酵素の種類により

検出されにくい部位が生ずることがあり、今回使用したトリプシンとキモトリ

プシンの組み合わせでは、Abi-1 の全アミノ酸に対し、約 65％のカバー率であ

り、53 番目を含むペプチド断片がカバーされなかった可能性が考えられる。さ

らに、Y213、Y398 をフェニルアラニンに置換した変異体を作成し、293T 細胞

発現系と精製タンパク質を用いた in vitro キナーゼ活性測定系により Y213、
Y398 ともにリン酸化される部位であることを確認した。しかしながら、Y213
とY398の両方を置換した変異体においてもAbi-1のリン酸化が消失しなかった。

そこで、報告のある Y53 と Y213、Y398 の 3 ヶ所すべてを置換した変異体を作

成し、そのチロシンリン酸化状態を調べたが、リン酸化のバンドが消失するこ

とはなかった。従って、上記３ヶ所以外にも、Abi-1 の（マイナーな）リン酸化

部位の存在が予想される。実際 BCR-Abl でガン化した細胞株と、BCR-Abl の分

子標的治療薬 STI-571(イマチニブ)で処理した細胞内におけるチロシンリン酸化

タンパク質を質量分析により網羅的に解析した結果、我々のグループが既に同

定していた Abi-1 の 213 番目のチロシンリン酸化のほかにも、198 番目のチロシ

ンと 333 番目のリン酸化が報告されている(Goss, V.L. et al., 2006, Salomon,A.R. et 
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al., 2003)。 
 

2. c-Abl 酵素活性調節におけるリン酸化 Abi-1 の機能 
Abi-1 と c-Abl の結合に関して、Abi-1 のリン酸化部位変異体で c-Abl との結

合性が減少した。このことから、Abi-1 のリン酸化状態と c-Abl との結合性との

間には密接な関係があることが示唆された。これまでに c-Abl の C-末端領域と

Abi-1 の SH3 ドメインが結合に関与すること、また c-Abl の SH3 ドメインと

Abi-1 のプロリンリッチ領域が結合に関与すことが報告されているが、詳細な解

析はなされていなかった。本研究において、Abi-1 の SH3 ドメインと c-Abl の
プロリンリッチドメインが両分子間の結合に中枢的な役割を果たすことを明ら

かにした。これより、Abi-1 の Y213 と Y398 のリン酸化が c-Abl の酵素活性の

亢進に必要であることが考えられた。実際、Abi-1 WT の共存下で見られた c-Abl
の酵素活性は、Abi-1 変異体では約半分に抑えられていた。しかしながら、Xiong
らは、Y213 のリン酸化が c-Abl の活性を抑制すると報告している(Xiong,X.L.et 
al., 2008)。Abi-1 のリン酸化の機能に関してこのように異なる結果が生じた理

由として、以下の 2 点が考えられる。その一つは、用いた c-Abl バリアントの違

いである。彼らは N-末端にミリストイル修飾のされない I 型 c-Abl を用いたの

に対し、本実験ではミリストイル化される IV 型 c-Abl で実験をおこなった。し

たがって、リン酸化 Abi-1 による c-Abl の酵素活性調節はミリストイル型 c-Abl
に特異的なメカニズムである可能性が考えられる。もう１つの異なる点は、彼

らはリン酸化ペプチドを用いて実験をおこなっているが、ここでは Abi-1 全長

を用いている点である。Y213 リン酸化ペプチドを用いることにより、リン酸化

ペプチドが c-Abl と結合してしまい、本来の Abi-1 全長と c-Abl の結合が阻害さ

れた為、キナーゼ活性が抑制された可能性が考えられる。 
これらの結果から、現在我々は、c-Abl のキナーゼ活性における Abi-1 のリン

酸化の役割として、Abi-1 が SH3 ドメインを介して c-Abl のプロリンリッチ領域

と結合し、Abi-1 がリン酸化されることにより c-Abl-Abi-1 複合体が安定化し、

c-Abl が活性をもつのではないかと考えている。さらに、興味あることに、新し

く見出した Y398 は SH3 ドメイン内に存在する。Y398 は多くの SH3 ドメイン

間で保存されている残基であり、立体構造的には最初のβシートの直後に存在

すること、また他のペプチド配列との相互作用に関わる残基であることなどが

わかっている。また、c-Abl と Abi-1 が相互作用する際に、Abi-1 が Homo-ある

いは Hetero-dimer を作ること(Fan,P.D. et al., 2003)、その過程には SH3 ドメ

インが関わることを考えると、Y398 がそのリン酸化を通して、これらのプロセ

スに関わることが予想される。 
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3. Abi-1 を介した c-Abl による基質リン酸化 
Abi-1を介し、c-Ablによりリン酸化される基質の中には、Mena、VASP、WAVE2
などのアクチン骨格系に関連する分子がある。これら分子のリン酸化とAbi-1の
リン酸化の関係を検討した結果、Mena、VASPにおいてはAbi-1のリン酸化状態

が重要であることが示された。一方、WAVE2に関してはAbi-1のリン酸化状態

は影響しなかった。これらの分子を一次構造レベルで比較すると、Abi-1との結

合ドメインでの違いが注目される。Mena、VASPはそれぞれEVH1ドメインと

EVH2ドメインがAbi-1のポリプロリン構造と結合するのに対し、WAVE2は
WAVEホモロジードメイン(WHD)とAbi-1のWAVE結合ドメイン(WBD)が結合

する。Abi-1のポリプロリン構造は、プロリンリッチ領域とSH3ドメインの間に

存在するのに対し、WBDはAbi-1のN末端に存在する。したがって、Abi-1の構

造から考えると、リン酸化部位の間で結合するMena、VASPの方がリン酸化の

影響をより受けるのではないかと推測される。また、アクチン骨格における機

能的観点から、Mena,VASPとWAVE2を比較すると、Mena,VASPはアクチンの伸

長を停止させるキャッピングタンパク質を競合的に阻害することによりアクチ

ン繊維を伸長させるが(Bear, J.E.,et al., 2002)、WAVE2はArp2/3と複合体を形成し、

新たなアクチンの核化と重合を促し、枝分かれ状のアクチン線維を構築するこ

とが知られている(Pollard, T.D. 2007)。このように、アクチン伸長を引き起こす

点ではおなじであるが、そのメカニズムは異なっている。したがって、Abi-1の
リン酸化により生じる基質選択の違いが、それに続くアクチン骨格制御に影響

を与えている可能性が考えられる。 

 
4. 白血病細胞における細胞接着への関与 
 これまでに、BCR-Abl でがん化した白血病細胞は、接着性が増加し、他組織

への浸潤能を獲得することが知られている。近年、BCR-Abl によるがん化経路

においてAbi-1が接着性と組織への浸潤能に関与することが報告されてきた(Li, 
Y. et al., 2007, Yu, W. et al., 2008, Sun, X. et al., 2007)。さらに、Abi-1 を介し

た BCR-Abl の基質として同定された VASP の 39 番目のチロシンリン酸化が細

胞接着性の獲得に関与することが示唆された(圓岡、博士論文、2009)。そこで、

Abi-1 のリン酸化が細胞接着性の獲得に関与する可能性が考えられた。BCR-Abl
を発現させたマウス白血病モデル細胞株である BaF3 細胞と、BCR-Abl を発現

する白血病細胞である K562 細胞に、Abi-1 とそのリン酸化部位変異体を発現す

る細胞株を樹立し、フィブロネクチンに対する接着性を解析したところ、両細

胞で変異体における接着能の低下が認められた。このことから、Abi-1 のチロシ

ンリン酸化は白血病細胞の接着性に関与することが示唆された。近年、哺乳類
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細胞において葉状仮足の先端部分に局在化し、Ena/VASP タンパク質に結合する

Lamellipodin(Lpd)が、c-Abl によりリン酸化されると Ena/VASP タンパク質との

結合が増加し、その結果、細胞辺縁部における細胞骨格の制御に働くことが報

告されている(Michael,M. et al., 2010)。従って、白血病細胞で見られた Abi-1
による接着能の亢進は、BCR-Abl によってリン酸化された Abi-1 が Mena を含

む Ena/VASP タンパク質の局在や機能を調節している結果であると推測される。 
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まとめ 
 

本研究において、アダプター分子 Abi-1による c-Ablの活性制御機構の解析

を行った。その結果、Abi-1上に新しいチロシンリン酸化部位を同定するととも

に、そのリン酸化が c-Ablとの会合、c-Ablによる基質リン酸化反応制御(参考

図５)、さらには白血病細胞の接着性などに関わっていることを明らかにした。

本研究の成果は、c-Ablの活性制御メカニズムにおけるアダプター分子 Abi-1の

新たな機能とその独自性を明らかにした点で意義があると考える。 
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c-Abl
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BCR-Abl

DB ABProSH3 SH2 kinase
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参考図１ Abl と c-Src の一次構造 
 c-Abl は N 末端側からミリストイル修飾、CAP 構造、SH3 ドメイン、SH2 ド

メイン、キナーゼドメイン、プロリンリッチ領域、DNA 結合ドメイン、アクチ

ン結合ドメインが保持されている。マウス白血病遺伝子として同定された v-Abl
は、N 末の SH3 ドメインがウィルス由来の GAG(Group specific antigen)に入れ代

わっている。また、BCR-Abl は、N 末の CAP 構造が BCR(Breakpoint cluster region)
と入れ代わっている。 
c-Src のＣ末端にはリン酸化されるチロシン(Ｙ527)が存在する。 
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P
基質

c-Ablの酵素活性制御機構モデル

c-Ablは通常不活性化型である

如何にして活性化するのか？

アダプター分子
(c-Crk,Abi-1)

TK

 
 
参考図２ c-Abl の活性制御機構 

c-Ablはミリストイル基(赤)がキナーゼドメイン(TK)に入り込むことで、閉じた

構造をとり酵素活性が負に制御されていることが明らかとなっている。どのよ

うなメカニズムで閉じた構造から開いた構造へと状態が遷移するかについて、

我々はアダプター分子を介したモデルを提唱している。 
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b) 変異型Crkによるc-Ablの活性化モデル

Y
P

P

不活性化型
c-Abl

c-Crk

基質

c-Ablの活性化

Y

不活性化型
c-Abl

(Shishido et al.,Genes to Cells.,2001.)

P

c-Ablの恒常的活性化

F

c-Crk
Y221F

v-Crk

基質

不活性化型
c-Abl

F がん化

a) c-Crk によるc-Ablの活性化モデル

 

参考図３ Crk による c-Abl 活性化モデル 
a) c-Crkによる c-Ablの活性化モデルを示す。Ｙは221番目のチロシンを、

Ｐはリン酸化修飾を表す。不活性化状態の c-Abl は c-Crk が結合するこ

とにより活性化する。活性化された c-Abl は基質をリン酸化し、同時に

c-Crk もリン酸化する。リン酸化された c-Crk は閉じた構造をとること

により c-Abl に結合できず、c-Abl は不活性状態に戻ると考えられる。 
b) 変異型 Crk による c-Abl の活性化モデルを示す。Ｆは 221 番目のチロシ

ンがフェニルアラニンに置換されていることを表す。不活性状態の

c-Abl は、v-Crk または c-Crk Y221F が結合することにより活性化する。

活性化された c-Abl は基質をリン酸化するが、Crk をリン酸化できない

ため、Crk は閉じた構造をとることができず、c-Abl は恒常的に活性化

すると考えられる。 
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WAB HHR SH3PP

Proline-rich

WAVE1,2
N-WASP

Abl
VASP
Mena

c-Cbl
ProSAP

Sos

Eps8
BCAP

PAK2

Abl

 
参考図４ Abi-1 の一次構造と結合タンパク質 
 Abi-1 はＮ末端から WAVE 結合ドメイン(WBD)、HOX ホモロジー領域(HHR)、
プロリンリッチ領域、ポリプロリン構造(PP)、SH3 ドメインを保持している。

WAVE1、WAVE2、N-WASP はＷＢＤと相互作用し、c-Abl は SH3 ドメインと

SH3ドメインを介して結合し、MenaとVASPはポリプロリン構造と結合する。 
Abi-1 の SH3 ドメインに結合するタンパク質としては、BCAP、Eps8、PAK2、
Sos、c-Cbl、ProSAP が知られている。
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基質
Y

Abi-1

Y

P

P

不活性化型
c-Abl

基質
F

Abi-1

Y

Y
F

不活性化型
c-Abl

P

F

Abi-1のリン酸化による
c-Abｌ-Abi-1複合体形成

P

P

Y

Abi-1による
c-Ablの活性化
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b) 変異型Abi-1によるc-Ablの活性化モデル

a) Abi-1 によるc-Ablの活性化モデル

Y

F

 

 
 
参考図 5 Abi-1 による c-Abl 活性化モデル 
a) Abi-1 による c-Abl の活性化モデルを示す。Ｙは 213 番目と 398 番目のチロ

シンを、Ｐはリン酸化修飾を表す。不活性化状態の c-Abl は Abi-1 が結合す

ることにより活性化する。活性化された c-Abl は Abi-1 をリン酸化する。リ

ン酸化された Abi-1 は c-Abl と安定的に結合し、Abi-1 と結合する基質のリ

ン酸化が促進される。 
b) 変異型 Abi-1 による c-Abl の活性化モデルを示す。Ｆは 213 番目と 398 番

目のチロシンがフェニルアラニンに置換されていることを表す。不活性状態

の c-Abl は、Abi-1 変異体と結合しようとするが、Abi-1 のリン酸化が起こ

らないため、c-Abl と安定的に結合できず、c-Abl は活性化されないと考え

られる。 
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Fig.1 Abi-1 はチロシンリン酸化依存的に c-Abl と会合する。 
a) GST-Abi-1 と c-Abl WT または KD 変異体を 293T 細胞で共発現させ、GST 

pulldown 後、Western blotting により GST-Abi-1 のチロシンリン酸化を検

出した。GST-Abi-1 は c-Abl WT によるチロシンリン酸化が認められたが、

Abl KD では認められなかった。また、このとき KD と Abi-1 との結合はほ

とんど認められなかった。 
ｂ）GST-Abi-1 と c-Abl WT または KD 変異体を 293T 細胞で共発現させ、抗

Abl 抗体を用いた免疫沈降をおこない、共沈する GST-Abi-1 のリン酸化を

Western blotting により検出した。Abl WT と GST-Abi-1 の結合およびリ

ン酸化は認められたが、KD ではどちらも認められなかった。 
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Fig.2 Abi-1 のチロシンリン酸化部位の同定。 
a) リン酸化した GST-Abi-1 の精製 

GST-Abi-1 と c-Abl を安定的に発現する CHO 細胞を、c-Abl の阻害剤である

イマチニブを存在下（10mM）または非存在下で 24 時間培養した。その後、

GST  pull down をおこない、SDS-PAGE によりタンパク質を分離し CBB
染色（左図）および Western blotting(右図)により確認した。その結果、GST- 
Abi-1 は c-Abl によりリン酸化されており、イマチニブ処理によってこのリ

ン酸化は抑えられることが確認できた。 
b,c) 質量分析による GST-Abi-1 のリン酸化部位の同定  

このスペクロルを解析した結果、Abi-1 の 200 から 219 番目のアミノ酸の

間と、394 から 402 番目のアミノ酸の間にリン酸化部位があることが予想

された。アスタリスク(*)の付いたｙイオンが 80Da 増加していることによ

り、Y213 と Y398 がリン酸化部位であると同定した。ニュートラルロスの

ピークは-P で示した。 
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Fig.3   Abi-1 の Y213 と Y398 は c-Abl によってリン酸化される。 
a) Abi-1 のリン酸化部位を同定するため作成した変異体を示した模式図。

Y213F、Y398F は一つのチロシンをフェニルアラニンに置換した変異体。２

YF は 2 ヶ所のチロシンをフェニルアラニンに置換した変異体。Pro-rich；
プロリンリッチ領域、PP；ポリプロリン構造、SH3；SH3 ドメイン。  

b) c-Abl と共に a)の変異体を過剰発現させ、リン酸化レベルを解析した。

Y213F,Y398F 変異体でリン酸化レベルの低下が認められ、２YF ではさらに

顕著な減少が認められた。また、GST-Abi-1 と共沈する c-Abl の量は、リン

酸化レベルと相関して YF 変異体において減少した。 
c) b)の Western blotting の定量化。GST-Abi-1 のリン酸化レベルは、リン酸化

部位変異体で減少した。***P＜0.001，**P＜0.01 
d) b)の Western blotting の定量化。GST－Abi－1 と共沈する c-Abl の量はリ

ン酸化部位変異体で減少した。***P＜0.001 
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Fig.4  In vitro においても Abi-1 の Y213/398 は c-Abl によりリン酸化される。 
a) 大腸菌を用いて発現し、精製した GST-Abi-1 WT または変異体と、293T 細

胞で発現させた後、免疫沈降により精製した c-Abl を用いて kinase assay を

おこなった。Western blottingによりGST-Abi-1のリン酸化を確認した結果、

213F,Y398F 変異体でリン酸化レベルの低下が認められ、２YF ではさらに顕

著な減少が認められた。 
b) a)で精製したタンパク質を用いて、c-Abl と共沈する GST-Abi-1 の量を、抗

c-Abl 抗体で免疫沈降した後、Western blotting により確認した。c-Abl と共

沈する GST-Abi-1 はリン酸化部位変異体で減少した。 
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Fig.5 Abi-1 SH3 ドメインは c-Abl との会合において必要である。  
a) Abi-1 の変異体の模式図。 

Abi-1 の全長、SH3 ドメイン内の 421 番目のトリプトファン(W)をリシン(K)
に置換したもの。SH3 ドメインを欠損したもの(ΔSH3)。 

b) 上記の Abi-1 変異体に GST タグを付加し、c-Abl と共に HEK293T 細胞に過

剰発現させ、Abi-1 変異体と結合する c-Abl の量を確認した。W421K 変異体

とΔSH3 変異体は共に c-Abl との結合はほとんど認められなかった。また、

この時の Abi-1 のチロシンリン酸化も、変異体において顕著に減少した。 
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Fig.6 c-Abl プロリンリッチ領域は Abi-1 との複合体形成およびリン酸化に寄

与する。 
a) c-Abl の変異体の模式図。 

c-Abl の全長、SH3 ドメイン内の 118 番目のトリプトファン(W)をリシン(K)
に置換した変異体(SH3)、酵素活性を失くした変異体(KD)、プロリンリッチ

ドメインの 2 ヶ所のプロリンをアラニンに置換した変異体(P2X)、プロリン

リッチドメインの４ヶ所のプロリンをアラニンに置換した変異体(P4X)。 
b) 上記の c-Abl 変異体と、GST-Abi-1 を共に HEK293T 細胞に過剰発現させ、

GST-Abi-1 と結合する c-Abl の量を確認した。その結果、Abi-1 と共沈する

Abl の量は、SH3 と P2X 変異体において WT の約半分に減少した。P4X 変

異体ではさらに顕著に減少した。またこのとき Abi-1 のチロシンリン酸化レ
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ベルも同様に減少していた。 
c) c-Abl のプロリンリッチドメインとその変異体の模式図。        

GST タグを付加した c-Abl WT のプロリンリッチドメイン(a.a.519-880)と、

４ヶ所のプロリンをアラニンに置換した変異体(P4X)。 
d) 上記の GST-c-Abl 変異体と、FLAG-Abi-1 を共に HEK293T 細胞に過剰発現

させ、GST-Abl と結合する Abi-1 の量を確認した。Abl WT のプロリンリッ

チドメインと Abi-1 の結合は確認されたが、一方の P4X 変異体においては

Abi-1 との結合は確認されなかった。また、Abl WT のプロリンリッチド

メインとAbi-1 YF変異体との結合においては、Abi-1 WTと比べて特に目立

った差は認められなかった。 
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Fig.7 Abi-1 のリン酸化は c-Abl の酵素活性を促進する。 
a) 大腸菌を用いて発現させた後、GST pull downにより精製したGST-Crkと、 

c-Abl 単独、または c-Abl と Abi-1 WT を 293T 細胞で共発現させた後、抗

Abl 抗体を用いた免疫沈降により精製した c-Abl を用いて、kinase assay を

おこなった。Western blotting により GST-Crk のリン酸化を確認した結果、

Abi-1 を共発現させることにより c-Abl の活性が上昇することが示された。 
b) GST-Crk と、c-Abl と Abi-1 WT または変異体を 293T 細胞で共発現させた

後、抗 Abl 抗体を用いた免疫沈降により精製した c-Abl を用いて、kinase 
assay をおこなった。Western blotting により GST-Crk のリン酸化を確認し

た結果、Abi-1 変異体を共発現させた c-Abl の活性は、WT と比較して低下

した。 
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Fig.8 Abi-1のリン酸化はc-AblによるMenaとVASPのリン酸化を促進する。 
a,b,c) 293T 細胞の過剰発現系において、 GST-Mena(a)、 GST-VASP(b)、

GST-WAVE2(c)それぞれと c-Abl、FLAG-Abi-1 WTまたは、リン酸化部位変

異体を共発現させ、GST pull-down 後、western blotting により Mena、

VASP、WAVE2のチロシンリン酸化レベルを確認した。その結果、Abi-1 WT

と共発現したものと比較して、Abi-1の各種変異体では Menaと VASPのチ

ロシンリン酸化レベルが減少した。しかし、WAVE2 のリン酸化レベルは

Abi-1 のリン酸化状態に関係なく変化しなかった。さらに、GST-Mena、

GST-VASP、GST-WAVE2 それぞれと共沈する Abi-1 の量を確認したところ、

Mena と VASP では Abi-1 の各種変異体との結合が減少しているものの、

WAVE2では Abi-1 WT、変異体共に同程度結合していた。 



 

 37  

 

75

75

62
250

62

1 2 3 4 5
Bcr-Abl

a)

97

97

62
250

GST-Mena

FLAG-
Abi-1

＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋ ＋ ＋

＋

＋
W

T

Y3
98

F
2Y

F

Y2
13

F

－

IB; α-pY

IB; α-GST

GSH 
beads

IB; α-Abi-1

IB; α-Abl
WCL

1 2 3 4 5
Bcr-Abl

GST-VASP

FLAG-
Abi-1

＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋ ＋ ＋

＋

＋

W
T

Y3
98

F
2Y

F

Y2
13

F

－

62 IB; α-Abi-1 GSH 
beads

b)

75

75

62
250

62

1 2 3 4 5
Bcr-Abl

a)

97

97

62
250

GST-Mena

FLAG-
Abi-1

＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋ ＋ ＋

＋

＋
W

T

Y3
98

F
2Y

F

Y2
13

F

－

IB; α-pY

IB; α-GST

GSH 
beads

IB; α-Abi-1

IB; α-Abl
WCL

1 2 3 4 5
Bcr-Abl

GST-VASP

FLAG-
Abi-1

＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋ ＋ ＋

＋

＋

W
T

Y3
98

F
2Y

F

Y2
13

F

－

62 IB; α-Abi-1 GSH 
beads

b)

 
 

Fig.9 Abi-1 のリン酸化は BCR-Abl による Mena と VASP のリン酸化を促進

する。 
a,b) 293T 細胞の過剰発現系において、GST-Mena(a)、GST-VASP(b)と BCR-Abl、

FLAG-Abi-1 WTまたはリン酸化部位変異体を共発現させ、GST pull-down後、

western blottingにより Mena、VASPのチロシンリン酸化レベルを確認した。

その結果、Abi-1 の各種変異体では Mena と VASP のチロシンリン酸化レベル

がわずかに減少した。さらに、GST-Mena、GST-VASPそれぞれと共沈する Abi-1

の量を確認したところ、Abi-1の各種変異体との結合の減少が認められた。 
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Fig.10 Abi-1 のチロシンリン酸化による細胞内局在への影響。 
Hela 細胞に GFP-Abi-1 WT のみを発現させた細胞（上段）と、c-Abl および

GFP-Abi-1 WT を共発現させた細胞（中段）と、c-Abl および GFP-Abi-1 ２YF
変異体を共発現させた細胞（下段）を抗 GFP 抗体と抗リン酸化 Abi-１抗体

（pY213）を用いて免疫染色の蛍光画像を共焦点顕微鏡により撮影した。 
Abi-1 のチロシンリン酸化による局在の変化は認められなかった。 
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Fig.11 Abi-1 のチロシンリン酸化は白血病細胞の細胞接着に関与する。 
a) マウス白血病モデル細胞株である BCR-Abl を発現した BaF3 細胞と、

BCR-Abl を発現するヒト白血病細胞株である K562 細胞に、WT およびリン

酸化部位変異型 Abi-1(Y213F,Y398F,2YF)を発現する細胞株を樹立した。 
b) 樹立した BaF3 細胞の細胞接着能を解析した結果、GFP-Abi-1 WTを発現させ

ると接着性は亢進したが、GFP-Abi-1Y213Fと Y398Fを発現させた細胞の接着

能は減少し、さらに２YF変異体においては空ベクターを感染させた細胞と同

程度にまで接着能が減少した。***P＜0.001 
c) 樹立した K562 細胞の細胞接着能を解析した結果、BaF3 細胞を用いた場合

と同様の結果となった。***P＜0.001 
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