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研究成果の概要（和文）： 
  チロシンキナーゼは細胞の増殖・分化・運動などに関与し、その異常はがん化へと導く。本

研究では、Lyn キナーゼ領域と long-chain acyl-CoA synthetase 3 (ACSL3)とのゴルジ体における

一過性かつキナーゼ活性非依存的会合が Lyn をゴルジ体から細胞膜へ輸送開始させることが分

かった。また、Lyn と Abl チロシンキナーゼは核内において、クロマチン構造変換を通したチ

ロシンリン酸化依存的遺伝子発現調節に関わることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Tyrosine kinases are involved in cell proliferation, differentiation and cell motility, and their 
aberrations lead to neoplastic transformation. In this study, we showed that a kinase activity-independent 
and transient protein-protein interaction takes place between the Lyn kinase domain and long-chain 
acyl-CoA synthetase 3 (ACSL3) and the resulting protein-protein interaction triggers Lyn export from 
the Golgi membrane to the cell-surface membrane. Furthermore, we found that Lyn and c-Abl are 
involved in the regulation of gene expression through chromatin structure changes in a kinase 
activity-dependent manner.   
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１．研究開始当初の背景 
 チロシンキナーゼは細菌や酵母には存在
せず、ヒトを含めた高等生物特有のシグナル
分子である。プロトがん遺伝子である Src 型

チロシンキナーゼは８種類のメンバー (c-Src, 
Lyn, c-Yes, Fyn, Lck, Hck, c-Fgr, Blk) から成
り、３２種類含まれる非受容体型チロシンキ
ナーゼの中でも最大のファミリーである。Src
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型チロシンキナーゼは細胞膜の細胞質側に
係留され受容体からのシグナルを伝達する
ことが知られているが、ゴルジ体膜やリソソ
ーム膜/後期エンドソーム膜の細胞質側に係
留し、また核内にも存在することが分かって
きた。Src 型チロシンキナーゼは小胞体で生
合成される分泌蛋白質とは異なり、細胞質で
生合成されてそれぞれのオルガネラに輸送
されて機能するものと考えられるが、輸送機
構およびオルガネラでの Src 型チロシンキナ
ーゼの機能については殆ど分かっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 上皮系細胞と繊維芽系細胞に重複発現す
る Src 型チロシンキナーゼメンバーは c-Src, 
Lyn, c-Yes, Fyn の細胞内局在 (ゴルジ体・リソ
ソーム/後期エンドソーム・核) である。その
中でも、Lyn は c-Src と異なり、細胞質で生合
成後にゴルジ体膜に蓄積し、その後細胞膜へ
と輸送されることを見出しているので、Lyn
の輸送機構の解析および機能解析を行なう。
また、核移行シグナルを持つ非受容体型チロ
シンキナーゼ c-Abl の核内機能に関しても比
較解析を行ない、チロシンリン酸化反応の核
内での機能を明らかにする。 
 
  
３．研究の方法 
 Lyn の様々な遺伝子変異体を作製し、遺伝
子導入された Lyn の細胞内局在を免疫蛍光染
色による共焦点レーザー顕微鏡観察で調べ
た。また、ウエスタンブロット法、免疫沈降
法や GST プルダウン法により、蛋白質相互作
用を調べた。さらに、shRNA コンストラクト
作成によるノックダウン法を行ない、蛋白質
量の減少による機能阻害を調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）Src メンバーの１つである Lyn の細胞
内輸送を調べて、次のことを明らかにした。
まず、Lyn の構造でゴルジ標的化に必要な領
域を調べたところ、蛋白質—蛋白質相互作用
領域の SH3・SH2 は関与せずに、脂質修飾
部位の SH4 領域が必要であることが分かっ
た。しかし、SH4 領域は必要条件ではあるが
必要十分条件ではなく、キナーゼ活性は不必
要だがキナーゼ領域構造が必要であること
が分かった。 
 Lyn のキナーゼ領域に会合する分子を
GST プルダウン法にて精製したところ、
long-chain acyl-CoA synthetase 3 (ACSL3) が
Lyn の open conformation 時に会合することが
分かった。そして、ゴルジ体から細胞膜への
Lyn の輸送は、Lyn キナーゼ領域への ACSL3
のゴルジ体における一過性会合により、開始

されることが分かった。ACSL3 過剰発現は
Lyn をゴルジ体から細胞膜への輸送を促進さ
せ、逆に、ACSL3 ノックダウンは Lyn の輸送
をゴルジ体に留めた。また、Csk チロシンキ
ナーゼによるリン酸化で誘導される Lyn の
closed conformation 化も ACSL3 会合抑制を起
こして Lyn の輸送をゴルジ体に留めた。しか
し、Lyn キナーゼ酵素活性や ACSL3 酵素活性
は必要が無かったことから、Lyn の open 
conformation 時における Lyn キナーゼ領域と
ACSL3 との蛋白質相互作用が重要であるこ
とが分かった。さらに、Lyn 含有ポストゴル
ジ輸送小胞は、水泡性口内炎ウイルス蛋白質
VSV-G の輸送担体やカベオリンの輸送担体
などと異なっており、c-Src 輸送小胞とも異な
る輸送小胞であった。本研究により、Lyn が
ゴルジ体経由で、細胞膜へ輸送される分子機
構の一端が初めて明らかになった。 
（２）Src 型チロシンキナーゼの核局在は脂
質修飾を受ける前に核膜孔を通過して核内
移行し、核内チロシンリン酸化がクロマチン
凝縮に関わることを見出していたので、リン
酸化チロシン蛋白質を精製して質量分析機
で解析したところ、DNA 結合蛋白質に会合す
るチロシンリン酸化核内蛋白質が複数種類
同定できた。 
（３）Abl キナーゼに関して、核/細胞質間シ
ャトリングおよび核内チロシンリン酸化反
応を会するヒストンメチル化・アセチル化の
クロマチンエピジェネティックスを見出し
た。核内 Abl はヘテロクロマチンに特徴的な
ヒストン修飾が見られ、特に、ヒストン H4
のリジン１６番目のアセチル化(H4K16ac)の
減 少 が 誘 導 さ れ た 。 そ の 結 果 、 Ras 
association domain family 1 isoform A 
(RASSF1A)遺伝子の発現制御抑制が起きる
ことが分かった。また、ヒストン脱アセチル
化酵素阻害剤トリコスタチン A を用いた実
験より、Abl によるチロシンリン酸化はヒス
トン脱アセチル化酵素の上流に位置してい
ることが判明した。 
（４）ポリエチレンイミンを用いた遺伝子導
入法の改良をおこなったところ、高効率・簡
便で安価(市販試薬の１万分の１の価格)の方
法ができたので、遺伝子過剰発現や遺伝子ノ
ックダウンはコストパフォーマンスが良い
実験になり、特許出願中である。さらに、申
請者の研究室では、ほぼコストレスで無限回
数の実験を行なうことができるようになっ
たので、研究室の財政にとってメリットは計
り知れないものがある。 
 以上より、本研究において、チロシンキナ
ーゼのオルガネラ選別機構の一端が見出さ
れ、さらに、細胞内で最大のオルガネラであ
る核での Lyn と Abl によるチロシンリン酸化
のクロマチン構造変化に対する役割が徐々
にではあるが初めて理解できるようになっ



 

 

てきたところである。申請者らは、このよう
な新しい分野創造の初端を切り開いたので、
研究成果の一層の充実を目指し、創薬研究に
新しい切り口をもって貢献することができ
るかもしれない。 
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