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研究成果の概要（和文）：本研究ではガン細胞特異的に作用する医薬品の開発を促進するために、受容体型チロシンキ
ナーゼFGFR3の病原活性変異体について、機能解析及びX線結晶構造解析を行い、活性化メカニズムの解明を目指した。
N540T、K650M、G697C各変異体のKm(ATP)値は野生型の0.30～108倍へと大きく変化しており、このことはそれぞれの活
性化機構が異なっている可能性を示唆する。一方、Ｘ線結晶構造解析に向けて野生型及び変異体について微小結晶を得
ている。今後X線構造解析を進めて、各活性変異体の活性化における分子メカニズムを明らかにする。

研究成果の概要（英文）：In order to facilitate drug discovery for cancer, we aim to elucidate the 
activating mechanism of the FGFR3 pathogenic mutants by the functional and crystallographic analyses. The 
Km (ATP) values of N540T, K650M, and G697C mutants varied from 0.30- to 108-hold compared with that of 
the wild type. The result implies that these mutants are activated via distinguished mechanisms. The 
exploration of crystallization condition has yielded the micro-crystals of the wild type and mutants. 
Ongoingly, we will perform the crystal analyses and elucidate the molecular mechanisms for the activation 
of the active mutants.

研究分野： シグナル伝達蛋白質の構造機能解析および創薬化学研究

キーワード： 受容体型キナーゼ　病原活性変異体　Ｘ線結晶構造解析　酵素機能解析　ＦＧＦＲ３
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１．研究開始当初の背景 
受容体型チロシンキナーゼ Fibroblast 

Growth Factor Receptor (FGFR)は細胞外リ
ガンド結合ドメイン、膜貫通領域、細胞内キ
ナーゼドメインからなるドメイン構造を有
しており、細胞外から細胞内へのシグナル伝
達を仲介し、繊維芽細胞の増殖・分化を誘導
することで傷口の治癒や血管新生などの生
命維持機能に大きく貢献している。正常組織
において、FGFR はリガンド FGF の細胞外
ドメインへの結合をきっかけとして、細胞内
ドメインを自己リン酸化して活性化する。一
方、ガン組織においては、FGF 非依存的に恒
常的活性を示す FGFR 変異体が見つかって
いる。 

 
FGFR3 には扁平上皮ガン、膀胱ガン組織

において、恒常的活性を示す変異体 G697C
及び K650E がそれぞれ発見されている（Nat. 
Genet. 23 (1999), 18; Int. J. Cancer 117 
(2005), 166）。これらの K650E 及び G697C
の変異パターンは他の FGFR で報告されて
いない。さらに FGFR3 細胞内ドメインの野
生型及び恒常的活性変異体の構造研究は進
んでおらず、これら FGFR3 恒常的活性変異
体が恒常的に活性を示す分子メカニズムは
不明である。 
 
 
２．研究の目的 
受容体型チロシンキナーゼ Fibroblast 

Growth Factor Receptor (FGFR) は細胞外
から細胞内へのシグナル伝達を仲介し、繊維
芽細胞などの増殖・分化を誘導する。正常組
織では FGFR はリガンドとなる FGF 依存的
に自己リン酸化して活性化する。一方、ガン
組織において FGF 非依存的な恒常的活性を
示す FGFR 変異体が発見されている。本研究
では、Ｘ線結晶構造解析、分子生物学的改変
及び酵素活性測定を行い、FGFR3 に特有の
恒常的活性変異体K650E及びG697Cの活性
化メカニズムを原子レベルで解明する。この
成果を基盤として、生命維持に必要である野
生型に作用せず、恒常的活性変異体にのみ作
用する低副作用抗ガン剤の論理的創出研究
が始動する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型及び活性変異体の調製 
野生型 FGFR3 の細胞内ドメインの遺伝子

を pGEX6p-1 ベクターに組み込み、GST 融
合蛋白質として大腸菌による大量生産を行
った。大腸菌を破砕後、グルタチオンカラム
により精製して、粗精製サンプルを得た（機
能解析用）。さらに GST を酵素切断、陰イオ
ン交換カラムを用いて高純度化を図った。 
活性変異体（N540T,K650M,G697C）につ

いても野生型と同様にサンプルを調製した。 
高純度化。C 末の天然変性領域の除去。大

腸菌破砕時に安定化剤。 
 

(2) 酵素機能解析 
 ELISA 法により、各 ATP 濃度における野
生型及び活性変異体の活性を測定した。それ
ぞれラインウィーバーバークプロットによ
り、Km(ATP)値を導き出した。 
 キナーゼ活性は、ATP の濃度が低いと最大
反応速度 Vmaxでは反応が進まず、逆に過剰な
ATPが存在する場合もATPase活性を示すこ
となどによって見掛け上のキナーゼ活性が
低下する。このため、正確に Vmaxの速度を測
定し比較することは困難である。そこで、反
応速度が理論上 Vmaxの 1/2 となる ATP 濃度
が KM 値のときの活性を比較し、野生型の活
性を 100%とした各変異体の比活性を求めた。 
 
(3)結晶化条件探索 
 各タンパク質サンプルに ATP アナログを
作用させて安定化させた後に、Hampton 
Research社のCrystal Screen HT及び Index 
HT を用いて、結晶化条件の初期スクリーニ
ングを行った。さらに結晶化条件すなわち沈
殿剤の濃度、pH などを最適化した。 
 
(4) X 線回折実験 
 結晶をドロップから取り出して、抗凍結剤
として 20%グリセロールを含む溶液に浸漬
して液体窒素下で結晶を処理した。SPring-8
あるいは高エネルギー加速器研究機構にお
いて、各結晶を用いてX線回折実験を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 蛋白質サンプルの調製 
 初期検討において、精製サンプルに大腸菌
由来のシャペロンが不純物として含まれる
ことが推定された。これらシャペロンは
FGFR の不安定構造部分に非特異的に吸着
していると考えられた。そこで、C 末端にあ
る天然変性領域を除いて実験を行ったとこ
ろ、シャペロンの吸着が押さえられる傾向に
あることがわかった。さらに大腸菌破砕バッ
ファーに ATP あるいはカゼインを加えるこ
とにより、シャペロン吸着の低減に成功した。
最終的にはイオン交換カラムを用いてシャ
ペロンの完全除去している。 
 
(2) 機能解析 
 野生型 FGFR3 のラインウィーバーバーク
プロットを図 1 に示す。この結果から
Km(ATP)値を求めた。変異体についても同様
のプロットを作成し、Km(ATP)値を求めた。
この結果、N540T 及び K650M については
野生型のそれぞれ3倍、1/3倍であった（表 1）。
ATP 結合にあまり影響を与えていないこと
から、これらの変異体は野生型と同様のメカ
ニズムを介して活性を示すと考えられる。一
方、G697C の KM値は野生型の 100 倍以上大
きくなっていた（表 1）。つまり、G697C 変



異体では ATP 結合が極端に弱くなっており、
野生型と異なる活性構造を経て酵素反応が
進行すると推察される。 
また、G697C は他の変異体と比較すると高

い活性を保っている。これは、ATP との結合
が弱いため回転数が上昇していることが考
えられる他、基質との親和性、ADP との親和
性などの違いなども考えられる。 
 

図１ 野生型のラインウィーバーバークプロット 
 
 
表１ 野生型及び変異体の Km 値と比活性 
 Km(ATP) 比活性 
野生型 5.3±0.6 100 
N540T 16±5 50 
K650M 1.6±0.6 7 
G697C 570±230 70 
 
 
(3) 結晶化条件の探索 
 Ｘ線結晶構造解析を行い、機能解析から得
た知見について分子レベルのメカニズムを
明らかにする。 
 結晶化条件のスクリーニングにより、
Index HT スクリーニングの E11 で結晶を得
た（図 2）。 
 
◆Index HT/E11 

20 mM MgCl2 
0.1 M HEPES pH7.5 
20% poly(acrylic acid sodium salt)5100  
 

図２ FGFR3/G697C の結晶 
 
 得られた結晶を用いてX線回折実験を行っ
たところ、8 Å の分解能の回折点を観測した
（図 3）。今後、構造解析レベルの結晶を得る

ため、結晶化条件の最適化及び結晶性の向上
を目指す。 
 

図３ FGFR3 結晶から得られた X 線回折像 
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