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研究成果の概要（和文）：CBLはE3酵素として受容体型、非受容体型チロシンキナーゼの分解に関与する．CBLの機能不
全はガン化や重篤な免疫不全を示す．CBLのE3活性はY371のリン酸化により制御されているがその機構は不明である．
今回、非リン酸化体、およびリン酸化体CBLについてNMR法を用いて構造を明らかにした．非リン酸化体ではE2酵素との
結合部位はマスクされているが、リン酸化にともないマスクが外れ、E2酵素と効率的に結合しユビキチン化を促進する
事がわかった．
CBLのY371のリン酸化を行うFGFRは秩序だった自己リン酸化過程を経て活性化される．今回活性化ループの自己リン酸
化に関与する二量体構造を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：CBLis a RING-type E3 ubiquitin ligase that functions as a negative regulator of 
T-cell activation and growth factor receptor and nonreceptor-type tyrosine kinase signaling. NMR and 
small angle X-ray scattering analyses revealed that the unphosphorylated N-terminal region of CBL forms a 
compact structure by an intramolecular interaction, which masks interaction surface of the RING domain 
with an E2 ubiquitin-conjugating enzyme. Phosphorylation of Y371 disrupts the interdomain interaction to 
expose the E2 binding surface of the RING domain for efficient ubiquitination.
Ordered phosphorylation is required for receptor tyrosine kinase (RTK) activation; a process mediated by 
transient dimer formation of the kinase domains. This process is triggered by the tyrosine 
phosphorylation in the activation-loop. Here, we report structural and biochemical analyses of the 
tyrosine kinase domain interaction of FGFR required for the initial phosphorylation step.

研究分野： 構造生物学、NMR

キーワード： チロシンキナーゼ　過度的複合体　同位体ラベル　NMR　ナノディスク

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) シグナル抑制因子としてのCBLタンパク
質複合体の解析 

CBL は細胞内シグナル伝達タンパク質で
ある。E3 として様々な受容体型、非受容体型
チロシンキナーゼ  (PTK: Protein Tyrosine 
Kinase) のユビキチン化を促進し、シグナル
伝達の抑制因子として機能する。CBL の変異
は多くの疾患の原因ともなっており、医学的
にも CBL の構造と機能解明は重要である。
CBL は FGFR が Y371 をリン酸化することに
より活性化され E3 として機能する。CBL の
ユビキチン化の標的には EGFR、c-KIT、
PDGFR などの成長因子受容体が挙げられ、
ガンとの関係も深い。また、免疫系の Syk、
Zap-70、Lck、Fyn なども標的としており、免
疫シグナルの抑制因子としても重要である。
特に、T 細胞アネルジーの誘導では必須の役
割を果たすことが知られており、CBL の 1 種
である CBL-B をノックアウトしたマウスで
は重篤な自己免疫疾患を発症することが知
られている。以上重要な疾患と関連する CBL
の Y371(CBL-B では Y363)リン酸化機構につ
いて構造的な見地より解明が待たれている。 

 
CBL をリン酸化する成長因子レセプター

の活性化機構は多段階の自己リン酸化過程
を経る。特に FGFR1 については、それぞれ
のリン酸化複合体についてさまざまな酵
素・基質複合体が形成され、リン酸化が進む
ことが結晶構造に見られるクリスタルコン
タクトの解析より示唆されているが、より生
理的条件に近い溶液での複合体形成の解明
が必須である。 

 
(2) アダプター分子としてのCBL複合体の解
析と糖代謝の亢進 

CBL はインスリン受容体 (InsR) の下流に
おいてシグナル伝達のアダプター分子とし
て糖輸送担体 GLUT4 の細胞膜への移行を促
し、細胞内へのグルコースの取り込みを促進
する。この過程において CBL の Y371 のリン
酸化を契機としてインスリン受容体からラ
フトへの CBL の局在変化がおきるが、その分
子機構はいまだ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
(1) シグナル抑制因子としてのCBLタンパク
質複合体の解析 
CBL では N 末端領域にある helix-linker 領域、
E2との結合に関わるRINGドメインのミスセ
ンス変異、helix-linker 領域以降を欠損するナ
ンセンス変異が急性骨髄性白血病で報告さ
れている。CBL-B についても I 型糖尿病変異
が TKB ドメイン内に 2 箇所報告されている。
RING ドメイン内の変異についてはいずれも
E2 との結合サイト、もしくは RING ドメイン
の構造維持に不可欠な Zn-finger に存在し、E2
との結合性の低下や RING ドメインの構造異
常が疾患メカニズムとして推測される。Y371

の変異についてはリン酸化による活性化を
受けなくなるためと考えられるし、TKB ドメ
インの変異は基質認識に関わる SH2 ドメイ
ンの残基の変異であり、基質との親和性の低
下によるためと推測される。本研究課題では
CBL を中心とし、Y371 のリン酸化が制御す
る複合体形成を構造生物学的に解析し CBL
変異による免疫疾患等のメカニズムを解明
することを主たる目的とする。そのために、
非リン酸化体における自己阻害機構、リン酸
化による活性化機構と E2 との複合体形成機
構、成長因子レセプター等の基質タンパク質
認識機構を明らかにする。 
 
 FGFR1 の活性化ループ上のチロシン Y653
のリン酸化はリン酸化カスケードの最初の
リン酸化部位である。この部位のチロシンの
自己リン酸化には一方の FGFR1 を酵素、他
方の FGFR1 を基質とする酵素―基質複合体
の形成が必要となる。本研究では活性化ルー
プのチロシンリン酸化に必要な酵素―基質
複合体の構造について NMR 法、cross link 実
験に基づいて明らかにする。 
 
(2) アダプター分子としての CBL 複合体の
解析と糖代謝の亢進 

CBL はインスリン受容体 (InsR) の下流
においてシグナル伝達のアダプター分子と
しても機能する。InsR➝APS➝CBL➝ 
CAP➝CrkII➝C3G➝TC10 の経路を介して
糖輸送担体 GLUT4 の細胞膜への移行を促
し、細胞内へのグルコースの取り込みを促
進する。この過程において CBL の Y371 の
リン酸化を契機として dynamic にシグナル
複合体が切り替わり、InsR 周辺からラフト
へとシグナル複合体の局在を変化させる。
複合体切り替えのスイッチ機構を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
シグナル抑制因子としての CBL タンパク質
複合体の解析 
 CBL は TKB ドメイン Helix-linker-RING ド
メインの構成を持つ。E3 酵素として働く場合
には、TKB は成長因子レセプター等の基質認
識に、Helix-linker 上の Y371 のリン酸化によ
り E2 酵素との親和性が増大し、CBL の E3
活性が顕著に亢進し、基質のユビキチン化が
おこなわれる。これまでのところ、非リン酸
化体について X 線結晶構造解析が CBL と E2
複合体について行われたが、活性化機構につ
いてはいまだ不明な点が多い。今回リン酸化
による E3 活性亢進の機構を明らかにするた
めに、リン酸化前後による CBL の構造変化を
X 線小角散乱を用いて調べる。ついで Sortase
を用いたタンパク質ライゲーション法によ
り、15N 同位体ラベルを行った Helix-linker- 
RINGとTKBのライゲーションを行う。また、
Helix-linker-RING の 13C/15N 同位体ラベル体
を作製し、リン酸化による構造変化の有無を



検討する。CBL 全体の構造変化をみるため、
非リン酸化体、リン酸化体について Met のメ
チル基のみを 13C でラベルした CBL を作製
し、Met メチル基をプローブとして構造的知
見を得る。次いで、Met メチル基の帰属を変
異体を作成して確認する。Y371 のリン酸化
には FGFR1 を用いる。また、E3 活性の亢進
を調べるため、各種変異体を作製し CBL の自
己ユビキチン化アッセイを行う。 
 
４．研究成果 
(1) シグナル抑制因子としてのCBLタンパク
質複合体の解析 
 CBL の非リン酸化体、Y371 リン酸化体に
ついて X 線小角散乱を測定した。慣性半径は
非リン酸化体で 24 オングストローム、リン
酸化体では 27 オングストロームとリン酸化
体では大きな慣性半径をとることが分かっ
た。つぎに 15N 同位体ラベルを行った
Helix-linker-RINGとSortase反応を用いて 15N
同位体ラベルを行った Helix-linker-RING と
TKB を繋ぎ合せた CBL を作製した。非リン
酸化体ではHelix-linker-RINGはシャープなシ
グナルを与えるのに対し、CBL と繋ぎあわさ
れたHelix-linker-RINGのシグナルはブロード
であり、TKB と相互作用を行っていることが
分かった。そこで、CBL の 13C メチル Met
体を作製し、HMQC スペクトルを観測した。
なお、Met 変異体を作製し、各 Met の帰属を
行った。 

NMR スペクトル解析より、TKB の SH2 部
分が Helix 部分と相互作用していることが分
かった。次いでリン酸化体では CBL の
Helix-linker-RING 部位はシャープなシグナル
を 与 え た 。 こ れ ら の シ グ ナ ル は
Helix-linker-RING 単独のシグナルとよく対応
することから、リン酸化により、helix を介し
た TKB との相互作用はきられ、独立した構
造ユニットとして存在することがわかった。 
そこで helix-linker-RING について 13C/15N 体
を作製し、定法に従い構造を解析した。興味
深いことに、リン酸基は RING の塩基性残基
と相互作用を行うこと、Helix-linker-RING の
N末端部位とC末端部位が平衡の-sheetを組
み全体としてコンパクトな構造を取ること
が分かった。すなわち、Helix-linker-RING は
リン酸化により一つの構造体として TKB よ
り離れ、E2 を認識するものと思われた。E2
とHelix-linker-RINGはリン酸化により相互作
用が強まり、より効率的に E2 が RING にリ
クルートされ、自己ユビキチン化が行われる。
今回得られた結果に基づき、 TKB と
Helix-linker-RING 相 互 作 用 部 位 お よ び
Helix-linker-RING と E2 相互作用部位にそれ
ぞれ変異を加え CBL の自己ユビキチン化活
性 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 TKB と
Helix-linker-RING との相互作用を弱める変異
は非リン酸化体でも自己ユビキチン化能が
亢進することが確かめられた。既に報告され
ている非リン酸化体の結晶構造解析の問題

点は TKB SH2 による基質の認識部位と E2 上
のユビキチン化を行う部位が TKB の反対側
50 オングストローム以上離れた場所に位置
していることであった。しかし、今回の解析
より、Helix-linker-RING はリン酸化に伴い
TKB より離れより基質リン酸化ペプチド近
傍に位置できること、その結果、基質のユビ
キチン化が効率よく行われる可能性が示さ
れた。 
 

CBL の活性化は FGFR1 によるリン酸化が
契機となる。FGFR1 のキナーゼ活性は活性化
ループのチロシンのリン酸化を契機として
(50 倍のキナーゼ活性亢進)、キナーゼインサ
ート、juxtamembrane region, C-terminal tail そ
して最後に活性化ループの 2 番目のチロシン
残基のリン酸化と多段階かつ秩序立って行
われ、キナーゼ活性は 1000 倍亢進する。X
線結晶構造解析より得られたクリスタルコ
ンタクトより自己リン酸化過程で必要とな
る基質―酵素複合体の構造が示唆されてき
た。しかし活性化ループ最初のチロシンのリ
ン酸化に関与する酵素―基質複合体の構造
についてはいまだ報告されていない。我々は
この問題の解決に溶液中のタンパク質の相
互作用を明らかにすることが必要と考えた。
チロシンキナーゼの調製は大腸菌では困難
であることが報告されていたが、我々はチロ
シン脱リン酸化酵素を共発現することによ
り、非リン酸化体として発現すれば、大腸菌
でも大量のチロシンキナーゼを調製できる
ことを見出した。実際この発現方法をもちい
ることにより、数種のレセプター型チロシン
キナーゼ、非レセプター型チロシンキナーゼ
を発現できることを確かめた。 
これまでの結晶構造より、活性部位の近傍

に存在する 2 つの塩基性残基が基質のリン酸
化部位 1 残基前の酸性残基と相互作用し、活
性部位にチロシン残基を提示していること
が示されている。そこで、これら二つの塩基
性残基の変異を行うとともに、活性化ループ
最初のチロシンを除き残りのリン酸化部位
のチロシンを欠如した変異体を作製した結
果、単量体となる変異体の作製ができた。単
量体はHSQCスペクトル上でシグナルはシャ
ープであるのに対し、野生体では多くのシグ
ナルがブロードあるいは消失していた。これ
は、野生体では一過性の基質―酵素複合体を
形成するため、複合体形成に関与する残基は
交換過程を反映してブロードあるいは消失
したためと考えられた。これらの残基は活性
化ループ、触媒ループを含む面に集中してお
り、特に活性化ループ上の残基はすべて消失
していることが分かった。そこでマッピング
の結果を受け、二量体形成に関与すると考え
られる残基を Cys に変異し、クロスリンク実
験を行った。この結果 FGFR の N-ローブ、
C-ローブ同士が平行に配置され、それぞれの
活性化ループのチロシンを相手の活性部位
近傍に提示している可能性が示された。クロ



ス実験より得られた距離制限、および NMR
情報より得た相互作用面の情報を考慮して
HADDOCKを用いて活性化ループ1番目のチ
ロシンのリン酸化に必要な二量体モデルを
構築した。ついで、このモデルに基づいて相
互作用面を破壊する変異体を作製し、自己リ
ン酸化能が落ちることを確認した。 
 
(2) アダプター分子としてのCBL複合体の解
析と糖代謝の亢進 

CBL が関与する糖の取り込みの機構解明
は医学的に重要な課題である。我々は、この
問題の解決のために発現系の作製を進めて
きたが、十分な発現量が得られなかったこと、
むしろ、FGFR1 のキナーゼ活性の亢進機構の
ほうがより重要な課題となったため、(2)の課
題を中止して（1）の課題に集中した。 
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