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研究成果の概要：一酸化窒素は多くの蛋白の活性を制御し、様々な生理的役割を担っている。

我々は非受容体型チロシンキナーゼが、一酸化窒素によるニトロソ化により、活性が制御され

ることを見出した。Ｓｒｃ，ＦＡＫは一酸化窒素により活性化されるが、その活性化には保存

されたシステインのニトロソ化が重要であった。このニトロソ化による活性化は細胞間接着の

制御や、癌細胞の浸潤、転移に関わっていることを明らかにした。 
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・病態医化学 
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１．研究開始当初の背景 
従来Ｓｒｃファミリーキナーゼの活性はチ
ロシンのりん酸化により制御されると考え
られていた。ＳｒｃはＮ末よりＳＨ３領域、
ＳＨ２領域、キナーゼ領域を有する。キナー
ゼ領域のＣ末側にあるチロシンがりん酸化
されると、そのりん酸化部位がＳｒｃのＳＨ
２領域に結合し、そして酵素が閉じた状態と
なり、不活性化される。また、キナーゼ領域
にある４１６番目のチロシンの自己りん酸
化によってもその活性が制御されている。 

我々は以前よりＳｒｃにおけるシステイ
ンの役割について研究を進めていた。Ｓｒｃ
には９つのシステインが存在し、ＳＨ２に３

つ、そしてキナーゼ領域に６つある。キナー
ゼ領域のＣ末には４つのシステインが集積
している部位があり、我々はこの部位を
Cysteine Clustered Motif (CC motif)と名
づけた。この４つのシステインのうち、２つ
のシステインはＳｒｃファミリーキナーゼ
で保存されており、これらのシステインをア
ラニンに変えることで、Ｓｒｃの活性の低下
が観察される。 
 水銀はシステインのチオール基に特異的
に結合する重金属である。水銀を精製したＳ
ｒｃに加えると、Ｓｒｃの酵素活性が顕著に
亢進する。この活性亢進のメカニズムを検討
したところ、CC motifにあるシステインが重
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要な働きをしていることが判明した。CC 
motif にある４９８番目のシステインをアラ
ニンに変えたＳｒｃでは水銀による活性化
が観察されなかった。よって水銀は４９８番
目のシステインに結合し、酵素の立体構造に
変化をおこし、その活性を亢進すると考えら
れる。またこの結果より、Ｓｒｃはりん酸化
のみでなく、システインの修飾によってもそ
の活性が制御される可能性が示唆された。 
 我々は以前に一酸化窒素（ＮＯ）がＳｒｃ
の酵素活性を亢進することを報告している。
しかしながら、この活性化のメカニズムはま
だ不明である。ＮＯは多くの蛋白のシステイ
ンのチオール基に結合(ニトロソ化)するこ
とで、その活性を制御することが知られてい
る。よってＳｒｃもシステインのニトロソ化
により、その活性が制御されている可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 

ＳｒｃはＮＯにより活性化される。その詳
細なメカニズムを解明する。ＮＯはシステイ
ンをニトロソ化し、多くの蛋白の活性を制御
する。ＳｒｃのＮＯによる活性化もシステイ
ンが関与していると推測されるので、ＮＯに
よる活性制御に必須なシステインを同定す
る。また、そのシステインがニトロソ化され
ていることを確認する。 

癌細胞をＮＯ産生試薬であるＳＮＡＰで
刺激すると、細胞運動や浸潤が亢進する。そ
のときにＳｒｃなど様々なチロシンキナー
ゼが活性化される。ＮＯによる浸潤の亢進な
どに必須なキナーゼを同定し、その活性にニ
トロソ化が関与しているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ＮＯによるＳｒｃの活性化 
 Ｓｒｃを細胞に発現させ、免疫沈降する。
そして基質であるカゼイン、放射性ラベルし
たＡＴＰを加え、１５分３０度で反応させる。
その後ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルにながし、乾燥
させ、フィルムに感光させる。基質に取り込
まれた放射性ラベルされたリンの量により、
Ｓｒｃの活性が測定される。ＳＮＡＰを加え
ることで、ＮＯによる in vitro でのＳｒｃ
の活性を測定する。 
 Ｓｒｃを細胞に発現させた後、細胞の培養
液にＳＮＡＰを加え、１時間培養する。その
後、細胞の抽出液を作成し、Ｓｒｃの４１６
番目のチロシンのりん酸化を特異的に検出
する抗体を用いて、Ｓｒｃの活性化を検討す
る。 
点変異を導入したＳｒｃの作成 
 Ｓｒｃのシステインをアラニンに変える
のは、ＰＣＲをもちいておこなった。変異の
入ったプライマーを注文し、それを用いてＰ
ＣＲをおこない、増幅した遺伝子をベクター

に導入した。 
ニトロソ化の検出 
 Ｓｒｃのニトロソ化を検出するため、ビオ
チンスイッチ法をおこなった。細胞を１時間
ＳＮＡＰで刺激し、細胞を１％ＳＤＳを含む
HEN bufferで可溶化する（HEN buffer; 50mM 
HEPES, 1mM EDTA, 0.1mM neocuproine）。さ
らにシステインのアルキル化剤であるＭＭ
ＴＳを２０ｍＭ加え、５０度で３０分反応さ
せる。これにより、ニトロソ化されていない
システインにはＭＭＴＳが結合する。アセト
ン沈殿をおこない、蛋白を沈殿させたのち、
１％ＳＤＳを含む HEN buffer で再び蛋白を
可溶化する。そしてアスコルビン酸を加え、
ニトロソ化されたシステインを還元する。そ
してアビチンを結合させたＨＰＤＰを加え、
還元されたシステインと反応させる。これに
より、ニトロソ化されたシステインは最終的
にはアビチンが結合したＨＰＤＰと結合す
る。そして、アビチンと結合するストレプト
アビジンが結合したアガロースビーズを用
いて、 蛋白を免疫沈降する。この方法によ
り、ニトロソ化された蛋白が特異的に免疫で
きる。その後、Ｓｒｃに特異的な抗体を用い
てニトロソ化されたＳｒｃを検出する。 
 
４．研究成果 
ＮＯによる活性化に必須なシステインの同
定 
 ＳｒｃはＮＯにより活性化されるが、その
活性化に必要な領域を同定するため、ＳＨ２
のみ、ＳＨ３のみ、もしくはその両方を欠損
したＳｒｃを作成し、ＮＯによる活性化を検
討した。その結果、ＮＯによる活性化にはＳ
Ｈ２，ＳＨ３両方とも必要でなく、キナーゼ
領域のみで十分であることが明らかとなっ
た。次にシステインがＮＯによる活性化に必
須 で あ る こ と を 確 認 す る た め 、
Iodoacetamide(IAA)を用いてＳｒｃのシス
テインをアルキル化し、ＮＯを加え、その活
性化を観察した。するとＮＯによるＳｒｃの
活性化は観察されなかった。 
 Ｓｒｃのキナーゼ領域のＣ末側にはシス
テインが集積した部位があり、我々は、CC 
motif と名づけている。この領域のシステイ
ンは他のＳｒｃファミリーキナーゼで保存
されており、水銀によるＳｒｃの活性化に必
須である。そこで、CC motifにあるシステイ
ンをそれぞれアラニンに変えたＳｒｃを作
成し、ＮＯによる活性化を検討した。水銀と
同様に、４９８番目のシステインをアラニン
に変えたＳｒｃではＮＯによる活性が観察
されなかった。次に４９８番目のシステイン
がニトロソ化されているかをビオチンスイ
ッチ法を用いて検討した。４９８番目のシス
テインをアラニンに変えたＳｒｃでは野生
型にくらべ、ニトロソ化が顕著に減少してい



 

 

た。よって、ＳｒｃはＮＯにより４９８番目
のシステインがニトロソ化され、活性化され
ると考えられる。このシステインは他のＳｒ
ｃファミリーキナーゼでも保存されている。
そこで、Ｙｅｓ，Ｌｙｎなどのキナーゼを用
いて同様な実験をおこなった。Ｙｅｓ、Ｌｙ
ｎ両方共に、ＮＯによる活性化が観察された。
次にこれらのキナーゼの４９８番目にあた
るシステインをアラニンに変え、ＮＯによる
活性化を検討した。Ｓｒｃと同様に、この部
位にあるシステインを変えることで、ＮＯに
よるＹｅｓ，Ｌｙｎの活性化は観察されなか
った。ＮＯによりＳｒｃファミリーキナーゼ
は活性化されるが、その活性化には保存され
た４９８番目に当たるシステインが重要で
あることが示唆された。 
 上記の結果はすべて In vitro の系で得ら
れた結果である。そこで、今度は細胞におい
てもＳｒｃがＮＯによりニトロソ化され、活
性化されるかを検討した。ＳＹＦ細胞はＳｒ
ｃ，そしてＳｒｃファミリーキナーゼである
Ｆｙｎ，Ｙｅｓの３つの遺伝子が欠損した細
胞である。この細胞に野生型Ｓｒｃ，そして
４９８番目のシステインをアラニンに変え
たＳｒｃを導入し、恒常的な発現細胞株を作
成した。そしてこれらの細胞をＳＮＡＰで刺
激し、Ｓｒｃの活性をウエスタンブロットに
て検出した。Ｓｒｃは活性化されると４１６
番目のチロシンがりん酸化されるので、この
チロシンのりん酸化特異的抗体を用いて活
性を観察した。野生型ＳｒｃはＳＮＡＰの刺
激により活性化されるが、変異型Ｓｒｃはそ
の活性化が野生型にくらべ、顕著に抑えられ
ていた。また、ビオチンスイッチ法により、
４９８番目のシステインが細胞内において
も、ニトロソ化に関与していることが示唆さ
れた。 
 ＦＡＫはチロシンキナーゼであり、細胞が
細胞外基質と接着する部分である、接着斑に
局在する。そして細胞の運動などに重要な働
きに関与している。我々はＦＡＫもＳＮＡＰ
の刺激により活性化されることを見出した。
細胞をＳＮＡＰで刺激した後、ＦＡＫに特異
的なりん酸化抗体を用いてウエスタンブロ
ットをおこなったところ、ＦＡＫのりん酸化
亢進することが確認された。さらにＦＡＫを
免疫沈降し、キナーゼアッセイをおこなった
ところ、ＳＮＡＰによるＦＡＫの活性の亢進
が明らかとなった。 
MCF7細胞の形態変化、浸潤の亢進における一
酸化窒素，Ｓｒｃ，ＦＡＫの役割 
 MCF7細胞は乳癌由来の癌細胞である。この
細胞を性ホルモンであるエストロゲンで刺
激すると、細胞の形態変化、浸潤の亢進など
が観察される。そこでエストロゲンの刺激に
よりＳｒｃ，ＦＡＫが活性化されるかをウエ
スタンブロットを用いて検討したところ、両

方の蛋白ともに、活性化されることが明らか
となった。エストロゲンによりＮＯ産生酵素
であるｅＮＯＳの発現の亢進が報告されて
いる。我々はそこで、エストロゲン刺激によ
るｅＮＯＳの発現亢進をウエスタンブロッ
トにて確認した。次にＤＡＦ２という試薬を
用いてＮＯの産生の亢進を観察した。細胞を
エストロゲンで刺激した後、ＤＡＦ２を加え、
細胞を一定時間培養した後、蛍光顕微鏡でＮ
Ｏの産生を観察した。エストロゲン刺激して
２４時間後に顕著なＮＯの産生が見られた。
次に、このＮＯの産生がＳｒｃ、ＦＡＫの活
性化に関与しているかを検討した。エストロ
ゲンで細胞を刺激し、さらにＮＯ産生阻害剤
である L-NMMA を加え、Ｓｒｃ，ＦＡＫの活
性を調べた。すると L-NMMA によりエストロ
ゲンによるＳｒｃ，ＦＡＫの活性化が抑制さ
れることが判明した。 
 エストロゲンにより、MCF7細胞における細
胞間接着が阻害される。細胞間接着の破壊は
癌の浸潤や転移に重要な働きをしている。そ
こで、ＮＯがエストロゲンによる細胞間接着
の阻害に関与しているかを検討した。細胞を
エストロゲンで刺激し、さらに L-NMMA を加
え、カドヘリン抗体を用いて免疫染色をおこ
なった。この実験により、ＮＯが細胞間接着
阻害に関与していることが明らかとなった。
またＳｒｃの阻害剤を用いることにより、、
細胞間接着の阻害が抑えられた。以上より、
エストロゲンはＮＯを介してＳｒｃを活性
化し、細胞間接着を阻害していると考えられ
る。 
 エストロゲンにより、MCF7細胞の浸潤が亢
進する。そこで同様に、ＮＯ，Ｓｒｃが MCF7
細胞の浸潤の亢進に関与しているかを検討
した。細胞の浸潤はボイデンチャンバーを用
いておこなった。細胞をチャンバーの上部に
まき、エストロゲンで刺激する。２４時間後
にマトリゲルを破壊し、チャンバーの下側に
出てくる細胞の数を数えることで、細胞の浸
潤を検討した。L-NMMA, またＳｒｃ阻害剤
である PP2を細胞に加えることで、細胞の浸
潤が抑制された。以上の結果より、ＮＯによ
るＳｒｃの活性化は癌細胞の浸潤に関与し
ていることが推測される。 
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