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研究成果の概要（和文）：FerはFerと類似のFesとともに、非受容体型チロシンキナーゼ群の中ではユニークな
マルチドメイン構造をもつ。Ferはさまざまな組織・細胞でユビキタスに発現しており、上皮成長因子受容体
(EGFR)や血小板由来増殖因子受容体(PDGFR)など増殖因子受容体からのシグナル伝達によって活性化され、細胞
のがん化やがん悪性化に深く関わる。本研究では、Ferの活性化機構の構造基盤を解き明かすことを目的とした
構造生物学研究に取り組み、Ferの一部のドメインとリガンド分子の複合体について高分解能構造解析に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Fer and Fes proteins constitute a distinct subfamily of nonreceptor tyrosine
 kinases characterized by a unique multidomain structure. Fer is ubiquitously expressed, and can be 
activated as a response to stimulation of growth factor receptors including epidermal growth factor 
receptor (EGFR) and platelet-derived growth factor receptor (PDGFR). Upregulation of Fer has been 
implicated in tumorigenesis and malignant progression of various human cancers. This study was 
undertaken to understand the activation mechanism of Fer, and a structure of one of the domains of 
Fer bound to a ligand molecule was determined at high resolution.

研究分野： 構造生物学

キーワード： シグナル伝達　X線結晶解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの増殖には、基質タンパク質のチロシンをリン酸化するチロシンキナーゼが深く関わっている。一般にチロ
シンキナーゼは、細胞の増殖・分化、細胞運動、免疫応答など、多様な生理機能を制御する複雑なシグナル伝達
系の鍵を握る酵素である。本研究では、抗がん剤開発の標的タンパク質として注目されている非受容体型チロシ
ンキナーゼFerに関する構造解析を行った。本研究はチロシンキナーゼの作用機序を解き明かすための基礎研究
としての意義をもつ。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）がんの増殖には、基質タンパク質のチロシンをリン酸化するチロシンキナーゼが深く関

わっている。一般にチロシンキナーゼは、細胞の増殖・分化、細胞運動、免疫応答など、多様

な生理機能を制御する複雑なシグナル伝達系の鍵を握る酵素であり、この酵素には多くの種類

がある。ヒトでは 90種類のチロシンキナーゼが同定されており、そのうち細胞の表面にあって

外からの増殖シグナルを受け取って細胞内に伝える役割を果たす受容体型チロシンキナーゼが

58 種類、細胞の中で増殖シグナルを伝達する非受容体型チロシンキナーゼが 32 種類ある。チ

ロシンキナーゼの活性制御機構の破綻は、細胞のがん化や、がん悪性化に深く関与する。した

がって、チロシンキナーゼは抗がん剤ターゲットとして重要である。 

 
（２）Fer は細胞の増殖や生存、細胞骨格、細胞接着を制御する機能をもつ非受容体型チロシ

ンキナーゼである。Fer は上皮成長因子受容体（EGFR）や血小板由来増殖因子受容体（PDGFR）

など増殖因子受容体からのシグナル伝達によって活性化される。Fer の発現量は乳がんや前立

腺がんなどのがんにおいて高くなっている。Fer は Src がん化シグナリングに必須の鍵分子で

あり、Fer の活性亢進ががんの悪性化に関わることが示唆されている。 

 

（３）Fer は Fer と類似の Fes とともに、非受容体型チロシンキナーゼ群の中ではユニークな

マルチドメイン構造をもつ。Fer は C末端にチロシンキナーゼドメインをもち、N末端側に、Fer

の活性化のために重要な Fer 多量体化に関わる F-BARドメインや、リガンド結合に伴う Fer 活

性化に寄与する可能性が示唆されている SH2 ドメインをもつ。しかし、Fer が活性化されるメ

カニズムの詳細はまだ明らかにされていない。 

 
 
２．研究の目的 
上記の背景のもとに、本研究では、Fer の活性化に寄与するドメイン構造や分子間相互作用の

構造基盤を原子レベルで明らかにすることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
（１）結晶化のために、Fer を大腸菌でリコンビナントタンパク質として大量発現した。N末端

に GST タグあるいは His タグを融合した融合タンパク質として発現し、大腸菌体を超音波破砕

し、まず大腸菌抽出液から融合タンパク質をアフィニティークロマトグラフィーで精製した。

次に TEV プロテアーゼによりアフィニティータグを除去し、最後にゲルろ過クロマトグラフィ

ーで Fer を精製した。本研究で作製したコンストラクトの塩基配列は全て DNA シークエンシン

グにより確認した。 

 

（２）ハンギングドロップ蒸気拡散法により Fer および Fer とリガンド分子（合成ペプチド）

の複合体を結晶化した。結晶をクライオループですくって液体窒素で急速凍結した。Native 結

晶の X線回折データを高エネルギー加速器研究機構 Photon Factory のビームライン BL-17A で

収集し、iMOSFLM と CCP4 のプログラムでデータをプロセスした。構造解析は CCP4 のプログラ

ムと PHENIX および COOT を用いて行い、MolProbity で結晶構造のクオリティーを評価した。 

 



４．研究成果 

（１）Fer の多量体形成機構を理解するために、Fer 多量体化に関わる F-BAR ドメインを大腸菌

で大量発現、精製し、結晶化した。大型の単結晶が得られたが、X 線回折能が弱く、シンクロ

トロン放射光を用いても、8 オングストローム分解能までしか回折データがとれなかった（図

１）。また、この結晶は単位格子が非常に大きく、非対称単位にかなり多数の Fer 分子が入りう

るものでもあり、構造解析には不向きな結晶であった。発現コンストラクトの改変や結晶化条

件のさらなるスクリーニング、結晶凍結条件の検討などによる結晶の改良を試みたが、結晶の

質を大きく向上させることができず、構造決定には至らなかった。 

 

図１ Fer F-BAR ドメインの(a)結晶と(b)X 線回折パターン。 

 

（２）ヒト Fer の SH2 ドメインを大腸菌で大量発現し、精製した。これに、このドメインに特

異的に結合するリガンド分子（チロシンリン酸化ペプチド: D-E-pY-E-N-V-D）を加え、複合体

の結晶化に成功した。シンクロトロン放射光を用いて良質の X線回折データを収集した（図２）。

NMR によって解かれた Fer SH2 ドメイン単独の構造（PDB code, 2KK6）をサーチモデルとして

分子置換法で結晶構造を解いた。1.37 オングストローム分解能で、free R-factor 18.55%

（R-factor 16.46%）まで構造精密化した。 



 

図２ Fer SH2 ドメインとチロシンリン酸化ペプチドの(a)共結晶と(b)X 線回折パターン。 

 

（３）今回解いた Fer SH2 ドメインとチロシンリン酸化ペプチド（D-E-pY-E-N-V-D）の共結晶

構造では、結晶の非対称単位に６つの Fer-ペプチド複合体が含まれていた。このうち４つの複

合体においてはペプチドが本質的に同じ様式で結合していたが（binding mode 1）、残りの二つ

ではペプチドの結合様式が異なっており（binding mode 2 および binding mode 3）、合計３つ

のペプチド結合モードが観測された（図３）。リン酸化チロシンの認識機構は３つの結合モード

で共通しているが、リン酸化チロシンから C末端側の４つのアミノ酸残基が SH2 ドメインに認

識される機構の詳細は３つの結合モードごとに全く異なっていた。これら３つの結合モードの

うち、binding mode 1が最もエネルギー的に安定であることが、結晶中の分子のパッキングの

解析から示唆された。 



 

 

図３ Fer SH2 ドメインによるチロシンリン酸化ペプチド認識機構 
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