
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(C)

2014～2011

ＴＡＭ受容体チロシンキナーゼのリガンド認識機構の解明と創薬に向けた分子基盤

Towards the molecular basis of the ligand-binding mechanism and drug-discovery of 
TAM receptor tyrosine kinases

１０４１５２５０研究者番号：

永田　崇（NAGATA, Takashi）

京都大学・エネルギー理工学研究所・准教授

研究期間：

２３５７０１４６

平成 年 月 日現在２７   ５ ２７

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：TAM受容体チロシンキナーゼは多様な細胞機能と疾患に関わっている。そのうちTyro3とMer
について、糖鎖修飾が施される酵母K.lactisを用いた各種試料調製方法、安定同位体標識化方法、糖鎖修飾の分析方法
、相互作用解析法、各種NMR法の整備を行った。さらに、これらの方法を用いてTyro3とMerについて糖鎖修飾が構造と
機能に与える影響を調べた。また、標的タンパク質に対して強く結合する分子の取得及び評価を行うための手段も得た
。本研究成果をもとに、今後はTAM受容体の機能発現について立体構造ベースの知見と、TAM受容体とリガンドまたは薬
剤候補分子の分子認識機構の解明に向けた研究を展開させていく。

研究成果の概要（英文）：TAM receptor tyrosine kinases have causal relationships with diseases. We have 
set up the methods to obtain Tyro3 and Mer of the family using yeast K. lactis, which can potentially 
glycosylate the proteins; to introduce stable isotope into proteins in both uniform and selective manner; 
to analyze glycosylation modifications; to analyze molecular interactions; and to run and analyze several 
NMR methods. We have then applied these methods to Tyro3 and Mer, and evaluated the influences of 
glycosylation on their structures and functions. We have also obtained the methods to develop peptides 
and nucleic acids that bind to the target proteins, and the methods to evaluate the structure and 
function of the obtained molecules. On the basis of current efforts, we are going to collect structural 
information of TAM receptors in action, and are intending to bring the project further to elucidate the 
molecular mechanisms underlying the recognition of ligands or drug candidates by TAM receptors.

研究分野：構造生命科学
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１．研究開始当初の背景 
TAM 受容体ファミリーは受容体チロシン
キナーゼファミリーの一つであり、Tyro3、
Mer 、Axl の３つの受容体から構成される。
生物学的な役割は多様で、細胞の生存、増殖、
接着、遊走や血小板凝集、精子形成、自然免
疫応答等に関わっている。しかし TAM 受容
体について、シグナルの生成や伝達経路等、
機能発現の理解は進んでいない。この理由と
しては、リガンドが一つしか見つかっていな
いことが大きい。唯一見つかっているのは、
血液凝固阻害因子に相同性が高い Gas6のみ
である。近年、TAM受容体と Gas6の異常が
血液凝固障害やがんの原因となることがわ
かり、創薬ターゲットとして注目されてきた。
TAM受容体が真の創薬標的となるためには、
さらなるリガンドの発見のみならず、各受容
体についてリガンド認識様式に関する立体
構造の情報が必要不可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、TAM 受容体の作用機序を理
解するための分子基盤を確立するため、糖鎖
修飾された TAM 受容体とリガンドの調製方
法及び解析方法を整備し、これらのタンパク
質について物性と相互作用を解析すること
を目的とした。また、標的タンパク質に結合
するペプチドやアプタマーを獲得し、相互作
用解析するための方法を整備することも目
的とした。本研究は、TAM 受容体によるシ
グナル生成の分子機構の理解へつながると
ともに、機能解析のツール開発へ発展すると
考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1)TAM 受容体及びリガンドの調製方法の確
立 
 Tyro3 については、大腸菌を用いて糖鎖修
飾のないタンパク質（野生型、糖鎖修飾部位
の変異体、AsnArg 及び AsnCys）を、ま
た酵母 K.lactis を用いて糖鎖修飾されたタン
パク質を得た。Merについては、大腸菌によ
る調製が困難であったため、K.lactisによりマ
ルトース結合タンパク質との融合タンパク
質として得た。得られたタンパク質について
は、糖鎖切断酵素と質量分析、NMR 法によ
り糖鎖の分析を行った。Gas6 は動物細胞
HEK293 を用いて大量発現及び調製を行った。 
 
(2)構造情報及び結合情報の取得 
 Tyro3 及び Merの構造形成、変異導入また
は糖鎖付加によるタンパク質構造への影響
は NMR法の 15N-HSQCスペクトルにより検
証した。また、主鎖及び側鎖に関する
15N,13C,1Hシグナルの帰属は、各種他核多次
元 NMR法を用い、常法にしたがって行った。
Tyro3とMer各々とGas6との結合部位の同定
にはケミカルシフトパーターベーション法、
転移交差飽和法により行った。また、結合の
親和性を求める解析には、表面プラズモン法、

ゲルろ過を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)糖鎖修飾が Tyro3の構造と機能に与える影
響 
当初、糖鎖修飾されていない Tyro3の結晶
構造が海外のグループにより決定されてい
た。しかしこの構造においては、２つの Tyro3
が各々の推定糖鎖修飾部位及び推定 Gas6 結
合部位を互いに向かい合わせる様にしてホ
モダイマーを形成していた。我々はまず、
Tyro3 のホモダイマー形成について検証を行
った。Tyro3 について、野生型(WT)と推定糖
鎖修飾部位に変異を導入した２つの変異体、
AsnArg(NR)及び AsnCys(NC)を得た。大
腸菌を用いることで、これらはいずれも糖鎖
修飾は受けていない。WT、NR 及び NC の
15N-HSQCスペクトルは互いに良く似ており、
いずれも構造を有することを示した。ゲルろ
過により、NR はモノマー、NC はダイマー、
WT はモノマー/ダイマーが混在することを
明らかにした。次にゲルろ過を行い、これら
各々について、Gas6との複合体形成能を調べ
た。その結果WTと NRは Gas6と 1:1複合体
を形成するが、NC は結合能を持たないこと
がわかった。 
また、糖鎖修飾された Tyro3(glycoTyro3)を

K.lactisにより得た。glycoTyro3と、その糖鎖
を切断して得たGlucNAc修飾 Tyro3について
15N-HSQCスペクトルを比較した結果、タン
パク質本体はほぼ同じ構造であることがわ
かった。ゲルろ過の結果は GlycoTyro3がモノ
マーであることを示した。さらに、GlycoTyro3、
WT、NR、NC各々について Gas6との結合能
を表面プラズモン共鳴(SPR)により調べた。そ
の結果、GlycoTyro3、WT、NRは同程度の親
和性で Gas6 と結合するとともに、いずれの
結合も 1:1 の化学量論比であることがわかっ
た。 
 次に NR について NMR シグナルの主鎖帰
属を行ない、85%強完了した。これにより、
NR、WT、NC、GlycoTyro3の間のスペクトル
パターンの違いは糖鎖修飾部位近傍に帰属
された。引き続き転移交差飽和法(TCS)によ
り NR上の Gas6結合部位を同定した。その結
果、Gas6結合部位と糖鎖修飾部位とは異なっ
ていることが明らかなとなった。また、
Axl:Gas6 複合体の構造は既に海外のグルー
プにより明らかにされているが、Axlの Gas6
結合部位と、Tyro3 のそれとは異なることが
明らかとなった。以上より、Tyro3 は糖鎖修
飾されることによりモノマー状態が維持さ
れること、そしてそのことが Gas6 との結合
に重要であることが示された。 
 
(2)糖鎖修飾が Mer の構造と機能に与える影
響 
 K.lactisを用いてMerの各種発現方法を検討
し、マルトース結合タンパク質との融合タン
パク質としてMerを得ることが出来た。さら



に、K.lactis の各種変異株について培地組成、
培養方法を検討することにより、Merについ
て効率の良い各種安定同位体標識化方法を
整備した。15N-HSQCスペクトルのシグナル
パターンより、Merのマイナー成分を同定し
た。メジャー成分とマイナー成分を精製、単
離し、各々について糖鎖修飾分析を行った結
果、糖鎖がメジャーには 1つ、マイナーには
2 つ付加されていることがわかった。これに
より、糖鎖付加の数に関わらず、Merは立体
構造を形成していることが明らかとなった。 
 Merのメジャー成分について各種他核多次
元 NMR 法を適用し、主鎖の帰属を行った。
50%程度の帰属が完了したが、それ以上解析
を進めることが困難であったため、K.lactis
による選択的安定同位体標識方法を検討し、
特定のアミノ酸残基について側鎖の帰属を
行う方法の整備を行った。将来的にはこの方
法を用いてMerの分子表面上に露出したアミ
ノ酸残基の安定同位体標識化を行う。既に、
側鎖のシグナルを用いる TCS 法を開発及び
整備しているので、これにより、ピンポイン
トで Gas6 との結合情報を得ることが可能と
なる。また、Merの構造については既に分子
モデリングを行っているので、複合体の構造
情報は実験情報に基づいた分子モデリング
で得ることを計画している。 
一方、糖鎖がゼロ、1 つ、2 つ付加された

Mer を調製し、Gas6 との相互作用について
SPRにより解析した。その結果、糖鎖付加が
ゼロ>1つ>2つの順番で、Gas6との結合が弱
くなることが示された。また、糖鎖付加のな
いMerと Tyro3について、Gas6との結合を比
較した。種々の温度条件、溶液条件で解析を
進めているところであるが、Gas6との結合は、
概ね Tyr3 の方が Mer よりも強いことがわか
った。 

 
(3)その他 
①酵母 K.lactis による安定同位体標識体調製
方法の確立：酵母は糖鎖修飾などの翻訳修飾
されたタンパク質の研究に有用である。広く
普及されている酵母 P.pastoris は発現誘導と
炭素栄養源にメタノールを必要とするため、
コストと毒性の問題がある。本研究では酵母
K.lactisを活用することで、培地組成、培養方
法などを詳細に検討し、P.pastorisの上記デメ
リットを克服した安定同位体標識試料調製
を行った。これによりタンパク質の重水素化
及び選択的アミノ酸標識化が可能となった。 
②mRNA ディスプレイ法により得た標的タ
ンパク質結合ペプチドの構造解析：別のタン
パク質 (発癌タンパク質 MDM2)に関して
mRNA ディスプレイ法により強結合ペプチ
ド(MIP)を取得し、NMR立体構造解析を行っ
た。MIP と MDM2 をキメラタンパク質とし
て調製することで簡便に安定同位体標識化
した。これにより、MIP と MDM2 の結合界
面を原子レベルで明らかにした。この方法は、
TAM 受容体の系にも将来的は適用すること

が出来る。 
③SELEX 法により得た標的タンパク質結合
アプタマーの構造解析：別のタンパク質(プリ
オンタンパク質 PrP)に関して SELEX 法によ
り RNA アプタマー(R12)を取得し、PrP:R12
複合体の NMR 立体構造解析を行った。さら
に得られた構造情報を元に統計熱力学的解
析を行い、分子認識のドライビングフォース
を明らかにした。この方法は、TAM受容体の
系にも将来的は適用することが出来る。 
 
本研究では、がん等の疾患標的分子でもあ
る TAM 受容体チロシンキナーゼ Tyro3 及び
Mer、標的分子 Gas6について、糖鎖修飾を含
む試料調製方法及び NMR法、SPR法などの
構造・機能解析方法を整備することに成功し
た。今後は、これらの方法を活用して、TAM
受容体によるシグナル生成の分子機構の理
解に向けてさらに解析を進めていく。また、
TAM受容体に対する阻害分子を取得し、分子
マーカーや創薬開発に向けた研究を展開す
ることを計画している。 
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