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論文内容の要旨

Src family tyrosine kinase (SFK) は、様々な細胞外情報を細胞内へ蛋白質チロシンリン酸化として情報を伝える

分子スイッチとして機能し、細胞の分化、増殖、接着、運動などきわめて多様な細胞応答のシグナル伝達系の制御に

重要な役割を担うことが知られている。 SFK は、 C 末端の制御チロシン残基のリン酸化状態によって、その活性が厳

密に制御されている。さらに近年、その C 末端チロシン残基を特異的にリン酸化し SFK の活性を負に制御する Csk

(c-terminal Src kinase) 、及び Csk と結合する SFK基質である膜蛋白質 Cbp (Csk binding protein) の同定によ

り、現在、これら 2 分子を介した SFK の活性制御機構の存在が推定されている。しかしながら、実際の生きた細胞

内でこのような SFK の制御機構が本当に存在し、機能しているのか、また SFK がいつどこで活性化し、様々な細胞

応答を制御しているのかについては明らかとなっていない。

本研究では、生細胞内での SFK を介した様々な事象をリアルタイムに観察することにより、実際の生きた細胞内

での SFK の作用機序および制御機構の解明を目的としている。近年、蛍光特性の異なる様々な改変型 GFP の作製、

さらにその改変型 GFP を用いた FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) 技術の応用により、様々な生

体分子の動態を生細胞内でリアルタイムに可視化することが可能となっている。私は、この GFP-based FRET 技術

を利用することにより、生細胞内での Cbp/Csk を介した SFK 活性制御機構を解析し、さらに SFK 活性化モニタ一

分子として、 1 分子内に Cbp、 Csk、 CFP、 YFP を融合した 1 分子 FRET プロープ: Chimera を作製し、 SFK の活

性化状態を時空間的に解析した。

FRET による Cbp/Csk 間相互作用の解析により、実際の生きた細胞内で Cbp が SFK によってリン酸化を受けると、

Csk を細胞膜へとリクルートして SFK の制御が行われるという、 SFK の活性制御機構が存在し、機能していること

を明らかとした。さらに、 1 分子 FRET プローブを作製することにより、生細胞内での SFK 活性化状態のイメ}ジ

ングを可能とし、 EGF 刺激に伴う SFK の活性化がラップリング膜で一過性に起こっていることを明らかにすること

ができた。さらに、 2 分子間 FRET の解析から Cbp/Csk 間の相互作用もラップリング膜で一過性で、あったことから、

ラップリング膜が EGF 刺激により誘導される SFK シグナリングの場であることが示唆された。また、 SFK 活性化

モニタ一分子: Chimera が、細胞運動における SFK 活性化状態のモニターも可能であることを示し、さらに様々な
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細胞応答における SFK 活性化状態のモニタリングに有用性な tool となると考えられる。

論文審査の結果の要旨

本研究は、癌遺伝子産物 v-Src の正常型プロトタイプとして同定された Srcfamily tytosine kinase (SFK) の生き

た細胞内での作用機序およびその活性制御機構を解明することを目的として行われた。これまでの主に生化学的な研

究によって、 SFK の機能が非受容体型チロシンキナーゼ Csk (C-terminal Src kinase) および Csk と結合する膜蛋

白質 Cbp (Csk binding protein) によって制御されることが示唆されていた。しかしながら、実際の生きた細胞内で

このような SFK の制御機構が存在し機能しているのか、また、 SFK がいつどこで活性化し、様々な細胞応答を制御

しているのかについての明確な証拠は得られていなかった。そこで本研究では、 FRET (Fluorescence Resonance 

Energy Transfer) 技術を導入することによって、 Csk および Cbp の生きた細胞内での挙動をリアルタイムモニター

することを試みた。その結果、 Cbp が SFK によってリン酸化を受けると Csk が細胞膜ヘリクルートされて、 SFK の

制御が行われるという SFK の活性制御機構が存在し機能していることを示すことに初めて成功した。また、 FRET

技術を利用した SFK活性化モニタ一分子の開発により、生細胞内での SFK の活性化状態をリアルタイムに解析する

ことに成功し、ラップリング膜が EGF 刺激により誘導される SFK シグナリングの場であることを明らかにした。さ

らに、今回作製した SFK活性化モニタ一分子が、細胞運動における SFK の活性化状態の解析にも利用可能なことが

示され、その他の SFK が関与する様々な細胞応答における SFK活性化状態の解析に有用な tool になることが示唆さ

れた。以上の研究成果は、チロシンキナーゼの介在する細胞内情報伝達機構を理解する上できわめて重要な情報を提

供することから、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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