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S r c 型 チ ロ シ ン キ ナ - ゼ は 非 受 容 体 型 チ ロ シ ン キ ナ -

ゼ の 1 サ ブ フ ァ ミ 1)
-

で あ り ､ 晴乳 類 で は S r c
､
F y n ､

Y e s
､
L y n ､

L c k
､
H c k

､
B lk

､
F g r の 8 つ か

ら構 成 され る ｡
S r c 型 キ ナ - ゼ は 様 々 な 組 織 で ほ ぼ 普遍 的 に 発 現 し て い る が ､

神 経 系 と 血 球 系 で は 特 に 高 い 発 現 が 認 め ら れ る ｡
S r c フ ァ ミ リ

ー

の う ち ､
S r c

､

F y n ､
L y n ､

Y e s
､
L c k の 5 つ が 神 経 系 で 発 現 し て お り ､ 中 で も F y n の 神 経 系

に お け る 重 要 性 が 主 に F y n 欠 損 マ ウ ス の 解析 か ら 明 ら か に な っ て き た ｡
F y n

欠 損 マ ウ ス に は 海馬 構 造 の 形 成 不 全
､
ミ エ リ ン 形 成 不 全 な ど の 脳 発 達 異 常 が 見

られ る ｡ ま た F y n 欠 損 マ ウ ス は L T P の 減 弱 や 空 間 記 憶 の 障 害 ､
恐 怖 心 の 克 進 ､

エ タ ノ ー ル 感 受 性 の
I

JI J 進 な ど様 々 な 神 経機 能 の 異 常 も 示 す
｡
こ の こ と は F y n

が 神 経 系 に お い て 多様 な シ グ ナ ル 伝 達 系 に 関 与 し ､ 脳 発 達 お よ び 脳 機 能 の 両 方

に 重 要 な役 割 を 果 た す こ と を示 唆 し て い る ｡ 最近 の 研 究 に よ り ､
C N R

､
m D a b l

､

N ~ W A S P ､ P S D - 9 5
､ p 1 9 0 R b o G A P ､ N M D A 受 容 体 な ど多く の F y n の 結合 蛋

白 質お よ び 標 的 基 質 が 同 定 され ､ そ れ ら が 神 経 細 胞 の 移 動 ､
シ ナ プ ス 可 塑 性 ､

オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト の 分 化 お よ び 神 経細 胞 の 軸索成 長 ･ ガ イ ダ ン ス に お い て
､

重 要 な 役 割 を果 た し て い る こ と が 明 ら か に な っ て き て い る ｡ し か し ､
F y n が 神

経 系 の シ グナ ル 伝達 に 関 与 す る メ カ ニ ズ ム に つ い て は 未 解 明 な 部 分 が 多く ､ さ



ら な る S r c 型 キ ナ
-

ゼ 結合 分 子 ･ 標 的 基 質 の 同 定 が 必 要 で あ る ｡

神 経 系 に お い て ア ク チ ン 細 胞 骨 格 は ､ 神 経 線維 構 造 の 形 成 ･ 維 持 ､ 神 経 細 胞

の 移 動 ､
形 態 変 化 ､

オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト の 分 化 ､ 細 胞 内輸 送 ､
グ ル タ ミ ン 酸

受 容 体 ク ラ ス タ ー 化 な ど に 密 接 に 関 与 し て い る ｡
R h o フ ァ ミ リ

ー 低 分 子 量

G T P 結 合 タ ン パ ク 質 は ア ク チ ン 細 胞 骨 格 系 を制 御 す る 主 要 な分 子 群 の 1 つ で

あ る ｡ R h o フ ァ ミ リ ー の 中 で R h o A ､ R a c l ､ C d c 4 2 に つ い て の 研 究 が 特 に 進

ん で い る ｡
R h o A は 焦 点 接 着 や ス ト レ ス フ ァ イ バ 形 成 を制 御 し て い る ｡ ま た ､

R a c l は 膜 の ラ メ リ ボ デ ィ ア 形 成 ､ C d c 4 2 は フ ィ ロ ボ デ ィ ア の 形 成 を 制 御 し て

い る ｡ 神 経 系 で は R h o フ ァ ミ リ ー

は 神 経 系 の 発 生 に お･け る 神 経 突 起 伸 長 や ､

成 長 円 錐 ガ イ ダ ン ス ､ 神 経 細 胞 移 動 ､ 中枢 神 経 系 の 樹 状 突起 上 の ス パ イ ン の 形

態 ､
シ ナ プ ス で の 神 経伝 達 物 質 を 介 し た 神 経機 能 の 調 節 な ど を 制 御 し て い る r

R h o フ ァ ミ リ
ー

の 低 分 子 量 G T P 結 合 蛋 白 質 は 不 活 性 型 で あ る G D P 結 合 型 と

活 性 化 型 で あ る G T P 結 合 型 と し て 存 在 し ､ 主 に G E F ( g u a n i n e n u c l e o ti d e

e x c h a n g e f a c t o r) と G A P ( G T P a s e
-

a c ti v a ti n g p r o t e i n ) に よ り 活 性 が 制 御 さ れ

て い る
o
R h o G A P は G T P 結合 型 R h o フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 の G T P 加 水 分 解活 性

を促 進 し て ､ 不 活 性 型 で あ る G D P 結 合 型 の 形 成 を誘 導 し ､
R h o フ ァ ミ リ

ーーの

シ グ ナ ル 伝 達 を 抑制 す る G
R h o G A P フ ァ ミ リ

ー の う ち
､ p 1 9 0 R h o G A P は S r c

と F y n の 標 的 基 質 で あ り ､ 神 経 系 で 重 要 な役 割 を 果 た し て い る こ と が 知 ら れ

て い る
｡
し か し

､ 神 経 系 で は 多く の R h o G E F ､ R h o G A P が 発 現 し て お り
､
そ

れ ぞ れ の R b o G E F
､
R h o G A P が ど の 時 期 ､

ど の 細 胞 で 機 能 して い る か ､ ま た

ど の よ う に シ グ ナ ル 伝 達 系 の 制 御 を受 け る か は よ く わ か っ て い な い
｡

本 研 究 で は 神 経系 に お け る F y n シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 分 子 を 同 定 す る た

め に ､ y e a s t t w o
-

h y b r i d 法 に よ り F y n 結合 分 子 を探 索 し た ｡
ヒ ト F y n の 全 長

を ベ イ ト と し ､
ヒ ト胎 児 脳 の c D N A ラ イ ブ ラ リ ー を用 い て

､
8 . 6 × 1 0 6 個 独 立

ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ を行 っ た 結 果 ､ 8 0 個 の 候 補 ク ロ
ー

ン が 得 ら れ た 【1

本 研 究 で は 得 ら れ た 候 補 分 子 の 中 で ､
R b o G A P ドメ イ ン を 持 っ ､ 解 析 開 始 当

時 は 新規 で あ っ た 蛋 白 質 T C G A P に 着 目 し て 解 析 を 行 っ た ｡

T C G A P は 最 近 同 定 さ れ た R h o G A P で あ り
､
脂 肪 細 胞 に お い て イ ン シ ュ リ

ン に よ る グ ル コ ー

ス 輸送 の 制 御 に 関 わ る こ と が 報 告 され た ｡ ヒ ト T C G A P は 全

長 1 1 2 6 ア ミ ノ 酸 か ら成 り ､
N 末 端 側 に p h o x b o m o l o g y ( P X ) ドメ イ ン ､ S H 3
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ドメ イ ン
､
R b o G A P ドメ イ ン を持 ち

､
C 末 端 に 2 2 個 の p r o li n e- ri c b 領 域 を 持

つ 蛋 白 質 で あ る ｡ 本 研 究 で は ､ ま ず 細 胞 内 で の T C G A P と F y n と の 結 合 を 調

べ た ｡
H E K 2 9 3 T 細 胞 再 構 成 系 に お い て

､
T C G A P と F y n を 一 過 性 に 発 現 さ せ ､

免 疫共 沈 実 験 を行 っ た 結 果 ､
T C G A P は F y n と 結合 し た o

F y n の 変 異 体 を 用 い

た 結 果 ､
F y n に は T C G A P と の 結 合 に 必 要 な 領 域 は F y n の S H 3 ドメ イ ン 領 域

で あ る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た r, ま た ､ 再 構 成 系 に よ り T C G A P は F y n に よ っ

て チ ロ シ ン リ ン 酸 化 され た c
4 週 齢 の 野 生 型 マ ウ ス と F y n 欠 損 マ ウ ス か ら 脳

p[ 溶 化 液 を 調 製 し ､ 抗 T C G A P 抗 体 で 免 疫 沈 降 を 行 っ た 結 果
､

マ ウ ス 脳 の 内 在

性 T C G A P は F y n に よ っ て チ ロ シ ン リ ン 酸 化 され る こ と が 示 唆 さ れ た ｡

次 に T C G A P の R h o G A P ドメ イ ン が 実 際 に 細 胞 内 で R h o フ ァ ミ リ ー の

G T P a s e に 対 し て G A P 活 性 を持 っ て い る か を検討 し た ｡
そ の た め に C d c 4 2

､

R a c l お よ び R b o A に つ い て
､
T C G A P の 野 生 型 と G A P 活 性 欠 失 変 異 体 R 3 5 0 Ⅰ

を 用 い
､
R h o エ フ ェ ク タ

ー

プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ を 行 っ た ｡
こ の 方 法 は 活 性 化

型 の C d c 4 2
､
R a c l が P A K の C R I B ドメ イ ン に 結 合 し

､ 活 性 化 型 の R h o A が

R h o t e k i n の R B D ドメ イ ン に 結合 す る 性 質 を利 用 し て い る ｡, そ の 結果 ､
T C G A P

は C d c 4 2 に 対 し て 選 択 的 な R h o G A P 活 性 を 示 し た ｡ さ ら に 活 性 化 型 F y n と

T C G A P を 共 発 現 さ せ た と こ ろ ､
T C G A P の R h o G A P 活 性 は F y n に よ る リ ン

酸 化 で 抑 制 され る こ と が 示 され た ｡

各 器 官 に お け る T C G A P の 発 現 パ タ ー ン を 検 討 す る た め ､
1

'

n

s l

'

t u h y b r i d i z a ti o n 法 を 行 っ た ｡ 胎 生 期 と 生 後 の マ ウ ス で の 発 現 を 調 べ た 結 果 ､

T C G A P m R N A は 神 経 系 に 特 異 的 な 強 い 発 現 を示 し た o T C G A P m R N A の マ

ウ ス 脳 に お け る 経 時 的 発 現 パ タ ー ン を検討 し た 結 果 ､ 胎 児 期 と 生 後 1 週 ま で

脳 で は 全 体 的 に 発 現 し ､ 特 に 喚 球 ､ 線 条体 ､
大脳 皮 質 ､ 海 馬 ､ 小脳 ､ 視 床 で 発

現 が 高 か っ た
｡
生 後 2 週 以 後 の 成 体 マ ウ ス に お い て

､
T C G A P m R N A は 主 に

前 脳 の 神 経 細 胞 層 ( 喚球 ､ 線条 体 ､ 大脳 皮 質 ､ 海 馬) で 発 現 が 高く ､ 小 脳 と 視

床 に は 発 現 が ほ と ん ど見 ら れ な か っ た ｡

T C G A P は 成 熟脳 で は 前 脳 に 特 異 的 に 発 現 す る こ と か ら ､ 海 馬 由 来 の 初代 培

養神 経細 胞 を用 い て
､
T C G A P の 神 経細 胞 内 の 局 在 を観 察 し た ｡ 免 疫 染 色 を 行

っ た 結 果 ､ 未 成 熟神 経 細 胞 で は T C G A P は 細 胞 質 に も 神 経 突 起 に も 存 在 し て い

た
｡

一

方 ､ 成 熟神 経 細 胞 で は T C G A P は 細 胞 質 ､ 軸 索お よ び 樹 状 突起 に 存在 し

3



た が ､ 特 に ス パ イ ン - の 局 在 が 鮮 明 に 観 察 さ れ た ｡ こ れ に 対 応 し て マ ウ ス 脳 か

ら 調 製 し た p o s t s y n a p ti c d e n s i t y ( P S D ) 画 分 を 用 い て 行 っ た ウ エ ス タ ン プ ロ

ッ ト よ り
､
T C G A P が P S D に 濃 縮 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た ｡

T C G A P が 発 達 段 階 の 脳 で 高 度 に 発 現 す る た め ､
P C 1 2 細 胞 の 系 を用 い て ､

T C G A P の 神 経 突起 伸長 に お け る 役 割 を解 析 し た ｡ P C 1 2 細 胞 は 神 経成 長 因 子

N G F に よ っ て 誘 導 され る 神 経 分 化 ･ 神 経突 起 伸 長 の モ デ ル 系 と し て 使 用 さ れ

て い る
｡
S r c や F y n を導 入 し た P C 1 2 細 胞 は N G f

､

刺 激 に よ る 神 経 突 起 伸長 が

増 強 され る o
ま た S r c や F y n の 抑制 に よ り ､

P C 1 2 細 胞 の N G F 刺 激 に よ る 神

経 突 起 伸 長 が 抑 制 さ れ る と 報 告 さ れ て い る ｡
し か し

､
S r c 型 キ ナ - ゼ が

N G F - T r k A レ セ プ タ ー

伝 達経 路 に ど の よ う に か か わ っ て い る か ､ 標 的 基 質 ､

メ カ ニ ズ ム は ま だ 完 全 に は 理 解 され て い な い ｡

レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー

を 用 い て ､
P C 1 2 細 胞 に 野 生 型 T C G A P を過 剰 発 現

さ せ た 結 果 ､
N G F に よ る 神 経 突起 伸長 が 抑 え ら れ た o

一 方 ､
T C G A P の G A P

活 性 欠 失 変 異 体 R 3 5 0Ⅰ の 過 剰 発 現 は N G F に よ る 神 経突 起 伸長 を促 進 し た ｡
こ

の こ と か ら
､
T C G A P は C d c 4 2 に 対 す る G A P と し て ､

P C 1 2 細 胞 の 神 経 突 起

伸長 を 抑制 す る と 考 え られ る ｡
ま た

､
N G F 刺 激 に よ り ､

P C 1 2 細 胞 の 内 在 性

T C G A P の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 レ ベ ル が 上 昇 し た ｡ こ の T C G A P の チ ロ シ ン リ ン

酸 化 は S r c フ ァ ミ リ ー

の 阻 害剤 P P 2 に よ っ て 抑制 さ れ た ｡
こ れ ら の 結 果 か ら ､

N G F 刺 激 に 伴 い ､
S r c フ ァ ミ リ

ー

に よ り T C G A P が チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ ､

そ の G A P 活 性 が 抑制 さ れ る こ と が ､ C d c 4 2 の 活 性 上 昇 お よ び 神 経 突起 の 伸 長

に 寄 与 す る と 考 え られ る ｡ 以 上 の P C 1 2 細 胞 を用 い た 実 験 結 果 よ り
､
神 経細 胞

に お い て も T C G A P お よ び そ の F y n に よ る リ ン 酸 化 は 軸 索 お よ び 樹状 突起 の

発 達 に 関 与 し て い る こ と が 期待 さ れ る ｡

本研 究 で は
､ 脳 に お け る F y n の 新 規 基 質 と し て T C G A P を 同 定 し ､ そ の 機

能 解 析 お よ び F y n に よ る リ ン 酸 化 の 意義 付 け を行 っ た ｡
T C G A P は 発 達 段 階 の

脳 で は 軸 索 ､ 樹 状 突 起 の 伸 長 発 達 の ほ か
､
神 経 細 胞 の 移 動 な ど に も 関 与 し て い

る か も しれ な い ｡ T C G A P は 成 熟 した 脳 に お い て
､
シ ナ プ ス

､ 特 に P S D に 濃

縮 され て い る こ と か ら
､
T C G A P は 成 熟神 経 細 胞 の 後 シ ナ プ ス に お い て 重 要 な

役 割 を 果 た し て い る と 考 え られ る ｡ 発 達 脳 ･ 成 熟脳 に お け る 内在 性 T C G A P の

役 割 の 解 明 は 今後 の 課 題 で あ る ｡
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