
は じ め に

２０世紀初頭に端を発したがんウイルス研究からがん遺

伝子研究が誕生し，その潮流はゲノムプロジェクトが終了

した現在においてシグナル伝達研究へと展開し，がん細胞

のみならず周囲環境との相互作用に焦点が移行しつつあ

る．遺伝子ハンティングとともに一世を風靡した Onco-

gene Meetingも第２０回をもって２００４年に終了した１）．現

在細胞内でタンパク質が結合してシグナルを伝達すること

は常識となっており，エピジェネティックなヒストンコー

ドの解明が急速に進んでいる２）．２００９年現在ヒトで３００を

越える SH２（Src homology ２）領域，８００を越える SH３領

域を含む分子が同定されているが３），それらの織りなすシ

グナル経路は今後さらに，より精巧な形で我々の前に姿を

現わすと思われる．

筆者がこれまで深く関わってきたアダプター分子 CRK

についても，その機能解析がタンパク質間相互作用研究の

時代の幕を切ったわけであったが，この研究領域が成熟し

た現在，さらにヒト疾患における役割の解明が求められて

いる．本稿では，シグナル伝達分子 CRKについて，Part I

ではその時代を先導した仕事を経時的に，Part IIでは

CRKと相互作用する個々の分子の役割や，CRKとがんや

感染症を中心とする疾患との関わりについて述べる．

Part I CRK研究の原点から現在まで

１． 研究の背景

１９１１年，米国ロックフェラー医学研究所にイーストリ

バーの川向こうのロングアイランドの農場から１羽の腫瘍

を発症したニワトリがもち込まれた．Payton Rous博士は

このニワトリの肉腫をホモジェナイズし，ろ過液を注射す

ることで別のニワトリに肉腫を作ることに成功した４）．こ

の“ろ過性病原体”の発見は後にウイルス発がん説として

確立され，Rous博士は’６６年にノーベル賞を受賞した５）．

この発がんウイルスは Rous肉腫ウイルスと呼ばれたが，

そのコードするタンパク質 Srcはウイルス特異的なもので

はなく，ほ乳類のゲノムに存在することを花房秀三郎博士

が発見し６），がん遺伝子の概念の形成に貢献したことで花

房博士は’８２年のラスカー賞に輝いた．また Harold Varmus

博士とMicheal Bishop博士はハイブリダイゼーション法で
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シグナル伝達アダプター分子 CRKの生物学的役割

田 中 伸 哉

CRK（CT１０ regulator of kinase）は，チロシンキナーゼと低分子量 Gタンパク質活性化

因子（グアニンヌクレオチド交換因子）をリンクするアダプター分子であり，細胞の増殖，

運動，接着を制御し，がんの浸潤・転移，感染症，免疫，貪食，神経分化など様々な生命

現象に深く関与する．CRKの機能の多様性は，上流，下流の様々な分子との結合の多様

性に起因するが，最近の構造解析の結果，CRK自身様々な形態をとることが判明した．

CRK-Iはフレキシブルで恒常的にシグナルが ONの状態，CRK-IIは三つの SH領域が固定

されたコンパクトな構造を有しシグナルは ON／OFFの平衡状態，リン酸化 CRK-IIは標的

とは結合せず OFFの状態である．疾患との関連では CRKシグナルを抑制することで，が

ん腫，肉腫，脳腫瘍，中皮腫と様々な腫瘍細胞の悪性化能が著明に低下することが判明し

ており，がんの治療薬開発の標的となることが期待される．本稿では CRKについて，研

究の歴史から現状までを概説したい．
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ゲノム上に cSrcを同定し’８９年のノーベル賞を受賞した．

Rous博士よりやや遅れて１９２０年代に同じくロックフェ

ラー研究所の Albert Claude博士はニワトリの腫瘍から

様々な腫瘍ウイルスの分離を行った７）．Claude博士はその

後細胞内小器官の分離同定の仕事へと移行し，Christian de

Duve博士，George Palade博士らとともに細胞内小器官の

発見で’７４年のノーベル賞を受賞することになるが，

Claude博士は研究テーマを替えた際，肉腫の試料を凍結

しておいた．これは長年保存されていたが，’８８年に花房研

究室の大学院生だった Bruce Mayerは ATCCのカタログか

ら，その一つ CT１０（chicken tumor No.１０）を取りよせて

レトロウイルスを同定した．CT１０で形質転換したニワト

リ胎児線維芽細胞 CEF（chicken embryonic fibroblast）では

チロシンリン酸化が亢進していたため，CT１０のコードす

るがん遺伝子を CRK（CT１０ regulator of kinase：New York

で流行していたドラッグとの語呂合わせで，クラックと発

音）と命名し Nature誌に発表した８）．

当時の研究背景は’８６年に Dennis Stacey博士が「チロシ

ンキナーゼ→Ras→Raf→myc」というシグナル伝達系が存

在することを発表した直後であった９）．種々のがん遺伝子

で形質転換した細胞に抗 Ras抗体 Y１３-２５９をマイクロイ

ンジェクションし，増殖能が低下するか否かで Rasの上流

分子か下流分子かを決定したのである．がん遺伝子研究が

シグナル伝達研究へと転換するいわばシグナル伝達研究の

黎明期であった．

２． cCRKの単離とその特徴

（１） vCRK研究から SH２機能解明へ

CT１０のコードするがん遺伝子産物 vCRK（viral CRK）

のアミノ酸配列がチロシンキナーゼ型がん遺伝子産物 Src

の調節領域と相同性を有していたことから，Srcと CRK

に共通する二つの配列は Src相同（SH：Src homology）２，

SH３領域と命名された８）（図１）．因みに SH１はチロシン

キナーゼ領域である．

vCRKでがん化した細胞では１３０kDaと６８kDaのタン

パク質のチロシンリン酸化が著明に亢進していたが

（図２A），vCRKはなんら酵素活性を有さないため，その

理由は謎であった８）．vCRKが同定された直後に花房研究

室に留学した松田道行博士（東京大学医学部病理学教室出

身）は用意周到な実験で，vCRKの SH２領域がリン酸化

チロシンと特異的に結合することを発見し’９０年に Science

誌に発表した１０）．チロシンキナーゼ型受容体は自己リン酸

化され，そこに基質が SH２領域を介して特異的に結合す

るという原理が明らかとなった１１，１２）．

松田博士は論文の最後に cSrcのチロシン残基 Y５２７がリ

ン酸化されること，Y５２７を欠損した vSrcが活性化型であ

ることの二つの事実より，Y５２７がリン酸化を受けて Src

自身の N末端の SH２に結合して，Srcが不活化型になる

構造変換の存在を推測している１０）．このモデルが正しいこ

とは Srcの三次元構造解析の結果により’９７年に証明され

るわけだが１３），先の予測が難しい生物学研究の分野におい

て，理論的考察により構造を予言した数少ない例の一つで

ある．

（２） ヒト cCRK遺伝子の単離と SH３領域の機能解明

花房研究室から帰国した松田博士は’９２年に国立予防衛

生研究所（現国立感染症研究所）で cCRK（cellular CRK）

を単離した１４）．cCRKには４０kDaの cCRK-II（SH２-nSH３-

cSH３）と，オルタナティブスプライシングによって cSH３

が一つ欠けた型の２８kDaの cCRK-I（SH２-nSH３）がある

（図１）．cCRK-Iが活性化型で３Y１ラット線維芽細胞に導

入するとリン酸化チロシン含量が増加し増殖能が高ま

る１４）．

この時点で筆者が松田博士と取り組んだのが SH３領域

図１ CRKのドメイン構造の概略

図２ A．CRKによるチロシンリン酸化の亢進．CEFにウイル
スを感染させた後の抗ホスホチロシン抗体でのウエスタ
ンブロット．B．vCRKの発現誘導によるストレスファイ
バーの形成．vCRKは細胞接着斑に局在する．抗 gag抗
体による vCRKの蛍光染色とアクチン線維のファロイジ
ン染色．矢印は vCRKを示す．
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の機能解明であった．’９３年には cCRKタンパク質を PC１２

細胞にマイクロインジェクションすると神経突起形成を誘

導することを見出し（図３），様々な SH３変異体を用いる

ことで，SH３が機能領域であることを明らかにした１５）．さ

らに独自に開発した Far-Western blot法で発現ライブラ

リーをスクリーニングして二つの新規遺伝子を同定した．

いずれも低分子量 Gタンパク質活性化因子／グアニンヌ

クレオチド交換因子（GEF：guanine nucleotide exchange fac-

tor）であり，一つを C３G（CRK SH３domain binding GEF）１６）

と命名した．もう一つは，後の DOCK１８０（downstream of

CRK１８０kDa protein）１７）である．

これらの分子のクローニングにより，二つの重要な生命

科学の基本原則が明らかとなった．一つは，「チロシンキ

ナーゼ→アダプター分子→GEF→低分子量 Gタンパク質」

というチロシンキナーゼから低分子量 Gタンパク質に至

るシグナル伝達のメイン経路である．もう一つは「SH３

領域の機能はポリプロリン配列と結合する」という原則で

ある．これは Grb２と Sosの結合，Ablと３BP-１の結合も

同様で，’９４年に Science誌にまとめて記載された１８）．

（３） CRKの SH２標的の同定

我々は SH３の機能に焦点をあてて研究を進めていたが，

SH２の標的分子は’９４年に東京大学の平井久丸博士らによ

り明らかにされた．vCRKでがん化した細胞では１３０kDa

のタンパク質に著明なチロシンリン酸化が入ることが知ら

れていたが，平井研究室の堺隆一博士によってこのタンパ

ク質が精製同定され p１３０Cas（CRK associated substrate）と

命名された１９）．このタンパク質はその中央部に CRKの

SH２領域の結合コンセンサス配列 YXXPを１５個有する．

また同年，花房研究室の Raymond Bierge博士によって

vCRKでチロシンリン酸化されるもう一つのタンパク質

pp６８はパキシリンであり，パキシリンも CRKと結合する

ことが明らかにされた２０）．p１３０Cas，パキシリンともに細

胞接着斑の構成タンパク質であり，’９６年には Vuori博士ら

によりインテグリンの下流で p１３０Cas／CRK複合体が機能

し細胞接着を制御することが示された２１）．実際３Y１細胞に

vCRKの発現を誘導すると４８時間で vCRKは細胞接着斑

に局在しストレスファイバーを形成した（図２B）．

一方，花房研究室の大学院生であった Stephan Fellerは

cCRK-IIは二つの SH３領域間のチロシン残基 Y２２１が Abl

によってリン酸化され，CRKの SH２自身がこのリン酸化

配列 pYAQPを認識することで分子内結合が起こり，CRK

が SH２標的から離脱してシグナルが OFFとなる，すなわ

ち不活性型になるというモデルを提唱した２２）．

３． CRKによる細胞内シグナル伝達と構造解析

CRKのシグナル伝達機構は’９６年頃までにおよその骨格

が明らかにされたが，上流因子は，細胞接着斑構成分子ば

かりではなく EGF，FGF，NGF，PDGFなど様々な増殖因

子受容体や IRS-１，Gab１，Cblなどのアダプター分子であ

ることが報告された３，２３）．現在でも CRKは実に多様な生命

現象に関与することが明らかにされている（表１）．

我々は中でも特に CRKとヒトのがんとの関連に着目

し，後述するように CRKががん化に必須の分子であるこ

とを明らかにした．そして CRKが分子標的治療の候補で

あると結論づけ，’０７年には北海道大学薬学研究院構造解析

分野の稲垣冬彦教授らとの共同研究にて三次元構造を明ら

かにした２４）．実際の解析は稲垣研究室の小橋川博士により

行われ，CRK-IIはリン酸化と非リン酸化状態によってド

ラスティックに構造が変わり，シグナル伝達を制御するこ

とが明らかとなった．以下にその概要を示す．

（１） CRK-Iは伸びてフレキシブルな，CRK-IIはコンパ

クトな構造を有する．

CRKタンパク質を大腸菌にて調製し，NMRにて距離制

限情報（NOE）および角度制限情報（RDC：residual dipolar

coupling）を取得し構造計算を行った．CRK-Iの最低エネ

ルギー構造２０個について，SH２を重ね合わせるとその構

造はよく重なるが，それ以外の領域はランダムであった

（図４A）．また SH３を基準に重ね合わせても同様であっ

た．このことから CRK-Iの SH領域はフレキシブルなリン

カーにより連結されていることが判明した（図４A）．

CRK-IIは三つの SH領域が，SH３間のリンカー領域

（２２４―２３７AA）により固定され，全体としてコンパクトな

構造を形成していた（図４B）．この中心となる領域をイン

ター SH３コア：ISC（inter SH３ core）と命名した．CRK-II

のリン酸化部位である Y２２１は分子表面に露出しており，

SH２の認識配列である YAQPの P２２４は ISCに含まれ固定

化されている．従って，チロシンキナーゼにより Y２２１が

リン酸化されやすく，また，CRKの SH２領域が pYAQP

と結合する段階で ISCの構造も崩れて CRK-II自身の構造

図３ CRKによる PC１２細胞の神経突起誘導
大腸菌で発現させた cCRK-IIをマイクロインジェクション法に
て PC１２細胞に導入後４８時間後．
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�．サイトカイン等

細胞刺激／受容体
チロシンリン酸化
タンパク質

細 胞 応 答

IL２／IL２-R
トロンボポイエチン／
TPO-R

STAT５ 転写亢進 Oda, A., et al. BBRC ２０００

IL３／IL３R
エリスロポイエチン／
EpoR

Cbl, p１３０Cas 細胞増殖 Barber, D.L., et al. Blood １９９７

IL８／IL８R p１３０Cas メラノーマ増殖 Schraw, W., et al. Biochem. １９９５

T細胞受容体 p１３０Cas, Cbl, ZAP７０
細胞増殖
Clonal expansion

Buday, L., et al.
Sawasdikosol, S., et al.

J. Biol. Chem.
J. Immunol.

１９９６
１９９６

B細胞受容体 B細胞活性化・分化 Ingham, RJ., et al. J. Biol. Chem. １９９６

TGFβ／TGFβ１R p１３０Cas E-カドヘリン制御・細胞接着 Kim, J.T., Joo, C.K. J. Biol. Chem. ２００２

ケモカイン SDF-１／CXCL１２
JAK２, p１３０Cas，パキ
シリン

血液幹細胞の運動 Zang, X.F. Blood ２００１

ケモカイン CCL２０／CCR６ イオン輸送 Yang, C.C., et al.
Am. J. Physiol.
Cell Physiol.

２００５

カルシトニン／Calciton-
inR

HEF１／p１０５CasL 細胞骨格制御 Zhang, X.F., et al. Blood ２００１

Reelin／ApoER２ Dab１-Y２２０, Y２３２ 脳の層構造形成 Ballif, B.A., et al. Curr. Biol. ２００４

LPA／bombesin p１３０Cas，パキシリン ストレスファイバー形成 Flinn, H.M., Ridley, A.J. J. Cell Sci. １９９６

GABA／m３Muscarinic R FAK, p１３０Cas 膵外分泌 Rosado, J.A.,
Arch, Biochem.
Biophys.

２０００

表１ CRKシグナルを活性化する様々な細胞外刺激
�．増殖因子等

細胞刺激／受容体
チロシンリン酸化
タンパク質

細 胞 応 答 文 献 年

神経成長因子／TrkA TrkA, p１３０Cas 神経突起伸長 Ribon, V., et al. J. Biol. Chem. １９９６

上皮細胞増殖因子／EGFR EGFR, Cbl, p１３０Cas 細胞増殖
Fukazawa, T., et al.
Ojaniemi, M., Vuori, K.

J. Biol. Chem.
J. Biol. Chem.

１９９６
１９９７

インシュリン／IR
インシュリン様増殖因
子／IGFR

IR, IGR, p１３０Cas, IRS-
１, SH-PTP２

細胞増殖
グルコース輸送

Beitner-Johnson, D., et al.
Chiang, S.H., et al.

J. Biol. Chem.
Nature

１９９６
２００１

血小板増殖因子／PDGFRα PDGFRα-Y７６２ 細胞増殖 Yokote, K., et al. Oncogene １９９８

血管増殖因子／VEGFR VEGFR, FRS２
内皮細胞運動
血管新生

Stoletov, K.V., et al.
Ito, N., et al.

FASEB J.
Cell Signal

２００２
２００１

肝細胞増殖因子／Met Met, Gab１ 細胞増殖，細胞運動
Garcia-Guzman, M., et al.
Furge, K.A., et al.

Oncogene
Oncogene

１９９９
２０００

線維芽細胞増殖因子／
FGFR

FGFR１-Y４６３ 細胞増殖 Larsson, H., et al. J. Biol. Chem. １９９９

Ephrin／EphB p１３０Cas, Cbl 血管内皮細胞ラッフリング Nagashima, K. Mol. Biol. Cell ２００２
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も大きく変わるのであろう．類似の構造を有するアダプ

ター分子 Grb２が常時フレキシブルな構造をとるのとは対

照的であった．

CRK-IIのコンパクトな構造の重要な特徴の一つは，

nSH３の標的分子と結合するインターフェースが SH２領域

によって覆われていることである．「半分閉じた」状態と

考えられるが，nSH３の標的ペプチドとの親和性は CRK-I

に対して１／６に低下しており，実際プルダウンアッセイに

おいても標的分子との結合が減少した（図４C）．

（２） pCRK-IIでは SH２のみならず nSH３の標的分子認識

表面もブロックされる．

CRK-IIは２２１番目のチロシン残基がリン酸化され，

CRK-II自身の SH２が pY２２１と結合することが予想されて

いた２２）．実際に pCRK-II１―２２８（pCRKの１―２２８アミノ酸）の

NMR解析において，SH２が pY２２１に結合することが明ら

かとなった（図４B）．また，今回の構造解析で新しく nSH３

の標的分子認識表面も，SH２-nSH３間のリンカー領域

（R１２２-Q１３３）により覆われていることが明らかとなった．

pCRK-IIと nSH３標的ペプチドとの親和性は CRK-IIより

もさらに弱く（解離定数の相対値は CRK-I：CRK-II：

pCRK-II＝１：６：１５．９），プルダウンアッセイでも pCRK-II

と標的の結合は認められなかった．このことから，pCRK-

IIは SH２／SH３領域のいずれの標的分子とも結合できず，

シグナル OFFの状態であることが判明した．

（３） CRK-IIの ISC変異体は CRK-Iと同様の活性を有す

る．

ISCの CRK-IIの制御における役割を検討するために，

ISCの変異体を作製した．ISC変異体ではコンパクトな構

造は維持されず，nSH３と標的分子との親和性が増加する

ことがプルダウンアッセイにて確認された（図４C）．また，

CRKおよび変異体をレトロウイルスベクターで３Y１細胞

に発現させ，薬剤耐性株をポリクローナルな状態で用いて

検討したところ，CRK-Iでは運動能，増殖能の亢進が観察

された（図４D，４E）．CRK-IIではいずれも低下傾向であっ

たが，CRK-IIの ISC変異体では CRK-Iと同程度までに運

動能，増殖能が亢進した（図４D，４E）．これより，ISCを

介して CRK-IIがコンパクトな構造を形成することが

CRK-IIのシグナル伝達制御において重要であることが示

�．細胞外基質関連・貪食・その他

基質等／受容体等
チロシンリン酸化
タンパク質

細 胞 応 答

フィブロネクチン／In-
tegrin β１ p１３０Cas, Fak 細胞接着・運動 Nojima, Y., et al. J. Biol. Chem. １９９５

uプラスミノーゲン活性
化因子／uPAR

p１３０Cas 腫瘍細胞運動 Smith, H.W., et al. J. Cell Biol. ２００８

MCSP／Integrinα４β１ p１３０Cas
メラノーマコンドロイチンプロ
テオグリカンによる腫瘍浸潤

Eisenmann, K.M., et al. Nat. Cell Biol. １９９９

コラーゲン／Col-R パキシリン-Y３１, Y１１８
細胞運動（膀胱がん細胞株
NBT-II）

Petit, V., et al. J. Cell Biol. ２０００

ラミニン１０／１１ p１３０Cas 細胞運動（脳腫瘍細胞株） Gu, J., et al. J. Biol. Chem. ２００１

ヒアルロン酸／CD４４ ERM（Serリン酸化） 細胞運動（ラット線維芽細胞株）Tsuda, M., et al., J. Biol. Chem. ２００４

KAI１／CD８２ p１３０Cas 細胞運動抑制（前立腺癌細胞株）Zhang, X.A., et al. J. Biol. Chem. ２００３

Neuropilin１ p１３０Cas 細胞運動（脳腫瘍細胞株 U８７） Frankel, P., et al. EMBO Rep. ２００８

TIMP-２ パキシリン 血管内皮細胞のスプレッド Chang, H., et al. BBRC ２００６

Shingosine-１phosphate p１３０Cas 血管内皮細胞運動 Ohmori, T., et al. J. Biol. Chem. ２００１

Shear stress p１３０Cas 細胞接着斑再構成
Okuda, M., et al.
Sawada, Y., et al.

J. Biol. Chem.
Cell

１９９９
２００６

アポトーシス細胞 p１３０Cas 貪食 Albert, M.L., et al. Nat. Cell Biol. ２０００

CD３６
PYK２，パキシリン，
p１３０Cas

貪食 Stuart, L.M., et al. J. Biol. Chem. ２００７

MFG-E８ p１３０Cas 貪食 Akakura, S., et al. Exp. Cell Res. ２００４

Fc-γ受容体 ND 貪食 Lee, W.L., et al. J. Biol. Chem. ２００７
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図４ CRKの NMRによる構造解析
A．CRK-Iの NMR構造．最低エネルギー構造２０個の重ね合わせ．SH２の重ね合わせ（左），SH３の重ね
合わせ（右）．B．非リン酸化 CRK-II（左）およびリン酸化 pCRK-II１―２２８（右）のリボンモデル．各 SH領域
の標的分子認識部位を楕円で示す．また，右図においてシアンはリン酸化配列 YAQPを示す．なお SH２
（赤），nSH３（緑），cSH３（青），ISC（黄），SH２-nSH３リンカー／Arg１２２-Glu１３３（マゼンダ）を色分けで示
している．C．プルダウンアッセイによる CRKと DOCK１８０との結合．２９３T細胞 lysateをMBP融合リコ
ンビナント CRKタンパク質と反応させた．CRK-II-m１は CRK-IIの ISC変異体．D．wound healing assay
による CRK発現細胞の運動能解析．E．CRK発現細胞の増殖能の解析．D，Eは各 CRKを発現する３Y１
細胞を用いた．F．CRKを介するシグナル伝達系．細胞が細胞外基質などからの刺激を受けると，CRK-I
は SH２領域で標的に結合し，恒常的にシグナルを低分子量 Gタンパク質へ伝達する．CRK-IIは，SH２の
標的に結合した後，CRK自身が結合している Ablキナーゼや細胞接着斑に存在するチロシンキナーゼに
よってリン酸化され，シグナルはシャットオフされる．標的と解離した後に脱リン酸化された CRK-IIの
一部は再度 nSH３の標的分子と結合し，シグナリングサーキットに入る．
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された．

以上の結果より，CRK-Iは恒常的にシグナル ONの状態

であり，持続的にシグナルを伝達することが明らかとなっ

た．また CRK-IIは細胞の静穏状態では ON／OFFの平衡状

態であり，刺激がはいると適切な局在をとりシグナルを伝

達し，リン酸化を受けることでシグナルは完全に OFFに

なるというサイクルが想定された（図４F）．実際 CRK-

Y２２１F変異体では，CRKと C３Gや Dock１８０との結合量は

増加するが，Rac依存性のシグナルが減弱し，ラッフリン

グが抑制されることから２５），細胞骨格の制御には CRK-II

のリン酸化，脱リン酸化のサイクルが重要であると考えら

れる．また，CRK-IIのニワトリの nSH３-cSH３のみを用い

た構造解析から，２３８番アミノ酸のプロリンのシス型とト

ランス型のアイソマーによって構造が変化するという結果

が報告されている２６）．

（４） CRKシグナル阻害薬剤の探索

CRKシグナル抑制化合物を得るためにはいくつかの戦

略が考えられる．（i）立体構造に基づく in silico drug design

で SH３または SH２のインターフェースをブロックする薬

剤を設計する．（ii）nSH３のインターフェースが「半分閉

じた」状態であることに着目して架橋する薬剤を設計する．

（iii）ほ乳類ツーハイブリッド法を用いて SH３と標的との

結合を阻害する化合物をランダムにスクリーニングする．

（iv）新規スクリーニング系を用いて CRK特異的シグナル

阻害剤を探索する．

（iv）については最近当研究室において，笹井研博士を中

心に新しい薬剤スクリーニング系を開発した２７）．一つの遺

伝子の発現で規定される増殖シグナルを抑制するものを同

定可能な系であり，現在ヒト正常アストロサイトを用いて

Akt（protein kinase B）に対するシグナル抑制剤の同定に

成功している２７）．この系の利点は非特異的に細胞障害性を

有するものを排除できる点であり，今後 CRKシグナル特

異的阻害剤を探索していきたい．

Part II CRKとその関連分子の生物学的な役割

１． 代表的な CRKの上流因子（SH２領域結合分子）と

下流因子（SH３領域結合分子）

CRKは様々なシグナル伝達に関与することが知られて

いるが（表１）その多様性の一つの理由は，CRKに関連

するタンパク質複合体は細胞の種類によって異なるため

である．すなわち CRK-I／C３G，CRK-I／DOCK１８０，CrkII／

C３G，CrkII／DOCK１８０，CrkL／C３G，CrkL／DOCK１８０など

の複合体が様々な割合で細胞質に存在する．以下に主な

CRKの標的分子を示す．

p１３０Cas：細胞接着斑の構成成分で１３０kDaのドッキン

グ分子．N末に SH３領域を有し中央部には１５箇所の

YXXPコンセンサス配列をもつ（図５）１９）．関連分子として

p１０５CasL／Hef-１，Efs／Sinが存在する２８，２９）．p１３０Casのノッ

クアウトマウスは心筋形成の異常により胎性致死であ

る３０）．

vCRKにより形質転換した線維芽細胞では p１３０Casのチ

ロシンリン酸化が著明に亢進するが，これは Srcファミ

リーチロシンキナーゼ（Src family tyrosine kinase，SFTK）

が関与する．特にSrc，Fyn，Abl，FAK，Cskのノックアウ

トマウス由来の線維芽細胞（MEF）を用いた検討ではFyn－／－

細胞でのみこのリン酸化が著しく減少した３１）．また，

SFTKを負に制御する Cskに細胞接着斑局在タグである

FAT（focal adhesion targetting）シークエンスをつけた Csk

を発現させることで CRK-II／C３G／Rap，CRK-L／C３G／Rap

経路が不活性化されることから，インテグリンから

p１３０Cas／CRKを介するシグナル伝達にも SFTKが関与す

ることがわかった３２）．

p１３０Casは N末の SH３領域で FAKと結合し，C末で

Lyn，Fyn，Yesに結合する（図６）．p１３０Casの SH３領域

のみを欠損（exon２ knockout mice）させた場合は FAKの

図５ CRKの SH２領域の標的分子 p１３０Cas，パキシリン，Gab１
の構造と結合タンパク質の概略
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活性が低下し細胞運動能が低下することが報告された３３）．

また，vCRKによる CEFの形質転換では，FAKの Y３９７

のリン酸化による PI-３キナーゼ経路の活性化が必要であ

り３４），p１３０Cas／CRK-II複合体が FAK-Y３９７のリン酸化を

誘導し PI-３キナーゼのリクルートを増強することが報告

されている（図６）３５）．

p１３０Cas／CRK／DOCK１８０／Racはインテグリン β１の下流
で機能しラッフリング，フィロポディア形成，細胞運動を

制御する３６）．肺腺がん細胞 A５４９細胞ではラミニン１０

（α５β１γ１），ラミニン１１（α５β２γ１）は α３β１インテグリン
を介して，またはフィブロネクチンはインテグリン α５β１，
を介して Rac，Rhoを活性化して細胞運動を制御すること

が報告されている３７）．最近 p１３０Cas－／－MEFを用いた実験

で，vCRKによる Racの活性化とそれに伴うラッフリング

と細胞運動は p１３０Casに依存しないという報告がなされ

た３８）．これは p１３０Cas関連分子，パキシリン，Gab１など

のドッキング分子がその機能を代償するためと考えられ

る．

細胞が物理的刺激を感じ取るメカニズムは不明な点が多

いが，p１３０Casが物理刺激センサー（メカノセンサー）の

役割を果たすという興味深い結果が示されていた３９）．非リ

ン酸化 p１３０Casでは中央部の基質結合領域（SD substrate

domain）は折りたたまれた構造をとっており，細胞が物理

的な力を受けた時，p１３０Cas分子も N末端と C末端に力

を受けて引き延ばされ，C末に結合した SFTKにより SD

領域がリン酸化され，そこに CRK／C３G複合体が多数結合

し，Rap１を活性化しシグナルを伝達するというものであ

る（図７）．

p１３０Casはがんとの関連でも臨床的に重要である．乳が

んのエストロゲン治療抵抗性を規定する分子として p１３０

Casが同定され BCAR１（breast cancer antiestrogen resist-

ance１）とも呼ばれている４０）．p１３０Casの発現量が予後因子

になることが報告されており今後の展開が期待される４１）．

パキシリン Paxillin：細胞接着斑の構成成分で分子量

６８kDaのドッキング分子（図５）４２，４３）．C末端の LIMドメイ

ンでインテグリン α４と結合し細胞接着斑に局在する．特
にロイシンとアスパラギン酸リッチな LD領域を N末側

図６ vCRKによる細胞がん化のシグナル伝達

図７ p１３０Casのメカノセンサーの概略
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に５個有しており，その中で２７３Serを含む LD４が，GIT

（G-protein-coupled receptor kinase interacting protein）-PIX

（PAK-interacting exchange factor）-PAK（p２１ activated Ser／

Thr kinase）複合体と結合する．GITは ArfGAP活性を有

しており SFTKでチロシンリン酸化を受ける４４）．S２７３は

PAKによりリン酸化を受け，この複合体形成は Racの活

性制御に関わる４５）．また LD４には FAKが結合しリン酸化

により解離することも報告されており，細胞運動の制御に

重要な役割を果たす４６）．またパキシリンは Cdk５により

Ser２４４がリン酸化を受けて FAKと結合することがミエリ

ン形成を指標とするオリゴデンドロサイトの分化に必要で

あることが報告されており興味深い４７）．

細胞接着や様々な増殖因子の刺激で，パキシリンの Y３１

と Y１１８がチロシンリン酸化を受け CRKが結合し，これ

らのチロシンの変異体では細胞運動が抑制されることから

pY３１，pY１１８，LD４（pS２７３）を介する分子複合体の結合，

解離のターンオーバーが細胞のダイナミックな動きにリン

クすると考えられている４８）．また，パキシリンは，Srcの

SH３領域と N端で結合し，p１３０Casの脱リン酸化酵素

PTP-PESTと C末で結合することから，p１３０Casのリン酸

化の制御にも関わっており，パキシリンによる細胞接着斑

がダイナミックに制御されうる４９）．

Gab１（Grb２-associated binder１）（図５）：Gab１は HGF

受容体／cMetによりリン酸化されるドッキング分子で中央

部に五つの CRKと結合するコンセンサス配列 YXXP配列

をもつ５０）．HGF（hepatocyte growth factor）シグナルは多く

のヒトのがん細胞の浸潤あるいは幹細胞の分化増殖に関与

するが５１）Gab１は Grb２の SH３と恒常的に結合しており，自

己リン酸化されたMetとは Grb２または Shc／Grb２によっ

て間接的に結合する．Metは Gab１をリン酸化し，そこに

CRK，SHP２，PI-３キナーゼ，PLCγなどが結合してシグナ
ルを伝達する５２）．一般的にがん細胞の運動，浸潤には Rac

が関与するが，HGF刺激による Racの活性化は CRKを

shRNAでノックダウンすると抑制される５３）．

CRKはリン酸化された Gab１に結合するが，我々は

CRKと Gab１を過剰発現させると Gab１に著明なチロシン

リン酸化が入ることに着目し，CRKは SFTKを介して

Gab１Y３０７のチロシンリン酸化を制御することを見出した

（図８A）．さらに Gab１の Y３０７F変異体では細胞の運動能

が低下した５４）．また，興味深いことに，Gab１の Y３０７変異

体では HGFによる細胞膜周辺の著明な細胞接着斑形成が

誘導されない５４）（図８B）．

DOCK１８０：DOCK１８０は CRKの SH３領域結合タンパク

質として同定された分子量１８０kDaのタンパク質である

が１７），線虫の Ced-５，ショウジョウバエの myoblast cityと

相同性があることから CDM（Ced-５，DOCK１８０，myoblast

city）ファミリータンパク質とも総称される（図９）５５）．

DOCKファミリーは現在１１分子が知られているが

DCOK１８０＝DOCK１が原型である．DOCK１８０は Racに対

する GEF活性を有するが従来の典型的な DH領域はもた

ず，DOCKファミリーに共通してみられる DOCK homol-

ogy region１（DHR１），DHR２をもち，DHR１は PI３，４，５P３と

結合し，DHR２で基質である Racと結合する．DOCK１８０

はその C末端に CRK結合ポリプロリン配列を有する．N

末端の SH３領域で ELMO（engulfment and cell motility）と

結合する５６）．Racの活性化の際に，ELMOの PH領域と

Dock１８０の DHR２で Racを挟む bipartite GEFモデルが想

定されている（図１０）．また ELMOはインテグリン刺激

図８ A．Gab１と CRKのシグナル伝達．非刺激状態では CRK
は SH３を介して Gab１と結合しているが，HGF刺激下で
は Srcにより Gab１の Y３０７がリン酸化を受けてそこに
CRKが SH２を介し結合してシグナルを伝達する．
B．MDCK細胞における Gab１野生型（左）と Gab１-Y３０７F
変異体（右）の発現と HGF刺激による細胞接着班形成．
パキシリンの蛍光染色．左図の矢印は細胞膜のラッフリ
ングとその近傍の強い細胞接着班形成．
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で活性化された RhoGと結合する５７）．さらに Hckの SH３

領域と ELMOが結合し ELMO自身がチロシンリン酸化を

受け DOCK１８０の GEF活性を制御する５８）．我々も細胞運動

を制御する ELMOの別のリン酸化部位を同定している（牧

野ら，投稿準備中）．また，DOCK１８０はユビキチン化を

受け，それを ELMOが抑制することが in vitro で示されて

いるが５９），このメカニズムが局所の Rac活性の制御を行う

可能性がある．

ショウジョウバエの卵形成の collective migration（細胞

集塊状移動）においては，細胞運動は２期に分けられる．

いずれも PDGF，VGF，EGFが作用するが，初期にはボー

ダー細胞のリーディングエッジにおいて DOCK１８０／ELMO

が必要であり，後期にはMAPキナーゼと PLCγが活性化
され，phaseによってエフェクターが替わるという興味深

い結果である６０）．

DOCKファミリー分子の中で，DOCK２は松田研究室で

西原らによってクローニングされた６１）．DOCK２は CRK結

合プロリン配列を有さないが血球系の細胞において CRK-

Lと bipartiteに結合し Racを活性化する６２）．実際，ランダ

ム挿入系で樹立された DOCK２欠損マウスの血球細胞では

ケモタキシスが低下することが報告されている６３）．

DOCK３／MOCA（modifier of cell adhesion）は脳に特異的

に発現し，アミロイド前駆体物質の代謝に関与し６４），その

変異はマウスにおいて注意欠陥多動（ADH；attention defi-

cit hyperactive disorder）に類似する異常を誘導する．

DOCK４は in vitro では Rapに対して GEF活性をもち様々

なヒトがんで変異があることが知られており，がん抑制遺

伝子の候補である６５）．DOCK４はWnt／β-カテニンシグナル

を制御し６６），またラットの海馬では CRK-II／ELMO２と複

合体を形成し神経細胞の軸索形成に関与することが報告さ

れている６７）．DOCK９／Zizimin１は Cdc４２と Rac２に対する

GEF活性を有する６８）．

がんとの関連ではヒト悪性脳腫瘍である膠芽腫におい

て，腫瘍の浸潤先進部で DOCK１８０の過剰発現が認められ

る６９）．

C３G：分子量１４０と１４５kDaの分子としてウエスタンブ

ロット法で認識される１６）．C末端に GEF領域をもち Rap１

および R-Rasに対する GEF活性を有する．Rap１の下流で

は AF６を介して E-カドヘリンに作用することで CRK／

C３G／Rap１は細胞接着を制御する７０）．C３Gのノックアウト

マウスは胎性７．５日以前で胎性致死であり，マウス胎児線

維芽細胞では細胞接着能が低下する７１）．

C３Gは NIH３T３細胞に強制発現させた場合には JNKを

活性化し形質転換に促進的に作用する７２）．また JNKの活

性化は R-Ras依存性であり７３），特にMetによる線維芽細胞

の形質転換では Gab１／CRK複合体形成による JNKの活性

化ががん化に重要である．通常の線維芽細胞はインテグリ

ン刺激下で FAKのリン酸化が起こり，p１３０Cas／CRK複合

体が優位に作用して細胞接着に基づく足場依存性増殖を制

御するが，Met発現細胞では CRKは Gabと優位に結合

し，細胞接着斑の数が減少する７４）．p１３０Casと Gab１がシ

グナルスイッチとして機能するのである．

また，CHO細胞では成長ホルモン GH刺激で p１３０Cas／

CRKが JNKの活性化を誘導する７５）．NIH３T３細胞では GH

による CRK／C３G依存性の Rap１の活性化には C３Gの

図９ CRKの SH３領域の標的分子 C３Gと DOCKファミリー分
子の概略

図１０ DOCK１８０と ELMO１による Racの bipartite activation
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Y５０４のリン酸化が関与する７６）．さらにメタアンフェタミ

ン投与で p１３０Cas，CRK，Srcの発現が増加し JNK活性が

上がる７７）．CRKによる JNKの制御には様々な役割がある．

C３Gの N末端９３から２０５アミノ酸はヒトとショウジョ

ウバエ７８）で保存された領域であり，E-カドヘリンと直接結

合する７９）．さらに C３Gの中央部より N端側にはアポトー

シス誘導能があり，Hckと結合するためと報告されてい

る８０）．またドッキング分子 Ksr-１を介して PP２Aと結合す

る８１）．

C３Gはこのように細胞接着，増殖，アポトーシスに関

与するわけであるが，ヒトがんとの関係は不明な点が多

い． 肺がんでは C３Gの過剰発現があり増殖亢進とされ８２），

子宮頸がんにおいては C３Gには変異があり過剰発現でが

ん化能が低下するとされており８３），議論がある．Rap１も

Rasで形質転換した線維芽細胞のリバータントとして単離

されたもの８４，８５）であるが，Swiss３T３細胞では増殖に正に働

くという報告もあり７６），下流の分子の存在パターンによる

違いが表現型の違いに関与すると想定される．

２． CRKの生物学的役割と今後の課題

（１） 増殖，運動，接着

CRKの細胞増殖に対する影響は細胞の種類に依存する．

すなわち細胞によって CRK-Iと CRK-IIの量や複合体の量

が異なる．vCRKと CRK-Iは線維芽細胞の増殖に対しては

正に作用するが，これは主として CRK／Sos／Ras／Erk経路

が活性化されるためである８６）．CRK-IIの場合は強制発現

で明らかな増殖能の増加はみられずむしろ形態変化，ラッ

フリングの亢進がみられる２４）．CRK-IIはリン酸化により

ON／OFFの制御を受けその構造変換の際により親和性の

高い DOCK１８０や C３Gが標的としてリクルートされ，

CRK-II／DOCK１８０／Racあるいは CRK-II／C３G／Rap１経路の

シグナルが優位に伝達されるためと考えられる２４）．

DOCK１８０／Racはラッフリング，フィロポディア形成の

亢進と運動能の増加を誘導するが，ラッフリングの亢進が

運動能の増加と結び付かない場合もある．さらに，C３G／

Rap１は細胞間あるいは細胞―基質間の接着も制御するが，

接着を正に制御するということはがん化にとってはむしろ

抑制的に働くことも考えられる．今後は CRK－／－MEFを

使って CRK-Iと CRK-IIの機能を詳細に解析することが求

められる．

多くの細胞では CRK-IIの発現が CRK-Iよりも優位であ

るが，中には CRK-Iが優位なものも存在する．ヒトの悪

性脳腫瘍組織においては，CRK-Iの発現量と悪性度が正の

相関を示すことが報告されている８７）．CRKタンパク質は

ユビキチン化による分解は知られていないので，mRNA

の量で発現が決まるとすれば，スプライシングが腫瘍の悪

性化，生命予後を規定することになり，そのメカニズムを

解明していきたい．

CRKに関する最近報告された機能としては以下が挙げ

られる．uPAR（urokinase plasminogen activator receptor）は

インテグリン β３を介して p１３０Cas／CRK-II／Racの経路を

用いて腫瘍細胞の形態変化を誘導する８８）．また，CRK阻

害 ExoT ADP-ribosyltransferaseを用いた系においてパキシ

リン／CRK複合体がシンタキシン２を中央体に局在させる

ことが見出され，CRKが細胞質分裂後期に必須の分子で

あることが示された８９）．

（２） ヒト腫瘍との関連（表２）

ヒト腫瘍組織での CRKの過剰発現：我々はヒト CRK

のゲノム構造を明らかにし９０），PCR-SSCP法にて多数のヒ

トがん腫，肉腫を解析したが変異は検出されなかった．次

いで免疫染色法にて様々なヒトの腫瘍組織を検討したとこ

ろ多くのがんで過剰発現が認められた（図１１）９０）．我々の

報告に引き続き，肺がん９１），脳腫瘍８７）など様々な腫瘍で

CRKの関与が報告された．

CRK shRNAによるがん化能の抑制：CRKががん化に

必要か否かを検討するため shRNA法を用いて CRKの発

現を恒常的に抑制したヒト腫瘍細胞株を樹立した．卵巣が

ん（MCAS），滑膜肉腫（SYO-１，HS-SY-II，FUJI），脳腫

瘍（KM-G４），中皮腫（MESO１），いずれの細胞株におい

ても細胞接着斑の数が著明に減少し細胞増殖能，運動能の

低下がみられた５３，９２，９３）．また HGF依存性の腫瘍細胞では

HGF刺激により Rac活性が４倍増加するが，CRKノック

ダウン細胞では Racの活性化は認めなかった（図１２A）．

また，卵巣がん細胞では腹膜播種がほぼ完全に抑制され，

CRKは腫瘍細胞の悪性化能に必須の分子であることが明

らかとなった（図１２B）９２）．

CRKシグナルを考える場合に考慮しなければならない

ことは，生体には CRKに類似した別の遺伝子産物 CRK-L

（CRK-like）が存在し重複性を示すことである．我々が検

討した限りのヒト腫瘍細胞株では CRKと CRK-Lの複合

体形成を比較すると，CRK-Lによる CRK-L／C３G，CRK-

L／DOCK１８０などの「複合体形成が CRKよりも優位であっ

た．CRK-Lノックダウン細胞の樹立を試みたが確立され

ず，テトラサイクリン誘導 shRNA系を用いた CRK-Lノッ

クダウン誘導系では，約１週間で細胞が浮き上がって死滅

する．このことからがんの治療では，CRK-Lではなく

CRKを標的とすることが適切と思われた．

microRNA１２６（miR１２６）：microRNAは２１―２５ヌクレオ

チドの長さで様々な遺伝子発現を制御するが，miR１２６は

９q３４．３に位置する EGF like-７遺伝子内にコードされる．

最近 miR１２６は乳がんの増殖・転移の抑制分子であること

が報告された９４）．また肺がんの非小細胞がんの浸潤も抑制
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し，その時ターゲット分子として CRKの発現が著明に低

下することが報告された９４）．今後 miR１２６を CRKシグナル

抑制に応用していきたいと考えている．

（３） 慢性骨髄性白血病 chronic myelogenous leukemia

（CML）

CRK-L は CMLの染色体転座の切断点に位置する遺伝子

として同定された９５）．CRK-Lは CML細胞で著明にチロ

シンリン酸化されており，また CRK-Lを過剰発現させ

ると p１９０Bcr-Ablのがん化能が亢進する．しかしながら

CRK-L－／－マウスにおいても Bcr-Ablによって CMLが誘導

されることから，CRK-Lは Bcr-Ablによるがん化に必要で

はない９６）．しかし，この場合は通常の CML細胞では非リ

ン酸化状態である CRK-IIがリン酸化されており CRK-II

が CRK-Lの機能を代償する可能性が残る．

CMLの治療に関しては，イマチニブは Ablキナーゼに

対する効果的な阻害薬で臨床の場で繁用されているが，

T３１５Iなどのイマチニブ耐性分子ではキナーゼ活性は阻害

されない．CRK-Lは Bcr-Ablの感度の高い基質であるの

で，白血病細胞のチロシンリン酸化状態をモニターするこ

とは，イマチニブをはじめ新規薬剤を含めて薬剤有効性の

表２ CRKとヒトがんとの関連の報告

年 がんの種類 方 法 と 結 果 文 献

２００２ がん腫・肉腫多数 肺がん，乳がん，胃がん，軟骨肉腫で免疫染色にて過剰発現を認めた． Nishihara, H., et al., Cancer Letter

２００２ 肺腺がん
８６症例（stage I６７, stage III１９）．４，９６６の gene profilingで CRKの発
現増加がみられた．

Beer, D. G., et al., Nature Med.

２００３ 肺腺がん
９６例を gene chip解析．１０３例（腺がん９３）の stage Iと IIIを定量的
RT-PCRで比較し stage IIIで CRKの高発現を認めた．

Miller, C. T., et al., Oncogene

２００３ 脳腫瘍
５症例の膠芽腫で RT-PCRで非腫瘍部と腫瘍部を比較する．５例とも
に CRKIの増加がみられた．

Takino, T., et al., Cancer Res.

２００３ 肺がん
６５例の小細胞がんで１７p１３．３の LOHを検索．CRKの欠損を確認．
但し codon１７，３８，６８は SNPs.

Konichi, H., et al., Oncogene

２００５ 卵巣がん
MCAS細胞の shRNAで CRKノックダウン細胞を樹立．Rac活性の低
下，増殖，浸潤能が低下．

Linghu, H., et al., Oncogene

２００５ 乳がん・肺がん
乳がん細胞MDA-２３１，MDA-４３５，肺がん細胞 H１２９９，HeLa細胞で
CRK siRNAで浸潤能低下．

Rodrigues, S.P., et al., Mol. Cancer
Res.

２００６ 滑膜肉腫
FUJI，SYO-１，HS-SY-II細胞にて shRNAで CRKノックダウン細胞を
樹立．悪性化能が低下．

Watanabe, T., et al., Mol. Cancer
Res.

２００７ 脳腫瘍
KMG４細胞にて shRNAで CRKノックダウン細胞を樹立．悪性化能
が低下．

Wang, L., et al., BBRC

２００９ 中皮腫 細胞にて shRNAで CRKノックダウン細胞を樹立．悪性化能が低下． Tanino, M., et al., in preparation

図１１ ヒト乳がんでの CRKの過剰発現
抗 CRK抗体による浸潤性乳管がんの免疫染色．

図１２ A．ヒト肉腫細胞株における HGF刺激による Racの活
性化．野生型 FUJI細胞（上段），CRKノックダウン
FUJI細胞（下段）．B．ヒト卵巣がんの腹膜播種．野生
型MCAS細胞（左），CRKノックダウンMCAS細胞
（右）．野生型では腹膜に多数の腫瘤を形成するが CRK
ノックダウン細胞では見られない．下段はリンパ管侵
襲の組織所見．
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検査の一つとして有用である．

（４） 貪食と免疫系

’９８年線虫の貪食と運動に必要な Ced-５が同定されヒト

DOCK１８０と相同であることが報告された９７）．インテグリ

ン αvβ５依存性の貪食が CRK-II／DOCK１８０／Rac依存性で

あることが判明し９８），その後オプソニンの一つ FMG-E８依

存性の貪食も CRK／DOCK１８０／Racが関与することが明ら

かにされた９９，１００）．最近では，Fcγ受容体依存性のマクロ
ファージの貪食能にも CRKが関与することが報告されて

いる１０１）．

免疫系では T細胞，B細胞において，p１２０Cblのチロシ

ンリン酸化 pY７００，pY７０４が CRK結合部位で，抗原刺激

のネガティブシグナルに関与する．T細胞の特定の抗原に

対する反応性の低下（アナジー）は T細胞受容体／Cbl／

CRK／C３G／Rap１により調節される１０２）．また最近 NK細胞

inhibitory受容体がMHC class Iと結合することで ITIMs

（immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs）を介して

CRKのリン酸化を誘導しシグナルを抑制することが示さ

れた５８）．

（５） 神経分化

筆者等は PC１２細胞を用いた実験で CRKが神経分化誘

導能を有することを見出したが１５），その後 vCRKを神経特

異的に発現させたトランスジェニックマウスでは軸索伸長

が亢進することが判明した１０３）．NGF受容体／CRK-II／C３G／

Rap１／B-Raf１／Erkの経路による ERKの持続的活性化が

NGF依存性の分化誘導であると報告されているが，この

C３G／Rap１／B-Raf／Erk系については議論が多い１０４）．また大

脳皮質の層構造形成や神経線維の走行を制御する分泌タン

パク質 Reelinは，VLDLや ApoE受容体のリガンドで，下

流で Disabled-１（Dab-１）が Srcや Fynによりリン酸化され，

そこに CRKおよび CRK-Lが結合し，C３G／Rapおよび

PI３K／Aktにシグナルが伝達される１０５，１０６）．

（６） CRKと感染症

CRKは下記のように様々な微生物と相互作用する．

Pseudomonous aeruginosa 緑膿菌：サイトトキシンであ

る exoenzyme T（ExoT）は CRKの SH２結合表面に位置す

るアルギニン R２０を ADP-リボシル化し１０７），そのことに

よって SH２と標的分子との結合が阻害され細胞運動が抑

制される１０７，１０８）．

Yersinia pseudotuberculosis エルシニア：エルシニアは

菌体の invasin分子と細胞表面の β１インテグリンが結合
し，エンドサイトーシスで細胞内に進入するがその時

p１３０Cas／CRK／Rac経路が機能する．HeLa細胞に CRK変

異体を過剰発現させると感染量が減少する１０９）．

Shigella flexneri シゲラ：シゲラが上皮細胞に進入する

際にはチロシンキナーゼ Ablと Argが活性化され CRK-II

のチロシンリン酸化が起こる１１０）．また，CRK-IIのチロシ

ン変異体ではシゲラの感染効率が減少することから，コル

タクチンと CRKが協調してアクチン重合を促進すること

がシゲラの進入に重要であると考えられている１１１）．

Helicobacter pylori ピロリ菌：リン酸化された CagAタ

ンパク質と CRKが結合しシグナルを伝達する．胃の上皮

細胞において CRKの変異体を過剰発現させることで，あ

るいは siRNAで CRKを減少させることで，CagA依存性

の細胞スキャッタリング，細胞接着が抑制される１１２）．

Influenza virusインフルエンザウイルス：CRKは SH３

領域で，スペイン風邪の原因として知られるインフルエン

ザ H７N３型および新型インフルエンザ H５N１型の NS１タ

ンパク質のアミノ酸２１０―２１９番のポリプロリン配列に特異

的に結合する１１３）．H１N１型などの他の病原性が低い株の

NS１タンパク質とは結合しない１１３）．NS１タンパク質のリ

図１３ CRKによるシグナル伝達メカニズムの概要
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ン酸化チロシン pY８９に PI-３キナーゼがリクルートされ感

染細胞の生存能を高めることでウイルス増幅が亢進するこ

とが示されているが１１４），CRKはこの Y８９のリン酸化を誘

導する可能性がある．今後，病原性への関与も含めて検討

していきたい．

（７） CRKと疾患

CRKホモ欠失マウスは CRK-I，CRK-IIともに発現せず

胎性後期 E１５．５日で致死となり，心血管系と顔面頭蓋部

の形成異常をきたす１１５）．ランダム挿入法で CRK-IIのみが

欠損したマウスは出生するが，生後０日で死亡する１１６）．こ

の死因は不明だが病理組織形態的には異常がみられず（未

発表）症状からは呼吸器系の異常が推測される．このこと

から CRK-Iは少なくとも胎性期の器官形成に必要であり，

CRK-IIは生存に適切な機能を獲得することに必要である

ことがわかる．

一方 CRK-Lのホモ欠失マウスは，神経堤障害である

DiGeorge症候群／口蓋心顔面症候群様の症状を呈する．

神経堤や心形成に関与する様々な部位に種々の発達障害が

起こる１１７）．胸腺，副甲状腺，甲状腺の低形成，頭蓋部の低

形成などである．CRK-Lホモ欠失マウスは誕生まで至る

ものも少数みられる．

最近，ヒト半肢―指趾欠損症である SHFLD syndrome

（split-hand／foot malformation）assocated with aplasia of long

bonesの原因遺伝子座が１７p１３．１-１７p１３．３にマッピングさ

れ CRK が候補遺伝子として挙げられている１１８）．

お わ り に

CRK がクローニングされてから２１年経ち，その研究の

過程で各論のみならず，多くの原則の発見がなされた．ま

た，花房秀三郎先生が見出されたこともあり，多くの日本

人研究者が関与してきた．CRKは概説したようにがんを

中心として様々な生命現象に関わっている．我々は三次元

構造を明らかにしたが，重要な研究の方向の一つは，その

結果に基づいて CRKシグナルを抑制する低分子化合物を

探索していくことである．CRKがその名のとおり基礎医

学と臨床医学のアダプター（架け橋）となることを期待し

たい．
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