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序論・目的 

 

全長の Anaplastic lymphoma kinase full length (ALK-FL) は、細胞外ドメ

イン、膜貫通ドメイン、キナーゼドメインを持つ受容体型チロシンキナーゼであ

る [参考文献 1]。リガンドであるミッドカインやプレイオトロフィンが ALK-

FL に結合することで、細胞質において PI3K -AKT 経路, Ras-MAPK 経路, Jak-

STAT3 経路が活性化されることが知られている [参考文献 2, 3, 4]。正常組織に

おいて脳の発達に関与することが知られている [参考文献 5, 6, 7]。また、ALK

恒常的活性化型変異体である融合タンパク質が、肺がん及び未分化大細胞リン

パ腫で発見され、ALK の活性化変異型ががん化に寄与していることが知られて

いる [参考文献 8, 9, 10, 11]。代表的な融合タンパク質として、EML4-ALK 融

合タンパク質が知られている [参考文献 8, 9, 10, 11, 12]。微小管会合タンパク

質である EML4 遺伝子及びチロシンキナーゼタンパク質である ALK 遺伝子は

2 番染色体にコードされている。EML4 遺伝子及び ALK 遺伝子を挟む領域が逆

位転座を形成することにより、EML4 遺伝子の WD ドメインをコードする領域

が ALK 遺伝子のキナーゼ領域をコードする部分と融合することで形成される 

[参考文献 11, 12]。EML-ALK4 融合タンパク質は二量体を形成することでキナ

ーゼ活性が恒常的に亢進している。また、この融合タンパク質は ALK-FL と同

様に、上記の 3 つのシグナル経路を活性化することでがん化を促進することが

知られている [参考文献 8, 9]。EML4-ALK は、肺がんの中でも特に多い非小細

胞肺がん non-small-cell lung cancer (NSCLC) の 3〜5%に存在する [参考文

献 12]。最近、ALK の転写開始点が ALK-FL 異なり、キナーゼドメインのみを 
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持つ活性化型の ALK タンパク質がメラノーマで発見された。このキナーゼドメ

インのみを持つタンパク質を ALK Alternative Transcription Initiation 

(ALKATI) と呼び、上記の 3 つの経路が活性化することで、がん化に寄与してい

ることが報告されている [参考文献 13]。ALKATIはイントロン 19 の後半から転

写が開始され、この転写産物はキナーゼドメイン領域をコードする [参考文献

13]。さらにがん細胞においてイントロン 19 の近傍は異常なヒストン修飾を受

けることで、転写誘導され ALKATIが発現する [参考文献 13]  (図 2)。興味深い

ことに、ALKATIは細胞質のみならず核にも存在していることも報告されている 

[参考文献 13] (図 3)。しかし核内における ALKATIの機能解析は行われておらず、

ALKATI の機能は分かっていない。そこで、本研究では、核内において ALKATI

の機能の解析を目的として行った。 
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結 果  

 

1. ALKATIによるクロマチン構造変換 

当研究室では、これまでに、細胞の DNA を propidium iodide (PI) によって

染色すると、染色強度の濃淡によって、高密度のクロマチン構造と低密度のクロ

マチン構造を区別して、観察することができることを見出した [参考文献 14, 15, 

16, 17]。さらに細胞の DNA 染色画像を顕微鏡にて撮影し、核を 4000〜5000 個

の均等なピクセル上に分割して個々のピクセルの染色強度のばらつき [標準偏

差(SD)] からクロマチン凝集レベルを定量するピクセルイメージング法を用い

た [参考文献 14, 15]。この方法では、高密度にクロマチンが凝縮していると、

必ずクロマチン凝縮が低密度になる領域を生じることから、染色強度のばらつ

き（SD 値）が大きくなる (図 4)。このピクセルイメージング法を利用して、こ

れまでに c-Abl や Lyn などのチロシンキナーゼが核内においてクロマチン構造

変換を誘導していることを当研究室で報告してきた [参考文献 14, 16, 17]。 

そこで、本研究では、核内にも局在する ALKATIもクロマチン構造を調節して

いるかどうかを調べた。ALKATIと、全長の受容体型 ALK (ALK-FL) をそれぞ

れ細胞に発現させて、ピクセルイメージング法によってクロマチンの凝縮レベ 

ルを解析した。その結果、ALK-FL と比較して、ALKATIを発現させた細胞では

有意に SD 値が増加した (図 5 及び主論文＜Fig. 1D＞)。このことから、ALKATI

はクロマチン凝縮を強く誘導することが示唆された。次に、細胞質よりも核内に

局在した ALKATIが、クロマチン凝縮を強く誘導するのかどうかを検討するため

に、N 末端に核移行シグナル (NLS : nuclear localization signal) を付加した核 
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局在型の NLS-ALKATIを作製した (主論文 ＜Fig. 2A , 2B＞)。NLS-ALKATIを

発現させた細胞では、ALKATIと比較して、有意に SD 値が増加した (主論文 ＜

Fig. 2C＞)。この結果から、ALKATI が核内に局在すると、クロマチン凝縮を強

く誘導することを示しており、ALKATIは核内においてクロマチン凝縮を誘導す

ることが示唆された。次に、ALKATIによるクロマチン凝縮はキナーゼ活性依存

的かどうか調べた。キナーゼ活性を持たない ALKATI-KD（KD : kinase-dead）を

作製して (主論文＜Fig. 2D, 2E＞) 細胞に発現させ、核内の SD 値を測定した。

その結果、ALKATI-KD では、ALKATI の発現によって認められた SD 値の増加が

検出されなかった (図 6 及び主論文＜Fig. 2F＞)。このことから、ALKATI によ

るクロマチン構造変換は、キナーゼ活性に依存していることが示唆された。 

 

2. ヒストン修飾の誘導  

クロマチン凝縮・脱凝縮はヒストン修飾によって、調節されていることが知ら

れている [参考文献 18]。また c-Abl や Lyn などのチロシンキナーゼが核内にお

いて、ヒストン H3 の 9 番目のリジンが 3 つメチル化され、(H3K9me3 : histone 

H3 lysine 9 trimethylation) を介してヘテロクロマチン構造を誘導しているこ

とを当研究室で報告してきた [参考文献 14, 16, 17]。そのため、ALKATIも、核

内において H3K9me3 を介して、ヘテロクロマチン構造を誘導しているのでな

いかと予想した。そこで、ALKATIと H3K9me3 の関係性について、H3K9me3

抗体を用いた免疫染色を行って調べた。その結果、ALKATIを発現させた細胞で

は、H3K9me3 が上昇した。また、ALKATI-KDを発現させた細胞では、H3K9me3

は上昇しなかった (主論文＜Fig. 3A , 3B＞ )。このことから、ALKATIはキナー 
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ゼ活性依存的に H3K9me3 を促進し、H3K9me3 を介してヘテロクロマチン構

造を誘導することが示唆された。 

 

3. A-kinase anchor protein 8 (AKAP8) のチロシンリン酸化 

Src型チロシンキナーゼである Lynなどのチロシンキナーゼが核内において、

核マトリックス結合タンパク質 AKAP8 のリン酸化を介して、クロマチン構造

を調節することを当研究室で報告してきた [参考文献 17]。そのため、ALKATIも、

核内において Lyn の基質として見出された AKAP8 をリン酸化するのではない

かと考えた。そこで、ALKATIが AKAP8 をリン酸化するのかどうか調べるため、

免疫沈降法を用いた。細胞に ALKATIと AKAP8 を過剰発現させて 24 時間培養

した。その後、細胞溶解液を回収し、抗 myc 抗体で、myc-AKAP8 を免疫沈降

した後、抗リン酸化チロシン抗体 (4G10) 、抗 myc 抗体及び抗 ALK 抗体を用

いたウエスタンブロッティング法で各種のタンパク質の発現量を解析した。

ALKを発現させた細胞では、AKAP8のチロシンリン酸化が認められた (図 9及

び主論文＜Fig. 4B＞)。一方で、キナーゼ活性欠損体である ALKATI-KDと AKAP8

の共発現や、ALKATI 及び ALK の阻害剤であるクリゾチニブ [参考文献 13, 19] 

を処理させた場合では、AKAP8 のチロシンリン酸化は認められなかった (図 9

及び主論文＜Fig. 4B＞)。このことから、ALKATIはキナーゼ活性 AKAP8 をチ

ロシンリン酸化することが示唆された。次に、AKAP8 のリン酸化部位を特定す

るために、リン酸化候補部位のチロシン残基をチロシンリン酸化されないフェ

ニルアラニン残基に置換した YF 変異体を作製した。まず、Tyr146, Tyr150, 

Tyr152, Tyr154, Tyr170を置換した AKAP8-5NYF と Tyr170, Tyr311, Tyr436,  
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Tyr539 を置換した AKAP-4CYF を作製し、これらが ALKATI によってリン酸

化されるかどうかを調べた (主論文＜Fig. 4A＞)。その結果、これらの変異体は

ALKATI によって、チロシンリン酸化されることが分かった (図 10 及び主論文

＜Fig. 4C＞)。次に、Tyr51, Tyr53, Tyr80, Tyr146, Tyr150, Tyr152, Tyr154, 

Tyr170, Tyr311, Tyr436, Tyr539 を置換した AKAP8-11YF を作製して ALKATI

によるリン酸化を解析すると AKAP8-11YF ではチロシンリン酸化が認められ

なかった (図 11 及び主論＜Fig. 4D＞)。このことから、ALKATIによる AKAP8

の主要なリン酸化部位は、チロシンリン酸化されなかった AKAP8-11YF から

チロシンリン酸化された AKAP8-5NYF と AKAP-4CYF を引いた、残りのチロ

シン残基である AKAP8 (Tyr51, Tyr53, Tyr80) だと考えられる (図 12)。 

 

4. チロシンリン酸化による AKAP8 の核マトリクスから解離 

チロシンリン酸化された AKAP8 は、核マトリックスから解離し、クロマチン

構造変換に関与することを当研究室で報告してきた [参考文献 17]。そのため、

ALKATIによって、チロシンリン酸化された AKAP8 も同様なメカニズムが働く

のではないかと考えた。細胞を界面活性剤の Triton X-100 によって抽出し、

insoluble と soluble にした。insoluble のマーカーとして、lamin A/C を、soluble

のマーカーとして、cPLA2 (cytosolic phospholipase A2) を用いた [参考文献 17]。

ALKATIの発現によって、insoluble の AKAP8 が減少し、soluble の AKAP8 が

増加した(図 13 及び主論＜Fig. 5A＞)。一方で、ALKATI-KDの発現では、insoluble

の AKAP8 と soluble の AKAP8 の量比は変化しなかった (図 13 及び主論文＜

Fig. 5A＞)。また、ALKATI-KDによってリン酸化されない AKAP8-11YF を発現 
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させた細胞では、ALKATI を発現させても insoluble と soluble の量比は変化し

なかった (図 14 及び主論文＜Fig. 5B＞)。このことから、核内において ALKATI

によって、リン酸化された AKAP8 は核マトリックスから解離し、このことが、

クロマチン構造変換に関与していることが示唆された。 

 

5. がん抑制遺伝子 RASSF1A の発現抑制 

核内において、チロシンキナーゼ c-Abl が、がん抑制遺伝子である RASSF1A 

(Ras association domain family member 1) の発現を抑制することを当研究室

で報告してきた [参考文献 14]。そのため、核内において ALKATIも、RASFF1A

の発現を調節するかどうかを調べた。quantitative real-time PCR (qPCR) を用

いて、RASFF1A の mRNA 量を定量したところ、ALKATI の発現によって

RASSF1A の発現が低下した。このことから、ALKATIは、クロマチン構造変換

を誘導して RASSF1A の発現を抑制することが示唆された (図 15 及び主論文 

＜Fig. 5C＞)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

~ 8 ~ 



総括・考察 

 

ALKATIは細胞質と核に局在することが報告されてきた [参考文献 13] が、核

内の機能については、未解明であった。そこで、本研究は、核内の機能について

注目し研究を行った。 

本研究において核内の ALKATIは、クロマチン調節因子である AKAP8 をチロ

シンリン酸化させることを明らかにした。また、リン酸化された AKAP8 は核マ

トリックスから解離し、ヘテロクロマチン構造を誘導することを見出した。さら

に ALKATI は、がん抑制遺伝子である RASFF1A の発現を抑制することも見出

した。これらの結果から、核内において、ALKATIは AKAP8 をリン酸化するこ

とで、核マトリックスから解離する。そして、ヘテロクロマチン構造が誘導され

ることで、RASFF1A の発現が抑制されることが考えられる。 

ALK の活性変異体である ALKATIも細胞質において、PI3K-AKT 経路、Ras-

MAPK 経路、Jak-STAT 経路を介して、腫瘍形成を促進する [参考文献 13]。一

方で、ALK-FL とは異なり、ALKATIは核内において、ヘテロクロマチン構造を

誘導することでがん化が促進することを新規に発見した。EML4-ALK 融合タン

パク質は、細胞質に局在し、ALKATI は細胞質と核の両方に局在する [参考文献

13]。このことから、核内におけるヘテロクロマチン誘導は ALKATI の特異的な

機能であると考えられる。また、EML4-ALK 融合タンパク質は、二量体を形成

して存在しているため大きい分子量 (280kDa) を持つのに対して、ALKATIは小

さい分子量 (60kDa) である。そのため、分子量が小さい ALKATIのみが核膜孔

を通過し核に局在すると考えられる。 

~ 9 ~ 



当研究室では、核内において Lyn と c-Abl が AKAP8 をチロシンリン酸化し

クロマチン構造を調節していることを報告してきた [参考文献 14, 16, 17]。しか

し、ALKATIは Lyn と異なり、AKAP8 の主要なリン酸化部位が異なることが分

かった。LynはAKAP8のTyr51, Tyr53, Tyr80, Tyr146, Tyr150, Tyr152, Tyr154, 

Tyr170, Tyr311, Tyr436, Tyr539 部位をチロシンリン酸化する。一方で ALKATI

は AKAP8 の Tyr51, Tyr53, Tyr80 部位をチロシンリン酸化する。このチロシン

リン酸化部位は異なるにも関わらず、AKAP8 を介したヘテロクロマチン構造の

誘導は同じである。このことから、ヘテロクロマチン構造変換に最も重要なチロ

シンリン酸化は Tyr51, Tyr53, Tyr80 部位であると考えられる。その他のチロシ

ンリン酸化部位は ALKATIとは異なるメカニズムで、ヘテロクロマチン構造の誘

導を引き起こしていると考えられる。Tyr51, Tyr53, Tyr80 部位の近傍には

NMTS (nuclear matrix targeting site) ドメインが存在し、NMTS ドメインは

核マトリックスの構成成分と相互作用することが知られている [参考文献 20]。

このことから、Tyr51, Tyr53, Tyr80 部位がチロシンリン酸化されることにより

AKAP8 の NMTS ドメインと核マトリックスの構成成分の相互作用が減弱した

ことで AKAP8 は核マトリックスから解離すると考えられる。さらに、c-Abl に

よる AKAP8 の主要なリン酸化部位は特定されていないが、ALKATI, c-Abl, Lyn

などのチロシンキナーゼは核内において AKAP8 を介したヘテロクロマチン構

造を誘導することが考えられる。その結果、核内においてチロシンキナーゼは

RASFF1A を発現抑制することでがん化に寄与していることが考えられる。 

クロマチンはヒストン修飾によってヘテロクロマチン構造やユークロマチン

構造を介して遺伝子発現を調節する [参考文献 21, 22, 23, 24, 25 及び図 7]。こ 
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の遺伝子発現を調節することにより細胞増殖・分化・がん化を調節する。ヘテロ

クロマチン構造はヒストンアセチル化が低い状態やヒストンメチル化が高い状

態 (H3K9, H3K27, H4K20) になることが知られている[参考文献 23, 24, 25]。

H3K9 に特異的なジメチル化やトリメチル化する酵素群は同定されているが、

モノメチル化する酵素群は同定されていない [参考文献 26]。H3K9 をメチル化

するメチルトランスフェラーゼは SUV39H1 (suppressor of variegation 3-9 

homolog 1), SUV39H2 (suppressor of variegation 3-9 homolog 2) などが挙げ

られる [参考文献 23]。ヒストンのメチル化の機能として、PC2 (polycomb 2) タ

ンパク質が H3K27me に結合することにより不活性 X 染色体の維持に関与する

[参考文献 23]。また HP1 (heterochromatin protein 1) タンパク質が H3K9 の

ジメチル化やトリメチル化に結合することにより転写を抑制する [参考文献 27, 

28] こ と や H3K9 の メ チ ル 化 に 結 合 す る こ と に よ り pericentric 

heterochromatin と呼ばれるセントロメアの領域に存在する恒常的なヘテロク

ロマチンの維持に関与する [参考文献 23]。 

DNAのメチル化によっても遺伝子発現が制御されている [参考文献 29, 30及

び図 8]。DNA のメチル化のメカニズムとして、CG 配列が多く存在する CpG ア

イランドのシトシンがメチル化される[参考文献 29]。その後 MBD (methyl-

CpG-binding domain) ドメインを持つタンパク質はメチル化された DNA に結

合し、ヘテロクロマチン構造を誘導する。MBD ドメインを持つタンパク質は 

MBD1 (methyl-CpG-binding domain protein1), MBD2 (methyl-CpG-binding 

domain protein 2), MBD4 (methyl-CpG-binding domain protein 4) 存在し

H3K9me と相互作用する[参考文献 30]。DNA のメチル化の機能として遺伝子 
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のプロモーター領域に CpG アイランドが存在し、がん細胞では CpG のメチル

化によってがん抑制遺伝子の発現が抑制される [参考文献 29, 30]。この知見か

ら核内の ALKATIは AKAP8 の他に SUV39H1 や SUV39H2 をチロシンリン酸

化することでヘテロクロマチン構造を誘導することが考えられる。また、がん抑

制遺伝子である RASFF1A の発現を抑制したことから、DNA のメチル化も亢進

しMBD結合タンパク質とH3K9meの相互作用が亢進することでヘテロクロマ

チン構造を誘導することも考えられる。このことから核内のチロシンキナーゼ

と DNA のメチル化の関係性についても検討する必要がある。 

核内に存在する Src 型チロシンキナーゼである Lyn は KAP1 (KRAB-

associated protein 1) をチロシンリン酸化することでヘテロクロマチン上の

KAP1 と HP1 の相互作用が減弱する。その結果、ユークロマチン構造を誘導し

サイクリン依存性キナーゼ阻害因子 p21を発現誘導することを報告してきた[参

考文献 16]。また、EGFR ( epidermal growth factor receptor) ファミリーであ

る ErbB4 は neuregulin-1 の刺激により、ErbB4 の細胞質内領域 (4ICD) が切

断され、4ICD は細胞質内の下流分子をチロシンリン酸化する。一部の 4ICD は

核内に移行し H3K9me を促進することも報告してきた[参考文献 31]。当研究室

の報告から、核内に存在する ALKATI は KAP1 をチロシンリン酸化することや

4ICD によってチロシンリン酸化する基質についても ALKATIがチロシンリン酸

化する可能性が考えられる。このことから、核内に存在するチロシンキナーゼは

ある程度同じ基質をチロシンリン酸化することで、ヘテロクロマチンを誘導す

ると考えられる。当研究室では、核内に存在する c-Abl の基質を質量分析により

同定してきた。この結果から、多く RNA 結合タンパク質が同定された。チロシ 
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ンキナーゼと RNA 結合タンパク質の関係性についての報告はないが、チロシン

キナーゼのリン酸化によって RNA の安定性などの調節が考えられる。 

このことから核内におけるチロシンキナーゼによる表現型や分子機構に関し

て、今後更なる研究の発展が望まれる。 
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材 料 

 

プラスミド 

ALK full length (ALK-FL) と  ALKATI の cDNA は、pENTR223.1/ALK 

(I.M.A.G.E.Consortium [LLNL] cDNA Clones) から PCR 法によって増幅し

pcDNA4/TO vector (サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社、日本) 

に組み込んだ。ALKATI kinase –dead (KD) K1150A は inverse PCR 法によって

作製した。pcDNA4/TO/FH-NLS-Lyn プラスミド [参考文献 15, 17] を XhoⅠ

で処理した後、ALKATIを XhoⅠ処理して Lyn の cDNA を除去したそのプラス

ミドに組み込むことで、NLS-ALKATI を作製した。PCR 法に使用したプライマ

ー配列は表 1 に記載する。 

 

抗 体 

次の抗原に対する抗体 : ALK (#3633 ; CST ジャパン株式会社、日本)、myc 

(ab9106 ; アブカム株式会社、日本)、lamin A/C (N-18 ; サンタクルズバイオテ

クノロジー社、米国)、 phosphotyrosine (pTyr) (4G10 ; メルクミリポア、日本)、

cytosolic phospholipase A2 (cPLA2) (4-4B-3C ; サンタクルズバイオテクノロ

ジー社、米国)、actin (C4 ; メルクミリポア、日本)、FLAG (M2 ; シグマアルド

リッチジャパン合同会社、日本) 、H3K9me3 (Lys9 tri-methylated histone H3) 

(ab8898 ; アブカム株式会社、日本)を一次抗体として用いた。 Horseradish 

peroxidase (HRP)-F(ab′)2 二次抗体は GE ヘルスケア・ジャパン株式会社 (日

本) から購入した。 
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細胞・遺伝子導入 

HeLa S3 cells (国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バ

ンク、大阪府茨木市、日本) は、5% bovine serum (BS) を含む Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (ニッスイ、日本) で培養した[参考文献 34, 35]。遺伝

子導入は、5 µg (もしくは 15 µg) の直鎖状ポリエチレンイミン (Polyscience, 

Inc., Warrington, PA, U.S.A.) または、リポフェクタミン 2000 (サーモフィッ

シャーサイエンティフィック株式会社、日本)を使って、プラスミド DNA を一

過性に遺伝子導入した [参考文献 14, 15, 16, 17, 32, 33]。 

 

方 法 

 

免疫沈降及びウエスタンブロッティング 

① ウエスタンブロッティングは以下の通りに行い実施した [参考文献 16, 17, 

31, 32, 33]。概要を説明すると SDS サンプルバッファーを用いて細胞を溶解

し、ポリアクリルアミドを用いて SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

(SDS-PAGE) を行った。その後、セミドライ式で PVDF メンブレンに転写

した。転写済みの PVDF メンブレンを適切な一次抗体、二次抗体で処理した。

Enhanced chemiluminescence (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社、日本) 

を用いて検出を行った。 

② 免疫沈降は以下の通りに行い、実施した [参考文献 16, 17, 32, 33]。概要を

説明するとTNE buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris–HCl, pH 7.4 , 1% Triton 

X-100, 1 mM NaF, 10 mM Na3VO4, 4 µg/mL aprotinin, , 4 µg/mL leupeptin,  
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2mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), and 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1.6 µg/mL pepstatin A) を用いて、

細胞を溶解し、4℃ 21,130×g で 15 分間遠心した後、上清を回収した。

Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社、日

本) に抗 myc 抗体と回収した上清を、4℃に設定した低温室で 24 時間インキ

ュベートさせた。インキュベート後、SDS サンプルバッファーでタンパク成

分を溶解させてウエスタンブロッティングを行った。 

 

細胞内分画 [参考文献 17] 

細胞を phosphate-buffered saline (PBS) で回収した後、0.2% Triton X-100 

extraction buffer ( 0.2% Triton X-100 を含んだ PBS, 4 μg/ml aprotinin, 2 mM 

Na3VO4, 4 μg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 1.6 μg/ml pepstatin A) で抽出を

行った。その後、氷上に 10 分間放置した後、15,000×g で 10 分間遠心した。上

清とペレットに分けた後、それぞれに SDS サンプルバッファーを加えた。ペレ

ット側は、ソニケーションを行い、ペレットを溶解した。 

 

quantitative real-time PCR (qPCR) [参考文献 34, 35] 

細胞から RNAiso plus reagent (タカラバイオ株式会社、日本) を使って、RNA

を抽出した。その後、ReverTra Ace qPCR RT Kit (東洋紡、日本)を使って、0.5μg 

RNA から cDNA を合成した。 Thunderbird SYBR Green Polymerase Kit (東

洋紡、日本) and an Eco RealTime PCR System (イルミナ株式会社、日本) を使

って、PCR を行った。qPCR 法に使用したプライマー配列は表 2 に記載する。 
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上段：Forward プライマー(5’→3’) 

下段：Reverse プライマー(5’→3’) 

ALK FL AGTGATCGAATTCCCACCATGGGAGCCATCGGGCTCCTGTGGCTCCTG 

CCAGATGCTCGAGTCAGGGCCCAGGCTGGTTCATGCTATTCTT 

ALKATI TGCCATCGAATCCCACCATGCAGATGGAGCTGCAGAGCCCTGAGTACA

ACTG 

CCAGATGCTCGAGTCAGGGCCCAGGCTGGTTCATGCTATTCT 

ALKATI kinase dead 

K1150A(ALKATI-KD) 

CAAGCCCCCTGCAAGTGGCTGTGGCAACGTTGCCTGAAGTGTGCTCTG

AACAGGACGAACTGG 

GGTCGTTGGGCATTCCGGACACCTGGCCTT- 

NLS-ALKATI TCTCTCGAGATATGCAGATGGAGCTGCAGAGCCCTGAGTAC 

CCAGATGCTCGAGTCAGGGCCCAGGCTGGTTCATGCTATTCTT 

 

表 1.  PCR 法に使用したプライマー配列 

 

 

 

 

 

 上段：Forward プライマー(5’→3’) 

下段：Reverse プライマー(5’→3’) 

RASSF1A GGCTGGGAACCCGCGGTG 

TCCTGCAAGGAGGGTGGCTTCT 

GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC 

TCCACCAC CTGTTGCTGTA 

 

表 2.  qPCR 法に使用したプライマー配列 
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