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序論・目的序論・目的序論・目的序論・目的 

がん原遺伝子産物 c-Abl は、非受容体型チロシンキナーゼで、組織普遍的に発現している。

c-Abl は、Src homology (SH) 3ドメイン、SH2 ドメイン、キナーゼドメインと、c-Abl に特有

な last exon region からなる。last exon region は、核移行シグナル (NLS)、核排出シグナル 

(NES) 、DNA 結合ドメイン、アクチン結合ドメインなどを含む (Hantschel and Superti-Furga, 

2004)。c-Abl は、NLS と NES を介して、核内外を行き来することが知られている (Taagepera 

et al., 1998)。細胞質の c-Abl はよく研究されており、細胞増殖・分化・接着・移動などを制

御する重要なシグナル伝達分子であり (Sirvent et al., 2008)、細胞質のアクチンダイナミクスに

関わることも知られている (Van Etten et al., 1994; Woodring et. al., 2003; Leng et al., 2005)。しか

し、核内における c-Abl の機能は未解明な部分が多い。そこで、我々は c-Abl の核内機能を

探索した。 

 

 

結果結果結果結果 

1. 核内核内核内核内 c-Abl による核内による核内による核内による核内 F-actin bundle 形形形形成成成成 

1-1. NLS-c-Abl による核内による核内による核内による核内 F-actin bundle 形成形成形成形成 

c-Abl の核局在は細胞質局在に比べ少ないため、NLS をアミノ末端に連結させた核移行型 

c-Abl (NLS-c-Abl) を作成した (主論文 1, Fig. 2A)。NLS-c-Abl は大部分が核内に局在し(主論

文 1, Fig. 2B)、NLS-c-Abl が誘導した核内チロシンリン酸化反応は、imatinib (Abl 阻害剤) で

完全に阻害された (主論文 1, Fig. 2F)。このことから、NLS-c-Abl は核内 c-Abl の機能探索に

おいて有用なツールと考えられた。NLS-c-Abl の核内局在を調べたところ、一部の発現細胞

において、核内で繊維状に局在していた (図 1)。c-Abl が actin 結合ドメインを有しているこ

とから、actin 重合体 (filamentous actin, F-actin) に局在している可能性を考え、Phalloidin で 

F-actin を染色したところ、繊維状局在した NLS-c-Abl と共局在する束状 の F-actin (F-actin 

bundle) が検出された。この F-actin bundle は、NLS-c-Abl 非発現細胞では見られないことか

ら、核内 c-Abl は F-actin bundle を形成することがわかった (主論文 2, Fig. 1C, H)。この

F-actin bundle の形成は、アクチン重合阻害剤で阻害されることを確認した (主論文 2, Fig. 

1E)。この F-actin の形態を詳しく解析するため、Z 軸をずらし 0.9 µm おきに顕微鏡画像を取

得したところ、F-actin bundle は核の底面から頭頂部まで立体的に形成され、長くつながった

構造をしていることがわかった (主論文 2, Fig. 1G)。F-actin bundle 形成における核内 c-Abl 

のチロシンリン酸化活性の寄与を調べるため、NLS-c-Abl 発現細胞に imatinib を処理したと

ころ、F-actin bundle 形成が阻害された。しかし、imatinib を処理しても F-actin の核内染色

強度が減少しなかった。よって、核内 c-Abl のチロシンリン酸化活性は、F-actin の bundle を

形成するのに必要であり、F-actin 形成 (アクチン重合) には必要ないことが示唆された (主論
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文 2, Fig. 3A)。次に、actin 結合ドメインを含むカルボキシ末端の欠損変異体 (NLS-c-Abl∆C) 

を作成した。NLS-c-Abl∆C を発現させると、核内にチロシンリン酸化が検出されたが、核内

に F-actin は見られなかった (主論文 2, Fig. 5A-D)。よって、核内 F-actin 形成 (アクチン重

合) には、actin 結合ドメインが必要であることがわかった。 

 

1-2. 内在性内在性内在性内在性 c-Abl による核内による核内による核内による核内 F-actin 形成形成形成形成 

核内 F-actin 形成における内在性 c-Abl の寄与を調べるため、c-Abl ノックダウン細胞株

を作成した (主論文 2, Fig. 2A)。ß-actin の過剰発現で核内 F-actin レベルを比較したところ、

親株よりも c-Abl ノックダウン細胞株の方が有意に低かった (主論文 2, Fig. 2B)。以上から、

内在性 c-Abl は核内 F-actin 形成に関わることがわかった。 

 

1-3. c-Abl による核内による核内による核内による核内 F-actin bundle 形成とク形成とク形成とク形成とクロマチン構造の関係ロマチン構造の関係ロマチン構造の関係ロマチン構造の関係 

 c-Abl に形成された核内 F-actin bundle とクロマチン構造の位置関係を調べた。クロマチン

は propidium iodide による DNA 染色で可視化した。顕微鏡観察により、NLS-c-Abl によっ

て形成された核内 F-actin bundle はクロマチンの間に形成されていること、凝縮したクロマチ

ンと部分的に近接していることがわかった (主論文 2, Fig. 5F)。ことから、核内 F-actin bundle 

は、クロマチン構造の制御に関わる可能性などが考えられた。 

 

2. 核内核内核内核内 c-Abl によるヒストン脱アセチル化を介したクロマチン凝縮によるヒストン脱アセチル化を介したクロマチン凝縮によるヒストン脱アセチル化を介したクロマチン凝縮によるヒストン脱アセチル化を介したクロマチン凝縮 

2-1. NLS-c-Abl によるクロマチン凝縮の誘導によるクロマチン凝縮の誘導によるクロマチン凝縮の誘導によるクロマチン凝縮の誘導 

細胞の DNA を染色すると、染色強度が濃い高密度クロマチン領域と薄い低密度クロマチ

ン領域に分かれている様子が観察できる。DNA 染色におけるピクセル蛍光強度の標準偏差 

(SD) を用いてクロマチン凝縮を定量する方法を当研究で確立した (Takahashi et al., 2009)。

様々な細胞の SD を測定すると、SD はクロマチン凝縮のレベルと相関することがわかる 

(図 2)。この方法を用いて、c-Abl とクロマチン凝縮の関係を調べた。野性型 c-Abl は、SD を

わずかに上昇させただけであったが、NLS-c-Abl はより大きく SD を上昇させた。NLS-c-Abl 

発現細胞では、SD が 1000 を超える非常に強いクロマチン凝縮が誘導された細胞も見られた 

(主論文 1, Fig. 2D)。また、imatinib は、NLS-c-Abl による SD 上昇を大きく抑制した (主論

文 1, Fig. 2G)。これらから、c-Abl が核内でチロシンリン酸化活性依存的にクロマチン凝縮を

誘導することが示された。 

 

2-2. NLS-c-Abl によるヒストン修飾の誘導によるヒストン修飾の誘導によるヒストン修飾の誘導による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制御されることが知られている 
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(Jenuwein and Allis, 2001; Fischle et al., 2003) 。そこで、ヒストン修飾と核内 c-Abl によるクロ

マチン凝縮の関係を調べた。ヒストン修飾抗体を用いた免疫染色を行ったところ、興味深い

ことに、SD が高い細胞で、ヒストン H3 lysine 9 trimethylation (H3K9Me3) の上昇、H3K4Me3、

ヒストン H3 lysine 14 acetylation (H3K14Ac)、H4K16Ac などの低下が見られた。特に、

H4K16Ac の低下は顕著で、染色強度による定量値の減少と SD の上昇が大きく相関した (主

論文 1, Fig. 4A, B)。さらに、trichostatin A (ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤) は、NLS-c-Abl の

活性を阻害することなく、クロマチン凝縮と H4K16 脱アセチル化を阻害した(主論文 1, Fig. 

4 J-L)。よって、核内 c-Abl によるチロシンリン酸化反応が、ヒストン脱アセチル化酵素を介

してクロマチン凝縮を誘導していることが示された。 

 

2-3. 内在性内在性内在性内在性 c-Abl によるクロマチン凝縮・ヒストン脱アセチル化の誘導によるクロマチン凝縮・ヒストン脱アセチル化の誘導によるクロマチン凝縮・ヒストン脱アセチル化の誘導によるクロマチン凝縮・ヒストン脱アセチル化の誘導 

クロマチン凝縮・ヒストン脱アセチル化に対する内在性 c-Abl の寄与を調べた。内在性 

c-Abl のノックダウンは、H4K16Ac のレベルを上昇させ、クロマチン凝縮を抑制した (主論

文 1, Fig. 7H)。内在性 c-Abl がクロマチン凝縮およびヒストン脱アセチル化に関わることが

示された。 

 

2-4. 核内核内核内核内 c-Abl によるによるによるによる RASSF1A の転写抑制の転写抑制の転写抑制の転写抑制 

上記した核内 c-Abl によるヒストン修飾は、一般に遺伝子発現を負に制御していることが

知られている。がん抑制遺伝子 RASSF1A の転写もそのプロモーター領域におけるヒストン

修飾により負に制御されている (Strunnikova et al., 2005; Kawamoto et al., 2007)。そこで 

semiquantitative RT-PCR を用いて、RASSF1A の mRNA 量を定量したところ、NLS-c-Abl の

発現で低下した (主論文 1, Fig. 8B)。よって、核内 c-Abl によるヒストン修飾およびクロマ

チン凝縮は、転写を制御しうることが示唆された。 

 

 

総括総括総括総括 

以上から、核内 c-Abl が核内 F-actin bundle を形成すること、クロマチン凝縮を誘導する

こと、ヒストン修飾に関わること、転写を抑制することを新規に見出した。核内 c-Abl によ

って形成された核内 F-actin bundle は、凝縮したクロマチンと近接していたため (主論文 2, 

Fig. 5F)、クロマチン凝縮に関わる可能性が考えられる。また、核内 c-Abl によるクロマチン

凝縮は、ヒストン脱アセチル化酵素に依存していていたこと (主論文 1, Fig. 4J)、アクチン重

合阻害剤で核内ヒストン脱アセチル化酵素の塩抽出における  solubility が上がること 

(Andrin and Hendzel, 2004) から、核内 F-actin bundle は、ヒストン脱アセチル化酵素の足場な

どとなって、ヒストン脱アセチル化、クロマチン凝縮、転写抑制に寄与している可能性が考
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えられる (図 3)。我々はこれまでに、核内 Src family kinases や核内 ErbB4 によるチロシン

リン酸化が、クロマチン構造変換、ヒストン修飾、遺伝子発現の制御などに関わることを示

してきた (Takahashi et al., 2009; Ishibashi et al., 2013; Kubota et al., 2013) が、本研究では、c-Abl 

の核内機能も新規に見出すことができた。 
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Figures 
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材料・材料・材料・材料・方法方法方法方法 

プラスミドプラスミドプラスミドプラスミド 

cDNA encoding human wild-type c-Abl-1b (c-Abl) (provided by E. Canaani; [Shtivelman et al., 

1985]) を pcDNA4/TO vector (Invitrogen) に組み込んだ (Kasahara et al., 2007)。 NLS-c-Abl は、

FLAG epitope、HA epitope、NLS (Hübner et a., 1997) を c-Abl のアミノ末端に結合させ、

pcDNA4/TOneo vector (Nakayama et al., 2009) に 組 み 込 ん だ 。 NLS-c-Abl∆C は 、

pcDNA4/TOneo-NLS-c-Abl を Apa I で digestion し、blunting し、ligation して作成した。  

 

抗体抗体抗体抗体 

以下の抗体を使用した。 

phosphotyrosine (pTyr) (4G10 and polyclonal antibody: Upstate Biotechnology, Inc; provided by T. 

Tamura and T. Yoshimoto [Tamura et al., 2000]), Abl (8E9; BD-Pharmingen), FLAG (M2 and 

polyclonal antibody; Sigma), α-tubulin (MCA78G; Serotec), histone H4 acetylated on lysine 16 

(H4K16Ac; Sigma-Aldrich), histone H3 acetylated on lysine 4 (H3K14Ac; Cell Signaling Technology), 

histone H4 acetylated on serine 1, lysine 5, lysine 8, and lysine 12 (H4Ac (S1, K5, K8, K12); Santa 

Cruz Biotechnology), histone H3 trimethylated on lysine 4 (H3K4Me3) (ab8580; Abcam), histone H3 

trimethylated on lysine 9 (H3K9Me3) (ab8898; Abcam). Horseradish peroxidase (HRP)-F(ab’)2 

secondary antibodies were purchased from Amersham Bioscience. TRITC-IgG, and Alexa Fluor 488- 

and Alexa Fluor 647-IgG secondary antibodies were purchased from BioSource International, 

Sigma-Aldrich, and Invitrogen. 

 

細胞・遺伝子導入細胞・遺伝子導入細胞・遺伝子導入細胞・遺伝子導入 

以下の細胞を使用した。 

COS-1 細胞と HeLaS3細胞 (Japanese Collection of Research Bioresources, Osaka) は 5% bovine 

serum (BS) または、4%BS + 1% fetal bovine serum (FBS) を含む Iscove’s modified DME 

containing で培養した。遺伝子導入は linear polyethylenimine (25 kDa) (Polyscience, Inc.) 

(Fukumoto et al., 2010) を用いた。 

 

免疫蛍光染色免疫蛍光染色免疫蛍光染色免疫蛍光染色 

細胞を paraformaldehyde または methanol で固定し、phosphate-buffered saline (PBS) containing 

0.1% saponin and 3% bovine serum albumin を room temperature で処理し、permiabilization した。

細胞は適切な１次抗体で反応後、 PBS containing 0.1% saponinで洗い、 FITC- or 

TRITC-conjugated secondary antibody を反応させた。DNA staining は propidium iodide (PI) で

行なった。Fluoview FV500 confocal laser scanning microscope (Olympus, Tokyo) で画像を取得し

た。 
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ウェスタンブロティングウェスタンブロティングウェスタンブロティングウェスタンブロティング 

ウェスタンブロティングは enhanced chemiluminescence (Amersham Bioscience) を用いて行な

った。 whole cells の Lysate は SDS-sample buffer に溶かし SDS-polyacrylamide gel で電気泳

動し、polyvinylidene difluoride membranes に転写した。 Protein bands は適切な抗体を用いて

検出した。Rebrotting は stripping buffer と 0.1% NaN3により HRPを完全に除去後行なった。 
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