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緒言 

 
CRK-DOCK ファミリータンパク質 
シグナルアダプター分子 CRK は SH2 ドメインと 2 つの SH3 ドメインを

有する分子で、元来はニワトリの肉腫細胞 CT10 (chicken tumor No.10)よ
り分離されたレトロウイルスがコードする癌遺伝子 v-CRK (CT10 
regulator of kinase)として発見された 1-3。そののちに、哺乳類の野生型癌

遺伝子 c-CRK が同定され、さらにはスプライシングの違いによるアイソフ

ォームである CRKI および CRKII の存在が示された 4。また、CRKII に類

似するが異なった遺伝子にコードされる分子 CRKL (CRK-like)が、慢性骨

髄性白血病の原因遺伝子 BCR-ABL 融合遺伝子の基質蛋白質として同定さ

れた 5,6。 
CRKII は p130Cas や paxillin と SH2 ドメインを介して相互作用し、下流

の C3G や DOCK180 などの SH3 ドメイン結合タンパク質にシグナルを伝

達し、CRKL は前述の通り CRKII の SH2 ドメインおよび SH3 ドメインと

高い相同性を有している 7-9。これら CRK ファミリータンパク質は、乳癌、

口腔癌、胃癌、膵癌、肺癌、脳腫瘍など、様々なヒト腫瘍で高発現している

ことが報告されており、腫瘍の増殖能を亢進させ悪性化に寄与することが示

唆されている 10-15。また、非腫瘍性疾患においてはマクロファージや T 細

胞などの免疫系への関与 16,17 や、神経細胞の軸索伸長といった神経分化へ

の関与 18,19、いくつかの感染症との関与 20-27 などが報告されている。 
 グアニンヌクレオチド変換酵素(guanine-nucleotide exchange factor, 
GEF)の一つである DOCK180 (downstream of CRK 180 kDa protein)は、

1996 年に c-CRK の下流で働く 180 kDa のがん原遺伝子として同定され、

アクチン骨格の制御に関与することが示された 8。二年後には、放射性同位

体を使用した生化学的検討にて DOCK180 が Rac 特異的な GEF 活性を有す

ることが判明した 28。 
 DOCK180 は N 末端側から順に SH3 ドメイン、Dock homology region 
(DHR) -1 ドメインおよび DHR-2 ドメインからなり 29-31、C 末端側に複数

の proline-rich motif を有している。このうち DHR-2 ドメインが Rac に対

する触媒活性を有しており、DHR-1 ドメインに関しては

phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PtdIns(3,4,5)P3)と結合すること

が示されている 32,33。また、CRK アダプタータンパク質は自身の SH3 ドメ
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インを介して DOCK180 の C 末端側の proline-rich 配列と相互作用を持つ

ことが知られている 34。さらに、DOCK180 の SH3 ドメインに対しては、

ELMO(engulment and cell motility proteins)が自身の proline-rich 配列を

介して結合することが知られている。しかしながら、DOCK180 は非常に大

きなタンパク質であるため、その機能は不明な点が依然として多いと考えら

れ、特に DHR-1 および DHR-2 ドメイン以外の部位の機能に関しては解明

が待たれるところである。 
 DOCK180 はシグナルアダプター分子 CRKII と複合体を形成し、

CRKII-DOCK180複合体は種々の細胞内シグナル伝達経路に関与する 35,36。

CRKII の SH2 ドメインはリン酸化した p130Cas や paxillin などのアダプ

タータンパク質と結合する 37,38。細胞接着シグナルや成長因子によるシグナ

ルが入ると、チロシンリン酸化した p130Cas や paxillin が

CRKII-DOCK180 複合体を接着斑など特定の細胞辺縁領域にリクルートし

39,40、そこで DOCK180 は下流の Rac1 シグナルを活性化する。Rac1 は低

分子量 G タンパク質(small GTPase)、特に Rho ファミリー低分子量 G タン

パク質(Rho GTPase)の 1 つであり、細胞外からのシグナルを伝達し細胞形

態の変化を引き起こす細胞内機能を有する 41,42。この Rho ファミリー低分

子量 G タンパク質は多くの基本的な細胞機能制御に関与しており、細胞周

期の制御、分化、アクチン重合の制御による細胞形態変化の制御が主に挙げ

られる 41,42。Rac1 のような GTPase の役割は分子スイッチとしての機能で

あり、GTP と結合している活性化型あるいは GDP と結合している非活性

化型の二つの形態がある。この二つの形態の移行に主に寄与しているのが、

DOCK180 などのグアニンヌクレオチド変換酵素(guanine-nucleotide 
exchange factor, GEF)および GTPase 活性化タンパク質

(GTPase-activating protein, GAP)である。GEF は GDP を GTP に変換し

活性化型の GTPase を産生するため、この作用が、上流から来るシグナル

を下流に伝える律速段階となり、非常に重要な要素となる 35,36,41,42。 
 DOCK180 はいくつかの腫瘍で高発現しその浸潤・転移に関与する 43-47

ことが報告されており、特に近年、グリオブラストーマにおける DOCK180
の重要性が報告されている 43,44。また、同じく CRK もグリオブラストーマ

において高発現していることが報告されており 48-51、これら CRK-DOCK
ファミリータンパク質がグリオーマの悪性化に大きく寄与していることが

示唆される。 
本研究論文では、これまで報告の多い CRK-DOCK ファミリータンパク

質と腫瘍に関連して、バイオマーカーとして臨床応用することを目的として
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その意義を検討するとともに、CRK-DOCK ファミリータンパク質の機能の

更なる理解のために、これまで報告の少ない非腫瘍性疾患の代表としてイン

フルエンザウイルス感染における意義について検討を行ったので報告する。 
第一章の腫瘍における CRK-DOCK ファミリータンパク質の解析では、

免疫染色により CRK-DOCK ファミリータンパク質のグリオブラストーマ

における予後との相関を臨床病理学的に検討し、CRK-DOCK ファミリータ

ンパク質の高発現が予後不良因子となる結果を得た。 
第二章の非腫瘍性疾患における CRK-DOCK ファミリータンパク質の解

析では、CRKL のインフルエンザウイルス増殖における新たな役割として、

ウイルスタンパク質 NS1 と協調して ERK のリン酸化を亢進させウイルス

増殖に有利になるように働くという結果を分子生物学的手法を用いて得た。

また、宿主タンパク質 NS1-BP はそれに抑制的に働くということを明らか

にした。 
 
 

 
図１ CRK-DOCK ファミリータンパク質の細胞内シグナル伝達の模式図 
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略語表 

 
本文および図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
BJ: Beijing 
Bx: biopsy 
CRK: CT10 regulator of kinase 
CRKL: CRK-like 
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium 
DOCK180: downstream of CRK 180 kDa protein 
DOCK2: downstream of CRK 2 
FBS: fetal bovine serum 
GAP: GTPase-activating protein 
GBM: glioblastoma multiforme 
GBMO: glioblastoma with oligodendroglioma component 
GEF: guanine nucleotide exchange factor 
GST: glutathione S-transferase 
GTR: gross total resection 
H&E: Hematoxylin & Eosin 
IB: Immunoblot 
ID: Indonesia 
MGMT: O6-methylguanine-DNA methyltransferase 
NS1: Nonstructural protein 1 
NS1-BP: NS1-binding protein 
OS: overall survival 
PBS: phosphate-buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PDGFR: platelet-derived growth factor receptor 
PFS: progression-free survival 
PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase 
PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 
PR: partial resection 
PVDF: polyvinylidene difluoride 
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RNAi: RNA interference 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SH: Src homology 
TBS-T: Tris-buffered saline with 0.1% Tween-20 
TCL: total cell lysate 
TMZ: temozolomide 
WHO: World Health Organization 
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第一章 

 
 
 

腫瘍における 
CRK-DOCK ファミリータンパク質の解析 

 

（グリオブラストーマにおける CRK-DOCK ファミリー

タンパク質を中心としたバイオマーカーの探索） 
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緒言 

 
これまでの研究から、CRK-DOCK ファミリータンパク質は肺癌、乳癌、

胃癌、肉腫、脳腫瘍など様々な腫瘍で高発現していることが報告されており

52、特に脳腫瘍は当研究室からも以前に報告している 49 ように、CRK-DOCK
ファミリータンパク質の重要性が最も示唆されている悪性腫瘍の 1 つであ

る。 
 脳腫瘍は、中枢神経系細胞に起源を有する原発性脳腫瘍と、他臓器の悪性

腫瘍の転移からなる転移性脳腫瘍に大別される。原発性脳腫瘍の発生頻度は

人口 10 万人に対して年間約 10 人とされており、グリオーマ（glioma）は

その中でも最も頻度の高い悪性腫瘍の 1 つで、およそ 4 分の 1 を占める。

グリオーマは WHO 分類では悪性度に応じて Grade I から IV に分類されて

おり、中でも Grade IV のグリオブラストーマ (Glioblastoma multiforme, 
GBM)の 5 年生存率は 7%と極めて予後不良な腫瘍である 53。グリオブラス

トーマ治療の第一選択は外科的切除であり、予後と最も相関することが知ら

れているのは切除率であるが、発生部位によっては機能温存の観点から完全

切除することが困難な症例も少なくない。残念ながら完全切除とならなかっ

た症例に関しては術後の放射線療法および化学療法がより重要となってお

り、現在ではグリオブラストーマの標準的化学療法としてテモゾロマイド 
(temozolomide, TMZ)が使用されている。これらの組み合わせで個々の症例

の最善な治療法が選択されるが、その過不足ない正しい選択のため、予後予

測あるいは治療効果予測因子の検討が重要となってくる。 
 TMZ はアルキル化剤の一種で、グリオブラストーマに対する化学療法と

して使われる薬剤である 54。TMZ は DNA のグアニンの 6 位の酸素原子を

メチル化し、それにより新生 DNA 鎖には誤ってチミンが取り込まれる。

その結果、ミスマッチ修復系による認識及び修復過程が誘導することにより

DNA 損傷を引き起こし、細胞周期の停止及びアポトーシスを誘導すること

により細胞増殖抑制作用を示す 55,56。 
O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)は最もよく知られ

た DNA 修復能を持つタンパク質の 1 つである 57,58。MGMT は TMZ が引き

起こしたグアニン O6 位のメチル化を解除することにより、腫瘍の TMZ 耐

性を引き起こす 59。実際に、TMZ を用いた放射線化学療法において、MGMT
プロモーターがメチル化されることにより MGMT タンパク質発現が抑制
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されている症例では、そうでない症例に比して 2 年の生存延長が報告され

ている 60。このため、グリオブラストーマの初発時に MGMT 陽性症例とそ

うでない症例を判定することは、TMZ の治療効果を予測する上で非常に重

要である。 
MGMT の発現は主に、プロモーター領域の CpG 配列のメチル化により

制御されている 61。メチル化特異的 PCR (MSP)による MGMT の状態の解

析は以前より多くなされており、グリオブラストーマ患者の予後と相関する

ことが示されている 60,62-70。その一方で、免疫組織化学的手法によるグリオ

ブラストーマの MGMT 発現レベルの評価に関しては、いくつかの報告があ

るものの、その評価方法については確立しておらず、日常診断への適用を目

指した基準の策定が待たれるところである 68-72。 
 グリオブラストーマ (GBM)は発生的にはアストロサイト (astrocyte)に
由来する腫瘍であるが、オリゴデンドロサイト (oligodendrocyte)に由来す

る腫瘍成分を混じるものがあり、Glioblastoma with oligodendroglioma 
component (GBMO)と診断される。組織学的には、アストロサイト系腫瘍

成分は好酸性細胞質を有するアストロサイト類似の腫瘍細胞からなり、壊死

や腎糸球体係蹄類似構造を示す血管増殖 (glomeruloid vessels)を特徴とし

ている。一方、オリゴデンドロサイト系腫瘍成分は目玉焼き像と称される核

周囲明暈 (perinuclear halo)を有する腫瘍細胞に加え、鶏小屋の金網像 
(chicken wire pattern)と称される分岐と吻合を示す毛細血管網が特徴とさ

れる。近年の報告で、先に述べた予後予測因子の確立の重要性をふまえ、病

理診断的予後予測因子の候補の１つとして GBM と GBMO の間での予後の

差が検討されているが、両者に有意な差を認めないとする報告 73,74 と、GBM
に比して GBMO では良好な予後を認めるとする報告 75-78 があり、この点に

関しては依然として議論となるところである 79。 
 前述のようにグリオブラストーマでは予後予測や治療、治療効果予想等に

応用することのできる因子の検討が急務であり、CRK-DOCK ファミリータ

ンパク質との関連については当研究室からもその重要性を報告している 49。

また、DOCK180 関してもいくつかの報告で腫瘍の悪性化における関与が示

唆されており 43-47、特に近年はそのリン酸化がグリオブラストーマの悪性化、

浸潤に重要であることが示されている 80-82。また、各種シグナル伝達分子は

上流の受容体からの刺激を下流に伝える役割を有するが、代表的な受容体型

チロシンキナーゼである EGFR、PDGFR 、MET などはグリオブラストー

マにおいてその高発現が報告されている 83-86。これらのタンパク質の発現を

免疫組織化学的な報告はいくつかなされているが、その多くは染色割合にて
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染色陽性あるいは陰性を決定しており、染色強度を評価材料として使用して

いない。しかしながら HER2 の免疫染色に代表されるように、染色強度も

しばしば臨床病理学的意義を有する。そこで我々は、グリオブラストーマに

おけるこれらのタンパク質の発現を免疫組織化学的に検討することとし、そ

の手法として染色割合および染色強度の両者を用いて定量的、客観的な評価

方法を用いることとして解析を行った。 
 
本章では、まず、解析に使用した患者集団に偏りがないかを検討するとと

もに、免疫染色の評価方法を策定しそれに誤りはないかを確認する目的で、

グリオブラストーマのよく知られている予後因子である MGMT を対象と

して免疫染色を行った。その結果、これまでの報告から予想されたように、

MGMT 陽性群(Total sore≧2)が有意に予後不良となるという結果を得、患

者集団に偏りがないことを確認した。そのうえで、CRK-DOCK ファミリー

タンパク質を含むシグナル伝達関連分子の網羅的な免疫染色を行い、患者予

後との相関関係を検討した。その結果、CRK、CRKL、DOCK180 は免疫染

色弱～中陽性群(Total score≦4)が免疫染色強陽性群(Total score≧5)に対し

て予後不良になること、また、EGFR、PDGFR 、MET は免疫染色強陽性

群が免疫染色弱～中陽性群に対して予後不良になるという結果を得た。
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方法 

 
1) 対象 
 

本研究は、北海道大学病院および北海道大学医学部医学研究科の倫理委員

会による承認のもと行われた。 
対象症例は、北海道大学大学院医学研究科腫瘍病理学分野で 2005 年から

2011 年の間に GBM あるいは GBMO と初回診断された 117 症例とした。

これらの症例の病理標本、パラフィン包埋ブロックおよび臨床経過は、後ろ

向きに収集、調査した。組織診断においては、ホルマリン固定パラフィン包

埋ブロックを 3 m に薄切の後、ヘマトキシリンエオジン染色を施行し、診

断した。 
詳細な患者背景としては以下の通りである。前述の通り、当講座で 2005

年から 2011 年の間に診断された初発の GBM あるいは GBMO 患者 117
症例が検討の対象である。男性 73 人、女性 44 人、年齢中央値は 64 歳（26
～86 歳）であった。対象となった症例は初回治療として手術、後療法と

して放射線療法および化学療法を受けている。手術の内訳としては、生検

(biopsy, Bx)が 12 人(10.3%)、部分切除(partial resection, PR)が 50 人

(42.7%)、全摘出(gross total resction, GTR)が 55 人(47.0%)であった。対

象となった 117 症例全員が後療法に放射線療法を施行されており、うち

115 名は 60 Gy/30 fr、1 名が 54 Gy/27 fr の照射量で、残りの 1 名は 40 
Gy/20 fr で全脳照射を受けている。TMZ による術後化学療法は、117 名

全員に行われている。（表１） 
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表１ 117 症例の患者背景 

 
 

 
2) 免疫組織化学 
 

免疫組織化学的染色は、パラフィン包埋切片を 5 m に薄切、スライド

ガラスに固定した後、脱パラフィンを実施、さらに抗原賦活化処理を抗原

賦活化用プレッシャークッカーを用いて 3 分間実施した。その後、処理

したスライドグラスを 3%過酸化水素を用いて 5 分間反応させた。一次抗

体として使用した抗体は以下の通りである；抗 MGMT モノクローナル抗

体（Clone MT3.1, in dilution 1:200）（CHEMICON）、抗 CRK 抗体（1:3000）
（BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA）、抗 CRKL 抗体

（1:500）、抗 DOCK180 抗体（1:75）（Santa Cruz Biotechnology）、抗

EGFR 抗体（希釈済み）（ニチレイバイオサイエンス）、抗 PDGFR 抗体

（1:400）（Santa Cruz Biotechnology）、抗 MET 抗体（1:200）（abcam）。

発色には EnVision kit（DAKO）を用いた。 
 
3) 免疫染色の評価 
 
 各標本の評価は臨床データ情報を持たない 3 人の病理医によって実施

された。各タンパク質の発現は proportion score (PS)および intensity 
score (IS)の合計としての Total Score (TS)を算出することにより評価し

た。PS は MGMT 染色陽性の腫瘍細胞の割合を表し、0 (0%)、1 (1-10%)、
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2 (10-50%)、3 (50%以上)の 4 段階に分けた。IS は MGMT 染色陽性の腫

瘍細胞の染色強度を表し、0 (染色されない)、1 (弱い染色性)、2 (中等度

の染色性)、3 (強い染色性)の 4 段階に分けて評価した。血管内皮細胞を内

在性の陽性コントロールとして使用した。TS は PS と IS の和であり、0
から 6 までの 6 段階となる（すなわち、0、2、3、4、5、6）。 
 
4) 統計学的解析 
 

統計学的解析には Excel 統計 2012 を使用した。MGMT 発現と臨床病

理学的検討に関しては 2 検定、もしくは Fisher exact test を使用し、

Survival curve は Kaplan Meier 法を用いて描出した。P 値は 0.05 以下

で有意差ありとした。 
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結果 

 
１．母集団の臨床病理学的検討 
 年齢（中央値）および性別といった臨床病理学的因子による、無増悪生存

率(progression-free survival, PFS)および全生存率(overall survival, OS)
では統計学的に有意な差を認めなかった（図２A、B）。 
 
A 年齢（≧65 vs. <65） 

 
B 性別（Male vs. Female） 

 
 
図２ カプランマイヤー法による生存曲線 
A：年齢（≧65 vs. <65）で比較した PFS および OS の生存曲線 
B：性別（Male vs. Female）で比較した PFS および OS の生存曲線 
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 GBM 対 GBMO での予後の差に関しては、過去の報告ではそれぞれの

グループにより結果が異なるため議論の余地のあるところではあるが、

我々のデータベースでは GBMO の生存中央値は GBM に比して長期であ

ったものの、OS および PFS ともに統計学的に有意な差は認めなかった。 
切除率(GTR vs. PR+Bx)でグループ分けを行ったところ、これは強く予

後と相関することが示された（図２C、D）。 
 

C 組織型（GBM vs. GBMO） 

 
D 切除率（GTR vs. PR+Bx） 

 
図２ カプランマイヤー法による生存曲線 
C：組織型（GBM vs. GBMO）で比較した PFS および OS の生存曲線 
D：切除率（GTR vs. PR+Bx）で比較した PFS および OS の生存曲線 
GTR：全摘出、PR：部分摘出、Bx：生検 
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 これらの結果はこれまでになされている報告とほぼ同じ結果 79,87,88 と

なり、本検討に組み入れたグリオブラストーマ症例の母集団が、これまで

に報告されている症例と比して、偏りがないことを示すと考える。 
 
 
 
２．MGMT 免疫染色による予備的検討 
 次に免疫染色の評価方法を確立するために MGMT 免疫染色による臨床

病理学的検討を行った。これまでの報告では MGMT の染色評価は単に“陽

性”または“陰性”でのみで行われており、腫瘍細胞の染色強度や染色割合

を的確に検討したものはない 69,70。Trastuzumab の治療時に HER2 の染色

強度を評価するように 89、染色強度はしばしば薬剤の効果予測に有用である。

そこで我々は、染色強度および染色割合を用いて MGMT の発現を定量的に

評価するスコアリングシステムを用いて評価した。免疫染色標本上、MGMT
はグリオーマ細胞の核に染色される。同時に血管内皮細胞やリンパ球にも

MGMT は陽性となり、こちらは内在性の陽性コントロールとなる。代表的

な染色所見を示す（図３および図４）。 
 
 
        H&E                        MGMT 

 
図３ 代表的な MGMT 染色例① 
A：H&E 染色、B：MGMT 免疫染色。 
矢印：血管内皮細胞、矢頭：グリオーマ細胞。 
Scale bars: 100 m 
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図４ 代表的な MGMT 染色例② 
A、C、E および G：H&E 染色 
B、D、F および H：MGMT 免疫染色 
A および B：IS0、PS0 の例。C および D：IS1、PS1 の例。E および F：

IS2、PS2 の例。G および H：IS3、PS3 の例。 
Scale bars: 100 m 
 
 
 
 

 
また、MGMT の染色陽性はアストロサイト系腫瘍細胞のみでなく、核周

囲明暈を有するオリゴデンドロサイト系腫瘍細胞にも認められた（図５）。 
 
 

 
図５ オリゴデンドロサイト系腫瘍細胞の MGMT 陽性例 
核周囲明暈を有する腫瘍細胞にも MGMT 陽性となる。 
左：H&E 染色、右：MGMT 免疫染色。 
Scale bars: 100 m 
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 免疫組織学的検討の結果を下の表２に示す。55 例(47%)が種々の程度に

MGMT 染色陽性(TS ≧ 2)であり、62 例(53%)が完全に陰性(TS = 0)であっ

た。 
 
表２ 

 
 
 
 これらの免疫組織化学的陽性所見は、組織診断(GBM vs. GBMO)、年齢、

性別および切除率による相関関係は認めない。（表３） 
 
表３ 
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 MGMT の発現レベルの予後予測における価値の評価のため、Total score
の違いにより群分けし、OS および PFS を検討した。TS=0 の群はその他の

ほとんどの群と比較して良好な予後を示した。一方、MGMT 陽性の群(TS
≧2)の間では、ほとんどの群間で統計学的に有意な差は認めなかった。この

ことは、僅かな MGMT 染色陽性も重要な予後不良因子となり得ることを示

す。（図６） 
 

 

 
図６ カプランマイヤー法による生存曲線 
A：TS 別の PFS 生存曲線とその P 値 
B：TS 別の OS 生存曲線とその P 値 
PFS、OS ともに、TS0 対 TS2 以上の各群で統計学的に有意な差を認める（OS
における TS0 対 TS3 を除く）。 
 

A 

B 
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 実際に TS=0 の群と TS≧2 の群の 2 群で予後を検討すると、強い有意差

を持って予後と相関する。この相関は、組織学的なグループ分けを行っても

維持され、組織診断によらないものであることが示される（図７）。 
 
 
 
 
A 全症例（n=117） 

 
 
B GBM のみ（n=98） 
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C GBMO のみ（n=19） 

 
図７ カプランマイヤー法による生存曲線 
A：全症例（n=117）での PFS および OS の生存曲線 
B：GBM のみ（n=98）に限定した際の PFS および OS の生存曲線 
C：GBMO のみ（n=19）に限定した際の PFS および OS の生存曲線 
 
 
 
 
 
 
 
 これまでの結果を Cox 比例ハザードモデルを用いた単変量解析および多

変量解析により追加解析した。単変量解析により、年齢、性別および組織型

は PFS および OS ともに統計学的に有意な予後因子とはならなかったが、

手術での切除率および MGMT 免疫染色の TS が統計学的に有意に PFS およ

び OS と相関し、また、多変量解析にて MGMT の陽性所見は切除率ととも

に独立した予後因子であることが示された。（表４、５） 
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表４ 

 
表５ 

 
これらの結果から、グリオブラストーマにおける MGMT 発現を免疫染

色にて定量的に評価することで TMZ 治療に対する効果との統計学的な相

関関係を見出し、日常診療での MGMT 免疫染色評価の臨床病理学的意義

を確認した。 
また、本検討の結果はこれまでに主にメチル化特異的 PCR を用いて報

告されている MGMT 状態と患者予後と矛盾せず、MGMT タンパク質の

発現が認められることが予後不良因子となるという結果となっている。こ

れにより、今回使用しているグリオブラストーマ患者集団がこれまで報告

のある患者集団と偏りのないものであることがわかり、また、今回用いて

いる免疫染色評価方法（Proportion score、Intensity score および Total 
score にて行う評価）が本患者集団にも適用可能であると分かった。 

以上より、本患者集団および本検討方法を CRK-DOCK ファミリータ

ンパク質の解析に使用可能と判断した。 
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３．シグナル伝達分子の免疫染色によるバイオマーカー探索 
 そこで我々は、本患者集団で CRK-DOCK ファミリータンパク質を含む

シグナル伝達関連分子の網羅的な免疫染色を行った。 
 対象とした症例は、当講座で 2005 年から 2011 年の間に診断された初発

の GBM あるいは GBMO 患者 117 症例のうち、パラフィン包埋ブロックを

収集し新たに免疫染色を施行できた 63 症例で検討を行った。男性 39 人、

女性 24 人、年齢中央値は 66 歳（30～86 歳）であった。対象となった症例

は初回治療として手術、後療法として放射線療法および化学療法を受けてい

る。手術の内訳としては、生検(biopsy, Bx)が 5 人(7.9%)、部分切除(partial 
resection, PR)が 24 人(38.1%)、全摘出(gross total resction, GTR)が 34 人

(54.0%)であった。対象となった 63 症例全員が後療法に放射線療法を施行

されている。TMZ による術後化学療法は、63 名全員に行われている 。以

上は表６に示している。 
 
表６ 63 症例の患者背景 
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 免疫組織化学所見としては、EGFR および MET は細胞質に優位に陽性所

見を認め、一部細胞膜にも陽性所見を認める。PDGFR は細胞質の陽性所

見が優位で、一部細胞膜に陽性を示す。部位により染色強度および染色割合

に多寡がみられた場合は、標本内の全ての部位を検討したうえで平均化し、

スコア化した。（図８） 
 
        H&E            免疫染色 

 

 

 
図８ 代表的な免疫染色所見 
A、B および C：H&E 染色、A’：EGFR 免疫染色、B’：PDGFR 免疫染色

C’：MET 免疫染色。A’、B’および C’：IS3、PS3 の例。 
Scale bars: 50 m 

A A’ 

B B’ 

C C’ 
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DOCK180、CRK、CRKL はそれぞれ細胞質に染色を認める。これらも同

様に、部位により染色強度および染色割合に多寡がみられた場合は、標本内

の全ての部位を検討したうえで平均化し、スコア化した。（図９） 
 
        H&E           免疫染色 

 
図９ 代表的な免疫染色所見 
A、B および C：H&E 染色、A’：DOCK180 免疫染色、B’：CRK 免疫染色

C’：CRKL 免疫染色。A’、B’および C’：IS2、PS3 の例。 
Scale bars: 50 m 
 
  

A A’ 

B B’ 

C C’ 
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スコア化した結果、DOCK180、CRK、CRKL および MET は半数以上の

症例で染色陽性(TS≧2)であるのに対して、EGFR および PDGFR は約半

数の症例で染色陰性(TS=0)となる特徴を得た。 
染色結果を詳細にまとめた表を作成したので、下に示す。（表７：

DOCK180 免疫染色結果のまとめ、表８：CRK 免疫染色結果のまとめ、表

９：CRKL 免疫染色結果のまとめ、表１０：EGFR 免疫染色結果のまとめ、

表１１：PDGFRa 免疫染色結果のまとめ、表１２：MET 免疫染色結果のま

とめ。） 
 

 
 
 
 
表７ 

 
 
表８ 
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表９ 

 
 
表１０ 

 
 
表１１ 

 
 
 
 



30 
 

表１２ 

 

 
 
 
 
 
 
 これらの免疫染色結果および患者の予後データから Survival curve を得

た。結果を示す。DOCK180、CRKおよび CRKLは、染色強陽性群(high; TS=5, 
6)が弱陽性群(low; TS=0, 2)および中陽性群(mid; TS=3, 4)に対して PFS、
OS ともに良好な予後を示し、特に CRKL の検討では統計学的な有意差を得

た。（図１０） 
 
また、EGFR、PDGFR 、MET の各受容体型チロシンキナーゼでの検討

では、染色強陽性群(high; TS=5, 6)が弱陽性群(low; TS=0, 2)および中陽性

群(mid; TS=3, 4)に対して PFS および OS の両者で予後不良な傾向を示した。

特に MET の検討では統計学的な有意差を得た。（図１１） 
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図１０ カプランマイヤー法による生存曲線 
A：DOCK180 免疫染色強度(high vs. low+mid)で比較した PFS および OS
の生存曲線 
B：CRK 免疫染色強度(high vs. low+mid)で比較した PFS および OS の生

存曲線 
C：CRKL 免疫染色強度(high vs. low+mid)で比較した PFS および OS の生

存曲線 
(high, TS=5, 6; mid, TS=3, 4; low, TS=0, 2) 

A 

B 

C 
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図１１ カプランマイヤー法による生存曲線 
A：EGFR 免疫染色強度(high vs. low+mid)で比較した PFS および OS の生

存曲線 
B：PDGFR 免疫染色強度(high vs. low+mid)で比較した PFS および OS の

生存曲線 
C：MET 免疫染色強度(high vs. low+mid)で比較した PFS および OS の生

存曲線 
(high, TS=5, 6; mid, TS=3, 4; low, TS=0, 2) 
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考察 

 
 グリオブラストーマは WHO 分類で Grade IV に分類される脳腫瘍で、最

も悪性度の高い腫瘍の 1 つである。治療の第一選択は手術療法であるが、

機能温存の観点から完全切除することが困難な症例も少なくない。そのよう

な症例に対しては放射線療法や化学療法が重要な治療方法となり、治療標的

となり得る新知見の発見は医療者・研究者の興味の 1 つとなっている。 
 本章で最初に我々は、解析に使用する患者集団に偏りがないかを検討す

るとともに、免疫染色の評価方法を策定しそれに誤りはないかを確認する

目的で、グリオブラストーマのよく知られている予後因子である MGMT
を対象として免疫染色を行った。まずそこで得られた知見であるが、今日、

グリオブラストーマの標準的治療としては手術療法、放射線療法とともに

TMZ が広く使用されており、MGMT の発現を日常診療において的確に評

価することは神経病理医や脳神経外科医にとって TMZ の治療反応性を予

測する上で大変重要である。MSP などは、プロモーターのメチル化のよ

うなエピジェネティックな変化を解析する手法としては非常に有用で確

立されたものであり 61,70、MGMT プロモーターのメチル化状態はグリオ

ブラストーマの患者の予後と相関を示す 60,62-70。しかしながら、MSP な

どの手法は一般病院の日常診療では必ずしもルーチンとはなり得ず、また、

新鮮でない検体や長期間固定されてしまった検体はしばしばこの解析に

は不向きとなる。グリオブラストーマにおいて免疫組織化学的に MGMT
の発現レベルを定量化することは、免疫染色が広くどこの施設でも施行可

能なことや簡便であることより、最も有用な手法の 1 つとなると考えら

れるが、免疫染色における MGMT 発現の評価基準は依然として確立して

いない。MGMT 免疫染色の予後予測的価値に関して一致した見解が得ら

れていない理由として考えられることは、対象となる患者集団の数が少な

いこと 67,90-93、染色評価の基準が一定していないこと 65,67,91,94、複数のグ

リオーマ亜型を解析対象に含めてしまっていること 95、治療方法が一定し

ていないこと 91,92,94,96 などが挙げられる。このことに対して、我々の検

討では 100 例を超える新規に診断された GBM、GBMO 症例を用い、症

例も TMZ および放射線療法を行っているものとした。また、我々は腫瘍

細胞の染色強度および染色割合を検討することによって、客観的および定

量的に評価できる手法を採用した。その結果、我々は極めて明確な結果を
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得ることができ、それは免疫組織化学的にほんの少量のでも MGMT の発

現が見られれば(TS≧2)、統計学的に独立した予後不良因子となるという

ものであった。これは症例を GBMO に限定しても同様の結果が得られた。 
 この結果より推察されることは、ほんの僅かに、あるいは部分的にでも染

色陽性が認められれば、染色陰性に見える腫瘍細胞でも実際は TMZ 耐性を

示すのに十分な MGMT タンパク質を発現しているということである。これ

は、抗 MGMT 抗体の感度が低いことや、ホルマリン過固定のような検体の

不備が理由として考えられる。 
次に本来の目的である CRK-DOCK ファミリータンパク質を含むシグナ

ル伝達関連分子の網羅的な解析であるが、まず、グリオブラストーマは

EGFR、PDGFR 、 の各受容体型チロシンキナーゼの免疫染色結果と

予後の相関がいくつか報告されているが、染色割合および染色強度の 2 つ

の観点から評価を行っている報告はない。今回我々は、当講座で診断したグ

リオブラストーマ症例のパラフィン包埋ブロックから上記受容体型チロシ

ンキナーゼの免疫染色を行い、染色割合および染色強度の両者の観点から解

析を行った。その結果、この評価方法を用いてもこれまでの報告にあるよう

に、EGFR、PDGFR 、MET の各免疫染色はそれぞれ強陽性群が予後不良

な傾向を示し、特に MET では統計学的に有意な差を得た。 
CRK-DOCK ファミリータンパク質もグリオブラストーマでは悪性度に

関与する重要な分子であることが当講座からの報告を含む過去の報告から

示唆されているが、実際にヒトのグリオブラストーマで免疫組織化学的に検

討した報告は少なく、また、予後に与える影響について統一した見解も得ら

れていない。そこで我々はこのファミリータンパク質である DOCK180、
CRK、CRKL の免疫染色を施行し、染色強度および染色割合にて陽性率を

評価し、予後との相関関係を検討した。その結果、予想に反してこれら 3
つのタンパク質は全て染色陽性が予後良好となる傾向を示し、CRKL では

統計学的な有意差も示した。この理由としては、グリオブラストーマの悪性

度を促進する受容体からのシグナル伝達経路で最も亢進している重要な経

路（driver pathway）は CRK-DOCK 経路とは別の経路（例えば Sos-Ras）
であり、結果として負のフィードバックを受ける CRK-DOCK 経路は発現

が低いほど（つまり driver pathway が亢進しているほど）予後が良いとい

う結果になったと考えられる。しかしながら免疫染色の結果から示されるよ

うにグリオブラストーマにおいては DOCK180、CRK、CRKL のそもそも

全体的に発現量が高く、また、これらのタンパク質がグリオブラストーマの

悪性度に関与するというこれまでの報告と併せて、これらの CRK-DOCK
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ファミリータンパク質はグリオブラストーマの腫瘍形成そのものには重要

な因子であることが推察できる。今回得た結果は、直ちに CRK-DOCK フ

ァミリータンパク質が臨床応用できるというものではないが、この結果に加

え、他のシグナル伝達関連分子と組み合わせで相関関係を検討することや、

腫瘍の Grade 別あるいはサブタイプ別に分類して検討し直すなどの解析を

することで、CRK-DOCK ファミリータンパク質がバイオマーカーとして応

用できる可能性は十分にあると考えられる。これが今後の検討課題であり、

臨床応用に向けて研究を行いたい。 
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第二章 

 
 
 

非腫瘍性疾患における 
CRK-DOCK ファミリータンパク質の解析 

 

（インフルエンザウイルス増殖における 

 CRKL、NS1 および NS1-BP の関与） 
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緒言 

 
 CRK-DOCK ファミリータンパク質は、非腫瘍性疾患においてもこれまで

にいくつか報告がなされている。CRK-DOCK ファミリータンパク質の非腫

瘍での機能として、Fc ガンマ受容体依存性のマクロファージの貪食能への

関与 16、T 細胞における抗原刺激に対する反応性の低下の調節 17 といった

免疫系への関与や、神経細胞の軸索伸長といった神経分化への関与 18,19 な

どが報告されている。また、CRK-DOCK ファミリータンパク質と感染症の

関与も報告されており、近年、シグナルアダプター分子 CRK および CRKL
がトリインフルエンザウイルス由来のタンパク質である Non-structural 
protein 1 (NS1)と相互作用を有するということが示された 26。しかしなが

ら、その機能解析はあまり進んでおらず、我々は診断および治療法の開発に

は更なる研究が必要であると考え、本章の研究を行うこととした。 
イ ン フ ル エ ン ザ A ウ イ ル ス は オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科

（Orthomyxoviridae）に属するウイルスで、分節状のマイナス鎖 RNA を

遺伝子としている。遺伝子は 8 分節に分かれており、10 または 11 のタンパ

ク質をコードしている。NS1 はインフルエンザ A ウイルスの遺伝子の第 8
分節に NS2 とともにコードされている 97。NS1 はウイルス粒子の非構成タ

ンパクで、主な機能としては宿主細胞の免疫反応を抑制するというものであ

り、特にインターフェロン産生およびそれにより誘導されるタンパク質の抗

ウイルス活性を抑制するということが言われている。また、NS1 はその他

の点でもウイルス増殖に関与すると報告されており、ウイルス RNAの複製、

ウイルスタンパクの合成、宿主細胞の生理活性の制御などが挙げられる 97,98。

NS1 は RNA 結合ドメインといくつかのタンパク質間相互作用を有するモ

チーフからなる、多くの機能を有するタンパク質であり、具体的には 1 つ

の SH2 結合モチーフや 2 つの SH3 結合モチーフを有する 99。インフルエ

ンザ A ウイルスの感染時には、NS1 は phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K)シグナル経路を活性化させ、宿主細胞の生存活性を上昇させる 100-103。

PI3K経路の活性化を抑制するとインフルエンザ Aウイルスの産生が強く抑

制されたことより、この経路がインフルエンザ A ウイルスの複製に重要で

あることが伺える 101,103,104。 
 NS1 と宿主細胞内で相互作用する分子として、70 kDa の宿主由来タンパ

クである NS1-binding protein (NS1-BP)があり、初めて報告された機能は
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pre-mRNA のスプライシングを抑制するというものであった 105。それ以来

NS1-BP の機能に関する報告はほとんどされてこなかったが、近年では

NS1-BP は heterogenous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) K と相互作

用し、ウイルス RNA の NS1 分節から NS2 mRNA を産生することが報告

され 106、NS1-BP および hnRNP K がインフルエンザ A ウイルスの増殖に

重要であると分かった。しかしながら、NS1-BP の機能には依然として不明

な点が多く、特に NS1 との相互作用が宿主細胞に及ぼす影響は報告がなさ

れていない 97,105。 
 本章で我々は、インフルエンザ A ウイルス増殖におけるこれら NS1、
NS1-BP と CRK-DOCK ファミリータンパク質の機能を詳細に検討し、非腫

瘍性疾患における CRK-DOCK ファミリータンパク質の役割の一部を解明

することにより、同ファミリーの更なる深い理解につながり、さらには非腫

瘍性疾患の治療への応用に繋がり得ると考えた。そこで、前述の通り NS1
との関与が報告されている CRK-DOCK ファミリータンパク質の 1 つであ

る CRKL に焦点を当てることとし、ウイルスタンパク質 NS1 および宿主タ

ンパク質 NS1-BP の細胞内での相互作用を解析、これらの分子がインフル

エンザ A ウイルス感染細胞で果たす役割について検討した。その結果、ウ

イルス由来タンパク質 NS1 が CRKL と協調して ERK のリン酸化を亢進さ

せることでインフルエンザウイルスの増殖に有利に働き、宿主タンパク質

NS1-BP はそれに抑制的に作用することを確認したので報告する。 
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方法 

 
本実験は北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って実施した。 
 
1) プラスミド 

 
ヒト NS1-BP の cDNA を HEK293T 細胞から RT-PCR 法で増幅後、

pCR-Blunt II-TOPO vector (Invitrogen, Carlsbad, CA)を経由して

pCXN2-Flag-V5 vector へサブクローニングし、pCXN2-Flag-NS1-BP-V5
を得た。 

A/Beijing/262/95 (H1N1)および A/Indonesia/6/05 (H5N1)の cDNA をウ

イルスが感染した Madin-Darby canine kidney (MDCK)細胞から抽出した

RNA よりクローニングし、これより NS1 を pcDNA3.1/V5-His vector 
(Invitrogen)へサブクローニングした。 

pCXN2-Flag-CrkL、pLenti6.4-CrkLi1064 および pSUPER-Crki は当講

座で以前作製したものを使用した。 
pEBG-CrkL、pEBG-CrkL-SH2SH3(N)、pEBG-CrkL-SH2、

pEBG-CrkL-SH3(N)および pEBG-CrkL-SH3(C)は CrkL の cDNA をテンプ

レートとして PCR 法を用いてサブクローニングし、作製した。 
pEBG-CrkL-SH3(N)W160L は pEBG-CrkL-SH3(N)を鋳型として、PCR

法により作製した。 
 
2) HEK293T 細胞およびトランスフェクション 

 
 HEK293T 細胞は、非働化した 10%FBS、2 mM L-glutamine、100 U/ml 
penicillin および 100 g/ml streptomycin が添加された Dulbecco’s odified 
Eagle medium (DMEM)にて、37°C、5% CO2 下で維持、培養した。 
 また、HEK293T 細胞には、トランスフェクション試薬 FuGENE HD 
(Roche)を用いて上記 1)のプラスミドを一過性にトランスフェクションした。 
 
3) ウエスタンブロット法 

 
形質導入された HEK293T 細胞は 48 時間後に細胞溶解し、溶解液をウエ
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スタンブロット法を用いて解析した。具体的には、培養細胞を氷冷 PBS で

3 回洗浄後に、トリス緩衝可溶化バッファー [0.5% Triton X-100, 50 mM 
Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM NaF, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM sodium orthovanadate 
(Na3VO4), and protease inhibitor mixture (Complete, EDTA-free®, Roche 
Molecular Biochemicals, Germany)] で溶解し、30 分間氷上でインキュベ

ートした後に回収し、20,600 g、4°C で 10 分間延伸し、上清を細胞抽出液

とした。細胞抽出液はプロテインアッセイ用試薬 (Bio Rad Laboratories)
を用いてマイクロプレートリーダーでタンパク質濃度を測定し、一定量 (20 

g/lane)を SDS アクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)にて展開した。

ゲルは 4%の Stacking gel と、分子量により 8-12%の Separation gel を用

いた。PVDF 膜 (Millipore, Billerica, MA, USA)上に 100 V、70 分で転写

し、5% non-fat dry milk 添加 0.1% TBS-T または 2% BSA 添加 TBS-T に

てブロッキング後、3% non-fat dry milk で 1,000 倍に希釈した一時抗体を

4°C で一晩反応させた。翌日、TBS-T で 10 分間×3 回の洗浄を行い、二次

抗体（ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス IgG またはペルオキシダーゼ標

識ヤギ抗ウサギ IgG）を室温で 30 分間反応させ、再び 10 分間×3 回の洗浄

を行った。ペルオキシダーゼが共役した一次抗体の使用時には、二次抗体以

降の手順は行わない。Enhanced chemiluminessence (ECL)ウエスタンブロ

ッティング検出システム (GE Healthcare Bioscience)を用いて発光させ、

ルミノイメージアナライザー (LAS-1000)を用いてバンドを検出した。 
抗体としては以下のものを使用した。anti-CRKL (C20) (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)、anti-CRK (Transduction 
Laboratories)、anti-V5 (Invitrogen)、anti-Actin (Millipore)、anti-Flag 
M2-peroxidase (HRP) (Sigma, St. Louis, MO, USA)、anti-p44/42 MAP 
kinase (ERK1/2) (Cell Signaling Technologies, Beverly, MA, USA)および 
anti-phospho-p44/42 MAPK (T202/Y204) (Cell Signaling Technologies)。 
抗 GST 抗体は当講座で自作した。 
 
4) MTT アッセイ 

 
MTT アッセイは、Cell Proliferation Kit I (Roche)を用いて行った。形質

導入した HEK293T 細胞を 100 l 中に 1.0 x 104 個になるように濃度調整し、

96 well plate に 100 l ずつ撒いた。24 時間後、MTT 標識試薬を 10 l ず
つ各 well に添加した。その後、培養細胞インキュベーター内に 4 時間静置
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し、反応を停止させた。吸光度測定はマイクロプレートリーダーで行った。 
 
5) プルダウンアッセイ 

 
形質導入した HEK293T 細胞をトリス緩衝可溶化バッファー [0.5% 

Triton X-100, 50 mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 
mM NaF, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM sodium 
orthovanadate (Na3VO4), and protease inhibitor mixture (Complete, 
EDTA-free®, Roche Molecular Biochemicals, Germany)] で溶解し、30 分

間氷上でインキュベートした後に回収し、20,600 g、4°C で 10 分間遠心し、

上清を細胞抽出液とした。プロテインアッセイ用試薬 (Bio Rad 
Laboratories)を用いてマイクロプレートリーダーでタンパク質濃度を測定

し、1 mg のタンパク質を含むように調整した細胞抽出液 500 l に、50%ス

ラリーで 20 l の glutathione-Sepharose 4B beads (GE Healthcare 
Biosciences)と 4°C で 1 時間、回転による転倒混和をさせながら反応させた。

その後ビーズを氷冷した上記溶解緩衝液で 5 回洗浄、27 ゲージ針付注射器

にて上清を完全に除去し、2 x SDS サンプルバッファーに溶解させ、ウエス

タンブロット法にて検出した。 
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結果 

 
NS1 過剰発現細胞における細胞生存能の検討 
 

NS1 はインフルエンザウイルスに感染した宿主細胞内で過剰に発現し、

CRK ファミリータンパクと協調して細胞生理機能に関与しているとされて

いる。そこで我々は、今回保有する A/Beijing/262/95 (H1N1) influenza 
virus (BJ) and A/Indonesia/6/05 (H5N1) influenza virus (ID)型の NS1 で

も同様の変化がみられるのか、あるいはその他の変化がみられるのかを検討

した（図１２）。その結果、上記 NS1 を HEK293T 細胞に過剰発現させる

と、MTT アッセイにて細胞の生存能が上昇すること、また、ERK のリン酸

化を上昇させることが観察された。 
また、その NS1 活性への CRK ファミリータンパクの関与を検討するた

め、shRNA 発現プラスミドコンストラクトを用いて CRKII および CRKL
のノックダウンを行った。その結果、CRKL の発現を単独でノックダウン

すると、NS1 過剰発現下でも MTT アッセイにて細胞生存能の上昇は抑制さ

れ、また、ERK のリン酸化も抑制された。ここからさらに CRKII をノック

ダウンしてもさらなる変化は観察されなかった。これより、CRKL が NS1
活性の制御において主たる役割を担っていることが示唆される。（図１２） 
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図１２ MTT アッセイおよびウエスタンブロット法 
NS1 は ERK を介して CRKL 依存性に細胞の生存能を上昇させる。 
上段：MTT アッセイ 
下段：ウエスタンブロット法 
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 また、CRKL と BJ 型 NS1 および CRKL と ID 型 NS1 の両者に関して、

GST 融合タンパク質を用いたプルダウンアッセイによって HEK293T 細胞

内での結合を確認した（図１３）。 
 
 
 
 
 

 
 
図１３ プルダウンアッセイ 
HEK293T 細胞内で CRKL および NS1 (BJ/ID)の結合を確認した。 
上段：細胞溶解液、下段：プルダウン 
BJ: Beijing 
ID: Indonesia 
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CRKL、NS1-BP および NS1 は細胞内で複合体を形成し、NS1 の細胞生存

活性を制御する 
 
 次に我々は、HEK293T 内での NS1 (BJ/ID)、NS1-BP および CRKL の

関連を検討した。 
 GST 融合 CRKL を使用したプルダウンアッセイで、CRKL、NS1、NS1BP
は細胞内で三者複合体を形成していることを確認した。（図１４） 
 
 

 
 
図１４ HEK293T 細胞でのプルダウンアッセイ 
上段：細胞溶解液、下段：プルダウン 
CRKL、NS1 および NS1BP は細胞内で三者複合体を形成している。 
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 さらに、NS1-BP 過剰発現下で NS1 および CRKL が細胞内の生理活性に

どのような影響を及ぼすかを MTT アッセイにて検討した。その結果、

HEK293T 細胞にて、先に述べた NS1 (BJ/ID)の持つ細胞生存能上昇活性お

よび ERK のリン酸化亢進は、NS1-BP の存在下で抑制されることが確認さ

れた。（図１５） 
 
 

 
 
図１５ MTT アッセイおよびウエスタンブロット法 
上段：MTT アッセイ 
下段：ウエスタンブロット法 
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NS1-BP は CRKL の N 末端側 SH3 ドメインに結合する 
 
 次に、CRKL のどのドメインが NS1-BP との結合において重要なのかを

知るため、GST 融合 CRKL の truncated mutant を使用したプルダウンア

ッセイを行った。その際に使用した CRKL truncated mutant は、完全長

CRKL、SH2 ドメインおよび N 末端側 SH3 ドメインから成る変異体、SH2
ドメインのみから成る変異体、N 末端側 SH3 ドメインのみから成る変異体、

C 末端側 SH3 ドメインのみから成る変異体の、合計５種類である。使用し

た truncated mutant の模式図を図に示す。（図１６） 
 
 
 

 
 
図１６ GST 融合 CRKL およびその truncated mutant の模式図 
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 これらのGST融合 CRKL truncated mutantおよびNS1-BPをHEK293T
細胞に共発現させ、プルダウンアッセイを行ったところ、N 末端側の SH3
ドメイン (SH3(N))が CRKL と NS1-BP の結合に重要であることが判明し

た。C 末端側の SH3 ドメイン (SH3(C))はこの結合に関与していない。 
（図１７） 
 
 

 
 
図１７ HEK293T 細胞でのプルダウンアッセイ 
上段：細胞溶解液、下段：プルダウン 
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 この結合が、SH3 機能依存的な結合であれば SH3(N)の機能障害型変異体

である SH3(N)(W160L)を用いたプルダウンアッセイにて検出されなくな

るはずである。我々は次にこの点に関して検討した。 
 その結果、SH3(N)(W160L)を用いても NS1-BP の結合は変わらず観察さ

れた。これは、両者の結合が PXXP 非依存性の結合であることを示唆する。 
（図１８） 
 

 
図１８ HEK293T 細胞でのプルダウンアッセイ 
上段：細胞溶解液、下段：プルダウン 
Mut: W160L 
 
  



50 
 

考察 

 
 NS1-BP は初め、インフルエンザ A ウイルスの細胞内結合パートナーと

して同定され、pre-mRNA のスプライシングを阻害すると報告された 105。

近年では NS1-BP は、hnRNPK との相互作用によりインフルエンザ A ウイ

スルの遺伝子発現や増殖の鍵となるメディエーターの１つであるという報

告 106 や、機能型の aryl hydrocarbon receptor の濃度を上昇させることで

代謝的適応、ダイオキシン毒性、血管増生などに関与するといった報告 107

がなされている。さらに、NS1-BP は alpha-enolase の亜型である MBP-1
が c-Myc の翻訳を抑制する作用を増強し、哺乳類細胞の恒常性の維持、細

胞増殖能の制御に関わることが示唆されている 108。しかしながら、NS1-BP
はその発見の由来でもある NS1 との相互作用における機能は詳細な報告が

なされていない。本研究で我々は、NS1-BP の NS1 との相互作用における

新たな機能を見出した。すなわち、NS1 が CRKL と協調して ERK のリン

酸化を亢進し、細胞の生存能を上昇させる作用に対し、NS1-BP が調節的に

働くというものである。NS1-BP 単独では細胞に過剰発現させても、大きな

変化は見られなかった。また、CRKL との結合において、CRKL の N 末端

側の SH3 ドメインが、NS1 と同様 26,109 に NS1-BP でも重要であるという

ことを同定した。しかしながら、CRKL-SH3(N)ドメインの SH3 ドメイン

機能を欠失した変異体である SH3(N)(W160L)でもNS1-BPとの結合が変わ

らず確認されたことより、CRKL と NS1-BP の結合は SH3 非依存的結合で

あることが示唆される。 
 インフルエンザウイルス由来タンパク NS1 は、宿主細胞へのウイルスの

感染およびウイルス粒子の増殖に重要な因子であると考えられている。すな

わち、NS1 はインフルエンザウイルスが宿主細胞に感染する際に宿主から

の免疫反応を回避するために重要な因子であると考えられている 97。また、

ウイルスが感染した宿主細胞がアポトーシスに陥るのを回避させ、生存活性

を高め、ウイルス粒子が増殖するのに有利な環境を形成するとされている

102,110。PI3K/Akt pathway は宿主細胞のアポトーシス抑制、細胞増殖活性、

サイトカイン産生などに重要である 27,101,102,111 が、この経路がインフルエ

ンザウイルス増殖における NS1 の重要な機能の 1 つとして挙げられている

27,112。一方、ERK シグナル経路は細胞接着、細胞周期進行、細胞の浸潤、

細胞の生存、分化、代謝、翻訳など、多種多様の因子の制御に関与している
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分子であり 113、また、CRKL もまた多種多様な細胞生理活性を制御する重

要なシグナル伝達分子である 5,114。過去の報告でインフルエンザ A ウイル

ス感染における ERK 活性の重要性が示唆されており、今回の我々の研究結

果では、CRKL と協調的に働く NS1 依存的な ERK 活性の上昇がみられた。

これより、インフルエンザ A ウイルスにとってその感染時に宿主細胞の抗

ウイルス機構を回避するために、PI3K/Akt 経路の活性化に加えて ERK 経

路の活性化も重要であることが示された。（図１９） 
 我々は本研究にて、ERK 活性および細胞活性の制御におけるウイルス由

来タンパク NS1 との関係という観点で、宿主タンパク NS1-BP の新たな機

能を見出した。さらに、インフルエンザウイルス感染における NS1 および

NS1-BP の相互作用における CRKL の関与を確認した。また、当講座が保

有している未公開データであるが、NS1-BP は DOCK ファミリータンパク

質である DOCK2 と TOF-MAS データ上で結合していることが指摘されて

いる。このことより、今回の研究結果には DOCK2 も関与する可能性があ

ると考えられ、今回検討した CRKL 以外の CRK-DOCK ファミリータンパ

ク質と NS1 および NS1-BP の関連の解析も今後の検討課題である。 
 
 
 
 
 

 
図１９ インフルエンザ A ウイルス感染伝播における NS1、NS1-BP およ

び CRKL の関与の模式図 
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総括および結論 

 
 本研究ではシグナル伝達関連分子 CRK-DOCK ファミリータンパク質の

解析をテーマの中心に据え、腫瘍および非腫瘍性疾患での新知見の同定を試

みた。 
 第一章では、腫瘍における CRK-DOCK ファミリータンパク質の解析と

して、グリオブラストーマにおけるシグナル伝達関連タンパク質の発現を、

免疫染色における発現強度および発現割合の両者を用いて臨床病理学的に

解析し、その重要性を確認した。 
 第二章では、非腫瘍性疾患における CRK-DOCK ファミリータンパク質

の解析として、分子生物学的手法を用いて、CRKL とインフルエンザ A ウ

イルス由来タンパク質 NS1 およびその結合相手であるヒトタンパク質

NS1-BP の相互作用という観点で新たな知見を得た。 
 本研究を通して、CRK-DOCK ファミリータンパク質は腫瘍および非腫瘍

性疾患の両者にて生理的に重要な因子の 1 つであることが再確認された。

このことから、同ファミリータンパク質の研究は新しい診断法および治療法

の開発に繋がる可能性があると考えられる。具体的には、免疫染色で

CRK-DOCK ファミリータンパク質といくつかのタンパク質の発現を検討

し、その多寡の組み合わせで腫瘍の Grade あるいはサブタイプを分類する

ことで診断に応用できる可能性があると考える。また、遺伝子発現により分

類することができれば、ターゲットとすべき分子が候補として挙がることに

なるので、薬剤、抗体等を用いた治療標的として応用することにつながり得

る。このような臨床応用を目指した研究を今後も続けていきたいと考える。 
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