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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内環境で簡便に蛋白質間相互作用を検出でき、阻害剤スクリーニン
グも可能な技術の開発を目指した。これらを達成するために、二種類のシグナル伝達タンパク質に着目し、タン
パク質間相互作用を増殖シグナルというリードアウトに変換する系を構築した。その結果、蛋白質間相互作用を
細胞増殖で検出でき、阻害剤を評価することに成功した。

研究成果の概要（英文）：This study is directed to develop a technique to easily detect 
protein-protein interactions in the cytosolic environment as well as to enable inhibitor screening. 
To attain these, two kinds of signaling proteins are utilized to design a system that converts 
protein-protein interactions into growth signals as readout. Consequently, we successfully detect 
protein-protein interactions with cell growth and evaluate the inhibitors.

研究分野：細胞工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

人類は様々な疾患に直面しており、その治

療薬開発が重要である。従来の疾患治療薬は、

それぞれの疾患に特異的なタンパク質、主に

酵素を分子標的として選び、それに作用して

活性を阻害する薬剤をスクリーニングする

という戦略が主体である。しかし、内在性の

他の類縁タンパク質にも作用する場合、これ

らの薬剤は副作用を示してしまうため、限界

がある。一方、新しい創薬の概念として、タ

ンパク質間相互作用の阻害剤探索が最近注

目されてきている。生体内のプロセスはほぼ

全てがタンパク質間相互作用に支配されて

いることから、タンパク質間相互作用を標的

とした創薬は無限の可能性がある。しかし、

蛋白質間相互作用の結合界面は一般的に広

く扁平であるため、その阻害剤の合理的設計

や探索は、従来の酵素阻害剤探索と比べては

るかに困難である。また、in vitro の環境は、

多くの分子が共存する細胞内環境と大きく

異なっているため、薬効を含めたスクリーニ

ング手法としては細胞を用いたアッセイ系

が望ましい。従って、生きた細胞内の crude

な環境下でタンパク質間相互作用を検出し、

かつ有用な阻害剤を簡便にスクリーニング

できる手法の開発が求められている。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、細胞の「増殖」の有無

を指標として簡便に蛋白質間相互作用を検

出でき、阻害剤スクリーニングも可能な技術

を開発する。本研究ではレポーター分子とし

て受容体やその下流のシグナル伝達分子を

用い、蛋白質間相互作用に伴う増殖・生存シ

グナル伝達をリードアウトとする点に独創

性がある。既往の研究で、増殖因子受容体を

用いた原理証明に成功したが、本研究では既

往の系で用いたレポーターコンストラクト

に更なる改良を加え、より汎用的な相互作用

検出系の開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）c-kit を用いたタンパク質間相互作用検

出法の開発 

第一に、受容体型チロシンキナーゼ c-kit

を用いたタンパク質間相互作用検出法を開

発した。c-kit はリガンド結合に伴う二量体形

成により細胞内キナーゼドメインが活性化

され、増殖シグナルを伝達する。そこで、相

互作用するタンパク質（bait と prey）をそれ

ぞれ c-kit の細胞内ドメインと連結したキメ

ラタンパク質をデザインした。また、キメラ

タンパク質の N 末端側に、リガンド依存的に

相互作用を増強するヘルパーモジュールを

付加することで、相互作用検出の高感度化を

狙った。これらのキメラタンパク質を遺伝子

導入によりインターロイキン-3 (IL-3) 依存

性細胞で発現させると、bait と prey が相互作

用したときのみ c-kit の細胞内ドメインが近

接して二量体形成により活性化され増殖シ

グナルを伝達する。従って、IL-3 非存在下で

培養したときの細胞増殖の有無によって相

互作用の有無を検出することができる。 

（２）SOS を用いたタンパク質間相互作用検

出法の開発 

第二に、増殖に関わる主要なシグナル伝達

系である Ras/MAP キナーゼ経路の一員であ

る SOS を用いたタンパク質間相互作用検出

法を開発した。SOS は細胞膜近傍に局在させ

ることで Ras を活性化し、増殖シグナルを伝

達する。そこで、相互作用するタンパク質の

うち、bait を SOS、prey を細胞膜アンカリン

グ配列と連結したキメラタンパク質を IL-3

依存性細胞で発現させると、bait と prey が相

互作用したときのみ SOS が細胞膜近傍に局

在し、Ras を活性化することで増殖シグナル

を伝達する。従って、この場合も IL-3 非存在

下での細胞増殖によって相互作用を検出す

ることができる。 

 



４．研究成果 

（１）c-kit を用いたタンパク質間相互作用検

出法の開発 

実際に、合成小分子 AP21967 依存的に相互

作用する FKBP12 と FRB（T2098L 変異体）、

および p53 peptide と MDM2 の相互作用を検

出することができた。また、後者については、

相互作用を阻害しガン抑制効果のある化合

物 Nutlin-3 を加えたところ濃度依存的に増殖

阻害が見られたことから、小分子阻害剤の評

価も可能であることが示された。 

（２）SOS を用いたタンパク質間相互作用検

出法の開発 

具体的な相互作用として、合成小分子

AP21967 依存的に相互作用する FKBP12 と

FRB（T2098L 変異体）の検出に成功した。ま

た、MDM2 と p53 peptide との相互作用を阻害

する pDI peptide と MDM2 の相互作用の検出

に成功したことから、ペプチド阻害剤の評価

も可能であることが示された。 

 以上より、本研究では二種類のシグナル伝

達タンパク質に着目し、タンパク質間相互作

用を増殖シグナルというリードアウトに変

換する技術を開発することに成功した。 
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