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研究成果の概要（和文）：　本研究では、独自に開発した『観るだけでわかるタンパク質間相互作用解析法
（VIPアッセイ）』に関して、マイクロプレート上でのアッセイが可能になるように改良を加えた。
　まず、抗GFP-Nanobodyを通常のポリスチレン（PS）製マイクロプレートに吸着させる方法では、十分な感度が
得られなかった。次に、PS親和性ペプチドタグを抗GFP-Nanobodyに付加し、親水性PSプレートに吸着させたが、
まだ十分な検出感度が得られなかったことから、さらにELISAを行い、二次抗体、三次抗体の濃度などの条件を
検討することによって実用化可能な程度までの感度を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The visible immunoprecipitation (VIP) assay is a convenient, flexible method
 to detect protein-protein interactions. In this study, I attempted to improve the VIP assay to 
detect protein-protein interactions on a microplate and enable high-throughput screening.
By fusing polystyrene (PS)-affinity peptide sequence to anti-GFP-Nanoboy, I successfully immobilized
 it to PS microplate. The sensitivity was further enhanced by ELISA, through optimizing the 
concentrations of the secondary and tertiary antibodies.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： タンパク質間相互作用　GFP　 Nanobody　繊毛内タンパク質輸送複合体
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１．研究開始当初の背景 
 我々が独自に開発した『観るだけでわかる
タンパク質間相互作用解析法： visible 
immunoprecipitation assay（VIP アッセ
イ）』は、共免疫沈降を基本とするタンパク
質間相互作用解析法である（図１）。 
 

 
 本アッセイ法では、まず、相互作用を調べ
たいタンパク質についてGFPおよびRFP融
合遺伝子の発現プラスミドベクターをそれ
ぞれについて作製する。次に、これらのプラ
スミドをHEK293T細胞にトランスフェクシ
ョンして、GFP 融合タンパク質と RFP 融合
タンパク質を共発現させる。蛍光タンパク質
の発現を顕微鏡で確認した後、細胞抽出液
を調製し、GST-抗 GFP-Nanobody（大腸
菌で発現・精製したラクダ型重鎖抗体）結
合グルタチオン-セファロース・ビーズを用
いて免疫沈降を行う。最後にビーズに結合
している蛍光タンパク質のシグナルを蛍光
顕微鏡観察、または蛍光プレートリーダー
により検出する。ビーズが緑と赤の両方で
光っていれば（すなわち、GFP 融合タンパ
ク質と RFP 融合タンパク質が共沈降して
いれば）相互作用があり、緑のみで光って
いれば（すなわち、RFP 融合タンパク質が
共沈降しなければ）相互作用はないと判定
できる。 
 本法の最大の利点は、ウエスタンブロッ
ティング法のように手間のかかる作業が一
切不要であり、観るだけ（測るだけ）で相
互作用を判定できることである。ただし、
沈降させたビーズを顕微鏡観察する操作が
あることから、アッセイのハイスループット
化は難しい。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、開発済みの VIP アッセ
イに関して、96 穴マイクロプレート上で直接
アッセイできるように改良を加えて、ハイス
ループット化を行う。この改良によって、特
定のタンパク質と相互作用するタンパク質
の迅速なスクリーニングを可能にするとと
もに、スクリーニング規模を拡大できるよう

にする。 
 
３．研究の方法 
 GST-抗 GFP-Nanobody を結合させたグル
タチオン-セファロース・ビーズを用いた免疫
沈降法について、この Nanobody を 96 穴マ
イクロプレートに直接固定化する条件、およ
び検出する条件について検討を行い、マイク
ロプレート上での相互作用アッセイの最適
化を行う。 
 
４．研究成果 
 我々が独自に開発した『観るだけでわかる
タンパク質間相互作用解析法（VIP アッセ
イ）』をマイクロプレート上で行うために、
まず抗GFP-Nanobodyを 96穴マイクロプレ
ート上に固定化する条件について検討を行
った。 
a) まず、単純に親水性ポリスチレン（PS）

製 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 抗
GFP-Nanobody を吸着させる方法につ
いて検討した。しかし、従来法（グルタ
チオンセファロースビーズを用いて免疫
沈降したのちに、ビーズをマイクロプレ
ート上に置いて蛍光強度を測定する方
法）に比べて検出感度は 100 分の１程度
であり、単純な吸着法では実用的なアッ
セイは難しいことがわかった。 

b) 次に、抗 GFP-Nanobody を吸着させるマ
イクロプレートの材質についても検討し
たが、材質による検出感度の顕著な改善
は見られなかった。 

 そこで次に、材料親和性ペプチドタグを付
加した抗 GFP-Nanobody を作製して、大腸
菌で発現させて精製し、マイクロプレートへ
の固定化の条件について検討を行った。 
c) PS 親和性ペプチドタグ、またはポリメタ

クリル酸メチル（PMMA）親和性ペプチ
ドタグを付加した抗 GFP-Nanobody を
作製し、大腸菌で発現させて精製した。
コントロールとして、連続する Asp 残基
5 個 の タ グ （ D5 タ グ ） 付 の 抗
GFP-Nanobody も作製した。 

d) それぞれについて、親水性 PS プレート
および PMMA プレートへの吸着条件に
ついて検討した。 

e) PS プ レ ー ト に は 、 PS タ グ 抗
GFP-Nanobody が最も効率良く吸着し
た が 、 PMMA タ グ や D5 タ グ の
Nanobody もある程度吸着し、高濃度で
の吸着に関しては PS タグとほとんど差
は な か っ た 。 し た が っ て 、 抗
GFP-Nanobody 自体に親水性 PS プレー
トに対する親和性があると考えられ、PS
タグが付いていても、タグがない場合と
比べて検出感度に関して劇的な改善は見
られなかった。 

f) 一方、PMMA プレートに対しては、
PMMA タグ Nanobody は効率良く吸着
したのに対して、PS タグや D5 タグのも



のはほとんど吸着しなかった。したがっ
て、抗 GFP-Nanobody は PMMA プレー
トに対する親和性はないと考えられる。 

g) 次に、非特異的吸着を抑えるために、界
面活性剤の Tween 20 が共存する条件で
の吸着実験を行った。しかし、親水性 PS
プレートに関しては、どのタグでも同程
度の吸着が見られた。したがって、Tween 
20 共存下でも抗 GFP-Nanobody 自体が
PS プレートに対する吸着性を示すと考
えられる。 

h) 次に、BSA の共存下で同様の実験を行っ
たところ、PS タグ抗 GFP-Nanobody の
吸着はほとんど影響を受けることがない
のに対して、PMMA タグや D5 タグの抗
GFP-Nanobody の非特異的吸着を抑え
られた。したがって、BSA の共存下で特
異的なアッセイが可能であると考えられ
た。 

 そこで次に、感度を上げるために、GFP の
蛍光強度を直接測定するのではなく、抗 GST
抗体を用いた ELISA 法によって、検出感度
を上げる試みを行った。 
i) Three-Step 法 ［ 一 次 抗 体 （ 抗

GFP-Nanobody）、二次抗体（ウサギ抗
GST 抗体）、三次抗体（HRP 標識抗ウサ
ギ抗体）を順番に添加する方法］、
Two-Step 法（一次抗体と二次抗体を同時
に添加したのちに、三次抗体を添加する
方法）、One-Step 法（一次抗体、二次抗
体、三次抗体を同時に添加する方法）を
試したところ、検出感度は Three-Step 
＞ Two-Step ＞ One-Step の順であり、
試した条件（抗体濃度等）では検出過程
を簡便にするのは難しいことが明らかに
なった。 

j) そこで、二次抗体と三次抗体の濃度を上
げて再度検討を行ったところ、二次抗体
の濃度を２倍、三次抗体の濃度を 100 倍
で用いると、検出感度の飛躍的な改善が
みられた。この条件では、One-Step 法で
もかなりの感度で検出できることが明ら
かになり、アッセイを実用化できる可能
性が見出された。 
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