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研究成果の概要（和文）：生体タンパク質は時々刻々と多様な分子群と相互作用することにより、生理機能を発
揮することができる。これらの相互作用が破綻するとタンパク質はその機能を果たせず、時には疾患の要因とな
る。したがって、生体タンパク質の相互作用分子を時・空間的解像度を上げて同定することは、極めて重要であ
る。本研究では、てんかん関連タンパク質や、さらにはタンパク質の膜局在に重要な役割を担う酵素をモデルタ
ンパク質として、これまで困難とされていたシナプス不溶性画分や一過的なタンパク質相互作用を同定した。

研究成果の概要（英文）：Biological proteins do not function alone, but interact with a variety of 
proteins to perform their physiological functions. Disruption of these protein-protein interactions 
could cause dysfunction of the protein, sometimes causing diseases. Therefore, identifying the true 
protein-protein interactions with high spatiotemporal resolution is extremely important. In this 
study, we selected the epilepsy-related proteins, ADAM22 and LGI1, and the enzymes that regulate 
protein localization as model proteins. We succeeded to identify novel protein-protein interactions 
which occur in the insoluble synaptic fraction and transiently occur in cells. 

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプス不溶性画分からタンパク質複合体を可溶化、精製可能な実験条件（界面活性剤の種類と濃度）を確立
し、脳シナプス膜画分におけるてんかん関連タンパク質ADAM22を含む複合体を網羅的、特異的に同定することに
成功した。また、リン酸化修飾に関連した一過的なタンパク質相互作用を明らかにすることに成功した。このよ
うに、新たなタンパク質複合体の精製技術を開発することにより、これまで見過されてきたタンパク質相互作用
を明らかにして、シナプス制御機構やてんかん病態の理解につながる成果を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体タンパク質は時々刻々と多様な分子群と相互作用することにより、成熟、輸送を経て適
所に局在化することで、生理機能を発揮する。これらいずれの過程が障害されてもタンパク
質はその機能を果たせず、時には疾患の要因となる。したがって、生体タンパク質、とりわ
け疾患関連タンパク質の相互作用分子を時・空間的解像度を上げて同定することは、極めて
重要である。近年のプロテオミクス解析技術は大きく進歩したが、(1)不溶性が高い細胞膜
やオルガネラ特異的に起こるタンパク質相互作用、(2)細胞種特異的なタンパク質相互作用
や(3)酵素と基質間結合のような一過的なタンパク質相互作用の全容に関しては未だ十分
に解明されていない。たとえば、脳機能の分子基盤や脳病態機構を理解するためには、シナ
プス局所のタンパク質相互作用の理解が必要不可欠である。しかし、これらシナプスタンパ
ク質の生化学的可溶性は極めて低く、シナプスにおけるタンパク質ネットワーク研究につ
いては、わずかに可溶化した成分に依存した解析にとどまっているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シナプス伝達制御に関わる「てんかん関連リガンド LGI1-受容体 ADAM22」と
「パルミトイル化脂質修飾関連酵素」をモデルタンパク質として、超解像プロテオミクス法
の開発に挑戦する。これまで見過されてきたタンパク質相互作用を明らかにして、シナプス
制御機構やシナプス病態機構の理解につながる成果を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(１) シナプス不溶性画分からのタンパク質相互作用の同定 
タンパク質相互作用を保持した状態で、シナプス不溶性画分からタンパク質複合体を可溶
化、精製する実験条件を検討し、最適化した。次に、アフィニティータグを挿入した ADAM22
ノックインマウス脳のシナプス膜画分における ADAM22 タンパク質複合体を効率良く、網羅
的、特異的に精製し、ラベルフリー定量質量分析法にて相互作用分子を同定した。 
 
(２)遷移性の高いタンパク質相互作用の同定 
アフィニティータグ付きパルミトイル化脂質修飾関連酵素のノックインマウス脳から、特
異性を担保しつつ効率良く酵素タンパク質とその相互作用分子を精製し、ラベルフリー定
量質量分析法にて相互作用分子を同定した。また、ADAM22 のリン酸化欠損変異マウス脳を
用いて、リン酸化修飾依存的なタンパク質相互作用を調べた。 
 
４．研究成果 
(１) シナプス不溶性画分からのタンパク質相互作用の同定 
タンパク質相互作用を維持した状態で、シナプス不溶性画分からタンパク質を可溶化、精製
することが可能な実験条件（界面活性剤の種類と濃度）を確立した。次に、アフィニティー
タグを挿入した ADAM22ノックインマウスを作製し、野生型マウス脳をネガティブコントロ
ールとすることで特異性を担保する実験条件を得た。図１に示すように ADAM22 を含むシナ
プスタンパク質複合体を非常に効率良く特異的に精製できた(図,High stringency)。シナ
プス画分の ADAM22 を含むタンパク質複合体には、NMDA 受容体(図では Grinと表記)、各種
イオンチャネルや LRRTM4-Neurexin といった接着分子などが含まれていた。これらの結合
特異性は、ADAM22変異マウスを用いてさらに確かめられ、PSD-95(図では Dlg4)を代表とす
る MAGUK シナプス足場タンパク質ファミリーを介した結合であることを明らかにした
（Fukata et al., PNAS 2021）。多くの結合は、頻用されてきた非イオン性界面活性剤(Low 
stringency)を用いた条件では検出されないものであり、本条件は、シナプスのタンパク質
相互作用を同定するために有効であると考えられた。 

 
図 1. FAHタグを挿入し
た ADAM22 を発現するノ
ックインマウス脳のシ
ナ プ ス 画 分 よ り 、
ADAM22 タンパク質複合
体を精製し、定量性質
量分析法にて網羅的に
構成タンパク質を同定
した（Fukata et al., 
PNAS 2021 より転載）。 
 



 

 

さらに、MAGUK 足場タンパク質ファミリー分子群間(Dlg1-4)には、ADAM22 との脳内結合量に
大きな差があり、ADAM22 を介するシナプス伝達制御機構と ADAM22 を介さない別の経路が存
在することも明らかになった（Chen, Fukata et al., PNAS 2021）。さらに、これらの手法
を他の LGIファミリータンパク質にも応用した（未発表）。 
 
(２) 遷移性の高いタンパク質相互作用の同定 
脱パルミトイル化酵素の基質や制御タンパク質を同定するために、アフィニティータグ付
き脱パルミトイル化酵素を発現するノックインマウスを樹立し、特異性を担保して高効率
に脳内の目的酵素タンパク質を精製した。上述の FAHタグとは別の GFPあるいは HA タグを
挿入したマウス系統を用いることで、各種タグの長所と短所を使い分け、200種類を越える
特異的な相互作用分子を得ることに成功した（未発表）。次に、ADAM22 のリン酸化修飾依存
的なタンパク質相互作用を明らかにするために、ADAM22 のリン酸化欠損変異マウスを利用
した。野生型マウスとの比較から、ADAM22 は脳内で高度にリン酸化されていること、リン
酸化 ADAM22 は定量的に 14-3-3 分子群と結合するが、リン酸化欠損変異型 ADAM22 は 14-3-
3 から解離し、α-adaptinと一過的に結合し、速やかにクラスリン依存的なエンドサイトー
シス・分解経路へと導かれることを見出した（Yokoi, Fukata et al, Cell Reports 2021）。
このように、リン酸化修飾に関連した一過的なタンパク質相互作用を明らかにすることに
成功した。本知見は、てんかん発症に関わるタンパク質量の調節機構を考える上でも重要な
情報をもたらした。さらに、神経細胞種特異的なシナプスタンパク質複合体を同定するため
の実験ツールを作成し、実験手法の改良を進めた（未発表）。 
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