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研究成果の概要（和文）：標的蛋白質間相互作用を特異的に阻害するペプチド・蛋白質断片の効

率的創製法の開発研究を行った。相互作用領域の精密同定法を確立し、同定された相互作用

領域およびその改変体が、生体内において標的相互作用を競合阻害することを明らかにした。

より力価の高い阻害ペプチドの創製を容易にするため、新たな相互作用レポーターを開発し、

これを基盤とした相互作用蛋白質の定量的高速スクリーニング系を構築し、スクリーニング

を実施した。 

 
研究成果の概要（英文）：An efficient methodology that facilitates selecting a polypeptide 

fragment that specifically inhibits the targeted protein-protein interaction has been 

established in this research. I have demonstrated an interaction domain, or a polypeptide 

responsible for the binding surface-formation, from either of the targeted proteins can be 

a competitive inhibitor against the interaction between the native proteins in vivo.  A 

novel screening system with a quantitative reporter gene (an engineered fungal cDNA for 

secretory beta-galactosidase, LacA3) was also developed to facilitate a directed evolution 

of the inhibitor fragment.  
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１．研究開始当初の背景 

 蛋白質間の相互作用は細胞外・細胞内のあ
らゆる生命活動において中心的な役割を担
う。それ故、個体を構成する全相互作用蛋白

質のゲノムスケール解析（インタラクトーム
解析）はポストゲノム科学の中軸プロジェク
トとなり、これまでに各種のモデル生物（出
芽酵母・線虫・ヒト等）および病原性微生物
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のインタラクトームが報告されていた。また、
ヒトインタラクトーム解析の結果、65万の相
互作用が統計的に予測され、実験的に同定さ
れた 2,800の相互作用の内、既知の疾患関連
蛋白質が関与する相互作用が300以上にのぼ
ることが示された。このことはヒトインタラ
クトーム全体で約 7万の疾患関連相互作用が
あることを意味している。しかしながら、
個々の機能未知相互作用を系統的に機能解
析できる有効な手段は無く、機能インタラク
トーム解析の領域は未開拓のまま残されて
いた。 

 

２．研究の目的 

 「任意の相互作用蛋白質について、相互作
用領域の精密同定を行い、さらにそれに変異
を導入して高結合型変異体を取得する。高結
合型変異体を阻害剤として用い、標的とする
蛋白質間相互作用の機能解析を行う」という、
一連の相互作用ターゲティングのプロセス
をストリームライン化することが本課題の
目標である。これにより、相互作用を標的と
するペプチド性阻害剤の開発を実現可能な
ものとして提案する。これを達成するため、
具体的な項目として以下の「3. 研究の方法」
に記載した課題を設定した。また、選択され
た蛋白質断片・ペプチドを効率的に生産する
ための検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1)  より高いターゲット結合能を獲得した
変異体を効率よく選択するための Y2Hレ
ポーター遺伝子（糸状菌由来分泌型LacA）
の開発と同レポーター遺伝子を用いた変
異体ライブラリの定量的高速スクリーニ
ング系の確立。 

 

(2) モデル相互作用蛋白質（酵母およびヒト由
来スピンドルチェック蛋白質 Mad1 およ
び Mad2）を用いた変異体ライブラリのス
クリーニング、および得られた高結合活性
型変異体の性質決定。 

 

 

(3) オーロラキナーゼ Ipl1 や酵母キネトコア
蛋白質複合体等を用いた相互作用領域の
精密同定と高結合型変異体群の取得、それ
らを用いた標的相互作用の選択的破壊と
表現型観察。 

 

(4) 選択された相互作用阻害蛋白質・ペプチド
断片の効率的生産法の確立。 

 

４．研究成果（要約） 
(1) 新規 Y2Hレポーター遺伝子（糸状菌由来
分泌型 LacA）を用いた変異体ライブラ
リの定量的高速スクリーニング系を確

立した。その結果、大規模変異体ライブ
ラリー（106 クローン）の高速定量的ス
クリーニングを実施できるようになっ
た（論文 1）。 

 
図・従来法（左）と新規レポーター（右）
の定量性の比較 
 
 この系を用い、Mad2 に結合するペプ
チド断片のスクリーニングを試み、野生
型結合配列の 10-20 倍も強力な
Two-hybrid シグナルを与える人工的な
ペプチド断片のスクリーニングに成功
した（論文 1）。さらに、エマルジョン
培養法ともいうべき新たな集積培養法
を確立し（関連論文 4）、LacAの分泌シ
グナルの最適化を試みた。 
 

(2) 新規酵母キネトコア蛋白質複合体であ
る Dam1 複合体のサブユニット間相互作
用ドメインの網羅的精密同定（下図）を
行い、ドメイン発現により Dam1 複合体
の機能を特異的に阻害することを実験
的に証明した（論文 2）。 

 

図・精密同定された Dam1 複合体サブユ

ニット間相互作用地図 

 

 この研究では、複合体に含まれる蛋白
質サブユニットのサブユニット間相互
作用の全体像を容易に視覚化すること



 

 

ができ、かつ、複合体形成において他の
複数のサブユニットが結合する足場と
なるドメインが、非常に効果的に複合体
全体の機能を破壊できることを示すこ
とができた（例・下図）。 

 

図・相互作用ドメイン発現誘導による細

胞生育能の低下。●■□；同定された各

種ドメイン発現酵母株、◯；コントロー

ル 

 
(3) 同様の実験をオートファジー蛋白質に
対して行い、ドメイン発現による相互作
用阻害の様式や用量曲線などに関する
知見を得た（論文投稿中）。細胞内のド
メイン発現量が、標的相互作用蛋白質と
等モル程度で標的相互作用に対する阻
害効果が認められ、過剰発現することに
より細胞内の標的相互作用のほとんど
を阻害しうることが示された。当初計画
に加えていたオーロラキナーゼに関し
ては、サブユニット間の相互作用を担う
相互作用ドメインを同定することがで
きなかった（Ipl1 蛋白質の全体構造が
他のサブユニットとの相互作用に必要
であった）。 
 

(4) ヒト Mad2蛋白質に強固に結合する 16ア
ミノ酸残基からなるペプチド断片を加
算的なスキャニング変異導入と高速ス
クリーニングにより作出した（論文投稿
準備中・本研究成果の一部は、論文 1に
含まれる）。このペプチド断片を融合蛋
白質として発現する組換え大腸菌株を
作成し、融合蛋白質を調整後、標的蛋白
質に対する結合能を試験管内で評価し
た（論文投稿準備中）。この結果、定量
的スクリーニングで得られた高結合型
断片は、試験管内でも標的蛋白質に強固
に結合し、蛋白質間相互作用を競合阻害

した。 
 
(5) 高結合型蛋白質断片は、時として細胞内の
相同蛋白質に作用するため、過剰発現を誘
導すると、宿主細胞に致死的なダメージを
与える（例・論文 2）。選択された高結合
型蛋白質・ペプチド断片を効率的に生産す
るため、菌体外蛋白質発現系を組換え酵母
を用いて構築した。この過程で、難生産性
である分泌型蛋白質の生産性を数千倍以
上に向上させることができる新規な発現
誘導法（高密度菌体懸濁液を用いる発現誘
導法）を開発し、その特性を調べた（論文
3）。その結果、本発現誘導法は、ある特定
の範囲の分泌蛋白質の生産量を著しく増
大させることが分かった。 

 
 以上の研究により、「任意の相互作用蛋白
質について、相互作用領域の精密同定を行い、
さらにそれに変異を導入して高結合型変異
体を取得する。高結合型変異体を阻害剤とし
て用い、標的とする蛋白質間相互作用の機能
解析を行う」という機能インタラクトーム解
析を実施するにあたって、必要不可欠な要素
技術を開発することができた。 

 また本研究の過程で、相互作用阻害作用を
もつ蛋白質断片創成の出発点は相互作用ド
メインで無くてもよく、ランダムなアミノ酸
配列を持ったペプチドライブラリーを出発
点としうることが示された。これは、(i) 任
意の標的蛋白質に対して結合活性を示すペ
プチド断片群を定量的スクリーニングによ
り複数単離し、(ii) 進化工学的に配列最適化
を行ったのち、(iii) 標的蛋白質が関わる蛋白
質間相互作用を修飾しうるペプチド断片を
選ぶ、という新たな相互作用阻害剤の創製法
が現実的に実施可能であるということを意
味するものである。 
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