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研究成果の概要（和文）： 
「光クロスリンク法」は，生細胞中で形成されているタンパク質複合体を安定化して単離し，

解析することのできる新しい研究手法である．本研究では，光クロスリンク法をタンパク質間

相互作用ネットワークの解明に応用することを目的として，数種類のタンパク質結合ドメイン

について光クロスリンカーを導入する適切な位置を特定し，その知見を収集することができた．

さらに，光クロスリンク法により架橋したタンパク質複合体の結晶構造解析に成功した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
"The photo-cross-linking method" is the new technique that can stabilized protein 

complexes formed in living cells to isolate and analyze them. In this study, I identified the 
efficient positions to incorporate photo-cross-linkers in several protein-binding domains for 
the purpose of applying the photo-cross-linking method to the elucidation of the protein 
interaction networks. 
Furthermore, I succeeded in the crystallographic study of the cross-linked protein 

complex. 
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１．研究開始当初の背景 
 

「光クロスリンク法」は，生細胞中で形成され

ているタンパク質複合体を安定化して単離し，解
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析することのできる新しい研究手法である． 
光クロスリンク法では，クロスリンカーとし

て働く「非天然型アミノ酸」を，生細胞中で

研究対象とするタンパク質に部位特異的に

導入する．そして細胞に光を照射することに

よって相互作用しているタンパク質との間

に共有結合を形成させ，安定化した複合体を

細胞より抽出・精製することができる． 
光クロスリンク法を用いることで，これま

で見逃されてきたような相互作用や，未知の

相互作用因子の同定が可能になると期待で

きた．実際に，研究代表者の所属する研究チ

ームでは，動物細胞において非天然型アミノ

酸をタンパク質に導入することに成功し，光

クロスリンク法が細胞質中でのタンパク質

間相互作用解析に有用であることを示した 
(Nat. Methods 2, 201-6, 2005; Nat. Protoc. 
1, 2957-62, 2006）． 

  
 
２．研究の目的 
 
本研究では，光クロスリンク法をタンパク

質間相互作用ネットワークの解明に応用す

ることを目的とする． 
光クロスリンク法を効果的に活用するた

めには，タンパク質上のどの位置にクロスリ

ンカーを導入するかが重要となる．すなわち，

研究対象とするタンパク質と他のタンパク

質とが相互作用する領域にうまくクロスリ

ンカーを導入することが必要である．ヒトな

どのタンパク質の多くはマルチ・ドメイン構

成をとっているので，それぞれのドメインに

ついて，クロスリンカーを導入する適切な部

位がわかれば，ドメイン毎に相互作用する相

手タンパク質を区別して捕捉することがで

きる．また、1 種類のドメインは，複数種の

タンパク質に現れるので，あるタンパク質結

合ドメインについてリンカー導入位置が判

明すれば，他の多数のタンパク質に応用が可

能になる． 
 そこで，本研究では，複数種類のタンパク

質結合ドメインについて光クロスリンカー

を導入する適切な位置を特定し，その知見を

収集する．また，その知見をもとに細胞内で

これらのドメインが結合するタンパク質の

同定を行う． 
 
 
３．研究の方法 
 
非天然型アミノ酸をタンパク質に部位特

異的に導入するには， まず，動物細胞内で，

原核生物由来の非天然型アミノ酸を特異的

に認識するよう改変されたアミノアシル tRNA 合

成酵素（以下，aaRS）とサプレッサーtRNA を発

現させ，目的の部位をアンバーコドンに置換した

遺伝子を導入しておく．培地中に非天然型アミノ

酸を添加しておくと，細胞中に取り込まれ，aaRS
変異体の働きでサプレッサーtRNA に結合する．

この tRNA はアンバーコドンを認識し，目的タン

パク質の遺伝子中に挿入されたこのコドンに対応

して非天然型アミノ酸をタンパク質に導入する．  
大腸菌で非天然型アミノ酸をタンパク質に組み

込むには，古細菌の変異型 aaRS と tRNA を大腸

菌内で発現させればよい．  
 
本研究では，複数種類のタンパク質結合ドメイ

ンについて光クロスリンカーを導入する適切な位

置を特定し，その知見を集めることで，光クロス

リンク法をタンパク質間相互作用ネットワークの

解明に効果的に活用できるようにする．具体的に

は，①ガンキリンのアンキリンリピートドメイン，

② p120RasGAP の SH3 ド メ イ ン ， ③

Rap2-interacting protein x (RPIPx)の RUN ドメ

インの３つの例を取り上げて，光クロスリンカー

を導入すべき部位を特定する． 
肝臓がん遺伝子産物であるガンキリンでは，タ

ンパク質分解を行う 26Sプロテアソームのサブユ

ニット S6 ATPase ドメインとの複合体を解析に

用いる．この複合体はすでに結晶構造が解明され

ているので (Structure 15, 179-189, 2007)，もと

の立体構造と比較することで光クロスリンカーを

導入した場合にタンパク質構造に影響がないかを

確認できる． 
p120RasGAP の SH3 ドメイン，RPIPx の RUN

ドメインはそれぞれ Aurora キナーゼ (J. Biol. 
Chem. 277, 23742-23746, 2002），Rap2B (J. Biol. 
Chem. 281, 31843-31853, 2006）と結合すること

が報告されているが，結合部位はわかっていない．

これらのドメインは，シグナル伝達系のタンパク

質に頻出するドメインであり，タンパク質間相互

作用ネットワークを解明するのに極めて有用だと

考えられる．また，これらの複合体を光クロスリ

ンク法によって解析することで，結合部位の解明，

さらには安定な複合体の調製によって構造解析へ

とつながると考えられる． 
 
 
４．研究成果 

 
2009年度は，まず，当研究チームで使われてい

たパラベンゾイルフェニルアラニン（pBpa）とト

リフルオロメチルジアジリニルフェニルアラニン

（Tmd-Phe）に加え，アジドフェニルアラニン（

AzPhe）とアジドゼットリジン（Az-Z-Lys）を光

クロスリンカーとして実用化することに成功した

． 



 

 

そして，すでに複合体の結晶構造が解明さ

れているガンキリンのアンキリンリピートド

メインとS6 ATPaseについて，結合部位を中

心に40箇所程度光クロスリンカーの導入部位

を選択し，アンバー・コドン変異体を作製, 光
クロスリンクの効率を比較した．この結果，

それぞれの光クロスリンカーについて効率の

よい導入箇所などの知見を集めることができ

，光クロスリンク技術の実用性を向上させる

ことができた．  
 

図1 ガンキリンとS6 ATPase複合体の

pBpaによる光クロスリンク効率 
 
また，結合部位が解明されていないRap2- 

interacting protein x (RPIPx)のRUNドメイ

ンとRap2Bについて，ドメイン全体にわたっ

て30～40箇所程度クロスリンカーの導入部

位を選択し，タンパク質複合体を細胞内で発

現させ，光クロスリンクを行って，光クロス

リンクがかかる箇所を特定することに成功し

た．これは，RUNドメインについて最適な光

クロスリンカー導入部位を特定し，その知見

を収集するとともに，光クロスリンク法を構

造未知のタンパク質複合体のタンパク質間相

互作用ネットワークの解明に応用できること

を示している． 
 
2010 年度は，ガンキリンのアンキリンリピ

ートドメインと S6 ATPase について，前年
度に解明した，最も効率よくクロスリンクが
生じる位置に光クロスリンカーであるパラ
ベンゾイルフェニルアラニン（pBpa）を導入
し，光を照射してタンパク質間に共有結合の
架橋を形成させ，ガンキリン・S6 タンパク質
の架橋複合体をＸ線結晶構造解析すること
に成功した( Biochemistry 50, 250-257, 
2011 ). これは，光クロスリンク法がタンパ
ク質間相互作用ネットワークを分子構造の
レベルで解明するために有用であることを
示している．  
 
 
 
 

図 2 ガンキリン/S6 ATPase の立体構造解析 
 

また，光クロスリンカーをはじめとする非天然
型アミノ酸をタンパク質に部位特異的に導入する
方法として，「RF ゼロ」株を開発した．大腸菌
において，７つの必須遺伝子とサプレッサー
tRNA 遺伝子を導入することで，終止コドンの１
つである UAG を認識する翻訳終結因子 RF-1 を
ノックアウトすることが可能となることを見出し，
UAG コドンに非天然型アミノ酸をコード化する
ことに成功した(Nucleic Acids Research 38, 
8188-8195, 2010 )．これにより，非天然型アミノ
酸をタンパク質の組み込む効率が飛躍的に高まり，
また，多数の非天然型を１つのタンパク質に組み
込むことも可能になった． 
 

 

 
図 3 RF ゼロ株を用いたタンパク質への 

非天然型アミノ酸の導入 
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