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研究成果の概要（和文）： 本研究では、生きた動物細胞内での簡便な蛋白質間相互作用検出法

の開発を目指した。既往の手法で多く用いられている、蛍光や発光を指標とした蛋白質間相互

作用検出法の代わりに、細胞増殖の有無で蛋白質間相互作用を検出する新規手法を開発した。

本研究の手法を用いて、相互作用することが知られている蛋白質を用いて実験を行った結果、

蛋白質間相互作用依存的に細胞増殖を誘導することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed to develop a method to easily detect 
protein-protein interactions in live mammalian cells. Instead of conventional methods 
employing fluorescence or luminescence as a read-out, we developed a novel method to 
detect protein-protein interactions based on cell growth. Using known interacting protein 
pairs, we successfully induced cell growth dependent on the protein-protein interactions.  
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１．研究開始当初の背景 

細胞内で蛋白質は生体にとって不可欠な

様々な機能を果たしており、それらの機能の

多くが他の蛋白質との相互作用によって制御

されている。そのため、疾患のメカニズムの

解明や創薬ターゲットの選定などにおいて、

注目する蛋白質が他のどの蛋白質と相互作用

するのかという情報が重要となる。 

 現在、細胞内の蛋白質間相互作用を網羅的

に調べる手法として、プルダウンと質量分析

を組み合わせた系が広く用いられているが、

生きた細胞内での相互作用を検出できないと

いう限界がある。一方、生きた細胞内での相

互作用検出系としては、真核細胞の細胞内環

境において相互作用を評価できるイーストツ

ーハイブリッド法が広く用いられている。こ

の手法では、相互作用の有無を調べたい二つ

の蛋白質をそれぞれ転写因子の DNA 結合ド

メインと活性化ドメインと融合して酵母に共

発現させる。相互作用に依存してレポーター

遺伝子が発現するので、これを検出するが、

得られる結果に偽陽性が多いことが問題とな
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っている。また、分割した蛍光蛋白質や酵素、

あるいは２種類の蛍光蛋白質の蛍光エネルギ

ー移動（FRET）を利用する系も開発されてき

たが、実際のターゲット分子間の相互作用に

起因しないバックグラウンドが顕著に多いた

め、スクリーニング結果に偽陽性が多数含ま

れてしまうことが問題である。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、蛍光・発光・酵素活性

を指標として蛋白質間相互作用を検出する既

往の手法の代わりに、細胞増殖の有無で蛋白

質間相互作用を検出する新規手法を開発する。

具体的には、二量体を形成して増殖シグナル

を伝達するサイトカイン受容体の細胞内ドメ

インと、相互作用を検出したい蛋白質とを連

結したキメラ受容体の発現ベクターを動物細

胞に遺伝子導入して発現させる。相互作用が

存在するときにはキメラ受容体は二量体を形

成して増殖シグナルを伝達するので、細胞増

殖の有無によって相互作用を検出できる。 

 

３．研究の方法 

(1) 同種の蛋白質間相互作用検出系の構築 

 小分子 AP20187 依存的にホモ二量体形成す

る FKBPF36Vをモデル蛋白質として用い、幹細

胞因子受容体 c-Kit の細胞内ドメインと連結

したキメラ受容体を構築した。この際、

FKBPF36V を c-Kit の N 末端側または C 末端側

に配置したキメラ受容体、およびそれぞれに

対して FKBPF36Vと c-Kit の間にフレキシブル

リンカー(G4S)2 を挿入したキメラ受容体を構

築した。各キメラ受容体コンストラクトに対

応する遺伝子を、抗生物質耐性マーカーを有

するベクターに組み込み、インターロイキン

3（IL-3）依存性マウス pro-B 細胞株 Ba/F3 へ

導入し、細胞質で発現させた。遺伝子導入細

胞を抗生物質添加培地で選択培養した。得ら

れた細胞について、キメラ受容体の発現確認

をウエスタンブロッティングにより行った。

また、得られた細胞を、IL-3 を除去し種々の

濃度の AP20187 を添加した培地中で数日培養

後、細胞数を計測することで蛋白質間相互作

用依存的な細胞増殖が生じているか否かを確

認した。 

 

(2) 異種の蛋白質間相互作用検出系の構築 

 小分子 AP21967 依存的にヘテロ二量体形成

する FKBP と FRB 変異体をモデル蛋白質とし

て用い、幹細胞因子受容体 c-Kit の細胞内ドメ

インと連結したキメラ受容体を構築した。こ

の際、FKBP と FRB 変異体は c-Kit の N 末端

側にフレキシブルリンカー(G4S)2 を介して配

置した。さらに、同種の蛋白質同士の相互作

用を検出することを避ける目的で、キメラ受

容体の一方の c-Kit 細胞内ドメインにシグナ

ル伝達分子の結合を阻害する変異(5YF)を加

えた。各キメラ受容体コンストラクトに対応

する遺伝子を、抗生物質耐性マーカーを有す

るベクターに組み込み、インターロイキン 3

（IL-3）依存性マウス pro-B 細胞株 Ba/F3 へ導

入し、細胞質で発現させた。遺伝子導入細胞

を抗生物質添加培地で選択培養した。得られ

た細胞について、キメラ受容体の発現確認を

ウエスタンブロッティングにより行った。ま

た、得られた細胞を、IL-3 を除去し種々の濃

度の AP21967 を添加した培地中で数日培養後、

細胞数を計測することで蛋白質間相互作用依

存的な細胞増殖が生じているか否かを確認し

た。 

 

４．研究成果 

(1) 同種の蛋白質間相互作用検出系の構築 

 各キメラ受容体コンストラクトを導入した

抗生物質耐性細胞についてウエスタンブロッ

ティングを行った結果、目的のキメラ受容体

が発現していることが分かった。そこでこれ

らの細胞について増殖アッセイを行ったとこ

ろ、フレキシブルリンカーを挿入していない

コンストラクトでは一部の細胞しか増殖しな



 

 

かったのに対し、フレキシブルリンカーを挿

入したコンストラクトでは顕著な AP20187

依存的な増殖を示した。なお、FKBPF36V を

c-Kit のどちらの側に配置しても、同様の結果

が得られた (Fig. 1)。 

Fig. 1 同種の蛋白質間相互作用による増殖

誘導結果 

 

(2) 異種の蛋白質間相互作用検出系の構築 

 各キメラ受容体コンストラクトを導入した

抗生物質耐性細胞についてウエスタンブロッ

ティングを行った結果、目的のキメラ受容体

が発現していることが分かった。そこでこれ

らの細胞について増殖アッセイを行ったとこ

ろ、シグナル伝達分子結合阻害変異を c-Kit

に導入したコンストラクト（5YF）では、ホ

モ二量体の相互作用では増殖シグナルが抑え

られ、変異を導入していない c-Kit とのヘテロ

二量体が誘導された場合のみ増殖シグナル伝

達が生じた (Fig. 2)。 

Fig. 2 異種の蛋白質間相互作用による増殖

誘導結果 

 

 以上より、動物細胞の細胞質において、同

種および異種蛋白質間相互作用を細胞増殖を

指標として検出する系の開発に成功した。 
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