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研究成果の概要（和文）：本研究は、研究代表者が独自に開発した細胞外蛋白質リガンドの標識法（cutinase 融合法
）を利用し、細胞挙動を指標するのでなく、受容体への結合を直接かつ簡便に測る方法を用いて、信頼度の高い結果を
得る方法論を確立するものである。さまざまなリガンドのN末端にcutinase を融合した分泌融合蛋白質をデザインし、
これらがpNPP-biotin, pNPP-AlexaFluoreなどで簡便に1段階標識できることを確認した。つぎに受容体を発現する細胞
を樹立し、リガンドの結合を蛍光プレートリーダーで高速に評価する条件を確立した。このシステムを利用し、960 化
合物についてスクリーニングを実施した。

研究成果の概要（英文）：A wide variety of methods have been developed to detect, analyze, and quantify pro
tein interactions, including SPR, ITC, co-precipitation, affinity chromatography, ultracentrifugation, NMR
, mass spectrometry, and ELISAs in vitro. While these methods are widely used to identify protein function
, they quickly reach their limits when it comes to addressing the intricate, dynamic mechanics of a biolog
ical pathway. In contrast, cell-based PPIs assays are appropriate for wider applications. However, these a
ssays have different limitations such as the low-contrast imaging, using fixed-cells, high-cost and a lot 
of step experiments. In this study, we have established the PPI assay system which observes the site-speci
fically labeled target proteins with a binding partner under physiological context in live cells.
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１．研究開始当初の背景 
 個体や組織を使ったゲノミクスやプロテ
オミクス研究、および実験的手法による細胞
のシグナル伝達機構研究の急速な進展によ
って、創薬のターゲットとなる疾患鍵分子、
あるいは標的パスウェイが次々に同定され
て来るにつれて、以前は酵素−基質相互作用
が主体であった低分子化合物による制御ポ
イントが、受容体やアダプター分子のような
非酵素蛋白質の蛋白質−蛋白質相互作用
（Protein-protein interface, PPI）にシフト
してきている（図１）。比
較的平坦で広い面積をも
つ PPI インターフェース
は低分子化合物による阻
害には向かないと信じら
れていたが、最近では
footprint overlap や
induced fit によってそれ
が克服可能であることが
示 さ れ (Wells, Nature 
2009)、PPI をターゲットにした創薬の重要
性が認識されつつある。特に、複雑な構造を
もつ天然物リガンドは PPI 阻害剤としての
ポテンシャルが高く、効率的な探索が急がれ
ている。ところが PPI は文字通り「結合」で
評価するしかないため、酵素を標的とした化
合物探索に比べて大きな困難をともなう。な
かでも蛋白質性の細胞外リガンドと細胞上
の受容体の結合は、組み換え蛋白質調製の困
難さから、直接これを評価するのではなく、
シグナル下流の細胞応答（例、[Ca2+]i変化な
ど）によって間接的に調べるのが一般的だが、
擬陽性の多さが大きな問題である。 
 応募者はこれまで一貫して「細胞外リガン
ドと受容体の相互作用の構造生物学的研究」
に力を注いで来た。蛋白質性細胞外リガンド
が細胞の運命と挙動を制御する例が次々と
明らかになり、それらと受容体の相互作用が
重要な創薬ターゲットとして認識されて行
くにつれ、これを直接的に評価して化合物の
探索やバリデーションに用いる一般的方法
論が欠如していることを痛切に感じるよう
になった。そこで最近、我々のグループで得
意とする動物細胞発現系を用いた高品質蛋
白質生産とその結晶構造解析、そして構造に
立脚した工学的改変のノウハウを結集し、酵
素 cutinase を融合発現することによる細胞
外リガンドの共有結合的標識技術を確立し
た。Cutinase は高等生物にはホモログの存在
しない細胞外エステラーゼであり、自殺型基
質 p-nitrophenyl phosphonate (pNPP)誘導
体と 1段階で反応して共有結合的標識が完了
する（図２）。活性を保ったまま精製するこ
とが困難な細胞外リガンドも、cutinase 融合
により未精製のままで蛍光標識することが
可能になり、受容体発現細胞との相互作用を、
二次的試薬を使わないで可視化、定量できる。
この方法はライブセルイメージングにも応
用可能であり、ＰＰＩ阻害化合物のスクリー

ニングだけでなく、天然物リガンドの代表的
疾患鍵分子パスウェイにおける標的ポイン
トの同定や、その作用機序の解明にも有用で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、蛋
白質リガンドと
受容体の相互作
用を直接かつ簡
便に評価できる
系の確立を通し、
これまで困難で
あった PPI 阻害
化合物の効率
的な探索およ
び作用メカニ

ズムの同定、さらには論理的分子設計を可能
にする立体構造情報取得の加速を図ること
を目的とする。本研究では、cutinase 融合標
識法を多くの細胞外リガンドに適用してＰ
ＰＩ阻害評価を行う系としての汎用性を確
認すること、レセプター−リガンド系の例と
して様々な細胞移動を制御する重要なパス
ウェイであるセマフォリン(Sema)-プレキシ
ン(plexin)結合系を取り上げてこれを阻害す
る化合物を創製すること、を達成目標とし、
さらに可能であれば領域内の研究者との共
同により標識プローブの多様化および適用
可能なＰＰＩの拡張（細胞内反応への対応）
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、酵素 cutinase 融合発現によ
る細胞外リガンドの共有結合的標識技術を
PPI 阻害物質の評価系として完成させ、そ
の応用も図る。具体的な実験方法は以下の
通り。 
pNPP-probe の作製 
 チオール基を持つ pNPP-SH を合成し、
このチオール基を利用して、マレイミド構造
を持つ各種標識プローブと結合させ、HPLC
により反応物の分画を行い、MS スペクトル
解析により生成物を同定した。得られたプロ
ーブは DMSO に溶解し、10mM のストック
溶液を作成した。 
cutinase 融合リガンドの作成 
 細胞外リガンドとしては sema6A および
sema3A を用い、両者の N 末端に cutinase
の配列を融合した。作成したコンストラクト
はHEK293T細胞に一過性にトランスフェク
ションし、24 時間後の上清を使用した。標識
には pNPP-probe を 100nM の濃度で培養上
清に加え、37℃で 15 分インキュベートする
ことにより行った。 
受容体発現細胞の作成 
 セマフォリン受容体である plexinA2、
plexin B1、およびニューロピリン(Nrp)-1 は
野生型全長タンパク質あるいは細胞内の C
末端に赤色蛍光タンパク質 DsRed を融合し、

図２. cutinase 融合標
識の原理 
 



HEK293T 細胞に一過性にトランスフェクシ
ョンした。化合物スクリーニング用の細胞に
おいては、PlexinA2ΔICD（細胞内の GAP
ドメインを欠失した変異体）を 安定発現す
る細胞を、Invitrogen 社の FlpInCHO シス
テムを用いて作製した。 
リガンド結合の可視化 
 受容体を一過性に発現する細胞にプロー
ブ化したリガンドを含む培養上清を加え、1
時間後に除去し、PBS で一回洗浄した後にホ
ルムアルデヒド固定を行った。細胞の観察は
BiorevoVZ-9000 顕微鏡（キーエンス）を用
いて行った。 
化合物スクリーニング 
 化合物は東京大学制御化合物ライブラリ
ーから供与を受けた。まず 384-well plate に 
PlexinA2ΔICD 安定発現 CHO 細胞を播種
した。翌日、細胞に濃縮した Sema6A 発現
培養上清 + Alexa488-pNPP + 化合物混合
液（終濃度 100µM）を添加し、37 ºC で一時
間インキュベートした。インキュベート後、
細胞を PBS で洗い、4% ホルムアルデヒド
で室温下 15 分間静置し固定化を行った。固
定液を除き、PBS で細胞を洗い、各ウェルの
蛍光強度をボトムリーディングプレートリ
ーダー (Infinite M200, Tecan 社)で計測した。 
 
４．研究成果 
 生細胞上での細胞応答や分子間相互作
用を解析するためには、標的分子を特異
的に、かつ、簡便に標識する方法が必要
である。現在、特定の分子を標識する方
法として、GFP などの蛍光蛋白質を目的
分子へ遺伝子導入する方法が主流となっ
ているが、GFP は細胞内タンパク質のた
め、細胞外リガンドの蛍光標識には不向
きであり、また蛍光プローブ化合物に比
べて蛍光強度が低く、安定性に劣るなど
の欠点がある。これにたいし、化学修飾
によって長寿命の蛍光物質をコンジュゲ
ートする方法もあるが、一般的なアミン
カップリング法などのケミカルな反応で
は、遺伝子導入法とは異なり、分子を部
位特異的に標識化することはできない。
またこのような標識には精製タンパク質
を用意する必要があり、発現精製の困難
な創薬ターゲット蛋白質には適用できな
い。今回用いるのは GFP の代わりに
cutinaseという酵素を標的分子に融合す
る方法である。cutinase そのものが光る
わけではなく、Cutinase と共有結合を形
成する低分子化合物、p-nitrophenyl 
phosphonate(pNPP)誘導体に、標識プロー
ブを結合させ、この pNPP-probe により
cutinase融合分子を標識する方法である
（図２）。 
 Cutinase とは、枝枯病の病原真菌、
Fusarium solani が産生する分子量 21 
kDa の球状タンパク質で、活性中心ポケ
ットに、セリンプロテアーゼ様の 

Ser-His-Asp の catalytic triad を持つ
エステラーゼである。Cutinase の N 末
端と C 末端は近接していることから、標
的分子のドメイン間、さらには、ドメイ
ン内ループに挿入することが可能であり、
また、哺乳動物中に Cutinase 相同タン
パク質が存在しないことから、細胞を用
いた場合にバックグラウンドが低いとい
う利点がある。まず pNPP-Alexa488 を作
製した。pNPP-SH と Alexa488-マレイミ
ドを 4℃で一晩反応させ、反応液の HPLC 
分画を行ったところ、反応液中に、
Alexa488－マレイミドのみのピークは消
失し、両者のピークではない溶出時間に、
新たなピークが現れた。このピークの MS
スペクトル解析を行ったところ、予測し
ていた分子量と一致したことから、
pNPP-Alexa488 であると同定した（図 3）。 

 
次に、細胞培養上清中に分泌された
Cutinase融合リガンドに対して上記の標
識プローブを反応させた結果、100nM の
終濃度で加えた場合 37℃、15 分という条
件で反応が完了した。これによって、細
胞培養液中という夾雑物の極めて多い条
件下で目的分子を一段階で標識できるこ
とがわかった。次にこの標識リガンド含
有上清を受容体発現細胞に加えた結果、
それぞれのリガンドに対応する受容体を
発現する細胞のみに蛍光の集積がみられ、
特異的な結合が検出可能であった（図４）。 



 次に、リガンド結合の阻害をハイスル
ープットでアッセイする系への応用を試
みた。作成した PlexinA2ΔICD 安定発現
細胞は、sema6A の結合を検出可能なレベ
ルにまで PlexinA2ΔICD を高発現して
おり、また、スクリーニング操作の際に
剥がれてしまわない細胞種である。この
細胞を 384-well プレートに接着させた
実験系の条件検討をおこない、cutinase
融合 Sema6Aと生細胞上のPlexinA2 との
結合を可視化できることを示した（図5A）。
化合物は多くの場合 DMSO に溶解してい
るので、スクリーニングの際に DMSO の影
響がどのくらいあるかが重要である。右
図のように、このシステムでは DMSO 濃度
が１０％という非常に高い条件でもシグ
ナルにさほど影響がないことがわかった
（図 5B）。 

つぎに、本法がスクリーニング系として
用いることができるかどうかを、各種パ
ラメータを算出することで評価した。ア
ッセイデータの指標には以下の４つのパ
ラメータが用いられる。 
（１）CV 値（変動係数、coefficient of 

variation） 
 CV(%)=標準偏差(SD)/平均(Av) で与

えられ、どれ位ばらつきがあるのかの
指標。CV 値 10%以内が求められる。 

（２）S/B 比（signal to background 
ratio） 

 S/B=Av100%/Av0% で与えられ、反応
前後におけるシグナル強度の比を表
す。S/B 比 2 以上が求められる。 

（３）S/N 比（signal to noise ratio） 
 S/N=(Av100%-Av0%)/SD0%  で与えら

れ、ベースのばらつきに対するシグナ
ルの大きさの比を表す。 

（４）Z’-factor 

 Z’=1-(3xSD100%+3xSD0%)/(Av100%-A
v0%) で与えられ、データのばらつき
やシグナル強度から計算されるアッ
セイ系の質の目安となる数字。アッセ
イ系の精度を表す最も重要な指標。
Z’値 0.5 以上あれば系として合格と
見なされる。 

今回のスクリーニングの CV (%) は 
3.65〜6.74 (平均 5.1%) であり、「10%
以内」の条件をクリアしていた。S/B 
(Signal to Background) 比は 2.31〜
2.69 (平均 2.5) であり、「2.0 以上」の
条件をクリアしていた。Z’-factor は 
0.54〜0.73 (平均 0.63) であった。「0.5
以上」の条件をクリアしていた。以上の
結果から、Cutinase 融合分子を用いた本
アッセイ系は、値のバラツキが少なく、
positive control：background 比が高い、
スクリーニングを行う上で申し分のない
精度であることがしめされた。 
 次に、確立した方法を用いて東大化合
物ライブラリーから供与された 960 化
合物についてスクリーニングを実施した。
960 化合物は(株)ファルマデザインの古
谷先生、安野先生によって約 20 万個の
化合物群から選別していただいた。はじ
めに、PlexinA2 のポケットは Bcl-X の
ポケットと類似していることから、既知
のBcl 阻害化合物 (110 個) の類似化合
物 3,666 個をピックアップした。また、
Bcl 阻害物質は MDM に対する阻害活性
もあるとの報告から、MDM 阻害化合物 
(152 個) の類似化合物 1,117 個をピッ
クアップした。さらに、その他の 既知
PPI 阻害化合物 (3137個) の類似化合物 
11,254 個をピックアップした。これら約
16000 個の化合物を分子量 250〜800 で
あること、水溶性予測値 1 mM 以上であ
ること、忌避構造含有化合物を除去する
ことなどの条件を経て、960 化合物にま
で絞った。その結果、960 化合物のうち
Sema6A/PlxnA2 相互作用を 100µM で７
０％以上阻害する化合物が３３個得られ



た（図６）。その後、これら化合物につい
て濃度依存性や特異性を検討したが、残
念ながら 10µM 以下の濃度で再現性良く
Sema6A/PlxnA2 相互作用を阻害し、かつ
細胞毒性を持たない化合物は発見できな
かった。 
 結論として、本研究では有望な化合物
の同定には至らなかったが、cutinase 融合
法によって、リガンドを精製することな
く、極めて簡便に受容体を発現する細胞
への結合を測定できること、そして適切
な接着性細胞を用いることにより、リガ
ンド-受容体相互作用を阻害する化合物
のハイスループットスクリーニングを構
築できることを明らかにした。 
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