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研究成果の概要（和文）： 
相互作用に関与する２種のタンパク質の発現量を、ペプチド核酸導入ペプチドを用いることに

より自在に変化させることで、動物由来の生細胞内でのタンパク質同士の相互作用を詳細かつ

定量的に解析できる系の構築を目指した。具体的には、新規タンパク質発現制御システムの構

築、自己相互作用をモデルにした細胞内外における相互作用検出系の構築、高効率解析を実現

するための細胞アレイの構築の三点の基盤的事項の確立に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Construction of quantitative analysis system for protein-protein interaction inside 
animal-derived cells was attempted with controlling those protein expression levels using 
peptide nucleic acid (PNA)-peptide conjugates.  We successfully achieved three 
indispensable basic elements for the system as follows: (1) construction of novel 
protein-expression control system, (2) construction of detection system for self-assembly 
reaction as a first step in establishing the analysis system of protein-protein interaction 
inside cells, (3) construction of cell array system for high-throughput analysis.    
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１．研究開始当初の背景 
細胞内では、機能特性をもった生体分子の相
互作用によるネットワークが、様々な生命現
象の根幹をなしている。これら生体分子間の
連続的かつ複雑に絡むネットワークは、生体

分子の量や機能活性・結合力などにより緻密
かつ動的に制御されている。ポストゲノム時
代と言われる現在、この細胞内分子間ネット
ワークを解析するためには、細胞内において
目的生体分子の発現量を調節して、相互作用
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を詳細かつ定量的に評価できる系が必要と
なる。試験管内とは異なり、細胞内は分子が
かなり込み合ったクラウディング状態であ
る。一部の生体分子、例えば DNA などでは、
PEG を利用した擬似細胞環境における相互
作用解析に成功している（S. Nakano et al. 
(2004) J. Am. Chem. Soc. 126, 14330 など）。
しかしながら、実際の細胞内での挙動との比
較や、DNA のみならずタンパク質など他の
生体分子の相互作用を評価するためには、細
胞内で直接測定できる系が必要となる。細胞
内相互作用の結合定数などの詳細なパラメ
ータを求めることが出来れば、試験管内とは
異なり正確に細胞内での実際の相互作用を
把握できることになる。以上が達成できれば、
タンパク質ネットワークの化学的視点によ
る詳細な解析が可能となり、それを応用した
タンパク質工学・細胞工学への展開など、医
療・材料・学術分野に大きく貢献できると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
細胞内でタンパク質の相互作用を定量的に
解析できる技術は、試験管内よりもより正確
な細胞内での実際のタンパク質の相互作用
や作用機序の把握につながり、この知見をも
とに細胞内タンパク質間ネットワークの制
御や、成長・分化・細胞死といった細胞の生
理的活動の調節などへの展開が期待できる。
本研究では、目的の相互作用に関与する２種
のタンパク質の発現量を、ペプチド核酸
(PNA)導入ペプチドなどを用いることにより
自在に変化させることで、動物由来の生細胞
内でのタンパク質同士の相互作用を詳細か
つ定量的に解析できる系の構築を目指した。
そのために、（１）新規タンパク質発現制御
システムの構築、（２）自己相互作用をモデ
ルにした細胞内、近傍における相互作用検出
系の構築、（３）高効率解析を実現するため
の細胞アレイの構築、の三点の基盤的事項の
確立を主に行った。これらの技術を組み合わ
せることで、今後、細胞内タンパク質の相互
作用を詳細に解析できる系の確立が期待で
きる。このような系が構築できれば、その知
見から細胞工学やタンパク質工学への応用
が期待でき、医療・材料・学術分野に大きく
貢献できると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）新規タンパク質発現制御システムの
構築 

上記目的を踏まえて、まずは細胞内で複数種
のターゲットタンパク質の発現量を別々に
制御できる系の構築を試みる。発現制御には、
核酸に高次構造を取らせてその立体障害に
よって転写や翻訳を制御する、ペプチド核酸
（PNA）導入ペプチドを用いる新規の方法を

検討した。具体的には、グアニンに富む核酸
配列を四重鎖構造へ誘起させ、さらに特定
の酵素の発現などの細胞内環境変化でその
核酸構造を変化させる、PNA含有ペプチド
の創製を行った。本ペプチドはグアニン
PNAに富んだ配列により核酸の四重鎖形
成を誘起させる部位と、プロテアーゼ基質
配列部位から構成される。これにより、プ
ロテアーゼ非存在下では本ペプチドは核酸
の四重鎖構造形成を誘起し、プロテアーゼ
存在下では本ペプチドが切断されてその構
造誘起能を失うという核酸構造制御系が構
築できる。 

 

（２）自己相互作用をモデルにした細胞内、
近傍における相互作用検出系の構築 

相互作用解析の第一段階として、細胞内での
アミロイドβペプチド(Aβ)の凝集（自己相
互作用）の度合いを検出できる蛍光・発光
タンパク質融合Aβを構築し、自己相互作用
の詳細解析系の構築を試みることにした。
実際に本タンパク質を外側から添加するこ
とによる細胞の外側、近傍でのAβの凝集の
様子、あるいは本タンパク質を細胞内で発
現させて内側でのAβの凝集の様子を観察
した。 
 
（３）高効率解析を実現するための細胞アレ
イの構築 
相互作用を詳細に解析するためには、目的タ
ンパク質の発現量を様々に変化させた多数
の細胞を網羅的に測定できるシステムが求
められる。そこで、網羅的検出・解析が可能
となるように、細胞アレイの構築を行った。
具体的には、細胞の生理的活動の度合いを検
出・解析できる系の確立を目指し、そのモデ
ルとして、ペプチドライブラリの細胞死活性
を解析する系の確立を試みた。また、細胞内
を詳細に解析できる共焦点顕微鏡を用いた
解析法も構築した。 
 
４．研究成果 
（１）新規タンパク質発現制御システムの構
築 (図１) 
プロテアーゼ基質配列をもつPNA導入ペ
プチドの設計・合成をまず行った。次に、
このペプチドの添加による核酸の四重鎖構
造の誘起を円二色性スペクトル、紫外可視
吸収スペクトルによる融解曲線などで、確
認した。またプロテアーゼによるペプチド
の切断を高速液体クロマトグラフィーやマ
ススペクトルにより確認し、プロテアーゼ
によるペプチドの切断前後の核酸構造の変
化も確認した。以上の知見をもとに今後、
本ペプチドを用いて、実際に生体疑似環境
などでの四重鎖構造制御や、細胞内などで



 

 

本法を利用したタンパク質発現制御などの
系の構築が期待できる。本研究成果は、本
目標達成のみならず、動物細胞内で成長や
細胞死、分化や疾病などに関与するタンパ
ク質の発現制御が可能であるので、細胞の
生理的活動の調節などへの応用にもつなが
り、細胞工学分野における革新的な技術と
なり得ることが期待できる。(Peptides 2010, 
2010, 608-609 (2010)) 
 

図1 本研究の概要 
 
（２）自己相互作用をモデルにした細胞内、
近傍における相互作用検出系の構築 
Aβとの親和性および構造変化を見込むため
に、Aβ認識・構造変化部位として、Aβの全
配列や部分配列を用い、構造変化に伴う蛍
光・発光変化には蛍光タンパク質 EYFP 
(Enhanced Yellow Fluorescent Protein)と発
光タンパク質 hRluc (humanized Renilla 
luciferase)を Aβ配列両末端にそれぞれ配置
した融合タンパク質を構築した（図２）。そ
の結果、蛍光により Aβの分布を把握するこ
とができ、発光により Aβの構造変化を把握
することができる検出系を確立することが
できた。細胞にこの融合タンパク質と Aβを
混合し凝集させたものを添加したところ、Aβ
の細胞表面の局在を蛍光によって検出する
ことができた。今後は共焦点顕微鏡を用いて、
細胞内の詳細なAβ分布の解析を行っていく。
以上の知見は、いまだ完全には解明されてい
ない Aβの神経細胞毒性機構および、細胞内
外や近傍での挙動、オリゴマーや線維と毒性
の関係などの解明にもつながり、医療分野に
も大きく貢献できると考えられる。(Peptide 
Science 2009, 2009, 111 (2010), Peptides 
2010, 2010, 488 (2010)) 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 本研究で用いた融合タンパク質 
 
（３）高効率解析を実現するための細胞アレ
イの構築 
多数の定量的データを一度に迅速に取得で
きるよう「細胞の生理的活動解析用アレイ」
の構築も行った。まず、細胞死活性を有する

ペプチドの高効率探索法をモデルとしてア
レイ構築法を検討することにした（図３）。
細胞種や分化の違いなどによって、細胞死活

性が異なるペプチドを見出せれば、組織構築
の際にある特定の細胞を除去し、別の特定の
細胞だけの成長を促すことができ、細胞工学、

組織工学への応用が期待できる。α−へリック
スペプチドアレイ (FEBS J., 277, 1996 
(2010), Methods. Mol. Biol., 570, 273 
(2009))を用いてアッセイで得られた結果を、
色のバーコードで表したものが「セルフィン
ガープリント(CFP)」であり、細胞死などの

応答を指標に、細胞種や分化の度合いなどが
特徴づけられることを示せた。さらにCFPを
解析することにより、ある特定の細胞種のみ

細胞死を導くペプチドも見出せる。また、詳
細な解析が可能な細胞観察用アレイ開発に
向け、共焦点顕微鏡を用いた検出法も確立し

た。モデルとして、細胞膜透過活性を有する
ペプチドの探索を行った。近年、膜透過ペプ
チドをキャリアとして、様々な機能分子を細

胞内に導入する研究が盛んに報告されてお
り、前述の細胞死との結果も組み合わせ、特
定の細胞に導入されて細胞死させるペプチ

ドや導入されても局在の仕方が異なるペプ
チドなどが探索できれば、工学上意義高いも
のとなる。このような観点から、共焦点顕微

鏡を用いてより詳細な膜透過活性の解析を
行うことで、新規膜透過ペプチドの探索を目
指した。本法は現状では効率性には欠けるも

のの、一細胞ごとに細胞内の様子を観察でき
る点で重要な方法である。また、膜透過に限
らず、細胞制御分子による細胞の局所的な変

化の解析は今後、さらに需要が高まると考え
られ、共焦点顕微鏡の自動スキャンなどの機
械工学的な技術の開発や、情報処理技術との

融合による画像の高効率なデータ化方法の
確立などが必要となる。本アレイは、次世代
アレイの有力な候補であり、本解析だけでは

なく、創薬スクリーニングや診断にも応用が
可能であり生命科学分野の有用なツールの
一つになると期待できる。 (「化学フロンテ

ィア２２ 生命現象を理解する分子ツール」、
化学同人、79 (2010)、「シングルセル解析の
最前線」、シーエムシー出版、17 (2010)) 

図 3 細胞死活性検出用細胞アレイの概要 



 

 

以上を総合的に組み合わせていくことによ
り、当初の目的である細胞内のタンパク質相
互作用の詳細な解析が可能となる。これより、
本研究の目的であった解析システムの基盤
的技術の確立が達成でき、予定していた成果
を挙げることができた。 
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