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研究成果の概要（和文）：(I) 解析対象とするタンパク質に光反応性を持つ非天然型アミノ酸を
導入し，細胞内での相互作用因子とクロスリンクさせ，捕捉した相互作用相手を質量分析によ

って同定する手法の開発を行った．また，長いリンカーを持つ新規光反応性アミノ酸をタンパ

ク質に導入することに成功し，広い範囲でのクロスリンクを可能にした．(II) 細胞膜上におけ
る RAMP とカルシトニン受容体様受容体の相互作用様式を結晶構造解析と部位特異的光クロ
スリンクアッセイを駆使して詳細に明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：(I) I developed a system for the identification of proteins interacting 
with a given target protein, by site-specific incorporation of a photo-reactive amino acid 
into the target protein, in vivo photo-cross-linking to interacting proteins, and 
identification of thus captured proteins by comparative quantitative mass 
spectrometry analysis. A novel long chain photoreactive amino acid was also 
successfully incorporated into proteins, which enables wide-range photo-cross-linking 
of proteins. (II) I showed how RAMP and calcitonin receptor-like receptor interact with 
each other on the membrane of living cells by X-ray crystal structure analysis and 
site-specific photo-cross-linking assay.  
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１．研究開始当初の背景 
	 受 容 体 活 性 調 節 タ ン パ ク 質
（ receptor-activity modifying protein; 
RAMP）は RAMP1-3から成るファミリーを
形成する１回膜貫通型の膜タンパク質であ

る．RAMPの３つのファミリータンパク質は
それぞれカルシトニン受容体（CTR）もしく
はカルシトニン受容体様受容体（CLR）と複
合体を組み，３種類の生理活性ペプチドに応
答する計６つの異なる受容体を形成すると
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い う 興 味 深 い 性 質 を 持 っ て い る
（Christopoulos, G. et al. Mol. Pharmacol. 
1999）．CLRは血管内皮に多く発現している
一方，RAMPは様々な組織にブロードに発現
している．このことから RAMP のターゲッ
トはより広範に存在していると考えられた
ため，RAMP と相互作用する GPCR の探索
が精力的に進められてきた結果，RAMPと相
互作用する因子として４種類の class B 
GPCRに加え class C に属するカルシウム感
知受容体が同定された．しかしながら，これ
らの研究は相互作用すると考えられる
GPCR を RAMP と共に細胞に発現させた際
に複合体が膜表面に移行するかどうかを指
標にしたアッセイを中心に行われているた
め，予期しない相互作用因子については解析
できていない．また，一般的な相互作用解析
法である免疫沈降法では膜タンパク質複合
体を安定に単離することが難しいため，新規
相互作用因子の同定には不向きであると考
えられた． 
 
２．研究の目的 
	 本研究は，RAMPと複合体を形成すること
によって生じる新規生理活性ペプチド受容
体の発見を見据え，RAMP と相互作用する
GPCR を網羅的に同定することを主眼とし
て行った．具体的な目的は以下の通りである． 
 
(1) RAMP と相互作用する膜タンパク質を
網羅的に同定するための手法の確立 

 
(2) RAMP と相互作用する GPCR 群及びそ
の他の膜タンパク質の網羅的な同定 

 
(3) GPCRと RAMPの複合体としての解析 
 
（１）では，申請者らが独自に開発した「in 
vivo 光クロスリンク法」を改良する．「in vivo 
光クロスリンク法」は，①研究対象とするタ
ンパク質に対して，光クロスリンカーとして
働く「非天然型アミノ酸」を生細胞中で部位
特異的に導入し，②細胞に光を照射すること
で相互作用しているタンパク質との間に架
橋を形成させ，③安定化した複合体を細胞よ
り抽出・精製し，その構成成分をウエスタン
ブロットもしくは質量分析により解析し，細
胞内での相互作用因子を同定する方法であ
る．本研究では，これまで困難であった質量
分析による相互作用因子の網羅的同定を目
指す． 
 
（２）では，前述のクロスリンク法により
RAMP と相互作用する因子の同定を目指す．
一般に，膜タンパク質を細胞膜から抽出する
には比較的強い界面活性剤を用いる必要が
あるため，膜タンパク質を複合体として調製

するのは困難である．そのため，「in vivo 光
クロスリンク法」を用いて膜タンパク質複合
体を細胞内で安定化するアプローチは，膜タ
ンパク質間の相互作用解析のボトルネック
を解消する非常に有効な手段であると考え
る．  
 
（３）では，RAMP－GPCR 複合体の構造お
よび機能について結晶構造解析，クロスリン
クによる解析，生化学的解析によって詳細に
解析する． 
 
３．研究の方法 
	 
動物細胞内でのタンパク質への非天然型ア
ミノ酸導入	 
	 
	 動物細胞内に非天然型アミノ酸を認識す
るよう改変されたアミノアシル tRNA 合成
酵素（aaRS）変異体と対応するアンバー・
サプレッサーtRNA を発現させる．培養液中
に添加された非天然型アミノ酸は細胞内に
取り込まれ，変異型 aaRS の働きでサプレッ
サーtRNA に特異的に付加される．一方，目
的のタンパク質の遺伝子上において，目的の
部位を終止コドンの一つであるアンバー・コ
ドン（UAG）に改変しておくことで，望みの
部位に非天然型アミノ酸を持つタンパク質
を発現させることができる．クロスリンク能
を持つ非天然型アミノ酸としてトリフルオ
ロメチルジアジリニルフェニルアラニン
（tmdPhe），パラベンゾイルフェニルアラニ
ン（pBpa）を用いる場合は真正細菌由来チロ
シル tRNA合成酵素の変異体を，Nε-トリフ
ルオロメチルジアジリニルベンジルオキシ
カルボニルリジン（tmdZLys）を用いる場合
は古細菌由来のピロリジル tRNA合成酵素の
変異体を用いた． 

 

	 	  
	 	 図１	 本研究で用いた非天然型アミノ酸．	 
	 	 	 	 	 クロスリンク時の反応中心を○で示す．	 



細胞内光クロスリンクと相互作用因子の同
定 
 
	 クロスリンカーを導入したタンパク質が
発現する細胞に 365nm の波長を持つ光を照射
し，細胞内での相互作用因子とクロスリンク
させた．さらに，安定化した複合体を免疫沈
降法によって単離し，クロスリンク形成の有
無をウエスタンブロットによって検証した．
また，未知の相互作用因子の同定を質量分析
によって行うにあたり，免疫沈降で得られた
夾雑物を含む画分から，クロスリンクされた
ものだけを選択的に同定するために，比較定
量的質量分析法である SILAC法を採用した
（図２）．SILAC 法はコントロール群とサン
プル群に含まれるタンパク質の量比を質量
分析レベルで解析できる手法である．具体的

には，クロスリンカーを含有するタンパク質
を発現する細胞を２群準備し，サンプル群に
のみ光を照射して架橋反応を誘導する．両細
胞群からタンパク質複合体を免疫沈降によ
って調製すると，サンプル群には安定化され
たクロスリンク複合体が含まれる一方，コン
トロール群ではタンパク質複合体は解離す
る．結果として，両者に含まれる全タンパク
質を質量分析によって同定すると，サンプル
群にのみ濃縮されるタンパク質，すなわち，
クロスリンクした相互作用因子が同定でき
る仕組みである．	 
	 
４．研究成果	 
	 
「in vivo 光クロスリンク法」と質量分析を
組み合わせることによる内在性相互作用因
子の同定法の確立 

	 細胞内で生じたクロスリンク複合体の構
成成分を質量分析によって解析する手法の
開発を行った．具体的には HEK293 細胞中
に光クロスリンカーtmdPhe を部位特異的に
導入した GRB2 アダプタータンパク質を発
現させ，細胞に光を照射することで内在性の
相互作用因子とクロスリンクさせた．捕捉し
た相互作用因子群を，SILAC法を用いた比較
定量的質量分析によって同定した．この結果，
GRB2–SH2 ドメインの既知相互作用因子で
ある EGFR と SHP2 に加え，新規相互作用
因子として AF6 や GIT1，また，hnRNPF
を含む複数の RNA 結合タンパク質が同定さ
れた．AF6や GIT1は膜近傍に存在するタン
パク質複合体中に含まれ，また，その配列中
に GRB2-SH2 結合配列が見出されたことか
らアダプタータンパク質である GRB2 の結
合因子として妥当であると考えられた．一方
で，RNA結合タンパク質と GRB2-SH2の相
互作用に関する情報は殆ど無く，その相互作
用様式は不明であった．そこで，GRB2 と
hnRNPFの詳細な相互作用解析を行い，両者
の相互作用が細胞質内および核内で生じう
ること，GRB2の SH2ドメインと hnRNPF
の２番目の RRM ドメインとが相互作用する
こと，また，両者の相互作用にはリン酸化が
必須ではないことを示した [J. Mol. Biol. 
(2011)]．	 
	 
鎖長の長いクロスリンカーの開発とタンパ
ク質への導入	 
	 
これまで用いていたクロスリンクアミノ酸
は鎖長が短く，非常に限定的な範囲でしか反
応しないため，様々な相互作用因子を捕捉す
るためにはクロスリンカーの導入箇所を変
えた複数の変異体を用意する必要があった．
そこで，鎖長が長くフレキシブルな構造を持
ち，かつタンパク質中に部位特異的に導入可
能な新規クロスリンカー（Nε-トリフルオロ
メチル-ジアジリニル-ベンジルオキシカルボ
ニル-リジン:tmdZLys）を開発した．このク
ロスリンカーは，古細菌に由来するピロリジ
ル tRNA 合成酵素の変異体とピロリジン
tRNA を哺乳類培養細胞中に発現させること
で，目的のタンパク質に対して部位特異的に
取り込ませることができた．さらに，実際に
tmdZLys は既存のクロスリンカーと比較し
て広い範囲で対象タンパク質とクロスリン
クすることを示した[Mol. BioSyst. (2012)]． 
	 
RAMP-GPCR間の in vivo光クロスリンク 
 
当グループ内においてRMAP2細胞外ドメイ
ンと GPCR の一種であるカルシトニン受容
体様受容体(CRLR)の細胞外ドメインとの複
合体結晶構造が得られた．この複合体が実際

 

図２ SILAC法によるクロスリンク産物の同定 



に細胞膜上で形成されているかどうかを調
べるため，RAMP2 の様々な位置に光クロス
リンカーであるパラベンゾイルフェニルア
ラニン (pBpa)を導入した変異体を全長の
CRLR とともにヒト胎児腎臓細胞膜上に共
発現させ，細胞に UV照射した際のクロスリ
ンクの有無を調べた．その結果，結晶構造中
で見られた両者の相互作用領域の近傍に
pBpa を導入した時にのみクロスリンクが見
られたことから，この複合体が生体膜上でも
同じ様式で形成されていることがわかった 
[Protein Sci. (2012)]．また，RAMP1とCRLR
の相互作用様式についても同様に解析し，
RAMP2 を用いて得られた結果と比較したと
ころ，両者とも構造上ホモロジカルな位置で
クロスリンクが形成されたことから，CRLR
はRAMP1およびRAMP2と同様の様式で相
互作用していることが示唆された．さらに，
本研究成果を応用し，インターロイキン５と
その受容体，CD38 二量体の相互作用様式に
ついて in vivo 光クロスリンク法によって解
析し，その成果を報告した[Prot. Sci. (2012), 
Structure (2012)]． 
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