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研究成果の概要（和文）：生きた細胞内において，さまざまな化学的プロセスや情報伝達は，主

にタンパク質間相互作用を介して行われている．よって，生体内でのタンパク質間相互作用を

非破壊的に観察することは，生命科学研究の上で重要なテーマのひとつである．本研究では，

これまで見ることが困難であった，生きた動物細胞内のタンパク質 3 分子間相互作用を高感度

にリアルタイム検出する機能的発光タンパク質分子の開発を行った． 

 

研究成果の概要（英文）：Various chemical processes and signal transductions are mainly executed by 

protein–protein interaction.  Therefore, it is important to monitor protein–protein interactions in living 

cells non-invasively.  In this study, I developed a bioluminescent probe for highly sensitive real-time 

sensing of the formation of protein ternary complexes in living mammalian cells.   
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１．研究開始当初の背景 

線虫・シロイヌナズナ・マウスなどのモデ

ル生物に続き，ヒトのDNA情報も解明され，

ポストゲノム時代を迎え，生命科学の研究対

象は，遺伝子からタンパク質へと移り変わっ

ている．生体内では，細胞内・外のさまざま

な情報伝達や化学的プロセシングのほとん

どがタンパク質間相互作用を介して実行さ

れている．タンパク質間相互作用が，生体内

のいつ・どこで・どれぐらい起きているかを

分析することは，生命科学のみならず化学研

究においても重要なテーマのひとつである．
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生体内のタンパク質動態を分析する際，生体

組織の切片や破砕した数千万個の細胞を用

いてサンプルを調製し，顕微鏡や質量分析装

置にて解析する手法が広く行われている．こ

れらの手法は「破壊分析」であるため，結果，

サンプル調製時にタンパク質の局在，リン酸

化や糖鎖修飾などの情報，タンパク質間相互

作用，といった生命システムの根幹をなして

いる動的なネットワーク情報の一部が損な

われてしまう．したがって，生体内における

「生きた」タンパク質動態をリアルタイム解

析するためには，非破壊的かつ高感度に標的

分子を検出する手法が必須である．近年では，

蛍光・発光タンパク質を利用し，生体内での

タンパク質間相互作用を非破壊的にリアル

タイム検出するための手法が数多く開発さ

れている．それらの手法は，タンパク質 2 分

子間の相互作用を非破壊的に観察する上で

は有用である．しかしながら，実際には，生

体内でのタンパク質間相互作用に 3分子以上

のタンパク質が関わっていることが多い．し

たがって，今後の生命科学研究においては，

3 分子以上のタンパク質が関わるタンパク質

間相互作用をリアルタイムで高感度に検出

する手法の確立が重要である． 

 

２．研究の目的 

本研究では，生きた動物体内のタンパク質

3 分子の相互作用を高感度にリアルタイム検

出する発光タンパク質分子の開発を行う．具

体的には，ウミシイタケ由来ルシフェラーゼ

（Renilla reniformis luciferase; Rluc）を利用し，

3 分子のタンパク質が相互作用して初めて発

光活性を回復するキメラタンパク質分子を

作製する．作製した発光タンパク質分子を用

い，臨床で用いられている薬物の約半数が標

的としている G タンパク質共役型受容体

（GPCR）に関連する G タンパク質サブユニ

ット α，β，および γ（それぞれ Gα，Gβ，およ

び Gγ）の複合体形成を非破壊的に可視化検出

する． 

 

 

３．研究の方法 

Rluc の立体構造，およびタンパク質 2 分子

間相互作用検出のための分割 Rluc に関する

既報に基づき，タンパク質 3 分子間相互作用

を検出する機能的発光タンパク質分子の設

計を行う．作製したキメラタンパク質分子を

利用し，生きた動物細胞内での G タンパク質

サブユニットの 3量体形成をリアルタイム検

出する手法を確立する． 

分割 Rlucの設計 

Rluc のアミノ末端から数えて 91/92 番目ま

たは 229/230 番目のアミノ酸で分割した Rluc

にタンパク質XおよびYを連結したキメラタ

ンパク質が，X と Y の相互作用にもとづき近

接すると，分割 Rluc は相補的に再構成し，本

来の発光活性を回復することが報告されて

いる．まず，Rluc をアミノ末端から数えて残

基数 1～91（Rluc-α），92～229（Rluc-µ），230

～311（Rluc-ω）の 3 断片に分割する．分割し

た Rluc の 3 断片に，相互作用して複合体を形

成する 3つのタンパク質を連結したキメラタ

ンパク質を設計する． 

3断片 Rluc を用いた Gタンパク質サブユニ

ットの 3量体形成のリアルタイム検出 

臨床で用いられているさまざまな薬剤の

標的受容体であるGPCRにリガンドが結合す

ると，G タンパク質サブユニットが 3 量体を

形成する，もしくは 3 量体が解離することが

知られている．Rluc の 3 断片に Gα，Gβ，お

よび Gγを連結したプローブ分子を作製し，動

物細胞に発現させる．この動物細胞を GPCR

のリガンドで刺激することで G タンパク質

サブユニットが 3 量体が形成され，Rluc が再

構成されることを，Rluc 発光基質セレンテラ

ジンの添加後に発光強度を測定することで

検証する． 

 

４．研究成果 

作製したプローブを用い，GTP 結合型タン

パク質のサブユニット α，β，および γ（それ

ぞれ Gα，Gβ，および Gγ）の 3 量体形成の可

視化検出を行った．GPCR のひとつである

ADRA2A を発現する細胞に，分割 Rluc 断片



を連結した Gα，Gβ，および Gγを発現させた．

ADRA2A のリガンドである UK14304 で細胞

を刺激したところ，Gα，Gβ，および Gγ の解

離に基づく発光強度の減少が観察された． 

また，ALK5 によりリン酸化されることで

3量体を形成する Smad2および Smad4の可視

化検出を行った．不活性型 ALK5（ALK5TD）

もしくは常時活性型 AKL5（ALK5KR）を発

現する細胞に分割 Rluc 連結 Smad2 および

Smad4 を発現させた．ALK5KR 発現細胞から

高い発光値が観察され，その値は AKL5TD の

約 2 倍であった． 

以上のことから，開発した 3 分割 Rluc は，

タンパク質の 3量体形成の可視化に応用化の

である． 
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