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研究成果の概要（和文）：本研究では受容体やその下流のシグナル伝達分子を用い、細胞内のタンパク質間相互
作用に伴う細胞の増殖の有無を検出する新しい細胞内タンパク質間相互作用検出技術を開発した。本手法では、
タンパク質間相互作用の検出感度を小分子の添加によって調節可能であった。本手法を用いて、ペプチド-タン
パク質ドメイン間相互作用を汎用的に検出でき、高親和性細胞内抗体をライブラリーからスクリーニングするこ
ともできた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed a new intracellular protein-protein 
interaction detection technology that detects cell proliferation associated with intracellular 
protein-protein interactions using a receptor or a signaling molecule downstream of receptors. In 
this method, the detection sensitivity of protein-protein interactions could be adjusted by adding a
 small molecule. Using this method, peptide-protein domain interactions could be detected generally,
 and high-affinity intracellular antibodies could be screened from a library.

研究分野： 細胞工学

キーワード： 蛋白質　相互作用　スクリーニング　シグナル伝達　　動物細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ガンや感染症などの疾患は現代社会における脅威であるが、種々の疾患に対する効果的な治療薬は未だ確立され
ていないのが現状である。一方で、生体内のプロセスはほぼ全てがタンパク質間相互作用に支配されており、タ
ンパク質間相互作用を標的とした創薬は無限の可能性がある。本研究では、種々の疾患の原因となるタンパク質
間相互作用を標的として、生きた細胞内での治療薬のスクリーニング技術を開発したことから、学術的・社会的
意義は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ガンや感染症などの疾患は現代社会における脅威である。ガンは日本人の死因の約３割にも

のぼる一方、種々のガンに対する効果的な治療法は未だ確立されていない。また、近年のデング

ウイルス・エボラウイルス・コロナウイルスの蔓延に代表されるように、世界ではたびたび高病

原性ウイルス・細菌が出現し、多くの感染症死者が出ている。グローバル社会である現在、我が

国にもこれらの脅威が到達する可能性は高く、感染症の予防法や治療法の開発は喫緊の課題で

ある。 

従来のこれらの疾患の治療薬は、それぞれの疾患に特異的なタンパク質、主に酵素を分子標的

として選び、それに作用して活性を阻害する薬剤をスクリーニングするという戦略が主体であ

る。しかし、内在性の他の類縁タンパク質にも作用する場合、これらの薬剤は副作用を示してし

まうため、限界がある。一方、新しい創薬の概念として、タンパク質間相互作用を標的とした阻

害剤探索が最近注目されてきている。生体内のプロセスはほぼ全てがタンパク質間相互作用に

支配されていることから、タンパク質間相互作用を標的とした創薬は無限の可能性がある。しか

し、タンパク質間相互作用の結合界面は一般的に広く扁平であるため、その阻害剤の合理的設計

や探索は、従来の酵素阻害剤探索と比べてはるかに困難である。また、in vitro の環境は、多く

の分子が共存する細胞内環境と大きく異なっているため、スクリーニング手法としては、生体内

での薬効をできるだけ正確に予想できるという観点から、細胞を用いたアッセイ系が望ましい。

従って、生きた細胞内の crude な環境下でタンパク質間相互作用を検出し、かつ有用な阻害剤

を簡便にスクリーニングできる手法の開発が求められている。さらに、阻害剤として低分子化合

物のみならず、結合界面がより大きくなる「ペプチド」をベースとしたライブラリースクリーニ

ングも可能な手法であることが望ましい。 

 

２．研究の目的 

以上で述べたように、タンパク質間相互作用を標的とした創薬は近年新しい概念として注目

されており、生きた細胞内の crude な環境下で創薬の候補ペプチドや化合物を簡便にスクリー

ニングできる手法の開発が求められている。そこで本研究ではレポーター分子として受容体や

その下流のシグナル伝達分子を用い、細胞内のタンパク質間相互作用に伴う細胞の「増殖」の有

無をリードアウトとして検出する新しいプラットフォーム技術を確立する。このとき、タンパク

質間相互作用の検出感度が調節可能であるように分子デザインを行い、検出されるアフィニテ

ィーに閾値を設けながらスクリーニングを行うことで、優れた親和性を持つ創薬分子を親和性

成熟によって合理的に得る手法を開発する。 

 

３．研究の方法 

(1) KIPPIS 法の汎用性の検証 

増殖因子受容体の一種である幹細胞因子受容体（c-Kit）を用い、c-Kitの細胞内ドメインを相

互作用タンパク質ペア(bait と prey)の C 末端側にそれぞれ連結したキメラタンパク質を構築す

る。また、bait、prey キメラの N 末端側にヘルパーモジュールとして FKBP12 の変異体（F36V）

をそれぞれ連結する。このヘルパーモジュールは、小分子リガンドである AP20187を添加する



 

 

とホモ二量体を形成し、bait-prey 間相互作用をアシストする。加える AP20187 の濃度を変化

させることで、相互作用検出感度を制御することが可能となる。これまでに、モデルとなるタン

パク質間相互作用ペアを用いて KIPPIS 法の基本原理は実証済みであったが、それが汎用的で

あるかについては未解明であった。そこで、本手法がペプチドとタンパク質ドメイン間相互作用

の検出に適していることを鑑み、がんや感染症の原因タンパク質のうち６つのペプチドとタン

パク質ドメインのペアを選び、これらの相互作用を検出できるかを検証した。 

 

(2) SOLIS 法による細胞内抗体スクリーニングの実証 

相互作用を検出したいタンパク質ペアを bait, prey とし、SOS を bait の C 末端側に連結す

る。prey は C 末端側に赤色蛍光タンパク質 mCherry を介し膜アンカリング配列と融合して膜

に局在させる。bait と prey の間で相互作用があると、これらはヘテロ二量体を膜近傍で形成す

ることが予想されるが、bait-prey 間相互作用がない場合、SOS が充分に膜に近接せず、内在性

の Ras を活性化できない。一方、bait-prey 間相互作用があれば SOS は充分に膜に局在し、内

在性の Ras を活性化できると考えられる。Ras が活性化されると、下流の MAP キナーゼカス

ケードが働くことによって細胞増殖が誘導される。本研究では、baitとして緑色蛍光タンパク質

（GFP）、prey として抗 GFP抗体とその相互作用界面のアミノ酸残基をランダム化したライブ

ラリーを用いて、SOLIS 法による細胞内抗体スクリーニングが可能であるかを検証した。 

 

４．研究成果 

(1) KIPPIS 法の汎用性の検証 

6種類のペプチド、またはタンパク質ドメインと受容体チロシンキナーゼ c-Kit の細胞内ドメ

インを連結し、さらに小分子 AP20187依存的に相互作用を補助するヘルパーモジュールを連結

したキメラ受容体遺伝子を構築した。これらと抗生物質耐性遺伝子をレトロウイルスベクター

に搭載し、IL-3 依存性 Ba/F3 細胞に遺伝子導入して抗生物質選択後、安定発現株を得た。増殖

アッセイの結果、６つのペアいずれにおいても、ペプチド-タンパク質ドメイン間相互作用に応

じた細胞増殖が見られた。このとき、相互作用しないペプチド-タンパク質ドメインペアを導入

したネガティブコントロールでは全く細胞増殖が見られなかったことから、特異性が担保され

た検出系であることが示された。さらに、その相互作用検出感度をヘルパーモジュールに結合す

る小分子 AP20187の濃度で制御することが可能であった。以上より、本法によってペプチド-タ

ンパク質ドメイン間相互作用を汎用的に検出可能であることを実証した。 

 

(2) SOLIS 法の開発と細胞内抗体スクリーニングの実証 

まず、GFPと SOS を融合したキメラタンパク質、および細胞内抗体ライブラリーを mCherry

を介して細胞膜局在モチーフ配列と融合したキメラタンパク質をコードする遺伝子を設計した。

抗体の抗原認識に関わるアミノ酸残基をアラニン置換したネガティブコントロールを用意し、

そのアラニンにランダム変異を導入した抗体ライブラリーを構築した。得られた抗体ライブラ

リーキメラタンパク質をコードするレトロウイルスライブラリーを作製した。これを、抗原であ

る GFPと SOSとの融合タンパク質を発現させた IL-3依存性 Ba/F3細胞に遺伝子導入し、安定

発現細胞ライブラリーを取得した。得られた細胞をマルチウェルプレートに播種し、IL-3 非存

在下で培養することで生き残り増殖してくる細胞クローンをスクリーニングした。得られた細

胞クローンからゲノム PCRにより、各クローンにおけるランダム化部位の配列を同定した。各



 

 

クローンの抗原結合親和性や結合カイネティクスを表面共鳴エネルギー法によって定量的に解

析した結果、本法によって高親和性細胞内抗体をスクリーニングすることが可能であることを

実証した。 
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