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研究成果の概要（和文）：最近我々が独自に開発した生体膜分子間相互作用解析法 EMARS 法を改

良するため、第二世代標識試薬を開発し、質量分析を基盤技術とするプロテオミクスによって

標識タンパク質を同定することを可能にした。また、EMARS 法を用いて、細胞外マトリクスタ

ンパク質や抗体医薬品の刺激による膜環境変化に伴う細胞膜分子間相互作用の変容を見出し、

生物情報発信に繋がる新たな分子の関与を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to improve the recently established method to analyze 
molecular interactions in the plasma membranes, called EMARS, we developed the second 
generation labeling reagent and enabled to identify proteins labeled by the EMARS method 
by using mass spectrometry-based proteomics technology. Furthermore, we found changes 
in molecular interactions in the plasma membranes elicited by stimulations with 
extracellular matrix proteins or therapeutic antibodies and elucidated the involvement 
of novel molecules in the signal pathway leading to the biological effects. 
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１．研究開始当初の背景 
 シンガー、ニコルソンの『流動膜モザイクモ
デル』（1972年）は広く受け入れられてきたが、
その後、生体膜の流動性には不均一性が存在
することがわかってきた。生体膜上の他と異
なる部分を膜マイクロドメインと呼ぶが、こ
こは、受容体タンパク質や膜脂質等の生体膜
構成要素が動的秩序体を形成して生物情報を
発信する場である。自己組織化したシステム

が形成する生物情報は、個々の構成要素を調
べ尽くしても解明できない。要素間の相互関
係を理解することが前提となる。 
 従来、膜マイクロドメインは、密度勾配超
遠心法を用いて中性界面活性剤不溶画分
（DRM）として分離されてきたが、これでは細
胞膜上に存在する多様な膜マイクロドメイン
を十把一絡げに集めていることになるので、
DRMに回収された分子が同じ機能クラスター
にいるとは限らない。DRMに回収されるタンパ
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ク質をプロテオミクスで網羅的に同定する研
究が行われているが、種類と量は判明するも
のの機能解析には至っていない。 
 最近、我々は、生体膜分子間相互作用解析
法を開発し、EMARS (Enzyme-Mediated 
Activation of Radical Sources) と命名した
（Kotani et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 105:7405-7409, 2008; 特願
2007-017667）。この方法は、アリールアジド
基を、紫外線ではなく西洋わさびペルオキシ
ダーゼ（HRP）の酵素作用でナイトレンラジカ
ルに活性化することに特徴がある。生細胞の
細胞表面の任意分子にHRPを固定した後、アリ
ールアジド-ビオチン（または他のタグ）を添
加すると、HRPによりアリールアジド基が活性
化され、近接分子が標識される（図１）。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 EMARS 法は、特別な機器を必要としない簡
便な方法であるが、未完成な部分を含み、誰
もが使える技術とはなっていなかった。この
ため、EMARS 法に改良を重ねて、生命科学研
究における有用性を実証することにより、幅
広く医学者や細胞生物学者に普及させたい
と考えていた。 
 
２．研究の目的 
 EMARS 法を改良して標識タンパク質の質量
分析による同定法を確立するとともに、外的
刺激や膜環境の変化に応じて細胞表面に局
在する特定分子と相互作用する分子群がど
のように変化するかを調べ、その変化に起因
して発信シグナルにどのような違いが生じ
るかを調べる。 
 
３．研究の方法 

（１）第二世代 EMARS標識試薬の使用と質量
分析による標識タンパク質同定法の確立 

 従来、EMARS 標識試薬として、市販品のア
リールアジド-ビオチン（Pierce 社）を使用
していた。この化合物のビオチン部分を蛍光
化合物のフルオレセインに置き換えたアリ
ールアジド-フルオレセインを合成した｛図
２｝。 

 

 

 

 

 

 

 

   

    図２ アリールアジドフルオレセイン 

アリールアジド-フルオレセインで標識する
と、標識タンパク質を蛍光イメージアナライ
ザーで直接検出することが可能になった。さ
らに、アリールアジド-フルオレセインは、
アリールアジド-ビオチンと異なり、細胞内
酵素（たぶんペルオキシダーゼ）では活性化
されにくい特性を有していた。このため、非
特異的標識が消失し、HRP に依存する特異的
標識のみを検出することが可能になった。 

 アリールアジド-フルオレセインを用いて
EMARS 法で近接分子を標識した後、界面活性
剤で細胞膜を可溶化して、フロレセイン標識
タンパク質を、抗フルオレセイン抗体ビーズ
を用いて精製濃縮した。精製したフロレセイ
ン標識タンパク質をトリプシンで限定分解
して、HPLCで蛍光標識ペプチドを分離した後、
MALDI-TOF/TOF MS分析で標識タンパク質を同
定した（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ EMARS 反応産物の免疫親和性クロマトグラフィ

ーによる精製濃縮と質量分析による同定 

 

（２）外的刺激や膜環境の変化に伴う細胞膜
分子間相互作用の変容と生物情報発信への
影響 

 三種類の細胞外マトリクス（ECM）タンパ
ク質（フィブロネクチン、ラミニン、コラー
ゲン）を別々にコートしたディッシュ上で
HeLa S3 細胞を培養し、時間経過を追ってイ
ンテグリンの近傍に会合する分子を、EMARS
法と受容体チロシンキナーゼ群を対象とす
る抗体アレイを用いて調べた。この方法によ
り候補分子として見出された ErbB4について、
細胞内局在、リン酸化、細胞伸展における阻



 

 

害剤や中和抗体の効果を調べた。 

 Ｂ細胞リンパ腫細胞表面に発現している
CD20 分子に対して、rituximab 他の抗 CD20
単クローン抗体を結合させ、それぞれの抗体
について CD20 の近傍に会合する分子を、
EMARS 法と受容体チロシンキナーゼ群を対象
とする抗体アレイを用いて調べた。この方法
により候補分子として見出された FGFR3につ
いて、細胞膜における局在、リン酸化状態を
調べ、細胞増殖阻害における阻害剤の効果を
調べた。 

 
４．研究成果 

（１）第二世代 EMARS 標識試薬の開発と質量
分析による標識タンパク質同定法の確立 

 従来、EMARS 法の標識試薬として市販品の
アリールアジド-ビオチンを使用していたが、
第二世代標識試薬としてアリールアジド-フ
ルオレセインを開発した（特願 2010-157181）。
この試薬を用いると二つの利点がある、第一
は、標識されたタンパク質を蛍光イメージ装
置で直接検出することができる（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図４．蛍光イメージャーによる標識分子の検出 

 第二は、アリールアジド-ビオチンを使用し
ていたときの問題点であった内在性酵素に
よる活性化（ノイズ）を減らす効果がみられ
た。フルオレセインで標識されたタンパク質
は、抗フルオレセイン抗体で分離濃縮できた
（図４）。 

 免疫沈降で分離した標識タンパク質をト
リプシン分解した後、MALDI-TOF/TOF 質量分
析装置で解析した結果、約３０種類の会合候
補分子を同定することができた（Proteomics 
2012）。 
 
（２）外的刺激や膜環境の変化に伴う細胞膜
分子間相互作用の変容と生物情報発信への影
響 

 HeLa S3 細胞において、β１インテグリン
と三種類の細胞外マトリクス（ECM）タンパ
ク質（フィブロネクチン、コラーゲン、ラミ
ニン）間の結合により、接着後時間依存的に

どのような受容体チロシンキナーゼ（RTK）
がβ１インテグリンと相互作用するかを、
EMARS 法を用いて網羅的に解析した。その結
果、β１インテグリンと相互作用する RTKは、
ECM の種類及び接着後時間依存的に変化して
いた。中でも、β１インテグリンと ErbB4 の
相互作用は接着後２時間で最大になり、同時
に ErbB4のチロシン残基の自己リン酸化も接
着後２時間で最大になることが分かった（図
５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ ErbB4のβ１インテグリンとの相互作用と自己リ

ン酸化の相関 

 細胞播種後 2 時間は細胞が移動する時期に
あたるので、ErbB4 の細胞移動への影響を調
べた。ErbB4 のリガンドであるニューレグリ
ン(NRG1)、ErbB4 阻害剤、ErbB4 阻害抗体を
用いたマイグレーションアッセイにより、
ErbB4 が細胞移動に関与することが確かめら
れた。細胞播種後 2 時間後のβ１インテグリ
ンと ErbB4との相互作用は、免疫組織化学と
化学架橋剤を用いた生化学実験でも確かめ
られたので、β１インテグリンと ErbB4の相
互作用が細胞移動に関与している可能性が
示された。これらの結果は、ダイナミックな
細胞膜上分子間相互作用が細胞応答を惹起
することを示唆している（J. Biochem. 2011）。 

 抗体医薬品の効能に関与すると予想される
細胞膜上シグナル分子の探索を目的として、
B 細胞リンパ腫治療抗体である抗 CD20 抗体、
rituximab を モ デ ル 抗 体 と し て 用 い 、
rituximab-CD20 複合体と相互作用する分子
を探索した。その結果、複数の受容体チロシ
ンキナーゼ（RTK）が相互作用することが分
かった。その中で、rituximab の作用機序の
一つである B細胞リンパ腫アポトーシス誘導
シグナルに関与する分子候補として FGFR3が
同定された。FGFR3 の機能的関与を調べるた
め PD173074 で FGFR3 を 阻 害 す る と、



 

 

rituximab 依存性 B 細胞リンパ腫アポトーシ
スが減弱された。この結果は、FGFR3 が抗体
医薬 rituximabのアポトーシス誘導に関与す
る分子であり、ひいては rituximabの効能を
制御する分子標的となりうることが示唆さ
れた（第 84 回日本生化学会大会、2011 年 9
月、論文投稿中）。 
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