
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

若手研究(A)

2016～2013

超分子戦略に基づく可逆的タンパク質性因子受容体活性化のリアルタイムイメージング

Real time and reversible imaging of cytokine receptors on living cells based on 
supramolecular approaches

８０５９９７６２研究者番号：

高岡　洋輔（Takaoka, Yousuke）

東北大学・理学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２５７０８０２６

平成 年 月 日現在２９   ５   ９

円    19,500,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、蛋白質性因子とその受容体に代表される蛋白質間相互作用を標的とし
て、これを制御、解析する化学的な方法論を開発した。さらに生細胞上で受容体との結合部位の同定、及び活性
化のリアルタイムイメージングに成功した。さらに自己集合性ケミカルプローブの開発により、世界で初めて細
胞内で蛋白質と小分子リガンドとの結合に伴い可逆的に作動する、超分子的方法の開発にも成功した。これらの
知見を生かし、細胞内在性の蛋白質を特異的に化学修飾する方法論の開発や、植物ホルモン受容体が引き起こす
蛋白質間相互作用の解析方法へと拡張することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, I succeeded in development of various chemical 
methodologies for protein-protein interactions (PPIs), such as cytokine-receptor interaction, or 
antigen-antibody interaction. Moreover, I realized the identification of interaction site by using 
PPI-based chemical modification method on living cells, and real-time imaging of the receptors on 
living cells. Additionally, development of self-assembling nanoprobes for live imaging of protein 
activity have been achieved, and this is the first example of reversible turn-on nanoprobes inside 
the live cells. Finally, based on these fundamental analyses, I succeeded in development of analysis
 methods for phytohormone receptors which cause protein-protein interaction and regulate life cycle 
in planta.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
	 サイトカインに代表される蛋白質性因子
は免疫、炎症などに関わる分泌タンパク質
群の一種であり、多くの種類が存在する。
典型的な例としては、膜上にあるチロシン
キナーゼ型受容体に結合して働き、それぞ
れに特有の細胞内シグナル伝達を引き起こ
して、結果的に細胞の増殖や分化、細胞死
などを起こす。このように細胞内でのメカ
ニズムは比較的少ない種類の分類分けがで
きる一方、サイトカイン自体が多機能的で
あり一つの分子が細胞状態によって異なる
効果を生み出すとともに、他のサイトカイ
ンの発現を調節するなどのサイトカインカ
スケードをもたらすなど、そのメカニズム
は非常に複雑である。このような多種類の
サイトカインが時空間的に制御され分泌さ
れているため、免疫応答の厳密な理解は困
難を極める。 
	 サイトカインがその受容体（レセプター）
をいつ・どこで活性化しているかをライブ
イメージング可能となれば、免疫システム
やガン増殖などの厳密な理解に繋がる。こ
れまでに報告されているサイトカインレセ
プターのイメージング法として、レセプタ
ーの細胞質ドメインを蛍光タンパク質など
で置き換えたキメラタンパク質センサーが
挙げられる（Y. Umezawa et al., ACS Chem. 
Biol., 3, 352 (2008)など）。これらの手法はご
く微量のサイトカインを検出する上で強力
な手段と考えられる一方、レセプター側に
変異を加えることで、その後のサイトカイ
ンカスケードに関する知見を得難い。一方
サイトカインに蛍光タンパク質などを融合
する方法も考えられるが、一般にサイトカ
インは 8〜30kDa と小さなオリゴペプチド
であるため、それ以上に大きな蛍光タンパ
ク質は本来のサイトカイン：レセプター間
相互作用を阻害することが容易に予想され
る。すなわち、サイトカイン及びその受容
体が関わるシグナル伝達を正確に解析する
には、それぞれの蛋白質の活性、及び蛋白
質間の相互作用を損なうことなく高機能化
する手法が望まれる。ただし、内在性のこ
れらの蛋白質を高機能化する方法論は研究
開始当初には報告例が存在しなかった。ま
た、サイトカインとその受容体が起こす「蛋
白質間相互作用」自体、制御や解析が困難
な対象であり、本研究では蛋白質間相互作
用の解析技術の確立も目指して、複合的な
検討を開始した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、蛋白質性因子に対する細胞内
在性の受容体が、いつどこで活性化されるか
を解析する技術を開発することなどを目標
として、受容体のケミカルラベルや可視化、
相互作用の解析方法等の確立を目的とした。 
	 またここで挙げた蛋白質性因子とその受
容体の相互作用は、多くの薬剤標的となって

きつつある蛋白質間相互作用であり、これを
制御する技術開発にも取り組んだ。例えば抗
原／抗体の相互作用や、植物ホルモン受容体
などがその例であり、いずれも近年の薬剤／
農薬開発の重要な標的分子群である。 
 
３．研究の方法 
	モデルとなる蛋白質間相互作用として、サ
イトカインである上皮成長因子とその受容
体（EGF/EGFR）、ケモカインとその受容体、
抗原／抗体の複数の組み合わせ、及び、植物
ホルモンの受容体を標的として、片方の蛋白
質に機能性分子を導入する方法を開発する。
ここではさらに、細胞系で蛋白質を化学修飾
する方法論にも拡張し、包括的に蛋白質を解
析する技術へとつなげると同時に、相手の蛋
白質との相互作用について、生細胞での可視
化、相互作用部位の同定、及び、蛋白質間相
互作用に基づいて化学修飾を行う方法論な
どを開発する。これらの知見とともに、細胞
内外の蛋白質活性を検出する超分子プロー
ブの開発も行い、細胞内で特異的な蛋白質機
能解析法へと拡張する。一方、蛋白質間相互
作用の解析及び制御技術は動物細胞にとど
まらず、植物の生長や分化など生活環を制御
する植物ホルモンにも見られる重要な生理
現象であり、蛋白質間相互作用の解析及び制
御技術は、植物生長制御にも繋がるものであ
る。この背景に基づき、さらに植物ホルモン
受容体を標的とした活性制御技術の開発に
も取り組む。このように多くの種類の蛋白質
間相互作用を網羅しそれぞれにフィードバ
ックするで、蛋白質間相互作用を化学的な視
点で制御／解析する技術の確立を目指した。	
	
４．研究成果	
	 蛋白質間相互作用を起こす片方の蛋白質
について、構造と活性を保持したままの人工
機能化法を開発した。さらに、生細胞上でそ
の受容体を特異的に化学修飾する方法を開
発し、相互作用部位の同定などにつなげるこ
とができた（JACS	2015,	2013 など）。これら
の成果をサイトカイン及びケモカインにも
適用範囲を広げ、その受容体の効率的な機能
化へとつなげた。また同時に、細胞内の蛋白
質の化学修飾法を複数開発し、そのまま可視
化したり、活性の検出などに成功した（BMC,	
2017,	Chem.	Sci.	2015,	ChemCommun,	2013
など）。自己集合性の超分子会合型プローブ
の開発にも従事し、世界で初めて細胞内で、
蛋白質とリガンド小分子との結合に伴い可
逆的に作動する超分子集合体の開発に成功
した（JACS	2014、Chem.	Eur.	J,	2013 など）。	
	 さらにこれらの知見を生かし、植物ホルモ
ン受容体の相互作用解析方法の開発（RSC	Adv.	
2017、複数の招待講演で一部の成果を報告）、
及びその相互作用の人為的な制御へとつな
げることに成功した（論文未発表）。これら
の成果は、動物／植物に限らず、生命現象の
根幹を成し、かつ次世代の薬剤標的となりつ



つある蛋白質間相互作用の自在制御に向け
て、さらなる技術革新につながる大変重要な
知見が得られた。	
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