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要旨 

 タンパク質間相互作用（Protein-Protein Interaction; PPI）は、すべての細胞プロセ

スにおいて重要な役割を果たし、生命現象の重要な分子機構としてのみならず、新薬の

標的群としても注目されている。既存の PPI 調整剤開発手法が有する課題を解消する

事を目的とし、本研究では、蛍光タンパク質を用いた新規アッセイ法の開発を行った。 

第一に、単量体型である monomeric Kusabira Green (mKG)による Bimolecular 

Fluorescence Complementation (BiFC)を利用し、操作が簡便であり、ハイスループッ

トなインビトロアッセイ系を構築した。本系を用いて、がん細胞の増殖を促進する

transcription factor 7 (TCF7)と-cateninの相互作用阻害剤および、がん細胞で活性が

高いプロテアソームの複合体形成に必須である Proteasome assembling chaperone 1 

(PAC1) と Proteasome assembling chaperone 2 (PAC2)の相互作用阻害剤、

Proteasome assembling chaperone 3 (PAC3)のホモ二量体化阻害剤を取得する為に、

天然物由来の 123,599サンプルから構成されるライブラリーをスクリーニングし、PPI

阻害剤を同定する事で、本系の有用性を実証した。 

第二に、細胞内で PPIを可視化する新規技術を開発した。従来の蛍光タンパク質(FP)

を利用した系は、ダイナミックレンジおよび定量的再現性に限界があり、また、インビ

トロアッセイ系では細胞膜透過性を有する PPI阻害化合物を同定することが困難な為、

本研究を実施した。開発した技術は、タンパク質の多価性を利用した相転移により、
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PPI 依存的に液相液滴を形成させることで、コントラスト、感度、反応速度、可逆性、

系の構築の簡便性、及び汎用性について、総合的に他の PPI 検出手法よりも優れた系

となり、Fluorescent PPI visualization (Fluoppi)と名付けた。Fluoppiを用いることで、

抗がん剤の標的 PPI としてよく知られているが、これまでセルベースアッセイ系の無

かった X-linked inhibitor of apoptosis  (XIAP)と second mitochondria-derived 

activator of caspase (Smac)の PPIを可視化し、特異的 PPI阻害薬の効果を検証した。

また、Fluoppi を応用展開し、光変換 FP を用いた生細胞内 PPI キネティクス解析

(photoconvertible Fluppi; pcFluoppi)や、ホモ二量体検出法(homoFluoppi)を開発した。

後者により、細胞増殖や細胞分化等、複数のシグナル伝達系に関与し、

mitogen-activated protein (MAP) kinase ファミリーに属する Extracellular signal 

regulated kinase 2(ERK2)のホモ二量体形成の動態を生細胞内で明らかにした。 

本研究により開発されたインビトロアッセイ系およびセルベースアッセイ系により、今

後 PPI研究ならびに PPI調整剤の探索・開発が加速されることが期待される。 
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略語 

Ab: Amyloyd  

AG: Azami-Green 

ATCC: American Type Culture Collection 

BAD: Bcl-2-associated death promoter 

Bcl-2: B-cell lymphoma protein 2 

BH3 domain: Bcl-2 homology 3 domain 

BiFC: Bimolecular Fluorescence Complementation 

BIR domain: Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat domain 

BRD4: bromodomain containing protein 4 

CaM: calmodulin 

CFP: cyan fluorescent protein 

CHO: Chinese hamster ovary 

CV: Coefficient of Variation 

ddFP: dimerization-dependent fluorescent protein 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DTT: dithiothreitol 

EC50: half maximal (50%) effective concentration 
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EGF: Epidermal Growth Factor 

EGFP: enhanced green fluorescent protein 

ERK2: Extracellular signal regulated kinase 2 

F2H: fluorescent two-hybrid 

F3H: fluorescent three-hybrid 

FBDD: fragment based drug design 

FKBP12: FK506-binding protein 

FLIP: fluorescence loss in photobleaching 

Fluoppi: Fluorescent PPI visualization  

FP: Fluorescent protein 

FPX: fluorescent protein exchange 

FRAP: fluorescence recovery after photobleaching 

FRB: FKBP-rapamycin binding 

FRET: fluorescence resonance energy transfer 

FtsZ: Filamenting temperature-sensitive mutant Z 

Fucci: Fluorescent Ubiqutination-based Cell Cycle Indicator 

GFP: green fluorescent protein 

GPCR: G protein coupled receptor 
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GRIP: GFP-assisted readout for interacting proteins 

HCA: high content analysis 

HD: B/B Homodimerizer 

HEK293: Human embryonic kidney cells 293 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HIV: immunodeficiency virus 

HPLC: high performance liquid chromatography 

HTS: high throughput screening 

IC50: half maximal (50%) inhibitory concentration 

ICY: ICY open bioimage informatics platform 

IL-2: interleukin-2 

IL-2R: IL-2 receptor 

InCell SMART-i: intracellular supramolecular assembly readout trap for 

interactions 

IRES: internal ribosome entry site 

KO: Kusabira-Orange 

LC-MS: liquid chromatography – mass spectrometry 

LEDGF: lens endothelial growth factor 
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mAG1: bmonomeric Azami Green1 

MAP kinase: mitogen-activated protein kinase 

MBD: Methyl-CpG-binding domain 

Mcl-1: Myeloid cell leukemia 1 

MDM2: murine double minute 2 

mKG: monomeric Kusabira Green 

Mmj: Momiji 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

Nck: non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1 

NMR: nuclear magnetic resonance 

N-WASP: Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein 

P.I.:Punctum Intensity 

PAC1: Proteasome assembling chaperone 1 

PAC2: Proteasome assembling chaperone 2 

PAC3: Proteasome assembling chaperone 3 

PA-GFP: photoactivatable GFP 

PB1: Phox－Bem1p 

P-body: Processing body 
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PBS: Phosphate buffered saline 

PC: phase contrast 

PCA: protein complementation assay 

pcFluoppi: photoconvertible Fluppi 

PCR: polymerase chain reaction 

PDE4A4: cyclic AMP phosphodiesterase-4A4 

PI3 kinase: Phosphoinositide 3-kinase 

PMT: photomultiplier tube 

PPI: protein protein interaction 

S / B: signal to background 

SH3: SRC Homology 3 

Smac: second mitochondria-derived activator of caspase 

SPR: Surface Plasmon Resonance 

SQSTM1: Sequestosome1 

T2A: Thosea asigna virus 2A 

TCF7: transcription factor 7 

TIRF: Total internal reflection fluorescence 

USPS: Ubiquitin-based split protein sensor 
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UV: ultra violet 

V-ATPase: Vacuolar-type H+ -ATPase 

WL: Washout Ligand 

XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis 

YFP: yelow fluorescent protein 

ZipA: Z interacting protein A 
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第一章 緒論 

第一節 タンパク質間相互作用(PPI)調整剤 

PPIは全てのシグナル伝達経路を構成しており、細胞の構造維持や機能発揮

に必要不可欠である。また、癌をはじめとした幅広い疾患領域において重要な

役割を果たしているため、創薬標的として活発に阻害薬や誘導剤、安定化剤の

開発が行われている(1-3)。尚、本論文では、上記を総合して PPI調整剤と記載

する。歴史的には、PPI調整剤は天然物由来の化合物が知られている。例えば、

1960年代にイチイ(Taxus wallichiana)から単離された微小管の脱重合を阻害す

るパクリタキセルや、1970年代から 80年代に報告された、Hypocladium 

inflatum gamsから単離され、Cyclophilinと Calcineurinの相互作用を誘導す

る CyclosporineA、Streptomyces hygroscopicusから単離され、mTORと

FKBP12の相互作用を誘導する Rapamycin、Streptomyces tsukubaenisから

単離され、 FKBP12と Calcineurinの相互作用を誘導する FK506 などが挙げ

られる(4-7)。これらはいずれも化合物が先に同定され、その後、標的が発見さ

れた経緯を有する。 

一方で、創薬標的を先に同定し、その相互作用を調整する薬剤を開発するの

は、長らく困難であると考えられてきた。なぜなら、これまでに認可されてき

た創薬標的である、G protein coupled receptor (GPCR)ファミリーやキナーゼ
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ファミリーでは、内在性のリガンドの模倣を創薬の起点とすることが可能であ

ったが、PPI標的の場合は、概して相互作用界面の面積が大きく、低分子化合

物が入り込むポケットが無く比較的平坦であり、弱い相互作用の集合としてア

フィニティーを獲得しているため、低分子化合物で PPIを阻害することは困難

であると考えられていたためである(8)。しかしながら、1995年にホットスポッ

トの概念が発表され、PPI界面におけるアミノ酸側鎖同士の相互作用が全て均

質というわけではなく、数個の強固な結合によりタンパク質全体の相互作用が

担われるモデルが提唱され、標的をうまく選択できれば低分子化合物によるPPI

阻害も不可能ではないと考えられ始めた(2,9)。同概念を発端に PPI創薬が現実

的と考えられ始め、現在までに低分子化合物で阻害可能性のある創薬標的は 40

以上同定され、これら創薬標的群は立体構造情報に基づき分類されている(2,10)。

その分類の理解は、創薬のみならず、広く PPI調整剤の開発において重要であ

る。以下に、その代表例について述べる。 

第一に、最も単純な構造を有する創薬ターゲットとして、球状のタンパク質

ドメインの表面ポケットに直鎖状のペプチドが相互作用する例を挙げる。代表

例は X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP)と second 

mitochondria-derived activator of caspase (Smac)もしくは caspase-3、

caspase-7、 caspase-9の相互作用である。XIAP-Smacの場合は XIAPの
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Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat (BIR)ドメインに存在するポ

ケットに、Smacの N末端の 4アミノ酸（アラニン、バリン、プロリン、イソ

ロイシン）が入り込む構造をしている(11,12)。Inhibitor of apoptosis proteins 

(IAPs)ファミリーには cIAP1、cIAP2、 XIAPなどが含まれ、アポトーシスや

免疫応答を制御している(13)。XIAPは caspaseと相互作用することで、caspase

の活性を抑制しているが、アポトーシスのシグナルが活性化され、ミトコンド

リアからSmacが放出されると、Smacは caspaseと競合する。その結果、caspase

が遊離し、アポトーシスが進行する。XIAPは種々の悪性腫瘍において過剰発現

しており、また、放射線療法や化学療法を実施した際にも internal ribosome 

entry site (IRES)依存的なメカニズムにより発現が上昇する為、Smacの N末

端を模倣した化合物は、抗がん剤として機能する事が期待されている(13-15)。

この群の創薬ターゲットには、XIAP-Smacの他に、ヒト immunodeficiency 

virus (HIV)の Integraseと lens endothelial growth factor (LEDGF)の相互作用

や、ヒストンのアセチル化リジンと bromodomain containing protein 4 (BRD4)

などの bromodomainの相互作用が挙げられる(2,16,17)。 

第二に挙げる PPIは、球状のタンパク質ドメインの表面に存在する溝に、αへ

リックス構造を有したペプチドが相互作用する例である。代表例は、p53と

murine double minute 2 (MDM2)である。MDM2の N末に存在する
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p53-binding domainの溝に、p53の N末に存在するαへリックス状の

transactivation domain（19 番目フェニルアラニン、23 番目トリプトファン、

26番目ロイシン）がホットスポットとして相互作用する構造をしている(18)。

p53は癌抑制遺伝子であり、癌の半数では変異により機能が抑制され、残りの

半数では変異は入っていないものの、機能が抑制されている事が多い(19)。

MDM2はp53を分解に導くE3リガーゼであり、癌で頻繁に過剰発現している。

従って、p53とMDM2の相互作用を阻害することで、p53を再活性化させるこ

とが可能となる(19,20)。この群の創薬ターゲットには、p53-MDM2 の他に、

B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2)ファミリーの Bcl-2、Bcl-xL、Myeloid cell 

leukemia 1 (Mcl-1)と Bcl-2-associated death promoter (BAD)や Noxaなどの

Bcl-2 homology 3 (BH3) domainや、原核生物のチューブリンである

Filamenting temperature-sensitive mutant Z (FtsZ)と Z interacting protein A 

(ZipA)などが挙げられる(21-23)。 

第三に、球状のタンパク質同士の相互作用について例を挙げる。ホットスポ

ットの概念が提唱されたとはいえ、この群の PPI調整剤は未だ開発途上である

(2)。数少ない例の内、最も有名な例としては interleukin-2(IL-2)と IL-2 receptor 

(IL-2R)の PPI阻害剤開発が挙げられる。同 PPIは細胞外で起こる為、

dadizumabや basiliximab の様な抗体医薬が免疫抑制剤として既に認可されて
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いるが、抗体医薬は製造コストが高く、経口投与ができず、抗体医薬に対する

抗体ができてしまうなどの問題点がある。従って、低分子化合物で同 PPIを阻

害する試みは理にかなっている(24)。同 PPIの立体構造としては、それぞれの

約 20アミノ酸が PPI界面を形成しており、上記第一、第二の分類と比較して広

い接触面積を有する。しかし、その中に、疎水性のパッチおよび塩橋で構成さ

れるホットスポットが存在し、低分子化合物の標的として狙われている(24,25)。 

では、これらの PPIを調整する薬剤（化合物）はどの様な手法で開発されて

いるのか。アプローチは大きく 2つに分けることができる。一つ目は、標的の

立体構造情報から PPI調整剤をデザインするものである。第一と第二の分類に

属する標的に対し、ペプチドを低分子化合物で模倣する手法である(26,27)。こ

のアプローチには、コンピューターで化合物をデザインする手法も含まれる(28)。

本アプローチは、立体構造情報が無いと、実施できない課題がある。 

二つ目のアプローチは、阻害化合物を大規模ライブラリーからスクリーニン

グするハイスループットスクリーニング(high throughput screening: HTS)で

ある。広く利用されている手法は、インビトロの生化学アッセイとしての

fluorescence polarization や fluorescence resonance energy transfer (FRET)

である。前者は、蛍光物質を修飾した標的 Xを偏光で励起し、放出された蛍光

の偏光解消の程度を測定することにより、対象物の分子運動を検出する手法で
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ある。相互作用を検出する Xと Yの分子量の差が無い場合は十分なダイナミッ

クレンジが得られず、特に第三の分類に属する標的について、系の構築が難し

い点が課題である。インビトロの HTSで用いられる FRETは、標的に低分子蛍

光物質を直接修飾する手法や蛍光標識抗体を用いて標的を標識する手法が用い

られている(29)。蛍光標識抗体を用いる場合は、反応系に抗体と標的の相互作用

も含まれるため、得られたヒット化合物の阻害点が複数存在することになる。

その様な偽陽性化合物を除くため、別のアッセイ系を用いた二次評価が必要と

される(30)。セルベースアッセイを利用した HTSとしては、局在化タグを用い

た手法が利用されている(31,32)。細胞内で PPIを検出する手法については、第

二節で詳細を述べる。これらスクリーニングのアプローチを成功させるために

は、アッセイ法以外に、化合物ライブラリーが重要である。既存の化合物ライ

ブラリーは、GPCRやキナーゼなど古典的な創薬標的における戦略、すなわち

認可済みの経口投与可能な薬剤から導き出された経験則に適合する化合物に偏

っており、適用可能な PPI標的が限られる。この課題に対しては、PPI調整剤

に特化した新たな化合物ライブラリーを構築する試みが行われている(33)。  

尚、上記とは異なるアプローチとして近年報告が増えている手法は、fragment 

based drug design (FBDD)である(34)。分子量 300以下の小さな化合物をスク

リーニングし、活性は弱いが効率よく結合しているフラグメントを nuclear 
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magnetic resonance (NMR)や表面プラズモン共鳴 (Surface Plasmon 

Resonance: SPR)で同定し、その化合物を起点として分子サイズを拡張させる、

或いは、複数フラグメントを連結するなどしてアフィニティーを上げていく手

法である(35)。FBDDを効率的に進めるためには、標的の立体構造情報や、50 

kDa以下程度の可溶性の精製タンパク質を入手可能か否かが重要である。 

この様に、様々なアプローチにより PPI調整剤の開発が試みられているが、

低分子化合物によりホットスポットを標的とする戦略が提唱されてはいるもの

の、PPI調整剤は、他の標的に対する薬剤と比較して分子量が大きい傾向にあ

る。従って、細胞内の PPIを標的とした場合、インビトロでの生化学的手法に

より同定した阻害剤については、セルベースアッセイで効果を確認する必要が

ある。次節では、蛍光タンパク質(FP)を用いたセルベースアッセイに焦点をあ

て、現状を述べる。 

 

 

 

 

 

 



18 

 

第二節 蛍光タンパク質を利用した PPI検出系 

 1962年、下村脩らは「日の光の下では僅かに緑色であり、タングステン光で

は黄色、そして、紫外線の下では非常に明るい緑色蛍光を発するタンパク質が

単離された。」と述べ、オワンクラゲ(Aquorea victoria)から緑色蛍光タンパク質

(green fluorescent protein: GFP)を発見したことを報告した(36)。その後タンパ

ク質レベルでの解析を経て、1992年に GFP遺伝子がクローニングされ、1994

年には、線虫および大腸菌での GFPタンパク質発現が報告された(37-39)。これ

により、GFP遺伝子は発色団形成に必要な全ての情報をアミノ酸配列上に保有

しており、オワンクラゲ特有の酵素等を必要とすることなく、単独で蛍光性を

獲得することが可能であることが証明された(40)。すなわち、GFPにより、様々

な生物を生きたままの状態で光らせることが可能であることが示された。その

後、GFPの変異体が次々と報告され、cyan fluorescent protein (CFP)や yelow 

fluorescent protein (YFP)など蛍光特性の多様性が拡張された(40-42)。 

 1999年、Matzらは花虫類(Anthozoa species)から６つの蛍光タンパク質(FP)

をクローニングしたことを報告した(43)。その内の一つが、蛍光波長の極大が

583 nmを示す DsRedである。赤色 FPの登場は、GFPと組み合わせることで

複数の細胞内イベントを同時に解析することが容易となるため、その応用に期

待が高まった。しかしながら、DsRedはそれ自身で恒常的(obligate)に 四量体
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を形成するため、観察対象のタンパク質に直接融合して細胞内の局在を解析す

る用途には不向きであることが予想された(44)。それに対し、Campbell らは

DsRedに 33か所のアミノ酸変異を導入した単量体のmRFP1を報告し、以後、

タンパク質の局在解析には単量体 FPを使用することが主流となった(45,46)。

mRFP1は後に更に進化を遂げ、蛍光波長の多様性が拡大した(47)。 

  FPは、解析対象に直接融合し、その局在を観察する利用方法だけに留まら

ない。例えば、GFPの立体構造形成が蛍光の有無を指標に測定できる点を利用

し、アルツハイマー病治療薬を狙った Amyloyd  (Aペプチド凝集阻害薬を探

索する方法や、FPが細胞内で迅速に分解される点を利用し、細胞周期特異的に

FPを分解させることで細胞周期を可視化する方法（Fluorescent 

Ubiqutination-based Cell Cycle Indicator: Fucci）、mRFPと EGFPの pH耐

性の差や、Keima-Redの 励起波長が pH依存的に変化する点を利用し、オート

ファジーを可視化する方法などが挙げられる(48-51)。また、蛍光の不可逆的褪

色を利用した、fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)や

fluorescence loss in photobleaching (FLIP)、不可逆的光活性化が可能な

photoactivatable GFP(PA-GFP)、不可逆的光変換が可能な Kaede、可逆的光変

換型の Dronpaなどを用いて、細胞内タンパク質の拡散速度の測定や、特定の

細胞のみをハイライトする実験にも利用されている(52-55)。この様に FPの特
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徴を活用した技術は多数報告されている。では、PPIを解析するためには、FP

はどの様に活用されているのだろうか。 

FPの特徴を活用した PPI解析手法は、大きく２群に分類することができる。

「第一群」は FP等のタグの近接を利用した手法であり、解析対象のタンパク質

Xと Yに遺伝的に融合したタグ同士が近接することで、蛍光強度が変化する。

タグ同士が物理的に近接する必要があるため、一般に Xと Yの末端間の距離が

短く、更に、解析対象とタグを接続するペプチドリンカーの最適化が求められ

る。「第二群」は FPの再分布(redistribution)を利用したものである。FPを融

合した解析対象の細胞内局在（分布）が PPIの有無で変化することを検出する。

画像解析が必要となるが、ハイコンテント解析（high content analysis: HCA）

機器や解析プログラムの発展により、近年注目を浴びている。 

「第一群」の具体的な手法としては、共鳴エネルギー移動（fluorescence 

resonance energy transfer: FRET)、タンパク質補完アッセイ(protein 

complementation assay: PCA)を FPで実施した二分子蛍光補完(bimolecular 

fluorescence complementation: BiFC)、二量体依存的 FP 

(dimerization-dependent fluorescent protein: ddFP)を用いた FP交換

(fluorescent protein exchange: FPX)が挙げられる。 

FRETは、蛍光波長の違いを利用し、ドナーFPからアクセプターFPへのエ
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ネルギー移動を検出する技術である。FPを利用した FRETは、1996年にペプ

チドの両端にドナーとアクセプターを融合し、トリプシンにより切断されるこ

とで FRETが解消される事がインビトロで実証され、1997年に、Calmodulin

とM13ペプチドの融合タンパク質を用いて、細胞内でカルシウム濃度依存的に

FRETが変化するプローブ(cameleons)が発表された(56,57)。現在は翻訳後修飾

や立体構造変化依存的な PPIを初めとし、数多くの PPIが FRETで観察されて

いる(58-60)。FRETはリアルタイムで PPIを観察できるメリットがあるが、シ

グナルのダイナミックレンジが狭く、また、測定系の構築や操作、結果の解析

に高度の専門性が必要とされる。 

PCAは、1994年にUbiquitin-based split protein sensor (USPS)として初め

て報告された(61)。USPSはユビキチンを N末端側と C末端側の 2つの不活性

な断片に分割し、それぞれをタグとして任意のタンパク質 Xと Yに融合する。

ここで、C末端側断片には更にレポータータンパク質が融合されている。Xと Y

の PPIによりタグ同士が近接すると、ユビキチンが再構成され、ユビキチン特

異的プロテアーゼによりレポーターが切断される。その結果、レポーター分子

量の変化としてウェスタンブロッティングにより PPIの有無を判定する事がで

きる。同様の PCAはユビキチン以外にも、adenilate cyclaseや anthranilate 

isomeraseにおいて報告されている(62,63)。しかしながら、これらのPCAでは、
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分割したタンパク質が再構成された後に引き続く反応を検出する為、PPIを間

接的にしか検出できない。そこで、PPIを直接検出するために、βガラクトシ

ダーゼやジヒドロ葉酸レダクダーゼ、ルシフェラーゼ、GFPなどのレポーター

タンパク質を断片化した PCAが構築された(64-67)。PCAのうち、FPを分割し

た方法は特に BiFCと呼ばれる。BiFCでは、FPを N末端側と C末端側の２つ

の断片に分割し、それぞれをタグとして任意のタンパク質 Xと Yに融合する。

各断片は蛍光性を有しないが、Xと Yの PPIによりタグ同士が近接すると FP

が再構成され、蛍光性を獲得する。再構成後の FPが自発的に蛍光を発する為、

USPSの様にレポータータンパク質を融合する必要はなく、また、シグナルを

得るための基質等は不要である。更に、FPの特徴を活かし、複数の波長の FP

を利用したマルチプレックスアッセイへの応用も報告されている(68)。BiFCの

反応は不可逆的であるため、一度再構成された FPは解離せず、X-Yの相互作用

が解消された後でも、蛍光は残存する(69)。更に、理論上バックグラウンドシグ

ナルが無い為、高い感度を有する。しかし、FPが再構成され蛍光を発する状態

になるまでには、タンパク質の折り畳み、発色団を構成するアミノ酸の環状化、

脱水、酸化反応に少なくとも 30分程度の時間を要する為、細胞内シグナル伝達

の過程など、リアルタイムな PPI検出が求められる実験には適さないという課

題がある(40,70,71)。 
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ddFPの概念は 2012年に発表され、まず、DsRedに変異を導入する事で開発

された 2種の FPのセット（ddRFP）が報告された(72)。通常実験で使用する細

胞内濃度（～1-50 M）では蛍光強度が低いが、両者が FPの PPIを介してヘテ

ロ二量体を形成すると、赤色の蛍光強度が 10倍明るくなる。ddRFPの相互作

用は可逆的であり、細胞内カルシウム振動を観察する事が可能である。また、

ddRFPを改変する事で ddGFPや ddYFP が開発され、更に、ddGFP と ddRFP

を用いることで、レシオメトリックに蛍光強度が変化するバイオセンサーFPX

が開発されている(73,74)。FPXは次世代のバイオセンサー用基盤技術として期

待されているが、バックグラウンドが高い点および発現量の調整が複雑である

ため細胞内 PPIの定量的な測定には不向きである点が課題である(74)。 

FPの特徴を活用した PPI解析手法「第二群」の具体的な手法としては、Xに

は局在化させる為のタグ（局在化タグ）を、Yには蛍光タンパク質を、それぞ

れ遺伝的に融合し、Yが局在化タグと同じ場所に集積するか否かにより PPIを

判定する手法や、多価の粒子を利用して Xと Yの相互作用依存的にクラスター

を形成させる手法が挙げられる。 

局在化タグを用いる手法の概念は、1998年に”Pull-Out” binding assay とし

て報告された(75)。本手法では、ホルボールエステル処理依存的に細胞膜に再分

布することが知られているプロテインキナーゼ Cのホルボールエステル結合ド
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メインを局在化タグとして Xに融合し、GFPを Yに融合する。Xと Yが相互作

用する場合、ホルボールエステル(TPA)処理依存的に GFP-Yは細胞膜に集積す

る。一方、X-Y間の相互作用が無い場合、GFP-Yは TPA処理後も細胞内に拡散

状態で存在する。すなわち、TPA処理後の GFP-Yの局在により、PPIを判定で

きるという手法である。”Pull-Out” binding assay の変法は数多く報告されてお

り、様々な局在化タグが報告されている。例としては、細胞質に顆粒状の封入

体を形成するオルトレオウィルス由来NSタンパク質を使用する手法や、ゲノ

ムに人為的に挿入した 200-1000コピーの lacオペレーター配列に局所的に集積

する lacリプレッサータンパク質を使用する蛍光ツーハイブリッド法

(fluorescent two-hybrid: F2H)、染色体中心に集積するMethyl-CpG-binding 

domain (MBD)や、核膜に局在するラミニン、中心小体に局在する centrinを使

用する蛍光スリーハイブリッド法(fluorescent three-hybrid: F3H)、低分子化合

物の RS25344処理依存的に細胞質で顆粒状の構造を形成する cyclic AMP 

phosphodiesterase-4A4 (PDE4A4)を局在化タグとして使用する GFP-assisted 

readout for interacting proteins (GRIP)法などが挙げられる(31,76-78)。 

クラスターを形成させる手法は、intracellular supramolecular assembly 

readout trap for interactions (InCell SMART-i)と呼ばれ、2011 年に報告され

た(79)。InCell SMART-iでは二十四量体のナノ粒子を形成する ferritinタンパ
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ク質に FPとmTORの FKBP-rapamycin binding ドメイン(FRBドメイ

ン:FRB)を遺伝的に融合し、細胞内に発現させる。その結果、表面に FRBを提

示した蛍光性ナノ粒子ができる。更に FKBP12 を遺伝的に融合したタンパク質

Xと Yを同細胞へ発現させた後、rapamycinを添加する。Rapamycinは FRB

と FKBP12を結合させる為、Xと Yが相互作用する場合、二十四価の蛍光性ナ

ノ粒子が架橋され、クラスターを形成し、細胞質に蛍光輝点として観察される。

X-Y間の PPIが無い場合は、同粒子の架橋は起こらず細胞質に拡散して存在す

る為、蛍光画像により PPIの有無を判定できる。本手法により、複数の低分子

量 Gタンパク質と、Phosphoinositide 3-kinase (PI3 kinase)構成因子（p110タ

ンパク質中の Ras結合ドメイン）との相互作用が検出されている(80)。本手法

は可逆性が示されておらず、今後の課題として挙げられる。更に、本手法の重

要な構成要素である rapamycinは細胞内在性のmTORの機能を阻害する為、

解析対象の PPIを観察している際に、タンパク質合成や脂質合成、オートファ

ジー、リソソーム生成、エネルギー代謝、細胞生存など、様々な細胞機能を阻

害する可能性を有する点も、本手法の課題である(81)。 
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第三節 本論文の概要 

本研究は、近年現実的となってきたが、未だ様々なアプローチが試みられて

いる PPI調整剤開発分野において、FPの性質を利用した新たな解析技術の開発

とその有用性の証明を目的とする。第一章では、BiFCをインビトロアッセイに

展開し、セットアップが簡便な新規HTS系の構築を目的とした。同系を用いて、

多様性に富んだ化合物を含むと予想される天然物由来サンプルから、HTSによ

り複数のヒット化合物を同定し、系の妥当性を証明した。インビトロアッセイ

のみでは真のヒット化合物を得ることは困難である為、第二章では、セルベー

スアッセイ系の開発を行った。汎用性が高く、既存のアッセイ系が保有する課

題を解消し得る系の開発を目的とした。その結果、液相分離を作動原理とした

新規 PPI検出手法が開発された。同手法はダイナミックレンジが大きく、可逆

的かつ定量的であり、更に、単一の融合タンパク質でホモ二量体を検出する手

法にも展開することが可能であった。本手法を用いて PPI調整剤の細胞内での

活性を評価することが可能であることが証明された。 
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第二章 タンパク質断片補完法を用いた新規ハ

イスループットスクリーニング系の構築 

第一節 序論 

本章では PPI研究および PPI創薬研究に有用な新たな技術・システムの開発

を目的とし、インビトロ BiFCを用いた新規ハイスループットスクリーニング

(HTS)系の構築を目指した。これまでに、BiFCを用いたセルベースアッセイで

は、薬剤の作用メカニズム評価を実施した例について報告がある(82,83)。また、

インビトロ BiFCについては、enhanced green fluorescent protein (EGFP)の

断片を用いて実施された報告がある(84,85)。しかし、これらのインビトロ系は、

大腸菌 (Escherichia coli)で発現させた分割 GFP融合タンパク質の精製、変性

およびリフォールディングを必要とするため、工程が簡便ではない点が課題で

あった。そこで本研究では、単量体 Kusabira Green FP (mKG)を用いたインビ

トロ BiFCを用いて、取り扱いが非常に簡便であり、タンパク質精製およびリフ

ォールディングを必要としない HTS系を開発した（図 1）。mKGはサンゴ由来

の単量体 FPであり、全長 218アミノ酸、励起波長および蛍光波長の極大はそ

れぞれ 494 nmおよび 506 nmである(71,86)。mKG による BiFCについては、

哺乳細胞での実施例が報告されている(87)。本研究では、このセルベースアッセ

イ系をインビトロ系に改良した。すなわち、コムギ胚芽無細胞タンパク質合成
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系を用いて、それぞれ独立して調製した 2つのmKG断片融合タンパク質を混

合し、標的タンパク質の相互作用依存的にmKGが蛍光を発する系を構築した。

本HTS系の実証研究として、3つのPPI検出系（TCF7--catenin、 PAC1-PAC2、 

PAC3ホモ二量体）を選択し、HTSへの適合条件の検討を TCF7--cateninを

用いて実施した。 

-cateninは、TCFに結合し、細胞周期調節タンパク質等の転写を活性化する。

結腸直腸癌では、-cateninの安定化とその結果生じる TCF依存的な転写の促

進が細胞増殖を促進する(86)。したがって、TCF7--cateninの PPI阻害は、癌

細胞の増殖を抑制することが期待される。-cateninはαへリックスで構成され

るアルマジロリピート構造を有し、そこへ、TCFのβヘアピン構造、伸長領域、

αへリックスの 3つのモジュールが相互作用する。伸長領域もしくはαへリッ

クス領域へのアミノ酸変異導入により、相互作用が解消する事が示されている

(88)。立体構造としては、緒論で述べた第二の構造に分類されるが、TCFのα

へリックスが入り込む-cateninの溝は浅く、PPI阻害薬の開発報告は存在する

ものの、それらの効果や作用機序については疑問がもたれており、阻害が難し

い PPIである(86,89)。 

プロテアソームは全ての真核生物に存在するタンパク質分解酵素であり、ユ

ビキチン化タンパク質の分解によりタンパク質の発現と機能を制御し、異常な
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タンパク質やミスフォールドタンパク質の細胞内クリアランスに寄与する。癌

細胞は連続的に増殖するため、正常細胞より高いプロテアソーム活性を必要と

する。また、プロテアソームを阻害することでアポトーシス促進因子の分解を

阻害し、抗アポトーシス経路を有する癌細胞での細胞死の活性化が期待される。

プロテアソームは約 100個のタンパク質から構成される分子量 250万の巨大複

合体であり、この複合体が形成されるためには分子シャペロンの Proteasome 

assembling chaperone 1 (PAC1)、PAC2、PAC3が必須である。PAC1と PAC2

はヘテロ二量体を形成、PAC3はホモ二量体を形成し、機能を発揮する(90,91)。

立体構造としては、PAC1-PAC2については未だ解明されていない。PAC3ホモ

二量体については、相同的な配列を有する出芽酵母の Dmp1-Dmp2を参考にす

ると、お互いのβシート同士が界面となる様に相互作用することが示されてい

る(92)。本構造は、緒論で述べた第三の構造に分類される。 

上記標的の PPI阻害剤のスクリーニングにあたり、立体構造を考慮し、化合

物の多様性の高い天然物（微生物代謝産物、植物抽出物、海産物）由来のサン

プルから構成されるライブラリーを用いてスクリーニングを実施し、ヒット化

合物を同定した。 
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第二節 材料と方法 

試薬および測定機器 

HTSに用いた 384穴および 1536穴のブラックプレートは、Greiner Bio-One

（カタログ番号 784900）および Corning Life Sciences（カタログ番号 3728）

から購入した。 2103 EnVision™ Multilabel Reader（PerkinElmer、MA）を

用いて蛍光測定を行った。マルチドロップコンビディスペンサー（Thermo 

Fisher Scientific、MA）およびマルチディスペンスステーション ADS-348-8

（BioTec、Japan）を用いて、384穴または 1536穴プレートに液体を分注した。 

タンパク質の調整 

 タンパク質は、全てインビトロで調整した(93)。TCF7L2（1-67アミノ酸）と

-catenin（CTNNB、137-665アミノ酸）、全長 PAC1、PAC2、PAC3遺伝子を、

Gatewayエントリープラスミド（Invitrogen、PA）にクローニングした。鋳型

プラスミドを構築するために、2  ngの各 Gatewayエントリークローン、10 ng

の直鎖状 Gateway デスティネーションベクター、1 μlの LR Clonaseミックス

（Invitrogen）および LR反応緩衝液（Invitrogen）を用いて、LR反応混合物

（5 μl）を 25℃で 17時間インキュベートした。 

 次に、転写反応に用いるための鋳型を polymerase chain reaction (PCR)で作

製した。 PCR反応液（50 l）は、0.2 Mプライマー、0.2 mM dNTP、鋳型
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DNAを含む 2 lの LR反応液、0.63 U の KOD Dash ポリメラーゼ（Toyobo、

Japan）、10％ (v / v)のジメチルスルホキシド（Dimethyl sulfoxide : DMSO）

とした。 PCR反応は以下の条件で行った：一次変性を 95℃で 1分行い、その

後、変性を 94℃で 20秒、アニーリングを 55℃で 5秒、伸長を 74℃で 4分行い、

それを 30サイクル行った。 PCRプライマーは、SP6プロモーターの上流から

attR2部位の 17 kb下流までの領域を増幅するように設計した。 次に、PCR産

物（50 l）のインビトロ転写は以下の条件で行った：80 mM 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) / KOH（pH 7.8）、

16 mM酢酸マグネシウム、2 mMスペルミジン、10 mM dithiothreitol (DTT)、

2.5 mMの各ヌクレオチド（ATP、UTP、GTP、CTP）、40 Uの RNAse阻害剤

（Toyobo、Japan）、150 Uの SP6 RNAポリメラーゼ（Takara、Japan）中で、

37℃で 17時間反応させた。転写したmRNAは精製せずに翻訳に使用した。 

 タンパク質合成は重層法で行った(94)。コムギ胚芽抽出物は、WEPRO7240

（Cell Free Sciences、東京）および HPOWG（ ZoeGene、東京）を用いた。

これらの翻訳用キットに含まれる緩衝液を上部層に使用した。下部層（13.6 l）

は、インビトロ転写した 7.5 lのmRNA、8.6 mgのクレアチンキナーゼ、26 U

の RNAse阻害剤、5 lのコムギ胚芽抽出物を混合した溶液を使用した。反応混

合物は 26℃で 17時間インキュベートした。 
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測定 

 インビトロ翻訳系によって調製された 2つのタンパク質溶液をリン酸緩衝生

理食塩水（Phosphate buffered saline: PBS）で希釈し、マルチドロップコンビ

ディスペンサーを用いて各 10 μlのタンパク質溶液を 384穴ブラックプレート

に分注した。室温で 17時間インキュベートした後、2103 EnVision™ Multilabel 

Reader（励起フィルター：460-480nm、ダイクロイックミラー：485nm、蛍光

フィルター：495-540nm）を用いて蛍光を測定した。 

ハイスループットスクリーニング（HTS） 

マルチドロップコンビディスペンサーを用いて標的の一方のタンパク質溶液

3 lを 1536穴プレートに分注し、マルチディスペンサーADS-348-8を用いて

DMSOに溶解したスクリーニング用サンプルを 0.1 l加えた。室温で 1時間イ

ンキュベートした後、標的の他方の溶液 3 l を分注した。その後、17時間のイ

ンキュベーション後、2103 EnVision™ Multilabel Readerを用いて蛍光を測定

した。 DMSO単独で処置したコントロールと比較し、70％の阻害を示すサン

プルを阻害活性有りとして選択した。データ解析および管理は、ActivityBase 

6.0（ID Business Solutions、UK）を用いて行った。 

統計解析  

アッセイの性能を評価するために Z 'factorを使用した(95)。 Z 'factorは、0
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から 1までの間の無次元パラメータであり、以下の式で算出した。 

Z′  = 1 – (3σc+ +3σc–)/|µc+ – µc–| 

（σc+、σc－、µc+および µc－は、高値コントロール（c +）および定値コントロ

ール（c ‐）の標準偏差（σ）および平均（µ）である。 

天然物ライブラリー 

 産業技術総合研究所が保有する天然物ライブラリーを、mKGを用いたインビ

トロ BiFCによる HTSに用いた。このライブラリーは 123,599 のサンプルを含

み、粗製代謝産物としては、放線菌（69,966サンプル）、放線菌以外の細菌（4,160

サンプル）、菌類（40,640 サンプル）、植物抽出物（4,160サンプル）を含み、

精製サンプルとしては、微生物代謝産物由来（4,353サンプル）、海洋天然物由

来（320サンプル）を含む。すべてのサンプルは DMSOに溶解し使用した。 

活性を有する化合物の単離 

活性を有するサンプルを産生する微生物は、各株に適した発酵培地中で培養

した。発酵ブロスの菌糸抽出物もしくは上清を酢酸エチルもしくは n-ブタノー

ルで抽出し、有機層を蒸発乾固させた。乾燥した残渣を、順相または逆相の中

圧液体クロマトグラフィーを用いて分離し、活性画分を得た。活性画分を分取

逆相高速クロマトグラフィー(high performance liquid chromatography: 

HPLC)によりさらに精製した。活性化合物の構造は、liquid chromatography – 
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mass spectrometry (LC-MS)および NMR分光法データに基づいて決定した。 

 

第三節 結果 

タンパク質のインビトロ調整 

 本研究では、mKG断片融合タンパク質を調整するために、コムギ胚芽無細胞

タンパク質合成系を採用した。この系はスループット性が非常に高く、工程が

簡便で再現性が高く、更に、タンパク質のフォールディングが高い特徴を有す

る。3種の標的タンパク質（TCF7-mKGN / -catenin-mKGC、PAC1-mKGN / 

mKGC-PAC2、mKGN-PAC3 / mKGC-PAC3）を本系で合成した結果、それぞ

れ可溶性画分に回収された。尚、N末端側および C末端側のmKG断片をそれ

ぞれmKGNおよびmKGCと定義する。それぞれの収量は、TCF7-mKGN (15 

g/mL), -catenin-mKGC (8 g/mL), PAC1-mKGN (22 g/mL), mKGC-PAC2 

(22 g/mL), mKGN-PAC3 (11 g/mL), mKGC-PAC3 (11 g/mL)であった。コム

ギ胚芽抽出液はバクグラウンドの蛍光が皆無であったため、合成後はタンパク

質を精製せずに実験に用いた。 

スクリーニング系の構築 

 TCF7 --cateninの PPIを選択し、mKGを用いたインビトロ BiFCが HTS

に適用可能か評価した。まず、2つのmKG断片融合タンパク質のインキュベー
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ション時間を調べた。これらのタンパク質は、インビトロ合成系によって個々

に調製後、混合し、室温でインキュベート後、蛍光をマイクロプレートリーダ

ーで測定した。蛍光は、混合後 4時間以内に検出可能であり、20時間で最大と

なった（図 2a）。したがって、17時間のインキュベーション時間で以下の実験

を行った。 

 次に、TCF7または-cateninとmKG断片の融合位置を決定するために、以

下のように 8つのパターンを構築した。 TCF7（TCF7-mKGN、mKGN-TCF7、

TCF7-mKGCおよびmKGC-TCF7）、-catenin（-catenin-mKGN、

mKGN--catenin、-catenin-mKGCおよびmKGC--catenin）。これらの 8

つのmKG断片融合タンパク質を希釈せずに 8つの組み合わせで混合した。全

ての組み合わせは陰性対照（コムギ胚芽抽出物）と比較して高い蛍光値を示し

た（図 2b）。特に、TCF7-mKGN /-catenin-mKGCおよびmKGN-TCF7 

/-catenin -mKGCの組み合わせは、シグナル対バックグラウンド（signal to 

background: S / B）比が 70：1と高い値を示した。 

 続いて、PPI阻害剤をスクリーニングするためのタンパク質溶液の希釈率の

検討を行った。全ての組み合わせの S / B比は、PBSによるタンパク質溶液の

希釈によって低下した。しかし、TCF7-mKGN /-catenin-mKGCの組み合わ

せは、1:32の希釈率でも、6：1の S / B比を示した（図 2b）。したがって、
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TCF7-mKGN /-catenin-mKGCの組み合わせを、天然産物ライブラリーから

の PPI阻害剤のスクリーニングに使用した。同様に、PAC1-PAC2相互作用お

よび PAC3ホモ二量体の組み合わせの希釈比を、表 1に示すように約 5：1の S 

/ B比を有するように決定し、HTSに使用した。 

 最後に、TCF7--catenin、PAC1-PAC2および PAC3ホモ二量体の PPIを、

それぞれ対応する FLAGタグ融合標的タンパク質（TCF7-FLAG、PAC2-FLAG、

および PAC3-FLAG）を用いて競合的に阻害可能か検討を行った。TCF7-FLAG、

PAC2-FLAGおよび PAC3-FLAGを、これらのアッセイ系に 1-14：1の比で添

加し、蛍光を測定した。すべての PPIにおいて、FLAG融合タンパク質による

競合阻害が確認され（図 2c）、この系で検出された蛍光は、目的の相互作用によ

って引き起こされることが示唆された。しかし、PAC3については、FLAG融合

PAC3自身がホモ二量体を形成する為、PPI阻害が不完全であった。更に、競合

阻害の程度は標的によって異なった。これらの差は、各 PPIの安定性および親

和性に依存すると考えられた。 

次に、この BiFCシステムを 384穴フォーマットから 1536穴フォーマットに

小型化した。1536穴フォーマットの HTSでは、384穴フォーマットより 70％

少ない材料でインビトロ BiFCを実施することができた。1536穴フォーマット

アッセイにおける S / B比は、384穴フォーマットにおける S / B比と同一であ
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った。次のステップとして、変動係数（Coefficient of Variation: CV）および Z 

‘factorを測定することによって HTSのアッセイ性能を評価した。Z ‘factor は、

アッセイ品質および性能の評価のために、広く用いられている指標である(95)。

各ターゲットの384穴プレートおよび1536穴プレートのコントロールデータポ

イントは、CV値は 3.3-7.6％、Z '値は 0.71-0.88であり（図 3）、値の変動は少

なかった。これらの結果は、このアッセイが HTSに適用可能であることを示唆

した。以上より、1536穴フォーマットにて、上記インビトロ BiFCシステムで

PPI阻害剤をスクリーニングすることとした。各標的の HTS条件を、表 1にま

とめる。 

天然物ライブラリーからの PPI阻害薬のスクリーニング 

 ライブラリースクリーニングは、標的あたり合計123,599サンプルを用いて、

1日あたり 20プレート（1280サンプル/プレート）のスクリーニングを実施し

た。液量は 1ウェルあたり 6 μlとし、天然物サンプルの最終濃度は 1.7％とし

た。TCF7--catenin、PAC1-PAC2、および PAC3ホモ二量体の 3つの標的 PPI

に対する一次スクリーニングでは、それぞれ 311（全サンプルの 0.25％）、399

（0.32％）および 1,503（1.21％）のヒットサンプル(First Hit)が得られた（表

2）。さらに、各標的のヒットの選択性を評価する目的で、標的 PPIは 70％以上

阻害し、他の PPIは 30％以下の阻害を示すサンプルを選択的ヒットサンプル
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(Selective Hit)とした。その結果、TCF7--catenin、PAC1-PAC2および PAC3

ホモ二量体では、それぞれ 18（全サンプルの 0.01％）、40（0.03％）および 257

（0.21％）の選択的ヒットが得られた（表 2）。次に、選択的ヒットサンプルの

再現性および用量依存性を評価した。その結果、TCF7--cateninでは再現性お

よび容量依存性が見られず、PAC1-PAC2に対しては 2ヒットサンプル、PAC3

ホモ二量体に対しては 9ヒットサンプルが選択された。これらのヒットサンプ

ルを特異的ヒット(Specific Hit)とする（表 2）。PAC1-PAC2の特異的ヒットは、

放線菌代謝産物に由来し、PAC3ホモ二量体の 9つは、放線菌（3サンプル）、

真菌（3サンプル）および植物（3サンプル）代謝産物に由来した。これらのサ

ンプルを生産する微生物を発酵培地で培養したが、2株の培養液では標的 PPI

に対する阻害活性を確認することができなかった。従って、最終的には、

PAC1-PAC2に対しては 1 つの放線菌サンプル、PAC3 ホモ二量体に対しては、

2つの放線菌、3つの真菌および 3つの植物サンプルから活性化合物が得られた。 

活性を有する化合物の同定 

PAC1-PAC2相互作用および PAC3ホモ二量体形成を阻害する化合物の構造

を決定するために、株および植物抽出物を生産する培養ブロスから活性指向分

離を行った。活性化合物は、LC-MSおよび NMR分光法データによって決定し

た。TN01については構造を決定する事ができなかった。放線菌代謝産物から単
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離された化合物 TAN 1323D は、PAC1-PAC2の阻害剤であった（図 4）。 

TAN1323Dは、PAC1-PAC2相互作用を 19 μMの half maximal (50%) 

inhibitory concentration (IC50)で阻害し、PAC3ホモ二量体および

TCF7--catenin相互作用をそれぞれ 33 μMおよび 40 μMの IC 50 値で阻害し

た（表 3、図 5）。放線菌、真菌および植物の代謝産物からは、PAC3ホモ二量

体阻害剤が複数得られた（表 3、図 5）。 TB1、JBIR-22、TN-01およびリノー

ル酸を真菌代謝産物から単離した。また、放線菌代謝産物からは leucanicidin

を、植物由来のサンプルからは大豆サポニンを含むサポニン類縁体を単離した

（図 4）。TB1は Yoshidaのグループより同定された phospholipase A2 阻害剤

の thielocin B1であった(96)。また、JBIR-22はのちに Izumikawa らにより構

造が決定され、ドッキングシミュレーションにより PCA3ホモダイマー界面に

結合する事が示された(97)。Izumikawa らの論文では、JBIR-22を HeLa細胞

に投与する事で、48時間では細胞死を誘導しないが、120時間で誘導する事が

示された(97)。同定した化合物の中で TB1は強力な阻害活性および選択性を示

した（表 3）。 TB1の IC50値は、PAC3ホモ二量体の PPIについては 0.020 μM

であったが、TCF7--cateninと PAC1-PAC2相互作用に対しては阻害活性を示

さなかった（IC50>250 μM）。また、のちに Doiらはドッキングシミュレーシ

ョンにより TB1が PCA3ホモダイマー界面に結合する事を示し、更に、TB1と
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類似の構造を有する thielocin A1と thielocin B3は PAC3ホモ二量体を阻害し

ない事、すなわち、TB1の PAC3に対する特異性が示された(98)。以上より、

本研究ではプロテアソーム阻害剤候補として、優れた PPI阻害剤を複数同定す

ることに成功した。 

 

第四節 考察 

本研究では、天然物ライブラリーから PPI阻害剤をスクリーニングするため

にmKGによるインビトロ BiFCを用いた新規 HTS系を構築した。本系は、複

雑なプロセス（固相タンパク質、洗浄および基質の添加など）または高価な機

器を必要とせずに 2つのタンパク質溶液を単に混合することによって簡便に実

施され、また、HTSとして非常に低コストである。さらに、プラスミド構築、

タンパク質調製、プレートスクリーニングも以下の様に簡便なプロセスで実施

した。まずプラスミド構築は、Gatewayシステムを用いて迅速に標的遺伝子と

mKG断片との 8つの組み合わせのプラスミドを構築し、インビトロタンパク質

調製システムを用いて精製することなくタンパク質を調製した。

TCF7--cateninおよび PAC3ホモ二量体を用いて未精製タンパク質溶液と精製

タンパク質溶液との間のアッセイデータの差異を評価すると、未精製タンパク

質溶液でのmKGの蛍光は精製タンパク質の値と同じであることは確認済みで
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ある（data not shown）。さらに、TB1は、PAC3ホモ二量体において、精製タ

ンパク質と未精製タンパク質で同じ IC50値を示した（図 5）。これらの結果は、

本アッセイにはタンパク質調製が不要であることを示している。さらに、この

インビトロ BiFC系は、1536穴フォーマットに容易に小型化することができ、

CV値および Z 'factor 値は、384および 1536穴フォーマットの両方において優

れていた。 

PCAと無細胞翻訳系を組み合わせるアプローチは、ルシフェラーゼの PCA

において既に報告されている(99)。この際、Porter et al.は、分割する対象とな

るタグを複数検討する中で、Venus FPを選択肢から除外した。なぜなら、分割

Venusでは、目的のシグナルとバックグラウンドのシグナルの差が有意ではな

かった為である。それに対し本研究では、分割mKGを用いて、無細胞翻訳系

と組み合わせた HTS系を構築することに成功した。mKGは過去に、哺乳細胞

を用いて、分割する為の最適な位置やフレキシブルリンカーが十分に評価され

ている。その結果を元に、本論文で示すmKGインビトロ BiFC系を設計したた

め、S/B比が高く、基質等の添加が不要であり簡便かつ低コストで実施可能な系

を構築する事が出来た。尚、Porter et al.が用いた Venusの分割箇所は、157番

と 158番目のアミノ酸の間、すなわち、Venusの立体構造上では 11本のβシー

トがあるが、その内の 6本目と 7本目のβシートを結ぶループ領域であり断片
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の長さはそれぞれ 157アミノ酸と 80アミノ酸である。一方、mKGの分割箇所

は、168番目と 169 番目のアミノ酸の間であり、8本目と 9本目のβシートの

間であり、長さは 168アミノ酸と 51アミノ酸である。Porter et al.の報告で S/B

比が低い原因は、Venusの両断片が長い為不安定であり、自発的に会合および

再構成が起こることでバックグラウンドが高くなった為ではないかと推察する。

C末側断片を更に短くした分割方法として、10本目と 11本目のβシートで分割

した Venus断片(1-210)と(210-238)を用いた BiFCが報告されており、高い S/B

比を達成している(100)。 

本HTS系では微生物代謝産物や植物抽出物のクルードサンプルのスクリーニ

ングに利用することができた。一般的には、この様なサンプルは自家蛍光が高

くHTSには困難とされる。しかし、本研究では複数の標的についての HTSを

同時に実施することで、最終的に特異的な PPI阻害剤を同定する事ができた。

従って、本論文で示す HTS系は、他の様々な PPI標的および化合物ライブラリ

ーにも適応できることが示唆される。 

3つの標的（TCF7--catenin、PAC1-PAC2、および PAC3ホモ二量体）の

PPI阻害剤スクリーニングでは、高いヒット率を示した。それぞれ0.25％、0.32％、

および 1.21％の比率であったが、これらの特異的ヒット率は、それぞれ 0.01％、

0.03％、0.21％であった。この結果は、多くのサンプルがこれらのタンパク質に



43 

 

非特異的に結合し、PPIを阻害することを示唆する。PAC3ホモ二量体阻害剤と

して、真菌代謝産物のリノール酸が単離された。他の脂肪酸、例えばオレイン

酸やリノレン酸も 3つの標的全てを阻害した（表 3）。微生物由来の未精製サン

プルは、しばしば豊富な脂肪酸を含むため、天然物由来のライブラリーを用い

て特異的な PPI阻害剤を同定するのは困難であると考えられる。従って、この

様なライブラリーは、脱脂することで、ヒット率を高めることができるかもし

れない。しかしながら、上記の問題を含有しているにも関わらず、本研究では

マクロライドやサポニンの様な、多様な化学構造を有する 8つの PPI阻害剤を

同定する事に成功した。これらの阻害剤に、共通の構造化学的類似性は見られ

なかった。これらの化合物の分子量は、376〜967の範囲であり、平均は約 630

であった（脂肪酸を除く）。天然物由来ライブラリーは分子量や構造の多様性が

合成ライブラリーと比して高かったことも、PPI阻害剤同定の成功要因であっ

たと考えられる。 

PAC1-PAC2の阻害剤として放線菌代謝産物から TAN1323D が単離された。

TAN1323Dの派生物としては、Vacuolar-type H+ -ATPase (V-ATPase)阻害剤

のコンカナマイシンと、バフィロマイシンが知られている(101)。コンカナマイ

シン類似体による V-ATPase阻害のメカニズムは、V-ATPase複合体を構成する

サブユニット間の相互作用の阻害である(101)。従って、コンカナマイシン類似
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体は PPIの阻害を示す可能性がある。PAC1 / PAC2および PAC3ホモ二量体系

において、コンカナマイシン Aの阻害活性を検討したところ、同化合物はこれ

らの PPIを阻害したが、TAN1323Dよりも高い IC50値（250 M）であった。

従って、TAN1323D は選択性のある PAC1 / PAC2阻害剤であることがわかった。 

本スクリーニング系により、PAC3ホモ二量体化の特異的阻害剤である TB1

が、真菌代謝産物から同定された。PAC3は、20Sプロテアソームの集合因子で

あり、プロテアソーム活性に必須である(91)。プロテアソーム阻害剤 Bortezomib

は、再発多発性骨髄腫およびマントル細胞リンパ腫の臨床薬として使用されて

いる(102)。従って、TB1は、抗癌剤を開発するための貴重なリード化合物とな

り得る。Bortezomib は、高い親和性および特異性で 26Sプロテアソームの触媒

部位に結合し、プロテアソーム活性を阻害する。一方、TB1が標的とする作用

機序は PAC3ホモ二量体化の阻害であり、プロテアソームの集合因子の阻害で

ある為、異なる様式のプロテアソーム阻害活性が期待される。 Izumikawa ら

による報告内で、HeLa 細胞において細胞死を誘導する際に、長時間を要する点

は、新たな作用機序を示していると考えられる(97)。 

BiFCは、FRETと比較し、PPIを検出する為の条件検討が複雑ではない。す

なわち、FRETはドナーFPとアクセプターFPの組み合わせの選択（波長の重

なりや FP間ヘテロダイマー形成の有無）、FP間の距離および発色団の配向（FP
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と測定対象タンパク質間のペプチドリンカーの調整）、フィルターの選択などの

検討項目が多いが、BiFCでは上記の様な複雑な検討は不要である。実際、本研

究で検討された TCF7/β-cateninでは、mKG断片の融合位置を検討した 8通り

の組み合わせ全てにおいて、蛍光シグナルが検出された。本研究で使用した

mKG断片と標的タンパク質の間のペプチドリンカーは全て同一配列であり、27

アミノ酸のセリンとグリシンから構成されるフレキシブルリンカーである。従

って、本研究で開発した方法論は系の構築が簡便であり、多様な PPIを検出で

きる可能性が示唆された。BiFCを用いることで新規 PPIをハイスループットに

同定する手法は既に試みられている(103,104)。しかしながら、cDNAライブラ

リーの各サンプルを細胞に発現させる場合、 細胞毒性などにより PPIを評価で

きない場合が存在する可能性がある。本研究で構築した系は in vitroであり、更

に小麦胚芽系を用いることでタンパク質のフォールディングも良好である為、

創薬スクリーニングのみならず、cDNAライブラリーから新規 PPIを同定する

用途に応用できる可能性が考えられる。 

一方で、BiFCは不可逆反応である点が課題である。PPIの有無を評価する手

法としては有用だが、生きた細胞内では obligateな PPI以外では相互作用の有

無が変化するため、PPIの変化は追跡できない。この様な課題を有するが、本

研究ではタンパク質を個別に合成する事で、PPI阻害剤のスクリーニングを実
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施する事ができた。本研究で開発したスクリーニング手法を考慮すると、同定

された化合物は、PPIが起こる前の状態の単量体のタンパク質に結合し、PPI

の発生を阻害する作用機序を有すると考えられる。しかしながら、本手法では、

既に発生している PPIを積極的に解離させられるか否かについては、判定する

事ができない。更に、in vitroの系である為、同定された化合物が細胞膜を透過

するか否かについても判定することができない。上記を検証する為には可逆的

な PPIを評価することができるセルベースアッセイ系が必要である。 
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第三章 液相転移を利用した PPI可視化法の開

発 

第一節 序論 

 前章ではインビトロ BiFCを用いた新規 HTS系を構築し、HTSを実施する

事で特異的な PPI阻害剤が同定された。本研究では次に、細胞内で PPIを検出

するためのセルベースアッセイ系の開発に取り組んだ。なぜなら、PPI調整剤

は一般に分子量が大きい為、インビトロ系で同定した化合物が細胞膜を通過し、

細胞内で効果を発揮するか否かを検証する必要があるためである。例えば前章

で同定した化合物はプロテアソーム阻害であるため、タンパク質の分解をモニ

ターすることで化合物の効果を検証することは可能である。しかし、表現型を

検出する作用機序のアッセイ系では標的ごとに別個の系を選択する必要があり、

また、細胞内での PPI阻害を直接検出せず、PPI阻害後に様々なシグナル伝達

系を経由した結果を検出することが多く、オンターゲット効果なのか、オフタ

ーゲット効果なのかを判定できない課題がある。その好例としては Voglerらの

報告が挙げられる(105)。彼らは、文献報告のあった6種のBcl2阻害薬を比較し、

細胞内で実際に Bcl2 に作用する化合物は 1種のみであり、他 5種は別の作用機

序、すなわちオフターゲット効果により細胞死を引き起こすことを示した(105)。

特異的な Bcl2阻害剤ではなかった 5種は、インビトロアッセイにより Bcl2に
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結合する化合物であると同定され、表現型アッセイにより細胞死を引き起こす

活性をもつことは示されている。しかし、結果的には、どれも目的とした作用

機序、すなわち Bcl2 の PPIを調整する作用機序ではなかった。この様な誤認を

防ぐために、適用範囲が広く、尚且つ同定した化合物が細胞内で目的の作用機

序、すなわち PPIを調整する効果を有するか否かを評価する系が必要であると

考えた。 

 第一章で述べたように、細胞内で PPIを検出する手法は複数存在する。私は

汎用性の高いアッセイ系を開発することを目的としたため、「第一群」の FP等

のタグの近接を利用した手法は選択しなかった。なぜなら、これらの群はリン

カーの最適化等、系の構築が煩雑なためである。BiFCについては第一章で述べ

たインビトロ系で実証されてはいるものの、不可逆的である為、細胞内で発現

させた後で化合物を添加し、PPIの阻害効果を検出する事はできない。また、

化合物を添加した状態で遺伝子導入もしくは発現を誘導した場合は、遺伝子導

入、転写、翻訳の過程を阻害する様な作用点の異なる化合物も偽陽性として判

定されてしまう。そこで、本研究では系の構築が簡便な「第二群」の手法を選

択し、更に、前述した手法が有する課題を克服可能な、質的に異なる原理に基

づいた PPI検出方法の開発に取り組んだ。 

この目的を達成するために、タンパク質が相転移により液状を維持しつつ分
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離され、区画化される現象（液相転移）に着目した。液相転移による液相液滴

は、細胞内に普遍的に存在する、膜に包まれないオルガネラ様構造体として近

年研究が進んでいる(106,107)。同構造体の多くは Processing body (P-body)や

核小体などの RNA-タンパク質の複合体（RNP body）であるが、近年、Liらは

シグナル伝達因子の多価結合が液相液滴を形成することを実証した(108) 。本研

究では、ホモ多量化能力を有する 2つのタンパク質タグを設計し、両タグに融

合したタンパク質の相互作用依存的な会合により架橋が形成され、液相液滴へ

の相転移が促進されるかどうかを検討した。1つのタンパク質タグは、p62 / 

Sequestosome1(SQSTM1)の Phox－Bem1p（PB1）ドメインである。p62 PB1

ドメインは、一方の側に酸性/疎水性残基を含み、他方の側にリジンおよびアル

ギニン残基を含有する。これにより、前－背面のトポロジーで高分子量のホモ

オリゴマーを形成する（図６a、上）(109,110)。第 2のタグは、obligate四量体

を形成するサンゴ由来の緑色発光 FP、Azami-Green（AG）である（図６a、下）

(111)。この系を利用し、生細胞内における蛍光輝点として、PPI依存的な液相

液滴を形成させることに成功した。Fluoppi と命名したこの方法は、HCAおよ

びHTSに適しており、多くの異なる PPIを生きた細胞内でモニタリングするこ

とができる。 
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第二節 材料と方法 

化合物 

 Rapamycinとnutlin-3はMerck Milliporeから購入した。AT-406とLCL-161

は Active Biochemicalsから購入した。B/B Homodimerizer (HD)とWashout 

Ligand (WL)はタカラバイオから購入した。 

プラスミド DNAの構築 

 本章で使用した全てのプラスミド DNAは、phmAG1-MNLinker もしくは 

phmAG1-MCLinkler（医学生物学研究所）の骨格を使用した。PB1は、ヒトSQSTM1 

(GenBank: NM_003900)のアミノ酸配列番号 1-102を使用した。PPI解析に用いた

タンパク質の領域は、以下である。mTOR: ヒト MTOR (NM_004958)のアミノ

酸配列番号 2025–2114、FKBP12: ヒト FKBP1A (NM_000801)の全長、p53: ヒト 

TP53 (NM_000546) のアミノ酸配列番号 1–70、MDM2: ヒト MDM2(NM_002392) 

のアミノ酸配列番号 1–119、calmodulin: ヒト CALM1 (NM_006888) のアミノ酸

配列番号 3–149、M13 peptide: ヒト MYLK2 (NM_033118) のアミノ酸配列番号

566–591、XIAP: ヒト XIAP (NM_001167) のアミノ酸配列番号 243–356、SmacNT: 

ヒト DIABLO (NM_019887)のアミノ酸配列番号 56–64、BclXL: ヒト BCL2L1 

(NM_138578) のアミノ酸配列番号 1–209、BH3: ヒト BAD (NM_004322) のアミ

ノ酸配列番号 103–127、HRas: ヒト HRAS (NM_001130442) のアミノ酸配列番号
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1–172、cRaf: ヒト RAF1 (NM_002880) のアミノ酸配列番号 51–131、ERK2: ヒ

ト MAPK(NM_002745)の全長。FKBP12(F36V) and PB1(D67A, D69R)は、先行文

献と同様の方法で変異を導入し作製した(112)。 

cDNA クローニング 

 石サンゴ Scolymia vitiensisは、アカ島（沖縄）の海から採取された。サンゴ

の総 RNAはグアニジンチオシアネート法によって単離された。

5'-ATCAAGNTNWRYATGGAAGG-3 'および

5'-ACVGGDCCATYDGVAAGAAARTT-3'（R = Aまたは G; Y = Cまたは T; V = 

A、Cまたは G;および D = A、 G、または T）のプライマーを用いて、全長 cDNA

を作製した。その後、タンパク質コード領域を 5'-BamHIおよび 3'-EcoRI部位

を含むプライマーを用いて増幅した。制限酵素で処理した DNA断片を大腸菌で

発現させるために、pRSETB（Thermo Fisher Scientific）の BamHI / EcoRI

部位にクローニングした。哺乳動物細胞における発現効率を高めるため、BamHI

部位の後にコザックコンセンサス配列（CCACCATG）を含むように遺伝子の 5 

'末端を PCRによって改変した。 

タンパク質精製 

 リコンビナントMomiji (Mmj)タンパク質は、N末端に Hisタグを融合し、

Escherichia coli (JM109 DE3)で発現させ、先行文献と同様の方法で精製した(111)。 
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細胞培養と遺伝子導入 

 HeLa、Human embryonic kidney cells 293 (HEK293)、Cos-7、U2OSおよ

び Chinese hamster ovary (CHO)-K1細胞は、American Type Culture 

Collection (ATCC)から購入した。これらの細胞は、10％ウシ胎児血清（FBS）

およびペニシリン - ストレプトマイシン（Life Technologies）を添加したダル

ベッコ改変イーグル培地（DMEM、Sigma）で培養した。 Polyfect（Qiagen）

または Fugene HD（Promega）によりプラスミド DNAを遺伝子導入し、20〜

24時間後に細胞を観察した。FRB-FKBPおよび p53-MDM2の恒常発現細胞株

は、G418およびハイグロマイシン Bを用いて選択し、その後、限界希釈法によ

り単一クローンを単離した。 

レトロウィルスによる恒常発現細胞株の作製 

 XIAP-AGおよび SmacNT-PB1の恒常発現細胞株の樹立は、pQCXIPおよび

pQCXIH（Clontech）レトロウイルスベクターを用いた。GP2-293パッケージ

ング細胞（Clontech）によりウイルス粒子を作製し、HEK293T 細胞に感染さ

せ、ピューロマイシンおよびハイグロマイシン Bによる選択の後、限界希釈法

により単一クローンを単離した。 

Wide-field蛍光顕微鏡による細胞の観察 

 細胞は、35 mmガラスボトムディッシュ（IWAKI）または 8穴ガラスボトム
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チャンバースライド（Thermo Scientific）上で増殖させた。蛍光観察には、IX71

倒立顕微鏡（オリンパス）、75Wキセノンランプ、CCDカメラ（ORCA-ER; 

Hamamatsu）を用いた。使用した対物レンズは×20（UPlanApo、NA =0.7）、

×40（UPlanFLN、NA = 1.30）、×60（UPlanSApo、NA = 1.35）であった。

AGおよび光変換前のMmjは BP460-480HQ、BA495-540HQ、DM485

（U-MGFPHQ、オリンパス）の光学フィルターユニットで観察した。

Hoechst33342 の観察には、BP330-385、BA420、DM400からなるフィルターユ

ニット（U-MWU2; オリンパス）を用い、光変換後のMmjには 580AF20、

600DRLP、645AF75（Omega Optical）を用いた。KOの観察には、BP520-540HQ、

BA555-600HQ、DM545HQ（FSET-KOHQ; オリンパス）を用いた。Epidermal 

Growth Factor (EGF)刺激によるライブイメージングには、フェノールレッドを

含まないDMEMに 25 mM HEPES (pH 7.4)および 10％FBSを添加した観察培

地を使用し、ステージトップインキュベーター（MI-IBC; Tokai Hit）により温

度と湿度管理を行った。画像の取得および解析には、MetaMorph ソフトウェア

（バージョン 7.8.9.0）（Molecular Devices）を用いた。 

Photo convertible Fluoppi (pcFluoppi) 

Mmjの光変換は、視野絞りの位置にセットした自家製ピンホールを用いて、

バンドパスフィルタ（BP330-385）により行った。光変換後のMmjからの赤色
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蛍光は、蛍光輝点を手動でセグメント化し、測定した。画像の取得および解析

は、MetaMorphソフトウェア（バージョン 7.8.9.0）（Molecular Devices）を

用いて行った。 

FRAP 

 細胞は 35 mmガラスボトムディッシュ（IWAKI）上で培養した。 ×63

（Plan-Apochromat、N.A. = 1.4）、アルゴンガスレーザー（488nm）、バンドパ

スフィルター（BP505-530）を用いて LSM 5 EXCITER（Carl Zeiss）を用い

て FRAP実験を行った。画像解析は、ZEN black editionソフトウェア（Carl 

Zeiss）を用いて行った。 

液相液滴のタイムラプスイメージング 

Punctum Intensity (P.I.)は、液相液滴内の蛍光強度を測定し算出した。画像

中の蛍光輝点は、ICY open bioimage informatics platform (ICY)の spot 

detectorアルゴリズムを用いて自動的に検出した(113)。液相液滴のアスペクト

比の測定には、ICYの active contoursアルゴリズムを用いた。 

全反射蛍光顕微鏡イメージング 

 細胞は 35 mmガラスボトムディッシュ（IWAKI）上で培養した。蛍光観察に

は、IX71倒立顕微鏡（オリンパス）、75Wキセノンランプ、CCDカメラ

（ORCA-ER、Hamamatsu）、アーク式全反射ユニット（ARCEVA、オリンパ
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ス）を用いた。使用した対物レンズは×60（ApoN、N.A. = 1.49）であった。

AGの蛍光は BP460-480HQ、BA495-540HQ、DM485（U-MGFPHQ、オリン

パス）の光学フィルターユニットを用いて観察した。 

画像解析による nutlin-3 の濃度依存性曲線の測定 

 恒常発現細胞株を40,000細胞/ウェルで底面が透明なポリ-D-リジン96穴ブラ

ックプレート（Corning）に播種し、37℃、5％CO 2下で 20時間インキュベー

トした。各濃度の nutlin-3を室温で 30分間処理した後、4％パラホルムアルデ

ヒド（PFA）で 10分間細胞を固定し、次いで Hoechst33342（同仁化学）で 30

分間染色した。IN Cell Analyzer 2200（GEヘルスケア）を用いて画像を取得

した。10倍の対物レンズを用いて撮影し、各画像では 2,206細胞以上の細胞を

解析した。Nutlin-3の各濃度について、N=3ウェルとした。画像解析は、In Cell 

Investigator（GEヘルスケア）を用いて行った。緑色（AG）及び青色

（Hoechst33342）蛍光画像（図８a参照。）は、それぞれ、蛍光輝点および核を

モニターするために使用し、セグメンテーションアルゴリズムにより自動的に

セグメント化した。平均 P.I.値は、セグメント内の緑色蛍光強度を核の数で割る

ことで算出し、nutlin-3の最低濃度の値で標準化した値をそれぞれプロットし

た（図８b）。カーブフィッティングは、カレイダグラフ（Synergy Software）

を用いて行った。 
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プレートリーダーによる nutlin-3の濃度依存性曲線の測定 

 恒常発現細胞株を20,000細胞/ウェルでポリ-D-リジン96穴ブラックプレート

（Corning）に播種し、37℃、5％CO 2下で 20時間インキュベートした。各濃

度の nutlin-3を室温で 30分間処理した後、0.75％PFAおよび 2％Triton X-100

で 15分間細胞を固定し、次いで Hoechst33342（同仁化学）で 30分間染色し

た。代表的な画像（図８c）は、細胞をガラスボトムディッシュに播種し、同様

の処理を行った細胞を倒立顕微鏡 IX71（オリンパス）を用いて取得した。 緑

色（AG）及び青色（Hoechst33342）蛍光強度を、Wallac Arvo HTS 1420 マ

ルチラベルカウンター（Perkin-Elmer）を用いて測定した。nutlin-3の各濃度

について、N=3ウェルとした。平均 P.I.値は、緑色蛍光強度を青色蛍光強度で

割ることで算出し、nutlin-3の最低濃度の値で標準化した値をそれぞれプロッ

トした（図８d）。カーブフィッティングは、カレイダグラフ（Synergy Software）

を用いて行った。 

画像解析による AT-406の濃度依存性曲線の測定 

恒常発現細胞株を 40,000 細胞/ウェルで底面が透明なポリ-D-リジン 96穴ブラ

ックプレート（Corning）に播種し、37℃、5％CO 2下で 20時間インキュベー

トした。各濃度の AT-406を室温で 15分間処理した後、4％パラホルムアルデヒ

ド（PFA）で 10分間細胞を固定し、次いで Hoechst33342（同仁化学）で 30
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分間染色した。Cell Voyager CV7000（横河電機）を用いて画像を取得した。20

倍の対物レンズを用いて撮影し、各画像では 2,679細胞以上の細胞を解析した。

AT-406の各濃度について、N=3ウェルとした。画像解析は、Cell Voyager付属

の解析ソフトウェア（横河電機）を用いて行った。緑色（AG）及び青色

（Hoechst33342）蛍光画像（図８f参照。）は、それぞれ、蛍光輝点および核を

モニターするために使用し、セグメンテーションアルゴリズムにより自動的に

セグメント化した。平均 P.I.値は、セグメント内の緑色蛍光強度を核の数で割る

ことで算出し、AT-406の最低濃度の値で標準化した値をそれぞれプロットした

（図８g）。カーブフィッティングは、カレイダグラフ（Synergy Software）を

用いて行った。 

 

 

第３節 結果 

PB1と Azami Green (AG)融合による細胞質顆粒の形成 

インビトロ研究により、p62 PB1ドメインの隣接する酸性表面と塩基性表面

との間の静電相互作用は、PB1のホモオリゴマー化をもたらし、高分子量生成

物を形成することが明らかとなっている(109,110)。 また、PB1は、p62を断片

化したプラスミド DNAを遺伝子導入した細胞において、細胞質で蛍光輝点の形
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成を担うことも見出されている(114)。後者の発見は GFPタグを用いた実験から

得られたものであるが、全てのタグはその融合タンパク質の挙動に影響を与え

るリスクがある。そこで、私は PB1に複数の FPを融合後 HeLa細胞に遺伝子

導入し、それらの細胞内分布を調べた。 その結果、PB1を AGおよびその単量

体（monomeric Azami Green1; mAG1）に融合した場合、細胞質における蛍光

分布に顕著な差異が観察された（図６b、Transient）。 AG-PB1を発現する細

胞（Cos-7）はマイクロメートルサイズの蛍光輝点を示したが、mAG1-PB1を

発現する細胞は拡散状のパターンを示した。この分布の差は、AG-PB1および

mAG1-PB1を恒常的に発現するHeLa細胞においても観察され（図６b、Stable）、

上記融合タンパク質の性質には持続性があることを示唆している。また、他の

細胞株を用いた一過性発現実験からも同様の結果が得られた（補足図 1a、b）。 

AGはサンゴ由来であり、リソソームプロテアーゼに耐性があるため、蛍光輝点

は基底レベルのオートファジーの結果として AG-PB1を蓄積するリソソームを

反映している可能性がある(115)。しかし、共焦点顕微鏡により観察した結果、

AG-PB1の蛍光輝点はリソソームと共存していないことを示した（補足図 1c）。

これらの結果は、mAG1-PB1は細胞質内で自由に拡散するが、AG-PB1は細胞

質に集積していることを示唆している。注目すべきことに、AG-PB1トランス

フェクションによる蛍光輝点形成は、発現細胞の細胞密度および細胞周期とは
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無関係に絶えず観察された（data not shown）。さらに、AG-PB1恒常発現細胞

は、対照細胞と同じ増殖速度を示した（data not shown）。これらの結果より、

観察された蛍光輝点を、生細胞における FP融合構築物の四次構造を反映する指

標として利用することが考えられた。 

PPI依存的な PB1と AG の相互作用による、顆粒形成の可視化 

私は、任意の 2つのタンパク質（Xおよび Y）間の PPIにおいて、それぞれ

の相互作用部位を AGおよび PB1に融合させ、生きた細胞における蛍光輝点の

形成を指標に X-Y間の相互作用を判定できるか検討を行った（図７a）。この方

法論の評価モデルとして、mTORの FRBドメインと FKBP12（FKBP）を採

用した（図７b）(116,117)。 HeLa細胞（図７b、Transient）へ PB1-FKBPお

よび FRB-AGをコトランスフェクションすると、まず細胞質全体に均質な緑色

蛍光の分布が観察された（－5分）。しかし、100 nMの rapamycinで数分間処

理すると、蛍光分布は劇的に変化し、１マイクロメートル以下のサイズの蛍光

輝点（5分）を形成した。蛍光輝点形成の過程を観察する為に、PB1-FKBPお

よび FRB-AGを恒常的に共発現するHeLa細胞を用いたライブイメージングを

行った（図７b、Stable、補足ビデオ１）。 20 nMの rapamycinを添加して数

分後、１マイクロメートル以下のサイズの蛍光輝点が細胞質中で検出された。

長時間（約 70分）観察した結果、蛍光輝点同士が融合し、より大きな輝点を形
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成する様子が観察された（補足ビデオ２）。この際、2つの輝点は接触後に融合

し、数分で形態が球状になった（補足図２a）。これは、観察された顆粒が、液

相である可能性を示唆している。 

これらの結果は、AG－PB1 間の共有結合だけでなく非共有結合においても、

両タグが有する多価性により、蛍光顕微鏡で検出可能な蛍光輝点を形成し得る

ことを示す。 すなわち、AGおよび PB1の両者がホモオリゴマー化する性質を

有するため、それぞれが架橋されることにより、集積すると考えられる。実際、

AGをmAG1に置き換えた場合、または PB1にオリゴマー化を抑制するような

変異を導入した場合（PB1（D67A / D69R））、rapamycin（100 nM）処置を行

っても細胞内蛍光分布は拡散状から輝点状に変化しなかった（補足図２b）。 

PB1/AG系を利用した、汎用性の高い可逆的な PPI検出 

 次に、私は形成された蛍光輝点が解離可能であるかどうかを検討した。拡散

状パターンと輝点状パターンとの間の可逆性を調べるために、特定の PPI阻害

剤、nutlin-3の投与によって PPIを解離させることができる p53 およびMDM2

を使用した(20)。 PB1-p53および AG-MDM2を HeLa細胞に一過的にコトラ

ンスフェクションし、1日後に観察した結果、融合によってサイズが拡大した直

径 1〜5 μmの明瞭な蛍光輝点が細胞質に形成された（図７c、-1分）。これらの

細胞に nutlin-3（20 M）を投与すると、輝点は分散し始め（図７c、1分）、3
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分以内に完全に消失した（図７c、3分、補足ビデオ３）。蛍光輝点を定量するた

めに、輝点内の総蛍光強度を測定した。本研究では、「punctum intensity（P.I.）」

を PPIの指標として用いた（定量方法は補足図２c参照）。細胞 1および 2の P.I.

値の経時変化を図７c、右端に示す。以上より、2つのタンパク質間の可逆的 PPI

は、両者を PB1および AGに遺伝的に融合させることによって、生細胞内で可

視化できることがわかった。また、PB1 / AGシステムは、細胞質内だけでなく、

核内（補足図２d）および形質膜直下（補足図２e、補足ビデオ４）での PPIに

も適用することができた。本手法は fluorescent ppi visualization (Fluoppi)と命

名された。 

次に私は、AGを他のオリゴマーFPと置き換えることができるかどうかを検

討するため、主に二量体で存在するオレンジ色 FP、Kusabira-Orange（KO）

を使用した(118)。KOを用いて Fluoppi 系を構築し、カルモジュリン

（calmodulin; CaM）とその標的ペプチド（M13）との間のカルシウム依存的

相互作用をリアルタイムで観察した（図７d）(119)。 HeLa細胞にM13-PB1

と CaM-KOをコトランスフェクションした後、1.5秒の間隔でタイムラプス観

察を行った。過剰量の histamine（100 M）を添加した結果、数分間に渡り、

細胞あたり約 10個の小さな蛍光輝点が振動形成した（補足ビデオ５）。興味深

いことに、各蛍光輝点の大きさと位置は一定していた(120)。P.I をプロットした
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結果、典型的なカルシウム振動パターンを得た（図７d、右端）(119)。以上の結

果は、Fluoppiが可逆的 PPIを秒単位の間隔で繰り返し検出することができる

ことを示した。また、複数の PPIを同時に検出するために、FPのレパートリー

を拡張し、多色 Fluoppi を設計できる可能性が示唆された。 

低バックグラウンドで高い信頼性を有する、化合物スクリーニング系への応用 

次に、HCA を用いて、Fluoppi が PPI 阻害剤の評価に適用可能か検討した。

PB1-p53および AG-MDM2を恒常的に発現する CHO-K1細胞が、（図７c）で

示す一過性発現同様、nutlin-3の添加で蛍光輝点の消失を引き起こすことを確

認した。尚、恒常発現株では、各細胞２～３個の巨大な蛍光輝点を形成した。

注目すべきことに、これらの蛍光輝点は、4％パラホルムアルデヒド（PFA）で

10分間処理しても、蛍光が減弱する、或いは蛍光輝点が解離する等の変化は一

切見られなかった。したがって、固定した細胞サンプルにおいて、蛍光輝点を

定量化することができた。固定後の細胞にて、0.3および 40  Mの nutlin-3

添加による蛍光分布の変化を観察した結果を、図８aに示す。同様に、nutlin-3

添加による、濃度依存的な P.I.の変化を図８bに示す。IC50値は 5.7±0.6 M

（mean±SD、n = 3）であり、既存文献の細胞ベースのアッセイによって決定

された値と一致した(121)。同様に、FRB-AG / PB1-FKBPの rapamycinの half 

maximal (50%) effective concentration (EC50)値は、15.1±1.7 nMであった（補
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足図３a、b）。同値も、既存文献での値と同程度であった(122)。 

Fluoppiの 2つの極端な分布の差を利用し、PPI定量のための HTSシステム

を構築できないか、検討した。低濃度の PFA (0.75％)により長時間固定すると

同時に、2％Triton X-100を添加することで細胞膜に穴を開けたところ、拡散性

の AG融合タンパク質は細胞から洗い流され、蛍光輝点に存在する AGは細胞

内に保持されていた（図８c）。従って、同処理を施した細胞を洗浄後、光電子

増倍管（photomultiplier tube ; PMT）を用いて細胞内に残存する蛍光強度を測

定することで、PPIを定量的に測定する事ができると考えた。私は、マイクロ

プレートリーダーを用いて、PB1-p53 / AG-MDM2に対する nutlin-3の濃度依

存的変化を測定した。この測定では、AGの蛍光輝度を Hoechst の蛍光輝度で

割った値を P.I.とした。IC50値は 5.4±0.4 M（mean±SD、n = 3）であり、

図８dで得られた値と同等であった。 

次に私は、Fluoppi が XIAP阻害薬の評価に適用可能か検討を行った。XIAP

の BIR3ドメインおよび Smacの N末端領域（SmacNT）を使用して Fluoppi

アッセイを構築し、SmacNT-PB1および XIAP-AGを恒常的に共発現する

HEK293細胞を作製した。これらの細胞はそれぞれ、細胞質に数個の大きな蛍

光輝点を有していた（図８e、-5分）。次に、同細胞に AT-406を添加した。AT-406

は、carboplatinとの併用療法で有効であることが示されている XIAP阻害薬で
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ある(123)。AT-406（25 M）を添加後にタイムラプス測定を行った結果、10

分以内に蛍光輝点が消失した（図８e、補足ビデオ 6）。AT-406の濃度依存性曲

線より、IC50値は 9.2±1.2 M（平均±SD、n = 4）と算出された（図８f、g）。

この値は、細胞毒性アッセイから導き出された値と一致する(124)。タイムラプ

ス観察により、AT-406（50 M）の PPI阻害過程を、別のよく知られた XIAP

阻害剤、LCL-161（50 M）と比較した（補足図３c、d）。その結果、AT-406

は、LCL-161 よりも PPI を阻害するまでに要する時間が長かったが、一方で、

より強力で持続的であった。 

光変換型 Fluoppi による、PPIキネティクスの測定 

Fluoppiは可逆的に PPIを観察できるため、AGを四量体の光変換型 FPと置

換することで、不可逆的に蛍光波長を変換した蛍光輝点と、変換していない輝

点との間での、蛍光分子の交換速度を解析する事が可能となった。本研究では

Scolymia vitiensisから、新しい光変換型 FP、Momiji（Mmj）をコードする cDNA

をクローニングした。 Mmjは Kaedeと 74％のアミノ酸配列相同性を示し、同

一の発色団形成トリペプチド（His63-Tyr64-Gly65）を有する（補足図４a）。ま

た Kaedeと同様に、Mmjは ultra violet (UV)～紫色域の光を照射することによ

り緑色 FPから赤色 FPに変換される性質を有する（補足図４b-e）。しかしなが

ら、Mmjは Kaedeよりも明るく、より高い光変換量子効率を示した（data not 
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shown）。 Mmjは四量体であるため、Fluoppi システムに適用可能であった。 

私はまず、Mmj-PB1を Cos-7細胞にトランスフェクトした（図９a）。トラン

スフェクション 1日後、各発現細胞は約 10個の緑色蛍光輝点が形成された。そ

のうちの 1つを UV光の局所照射により光変換した。その結果、120分間の観

察中、赤色および緑色の蛍光に変化は見られず、安定していた。この波長変換

した輝点は、光変換 990分後においても安定して存在しており、新たに合成さ

れた緑色の分子に取り囲まれてはいたものの、変換時の形状を保っていた。 

次に私は、PB1-p53およびMmj-MDM2を Cos-7細胞にコトランスフェクシ

ョンした（図９b）。 PB1-p53 / AG-MDM2同様、PB1-p53 / Mmj-MDM2の可

逆性は、別途 20 Mの nutlin-3を用いて確認済である（補足図４f）。私は、4

つの緑色蛍光輝点を有する細胞を選択し、そのうちの 1つを光変換した。赤/緑

のコントラストは 1分後には高かったが、徐々に低下した。 2時間後、4つの

輝点は全て同様の色であった。以上より、Mmj-MDM2は（恐らく PB1-p53も）、

4つの蛍光輝点の間を移動していると結論した。これらの結果は、Fluoppiにお

いて形成された蛍光輝点間の分子の交換は、PB1や AGホモオリゴマーのオン/

オフ速度には依存せず、Xと Yの相互作用間のキネティクスに依存することを

示唆している。尚、DsRedの四量体は非常に強力に結合し obligate tetramer

であることが示されていることから、同じくサンゴ由来のMmjやAGも、DsRed
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同様、解離しないと考えられる(44)。 

最後に、私は細胞内で PPIの親和性を検討する方法として photoconvertible 

Fluoppi（pcFluoppi）を利用できないか検討を行った。私は、BclXLと BAD

由来の BH3ペプチドとの間の PPIに着目した。同相互作用は、0.6 nMと低い

Kd値であることが報告されている(125)。他方、弱い親和性のモデルとして、

PB1-p53およびMmj-MDM2を採用した。MDM2 / p53の Kd値は 260 nMと

報告されている(126)。本系では、より定量的な分析を行うために、PB1-BclXL 

/ Mmj-BH3および PB1-p53 / Mmj-MDM2をそれぞれ 1：1の化学量論比で発

現させるために、Thosea asigna virus 2A (T2A)バイシストロニック発現系を用

いた。更に、各実験においては、2つの緑色蛍光輝点を有する細胞を選択した。 

一方の蛍光輝点を光変換し、1時間観察を行った結果、PB1-BclXL / Mmj-BH3

では赤色分子の交換は起こらなかった（図９c）。しかし、PB1-p53 / Mmj-MDM2

では、交換が観察された（図９d）。同様の結果は、他の 3つの細胞で得られて

いる（補足図４g、h）。 

Fluoppiの蛍光輝点が示す liquid-phase droplet 様の挙動 

 液相転移による液相液滴は、細胞内に普遍的に存在する、膜に包まれないオ

ルガネラ様構造体として近年研究が進んでいる(106,107)。Hymanらは、C. 

elegans胚のRNAおよびRNA結合タンパク質を含むP granuleの挙動を元に、
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細胞内における液相液滴を以下の様に定義した(106)。 

- 細胞質と物質の交換が可能であるが、表面張力により、球状の形態を示す。 

- ２つの液滴が接触後融合し、その後、球状の形態を示す。 

- 液滴の半分を褪色させると、内部の再編により、褪色領域の蛍光が回復する。 

- 液滴周囲の流れ（せん断流）により、変形する。 

上記の内、細胞質を物質の交換が可能である点は、pcFluoppi で示した（図９

b、d）。Fluoppiの蛍光輝点が他の定義を満たすか否か、恒常発現細胞株（CHO-K1）

（図８）における PB1-p53 / AG-MDM2の蛍光輝点をモデルとして、検証を行

った。まず、直径 1〜6 mの蛍光輝点を用いて、融合過程の観察（図１０a）お

よび FRAP実験（図１０b）を行った。融合後の液滴のアスペクト比より、Fluoppi

の液相液滴は球形であることが示唆された。FRAPの実験手法は、液滴の半分

の褪色ではなく、一部の褪色のみで実施し、液相液滴を示した報告にならった

(127)。Fluoppiにおいて、蛍光輝点の融合時間と FRAPの回復時間より、個々

の蛍光輝点内部が流動的であり再編成がおこなわれていることが示唆された。

次に、大きな蛍光輝点（>10 mの大きさ）を有する細胞の位相差画像(phase 

contrast; PC)を取得した（図１０c、左、PC）。蛍光画像（図１０c、左、AG + PC）

と比較すると、蛍光輝点は液相を示す均一な媒体から構成されることが明らか

になった。タイムラプス観察の結果、これらの巨大な蛍光輝点は、細胞の運動
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に応じて変形可能であり、細胞分裂時に分割される様子が観察された（図１０c、

右、補足ビデオ７）。Hymanらの定義には含まれないが、近年、2次元での液

相液滴形成が Banjadeらにより報告された(128)。Fluoppi における蛍光輝点が

2次元での同様の挙動を示すか検証する為、全反射蛍光顕微鏡（図１０d）によ

り形質膜上の PB1-HRasおよび AG-cRafの相互作用を観察した。EGF刺激に

より、細胞表面にマイクロメートルサイズのクラスターが形成された（補足ビ

デオ８、左）。このパターンは、PB1のオリゴマー化能力を欠失させた際には観

察されなかった（図１０e、補足ビデオ 8、右）。Banjadeらは同様の二次元相分

離を、接着分子ネフリンおよびその細胞質パートナーnon-catalytic region of 

tyrosine kinase adaptor protein 1 (Nck)、そして Neural Wiskott-Aldrich 

syndrome protein (N-WASP)を含むクラスターが脂質二重層上で形成される系

で、報告している(128)。 

単一の融合タンパク質を用いたタンパク質ホモ二量体化の可視化 

本研究では、ホモ二量体を形成する目的のタンパク質（X）をmAG1-PB1に

融合させることで Fluoppiシステムを拡張し、タンパク質ホモ二量体形成過程

を可視化（homoFluoppi）した（図１１a）。HomoFluoppiでは、 Xのホモ二

量体化と PB1のホモオリゴマー化により架橋が起こり、緑色蛍光を発する液相

液滴が形成される。これまでに、PB1に AGを融合すると、同融合タンパク質
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は両ドメインのホモ多量体形成能により分子間で架橋を形成し、液相液滴を形

成することが示され（図６b）、四量体 AGは二量体 KOに置換可能であること

が示された（図７d）。上記より、KOを更に任意の二量体形成タンパク質 Xに

置換する事で、液相液滴が形成されることが予想される。この際、X-PB1は蛍

光を発しない為、X-PB1の液相液滴形成に影響を与えないmAG1 を更に融合す

ること、すなわち、mAG1-PB1を Xに融合する事で、Xのホモ二量体形成を可

視化できると推察される。この場合、AG-PB1は常に蛍光輝点を形成するため、

AGの使用は適切ではない。homoFluoppiの有効性を実証するために、私はF36V

変異を有する FKBP12（FKBP12（F36V））を使用した。 FKBP12（F36V）

のホモ二量体化は薬理学的に制御することができ、B / Bホモダイマライザー

（HD）により誘導され、B / Bウォッシュアウトリガンド（WL）により解離す

る。PB1-mAG1-FKBP12（F36V）を恒常的に発現する HEK293細胞を作製し

たところ、細胞内緑色蛍光は均一に分布していた（図１１b, 20）。 500 nMの

HDを添加すると、蛍光輝点が形成され、数時間で徐々に大きくなった（図１１

b, 180）。次に、PBSで洗浄し、続いて 1 MのWLを添加した結果、蛍光輝点

は 1時間以内に消失した（図１１b, 296、補足ビデオ 9）。 

ERK2のホモ二量体化はインビトロの生化学的実験では示されているが、細

胞内では統一された結果が示されていない。そこで本研究では homoFluoppiを
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適用し、ERK2 のホモ二量体形成過程を観察した（図１１c、補足ビデオ１０、

１１）。ERK2-mAG1-PB1が遺伝子導入された細胞は、細胞質において僅かな

蛍光輝点しか形成しなかった。そこへ EGF刺激（50 ng / ml）を加えると、蛍

光輝点の数および大きさは、約 10分で一過的にピークに達した。いくつかの細

胞では、後に第 2の一過的な増加が観察された（図１１c、細胞 1）。このような

一過性または振動性の挙動は、EGF刺激細胞における ERK2の核移行において

観察されている(129)。 本系では、蛍光輝点は核の外で検出された。これは、

ERK2のホモ二量体化には細胞質中の足場タンパク質が必要であることを示唆

している(130)。 ERK2のホモ二量体化の調節を分析するために、更に薬理学的

実験を行った（図１１c、下）。まず、ERK ホモ二量体化阻害薬として知られる

低分子化合物（DEL22379）の効果を検討した(131)。 20 Mの DEL22379 で

30分間前処理した結果、EGF依存的な蛍光輝点の形成は阻害された。次に、

MEK阻害剤 U0126（10 M）にて細胞を前処理した。その結果、EGF依存的

な蛍光輝点形成は有意に減少し、ERK2のホモ二量体化はMEKによるリン酸

化が必要であることが示唆された。 

 

 

第四節 考察 
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生命の根幹をなす PPIを生細胞内でモニタリングする手法は、タンパク質が

機能するための分子メカニズムの解明や、疾患発症の原因となる PPIを調節す

る低分子化合物を探索する研究にとって重要である。インビトロアッセイは顕

著な細胞毒性を有する化合物や、アッセイ特有の偽陽性を示す化合物を除くこ

とはできない為、生体細胞の PPIをモニタリングするセルベースアッセイが必

要である。本研究で開発したセルベースアッセイ法は「Fluoppi」として既に市

販され利用されている(132-134)。 Fluoppi は非常に簡便なアッセイであり、測

定方法も複雑では無い為、PPIをモニターする為の様々なアプリケーションに

適用する事ができる。本節では、本研究により明らかとなった Fluoppiの基本

原理、およびその応用例によるヘテロ PPI、ホモ PPI、PPIキネティックスの

解析について議論する（補足表１）。 

近年、非細胞膜性の顆粒は、細胞質または核質からの相分離によって生じる

液相液滴からなることが示されている(106,107) 。PPI調整剤を添加した後の素

早い輝点形成および解離（図７、補足図２a）や、流動的で均一な内部組成（図

１０a、b）、高い変形能（図１０c）、2次元相分離の形態（図１０d）から判断

すると、Fluoppiの蛍光輝点は液相液滴の特徴を有する。Fluoppiの作動原理は、

2つの独立したホモオリゴマー化タグを含む融合タンパク質複合体に基づく。そ

のうちの 1つは、液相液滴内で弾性の鎖状構造を形成する PB1である。この原
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理は、鎖状であり、かつ、多価性を有するタンパク質ドメインが、動的に液相

液滴を形成する事を示した過去の報告を基礎としている(108,135)。Liらは、

HeLa細胞に、mCherryに５つの SRC Homology 3 (SH3)ドメインを鎖状に連

結したタンパク質と、EGFPに５つの SH3ドメインリガンドを鎖状に連結した

ものを共発現させると、直径 0.5〜2 μmの両 FPを含む蛍光輝点が形成される

ことを示した(108)。Fluoppiでは長くて柔軟性のある PB1鎖が、細胞内での液

相液滴形成に重要であると推測される。実際に、2つのホモオリゴマーFPを有

するが PB1を有さない任意の融合タンパク質（複合体）では大きな蛍光輝点は

観察されなかった（補足図 5）。Liらは、多価性を増加させると、相分離の臨界

濃度を有意に減少させることも示した(108)。Fluoppiは PB1の高分子量ホモオ

リゴマーを含むため多価性が高く、発現レベルが低くとも、効率的に液相液滴

が形成されると推察する。 

Fluoppiは、既存の FPベースの PPI検出技術（補足表 2）に対して複数のメ

リットを有する。第一に、Fluoppiは、大きなダイナミックレンジを示す。PPI

に依存する蛍光分布の変化は、容量が無限の液相液滴に分子を濃縮する液相分

離の原理に由来すると考えられる。対照的に、第一章で述べた PPI解析手法「第

２群」の局在化タグを用いる手法では、局在させる場の容量に限界が有る為、

高いダイナミックレンジを得られず、バックグラウンドの高いアッセイとなり、
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信頼性が低い(77,78)。従って、画像データを取得し処理する従来の HCAシス

テムにより Fluoppi アッセイを実施する事で、再現性の高い化合物スクリーニ

ングおよび評価を実施する事ができると考えられる。さらに、Fluoppi 法は細胞

の固定に耐性があるため、大量のサンプルを扱う場合、サンプル処理の時間を

均一に設定する事が可能である。また、Fluoppi が画像データを使用しない HTS

手法とうまく組み合わせられることも示した（図８c、d）。 

第二に、Fluoppi はタンパク質の会合と解離を可逆的に、迅速にモニタリング

できる。これは PPIを阻害する低分子化合物のスクリーニングおよび評価のた

めの基盤技術として有用である。例えば、本研究では Smac模倣化合物を同定

する為の XIAP / Smac Fluoppiシステムを構築し、既存 PPI調整剤を添加後、

約 30分で PPIの阻害、すなわち液相液滴の解消が完了したことが見出された。

これとは対照的に、InCell SMART-iは強固な凝集体を生成し、タンパク質同士

の会合は検出されているが、解離の検出については報告されていない。また、

NSウイルス封入体を用いた手法でも、可逆性についての報告は無い(76)。 

第三に、Fluoppi は FRETや ddFPとは異なり、単一の FPを使用するため、

他の蛍光色素との組み合わせが可能である。また、リンカーの調整や測定の妥

当性評価など、系の構築に複雑な過程を必要とせず、さまざまな PPIシステム

に簡便に適用できる。さらに、Fluoppiは、トランスフェクションのための T2A
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バイシストロニック発現系を介して連結可能な 2つの遺伝子構築物のみを必要

とし、多くのタイプの細胞において使用可能である。対照的に、既存の局在化

タグを用いる手法は、使用する細胞が予め形成された安定したプラットフォー

ムを有することを必要とし、例えば InCell SMART-iではフェリチンナノ粒子の

事前形成を、F2Hの一様態ではゲノムに人為的に挿入した lacオペレーター配

列を必要とする。 

最後に、Fluoppi は、他の特徴的な FPを使用することで、新しい PPIモニタ

リング手法に展開する事ができる。例えば、AG を Mmj（新規光活性化型 FP）

に置き換えると、pcFluoppiを構築することができ、細胞内における PPIキネ

ティクスを解析する為の液相液滴内および液相液滴間の分子の交換を観察する

事ができた（図９）。 

本研究では、PB1とmAG1（homoFluoppi）を含む単一の融合タンパク質で

タンパク質ホモ二量体化を検出した。多くの研究がタンパク質のホモ二量体化

の機能的重要性を示しており、ヒトでは全酵素の 3分の 1以上がホモ二量体と

して機能すると考えられている(136)。しかし、いくつかの単量体タンパク質は、

結晶構造において非生理学的なホモ二量体を形成するため、タンパク質の量体

形成については、生理学的条件で検証する必要がある(137)。 

生存細胞におけるタンパク質のホモ二量体化は、一般に CFPおよび YFPを用
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いる従来の FRET技術、または YFPを用いるホモ FRET技術によって検出さ

れる(59,138)。しかしながら、ホモ二量体化検出のために FRETを用いること

には、多くの制限がある。 CFP / YFPを用いた FRETでは、CFP-CFPおよび

YFP-YFPの会合が起こる為、理論的にはホモ二量体化の検出効率が半分に減少

する。また、ホモ FRET検出には、蛍光異方性測定のための特別な装置が必要

である。いずれの場合も、FRETベースのアプローチは、PPI検出の感度が低

いという課題がある。 

homoFluoppiでは、生理的条件下でタンパク質の四次構造を解明するための情

報が得られる。リン酸化 ERK2の結晶構造が示されたことにより、活性型の

ERK2はホモ二量体であるとのモデルが受け入れられている。しかしながら、

その仮説に疑問を投げかける報告も存在する(139)。インビトロでの生化学的実

験は非生理学的条件である点が課題であるが、培養細胞を用いた実験について

も、多くは細胞試料を固定し、また、細胞集団から調製したホモジネートを使

用する。従って、ERK2がホモ二量体化し活性化する時期や局在については議

論の余地がある。本研究では、単一の生細胞で EGF刺激による ERK2ホモ二

量体化を調べるために homoFluoppiを用いた（図１１c）。ERK2 のホモ二量体

化がMEKの活性に依存し、振動的に起こることが見出された。注目すべきこ

とに、EGF刺激細胞における ERK2ホモ二量体化のタイミングおよび数には異
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種混交性がみられた。本研究は、ERK2ホモ二量体化は homoFluoppi を用いて

単一の生きた細胞レベルでの解析においてのみ、正確に定量され得ることを示

した。 

Fluoppiは人工的な系であり、真の生理学的な状況で PPIを監視することが

できない可能性も考えられる。また、AGまたは PB1のオリゴマー化は、それ

らが融合されるタンパク質の機能または局在化を妨害し得る。しかしながら、

本研究では Fluoppi は生きた細胞内での信頼性の高い PPI検出に有用であるこ

とが示され、HTSや HTSで取得された PPI調整剤の評価に理想的な系である

と考えられる。今後、Fluoppiはインビトロでの生化学実験系を補完する手法と

して広く使われると考えている。 
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第四章 結論 

PPIは、生命現象を支える根幹であり、その分子メカニズムの解明は生命科

学における重要な課題である。また、PPIは細胞機能および疾患の発症におい

ても多大な役割を果たしており、重要な創薬標的として知られている。。本研究

は、近年、アカデミアや産業界で研究開発が盛んに行われている PPI調整剤開

発手法において、FPの性質を利用した新たな技術を開発する事および、開発し

た技術の有用性を示す事を目的とした。PPI調整剤の開発は難易度が高いと言

われており、その理由は、アッセイ系に対する課題と、化合物に対する課題に

大きく分けられる。前者は、既存の手法では系の構築過程が煩雑である点や、

適用可能な PPI標的の性質が限定される点、シグナルのダイナミックレンジが

小さい点が課題であり、後者は、既存の化合物ライブラリーを適用するのが困

難な点が課題であった。本研究は FPの性質を利用し、上記課題を解消すること

を目的とした。本研究で利用した FPの性質とは、①FPが単一のレポーターと

して機能する性質、②分割後、PPI依存的に再構成が可能である性質（BiFC）、

③多量体形成能、④不可逆的光変換能である。 

 第二章では、①、②の性質を利用し、更に既存技術（Gateway, コムギ胚芽無

細胞タンパク質合成系）を組み合わせることで操作が簡便で低コストな HTS系

を構築した。BiFCには、Venusよりもバックグラウンドの低いmKG FPを使
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用した。BiFCでは FP断片の８通りの融合パターンを試行する必要があり工程

がやや煩雑であるが、Gatewayシステムによりプラスミド DNAの構築過程を

効率化し、更に、コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用いてハイスループッ

トにタンパク質を調整する事で、簡便に最適な融合パターンを見出すシステム

を構築した。コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系が有する高いタンパク質の折

り畳み効率および、合成系自身が自家蛍光を有しない点を利用し、インビトロ

合成したタンパク質をクルードの状態で HTSに使用することができた。BiFC

の課題である、不可逆性および、再構成後、蛍光を発するまでに時間を要する

点については、標的タンパク質を個別に合成し、一方とライブラリーのサンプ

ルをまず混合してインキュベートし、その後で他方を混合し、蛍光を発するま

でのインキュベート時間を調整する事で解消した。本 HTS系は、ミニチュアラ

イズする事が可能であり、1536プレートを用いても系の安定性が低下する事が

なく、一度のアッセイで大量のサンプルを処理することができた。本研究で開

発したHTS系により、天然物由来サンプルから多様な化学構造を有する、分子

量 376〜967の 8つの PPI阻害剤を同定することができ、系の実用性が証明さ

れた。インビトロ BiFCにより HTS系を構築し、PPI調整剤スクリーニング系

に応用した報告はこれまでに存在せず、従って、本研究では PPI創薬分野にお

いて新たなスクリーニング手法を確立する事ができた。 
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インビトロアッセイ系では細胞膜透過性を有する化合物を同定するのが困難

な為、次に本研究では FPの性質③を利用し、新規アッセイ原理の開発に取り組

んだ。これまで FPは単量体に融合して利用する事が一般的であり、FPの多量

化能を積極的に利用する報告は無かった。しかし、本研究では FPの多量化能と、

更に別の多量体形成タグ PB1の性質を利用し、相分離により生じる液相液滴を

人工的に形成させることで、新規原理に基づいた PPI検出手法を開発した。PB1

はこれまで単独で細胞内顆粒状構造を形成すると考えられていたが、それは

EGFPがホモ二量体を形成することに起因する現象であった。私は単量体 FP

のmAG1を利用する事で、PB1がそれ自身では細胞内で蛍光輝点を形成するほ

どには集積しないことを初めて見出した。多量体 FPと PB1の性質を利用する

事で、全く新しい原理に基づいた生細胞内 PPI検出手法であり、ダイナミック

レンジの大きなセルベースアッセイ系を構築し、Fluoppiと命名した。現存する

FRET、BIFC、局在化タグを用いる手法などの細胞内 PPI検出手法は、系の安

定性、可逆性、定量性、ダイナミックレンジについて、課題を有していた。そ

れに対し Fluoppi は、コントラスト、感度、反応速度、可逆性、系の構築の簡

便性、及び汎用性について、総合的に他の PPI検出手法よりも優れている。更

に、本研究では新たに発見した PB1の性質を利用し、新規ホモダイマー検出法

（homoFluoppi）も開発した。homoFluoppi を用いることで、EGF添加後の
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ERK2ホモ二量体形成に振動が存在することを初めて示し、更に、振動の有無

は個々の細胞によって異なることを示した。この様な細胞の多様性は、細胞集

団を解析するインビトロの生化学的手法では解析が困難であり、蛍光イメージ

ングだからこそ、得られた知見である。 

本研究では FPの性質④、すなわち不可逆的光変換能を有する新規 FPを単離

し、Fluopiに応用することで pcFluoppi が開発され、細胞内での PPIキネティ

クスが検出された。pcFluoppi は現状では定性的手法であるため、今後は画像認

識プログラムと観察を同時に実施し、定量化を試みたい。また、PPI解析手法

への直接の応用ではないが、蛍光イメージングの利点を活用し、FPの褪色能を

利用した FRAPやライブイメージングにより、Fluoppiで形成される蛍光輝点

が液相液滴であることを示した。更に、全反射照明蛍光顕微鏡 (Total internal 

reflection fluorescence: TIRF)により細胞膜付近を局所的に照明することで、細

胞膜直下においても、２次元相分離に特徴的な形態を観察し、Fluoppiが液相分

離を基本原理としている事を示した。動的な相転移により形成される液相液滴

は、細胞内でユビキタスにみられる現象として、近年細胞生物学で注目を浴び

ている。構造の多くは、P-bodyや核小体など RNPを内包するものであるが、

Liらの報告をはじめとした多価結合能を有するタンパク質によるシグナル伝達

の場としての機能は、近年、生物学において新たな概念を生み出している。
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Fluoppiは PPI創薬研究への適用を目的に開発されたが、例えばシグナル伝達

を人為的に誘発する仕組みなど、別の視点からの応用可能性も秘めているだろ

う。 

以上、本研究では、生命の根幹を成す PPIを検出する技術を蛍光タンパク質

の性質を利用することで開発し、基礎生命科学分野での有用性を示すことがで

きた。また、PPI創薬分野におけるインビトロおよびセルベースアッセでの有

用性も実証され、今後本研究にて開発された手法が生命科学発展の一助となる

ことを願う。 
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図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１. インビトロ BiFC アッセイの模式図 

（a）mKGを用いたインビトロ BiFCの原理図。コムギ胚芽無細胞タンパク質

合成系(in vitro translation)により、mKG断片(split mKG)を融合した標的タン

パク質(target proteins)を合成する。タンパク質を室温で混合することで、標的

タンパク質 Aおよび Bの相互作用に依存し、mKG断片の局所有効濃度が増加

する。その結果、460-480 nmの光で励起することで 506 nmをピークとした蛍

光を放出するmKG(complete mKG)が再構成される。（b）インビトロ BiFCに

よる相互作用阻害剤スクリーニング系の模式図。mKG断片融合標的タンパク質



97 

 

Bおよび天然産物サンプルを混合し、1時間インキュベートする。次に、mKG

断片融合標的タンパク質Aを混合物に加え、室温で17時間インキュベートする。

スクリーニングサンプルが標的タンパク質 Bに結合し PPIを阻害する場合、

mKGは再構成されず、蛍光は放出されない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２. アッセイ条件の検討 

（a）蛍光強度の時間経過。三角形は 1：8、ひし形は 1:16、正方形は 1:32の希

釈倍率を示す。 （b）TCF7--cateninのmKG断片融合位置および希釈倍率の

最適化。黒は 1：2、白は 1：4、ドットは 1：8、縦縞は 1:16、横縞は;1:32の希

釈倍率を示す。N はmKGNを、CはmKGCを示す。 W.G.は合成たんぱく質

を含まない小麦胚芽抽出物であり、バックグラウンド溶液の蛍光強度を示す。 

（c）TCF7--catenin、PAC1-PAC2、PAC3ホモ二量体の競合アッセイ。ひし

形は TCF7--catenin、正方形は PAC1-PAC2、三角形は PAC3ホモ二量体を示
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す。 TCF7-FLAG、PAC2-FLAGおよび PAC3-FLAGは、N末端に FLAGタ

グを融合したタンパク質を用いた。 それぞれ、FLAGタグ競合タンパク質不在

時の蛍光強度を 1と定義した。 
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図３. 384穴と 1536 穴プレートを用いたインビトロ BiFCアッセイの散布図 

各プロットは、バックグラウンド、コントロール、100％阻害コントロール（100 

μMオレイン酸）、およびサンプル処理ウェルを含む。 （a）384ウェルプレー
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ト。Column 1はバックグラウンド、2は阻害物質を含まないコントロール、3

は 100％阻害コントロール、4〜23はサンプル処理を示す。 （b）1536ウェル

プレート。Column 3はバックグラウンド、4は阻害物質を含まないコントロー

ル、5は 100％阻害コントロール、6〜45はサンプル処理を示す。グラフに付随

する表に、各プレートの平均変動係数（CV）値および Z 'factor 値を示す。 
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図４. 同定した化合物の構造 
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図５. TB1, JBIR-22, TN-01, TAN 1323D の TCF7--catenin、PAC1-PAC2お

よび PAC3ホモ二量体相互作用に対する用量阻害曲線 

各グラフにおける Concentrationの単位はM。 
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図 6 . PB1と AG の融合による、細胞質での蛍光輝点形成 

（a）p62 PB1 ドメイン（上）および緑色 FP である AG（Azami Green）（下）の

ホモオリゴマー化。 PB1 は、前面－背面トポロジーによる平衡状態で自己会合

し、高分子量のホモオリゴマーを形成する。 PB1 の酸性/疎水性残基およびリジ

ン/アルギニン残基を、それぞれ赤色および青色のバーで示す。 AGは、四量体

を形成する事で、緑色の蛍光性を獲得する。AGサブユニット間の疎水性界面を、

隣接する 2辺の太い黒色のバーで示す。 （b）AGと PB1 の融合タンパク質もし
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くは、AGの多量体変異体（mAG1）と PB1 の融合タンパク質を発現する培養細

胞の蛍光画像。mAG1 の模式図に太い黒色のバーがないことは、mAG1がその

表面に疎水性パッチを有していないことを示す。 （AG / mAG1 + Hoechst）トラ

ンスフェクションの 1日後に AG-PB1（上）および mAG1-PB1（下）を一過的に

発現する Cos-7細胞の蛍光画像。 AG / mAG1（緑色）および Hoechst33342 によ

り染色した核（紫色）の画像を重ね合わせた。それぞれ、約 50 個の他の細胞で

同じ分布パターンが観察された。（AG / mAG1 + PC）AG-PB1（上）および

mAG1-PB1（下）を恒常的に発現する HeLa 細胞の画像。蛍光画像と位相差画像

を重ね合わせた。オレンジ色の枠内は、AG-PB1 の蛍光輝点を拡大した高倍率画

像を示す。それぞれ、4つの他の HeLa細胞クローンで同じ分布パターンが観察

された。スケールバーは 5 m を示す。補足図 1も参照のこと。 
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図７. PB1と多量体 FPを用いた PPI検出システム Fluoppiの設計と評価 

 （a）PPI依存的な蛍光輝点形成の模式図。 Xと Yとの相互作用により、PB1-X

と AG-Yは架橋形成し、AG蛍光の濃度が上昇することで蛍光輝点が形成される

（緑色の陰影）。 PB1 および AGの模式図は、図６と同様である。 （b）PB1-FKBP

および FRB-AG を共発現する HeLa 細胞における FRB と FKBP 間のラパマイシ
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ン依存的相互作用の視覚化（左：一過性発現細胞、右：恒常発現細胞）。蛍光輝

点の大きさを示すために、拡大図をオレンジ色の枠内に示す。補助ビデオ 1 お

よび 2 も参照のこと。一過性発現細胞および恒常発現細胞ともに、それぞれ約

50個の細胞において、同様の結果が得られている。（c）PB1-p53および AG-MDM2

を一過的に共発現した２個の HeLa 細胞（細胞 1 および細胞 2）における、p53

とMDM2相互作用の nutlin-3依存的解離の可視化。補助ビデオ 3も参照のこと。

同様の結果は、3回の独立した実験において、約 50個の細胞から得られている。 

（d）M13-PB1 および CaM-KOを同時発現した HeLa細胞における、CaM とM13

相互作用のヒスタミン依存的振動の可視化。画像取得間隔は 1.5 秒。 KO は

obligate 二量体を形成する。 模式図において、KO モノマー間の疎水性界面を、

一辺における太い黒いバーで示す。補足ビデオ 5 も参照のこと。他の 4 つの細

胞で同様の振動的変化が観察された。 （b-d）遺伝子導入した構築物のドメイン

構造を模式的に示す（左端）。各ドメインを長方形で表す。薬剤添加時を０とし

、各画像を取得した時間を上に示す。 （c、d）細胞中の蛍光輝点内の総蛍光強

度（P.I.）を時間に対してプロットした（右端）。スケールバーは 10 μm を示す。

（b）における拡大画像のスケールバーは 1 m を示す。補足図２も参照のこと。 
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図８. Fluoppi における PPI 阻害剤効果の定量 

（a、b）PB1-p53および AG-MDM2を恒常的に共発現する CHO-K1細胞におけ

る p53 / MDM2複合体の nutlin-3依存的解離を定量化するための HCAアプロー

チ。各濃度の nutlin-3を 30分間処理した後、細胞を 4％PFAで 10分間固定し、
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それらの核を Hoechst33342 で染色した。 （a）遺伝子導入した構築物のドメイ

ン構造を左に示す。画像は、0.3および 40 M の nutlin-3で処理した際の代表的

な視野を示す。（b）横軸を Nutlin-3濃度、縦軸を標準化 P.I.とした用量阻害曲線。

蛍光輝点と核は、それぞれ解析ソフトウェアを用いて自動的に領域決定した。

P.I.は、視野中の全ての蛍光輝点の蛍光輝度を核の総数で割ることにより算出し

た。P.I.は最も低い nutlin-3濃度添加時の値で標準化した。（c、d）PB1-p53およ

び AG-MDM2を恒常的に共発現する CHO-K1細胞における p53 / MDM2 複合体

の nutlin-3依存的解離を定量化するための HTS アプローチ。各濃度の nutlin-3を

30分間処理した後、0.75％PFAおよび 2％Triton X-100を含む PBS（ - ）で細胞

を処理し、それらの核を Hoechst33342 で染色した。 （c）遺伝子導入した構築

物のドメイン構造を左に示す。画像は、0.3 および 40 M の nutlin-3で処理した

際の代表的な視野を示す。（d）横軸を Nutlin-3濃度、縦軸を標準化 P.I.とした用

量阻害曲線。蛍光輝点および核の領域決定は行っていない。P.I.は各視野での AG

（緑）蛍光強度を総 Hoechst33342（青）蛍光強度で割ることにより算出した。

P.I.は最も低い nutlin-3 濃度添加時の値で標準化した。（e-g）SmacNT-PB1 および

XIAP-AGを恒常的に共発現する HEK293 細胞における Smac / XIAP 複合体の

AT-406依存的解離の定量。 （e）遺伝子導入した構築物のドメイン構造を左に

示す。 25 M の AT-406 の添加 5 分前および 5分後、10分後の細胞の蛍光画像
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を示す（中央）。 蛍光輝点は解析ソフトウェアを用いて自動的に領域決定し、

細胞数は手動で計測した。右端に、平均した P.Iの時間経過を示す。補足ビデオ

6も参照のこと。（f）遺伝子導入した構築物のドメイン構造を左に示す。画像は、

0.05および 100 M の AT-406で処理した際の代表的な視野を示す。（g）横軸を

AT-406濃度、縦軸を標準化 P.I.とした用量阻害曲線。蛍光輝点と核は、それぞれ

解析ソフトウェアを用いて自動的に領域決定した。 P.I.は、視野中の全ての蛍光

輝点の蛍光輝度を核の総数で割ることにより算出した。P.I.は最も低い AT-406濃

度添加時の値で標準化した。（a-g）各実験は 3回実施した。スケールバーは 100 

mを示す。拡大画像内のスケールバーは 10 mを示す。補足図３も参照のこと。 
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図９. PB1 と Mmjを用いた PPI キネティクス解析手法(PcFluoppi) 

Mmjサブユニット間の疎水性界面は、隣接する 2辺の側面に示す太いバー示す。 

（a、b）局所 UV光照射後の Cos-7細胞（細胞の輪郭を白色点線で表示）におけ
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るMmj 蛍光の蛍光輝点間交換。紫外線を照射した領域（1、青色点線で囲まれ

た領域）および未照射の領域（2、赤色点線で囲まれた領域）において、光変換

された（赤色）蛍光を測定し、その強度を時間に対してプロットした（上）。 （a）

Mmj-PB1 の遺伝子導入 1日後の細胞を、光変換の前、1分後、120 分後、990分

後に緑色および赤色蛍光について画像化した。 （b）PB1-p53および Mmj-MDM2

の遺伝子導入 1日後の細胞を、光変換の前、1分後、10分後、120 分後に緑色お

よび赤色蛍光について画像化した。（c、d）PB1-BclXL：T2A：Mmj-BH3（c）お

よび PB1-p53：T2A：Mmj-MDM2（d）を発現する HEK293細胞（細胞の輪郭を

白色点線で表示）における Mmj 蛍光の蛍光輝点間交換。各実験において、2つ

の大きな蛍光輝点を有する細胞を選択し、1つの蛍光輝点にのみUVを照射した。 

UV照射（点線）および未照射（実線）蛍光輝点における赤色蛍光の強度を、時

間に対してプロットした（上）。 （a~d）各実験について、3つの他の細胞にお

いて同様の結果が得られている。スケールバーは 10 m を示す。高倍率（H.M.）

画像のスケールバーは 1 m を示す。補足図 5も参照のこと。 
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図１０. Fluoppiの蛍光輝点における液相転移 

（a-c）PB1-p53および AG-MDM2を恒常的に共発現する CHO-K1 細胞における

Fluoppi 蛍光輝点構造内の液体様状態。 （a）蛍光輝点の消失を引き起こすため

に、細胞を 20μM nutlin-3で処理した。薬剤を洗い流し、その後、蛍光輝点が再
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形成され成長する様子を観察した。直径〜2μm の２つの円形の蛍光輝点が触れ

（0秒）、2分間で融合し、円形を回復した。時間経過に対するアスペクト比の

変化をプロットした（右端）。 <3μm の直径を有する 4つの他の蛍光輝点におい

ても、同様の結果を得ている。 （b）蛍光輝点（直径 5 μm）への FRAP の適用。

褪色領域における蛍光強度の変化を経時的にプロットした（右端）。同様の結果

は、10 μm 未満の直径を有する他の 4つの蛍光輝点においても観察された。 

（c）蛍光輝点を有する細胞を経時的に観察した結果を示す。 PCは位相コント

ラスト画像を示す。 AG + PC は蛍光画像と位相差画像を重ね合わせた画像を示

す。右に、増殖細胞のタイムラプスイメージング（AG + PC）の画像を示す。 1

つの細胞が分裂する様子を黒色の矢印で示す。補助ビデオ 7も参照のこと。最

も大きな蛍光輝点（> 10 μm）は不規則な形態であった。同様の画像は別の

CHO-K1 クローンを用いる事でも得られている。 （d、e）TIRF顕微鏡画像。 EGF

（C）で刺激した後の PB1-HRasおよび AG-cRafを共発現する Cos-7細胞の表面

には、2次元相分離（スピノーダル文様）が観察された。同様の文様は 5つの他

の細胞でも観察されている。モノマーPB1（mPB1）を使用した場合、この文様

は観察されなかった（補足図 2b参照）。補助ビデオ 8も参照のこと。（a-d）遺伝

子導入した構築物のドメイン構造を左端に示す。スケールバーは 1 μm（a、b）、

および 10 μm（c-e）を示す。拡大画像内のスケールバー（d）は 1 μm を示す。 
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図１１. mAG1-PB1 タグを用いたホモダイマー検出手法(HomoFluoppi) 

（a）Xのホモ二量化により、複数の mAG1-PB1-X分子が架橋を形成し、mAG1

蛍光の濃度が上昇することで蛍光輝点が形成される（緑色の陰影）。（b）

PB1-mAG1-FKBP12（F36V）を恒常的に発現する HEK293細胞を用いて、FKBP12

（F36V）のホモ二量体化を薬理学的に調整した。ホモ二量体化を 500 nM の HD
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により誘導し、その後 1 μM のWLにより阻害した。観察開始時を０とした。蛍

光輝点は、解析ソフトウェアを用いて自動的に領域決定し、細胞数は手動で計

測した。右端に、平均化した P.Iの時間経過を示す。スケールバーは 100 μm を

示す。補足ビデオ 9も参照のこと。実験は 3回実施した。（c）ERK2-mAG1-PB1

を一過的に発現する Cos-7細胞において、ERK2の EGF依存的ホモ二量体化を

観察した。 ERK2 ホモ二量体化を 21個の細胞で定量したところ、蛍光輝点形成

は 9細胞では振動的であり、12細胞では一過的であった。代表的な画像を細胞

1（上）および細胞 2（下）として示す。 P.I.の時間経過を右端のグラフに示す。

細胞 1および細胞 2からのデータは黒色のドットで表示。蛍光輝点は解析ソフ

トウェアを用いて自動的に領域決定した。50 ng / mLの EGFを添加した時点を 0

とし、P.I.を第一ピークの値で標準化した。P.I.の時間プロファイルには多様性が

観察されたが、全ての細胞において第一の蛍光輝点形成は、EGF添加の 5〜10

分後に観察された。補足ビデオ 10および 11も参照のこと。50 ng / mL EGFの添

加 30分前に、DMSO、DEL22379、U0126処理を行った結果を下に示す。それぞ

れ、代表的な画像を示す。グラフは、EGF誘導性の蛍光輝点が観察された細胞

の割合を示す。各実験において、約 20個の細胞をカウントし、５回の実験の平

均±s.e.mを表示。統計的有意差は、Bonferoni の多重比較試験により算出（* p 

<0.0001）。スケールバーは 10 μm を示す。 
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表 1. HTSの標的 PPI 

 

 

 

 

 

表 2. スクリーニングを実施したサンプル数とヒット率 

 

 

 

 

a. 標的に対し、70%以上の活性を示すヒットサンプル。 

b. aの内、標的以外に対し、30%以下の活性を示すヒットサンプル。 

c. bの内、再現性と容量依存性が確認されたヒットサンプル。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



118 

 

表 3. 阻害剤の各 PPIにおける IC50値(M) 
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補足図表およびビデオ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

補足図１. PB1を AGもしくはmAG1に融合させた場合の細胞内蛍光分布 

（a）AG-PB1（上）および mAG1-PB1（下）を発現する HEK293 細胞の代表的
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な蛍光画像。 遺伝子導入の 1 日後に画像を取得した。 スケールバーは 10 μm

を示す。（b）AG-PB1（上）および mAG1-PB1（下）を発現する U2OS 細胞の代

表的な蛍光画像。 Hoechst33342 で核染色した後、遺伝子導入の 1日後に画像を

取得した。 AG-PB1 または mAG1-PB1 の被験細胞における蛍光輝点形成細胞の

割合を計算した。各実験において、約 20 個の細胞をカウントし、3 回の実験の

平均±s.e.mを表示。スケールバーは 10 μmを示す。（c、d）AG-PB1（c）および

PB1-p53 / AG-MDM2（d）を発現する HeLa細胞の代表的な蛍光画像。遺伝子導

入の 1日後、50 nM の LysoTracker Red DND-99（L7528）を含む HBSS 中で、30

分間 37℃ CO2 インキュベーターで培養し、その後画像を取得した。 蛍光輝点

はリソソームから分離されていた。スケールバーは 10 μm を示す。 
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補足図２. PB1と AGを用いた Fluoppiの評価と応用 
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（a）PB1-FKBP および FRB-AGを共発現する HeLa細胞における rapamycin 依存

的蛍光輝点形成のタイムラプスイメージング。矢印は、互いに衝突して融合し

た 2つの輝点を示す。スケールバーは 1 μmを示す。（b）HeLa 細胞における FRB

と FKBP との間の rapamycin 依存的蛍光輝点形成は、AGと PB1 の両方のホモオ

リゴマー化能力を必要とした。 PB1-FKBP / FRB-AG（上段）、PB1-FKBP / 

FRB-mAG1（中段）、および mPB1（2つの突然変異を有する単量体 PB1：D67A

および D69R）-FKBP / FRB-AG（下段）。100 nM rapamycin の添加前（-5分）お

よび添加後（5分）に細胞を画像化した。3回の遺伝子導入実験について、蛍光

輝点を有する細胞の割合を計算した。データは平均±s.e.mを表示（n = 4または

5）。スケールバーは 10 μm を示す。（c）P.I.を計算する際の、蛍光輝点の領域決

定。輝点の認識は、ICY open bioimage informatics platform の Spot detector plugin

を使用して実施した。スケールバーは 10 μmを示す。（d）核内で起こる PPIへ

の Fluoppi の適用。 PB1-p50 / AG-p65（上）および PB1 / AG-p65（下）を発現す

る HeLa（左）および Cos-7（右）細胞の代表的な蛍光画像。遺伝子導入の 1日

後に画像を取得した。p50と p65との相互作用により、核内で蛍光輝点の形成が

観察された。スケールバーは 10 μm を示す。（e）細胞膜直下で起こる PPIへの

Fluoppi の適用。 PB1-KRas（野生型）/ AG-cRaf（上）、PB1-KRas（S17N）/ AG-cRaf

（中）および PB1-KRas（G12D）/ AG-cRaf（下）を発現する HEK293 細胞の代



123 

 

表的な蛍光画像。50 ng / mL EGFの添加の前（-0.5分）および添加後（8分）に

画像化した。KRas と cRafの EGF依存的相互作用により、細胞膜付近で蛍光輝

点の形成が観察された。グラフは、蛍光輝点を有する細胞の割合を計測した。

約 20個の細胞をカウントし、5または 9 回の実験の平均±s.e.m を表示。統計的

有意差は、Bonferoni の多重比較試験により算出（* p <1E-9）。スケールバーは

10 μm を示す。 
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補足図３. HCAアプローチによる、薬剤依存的 PPI調整の評価 

（a、b）FKBP / FRB 複合体の rapamycin 依存的相互作用。 PB1-FKBP および

FRB-AGの恒常発現 HeLa細胞を使用した。 各濃度の rapamycin を 30分間処理

した後、細胞を 4％PFAで 10分間固定し、それらの核を Hoechst33342 で染色し

た。 （a）遺伝子導入した構築物のドメイン構造を左端に示す。画像は、0.39

および 200 nM の rapamycin で処理した細胞の代表的な視野を示す。（b）横軸を

rapamycin 濃度、縦軸を標準化 P.I.とした用量阻害曲線。蛍光輝点と核は、それ

ぞれ解析ソフトウェアを用いて自動的に領域決定した。 P.I.は、視野中の全ての

蛍光輝点の蛍光輝度を核の総数で割ることにより算出した。P.I.は最も高い

rapamycin 濃度添加時の値で標準化した。スケールバーは 100 μmを示す。 
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スケールバー、100μm。 （拡大されたボックス内）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

補足図４. 新規光変換型 FP, Momiji (Mmj)とその Fluoppi への応用

(pcFluoppi) 
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（a）Momiji (Mmj)のアミノ酸配列（一文字表記）および、Kaede との配列アラ

イメント。 （b）Mmj の波長変換前（緑色）および変換後（赤色）の吸収スペ

クトル。 （c）Mmj の波長変換前（緑色）および変換後（赤色）の励起（破線）

および蛍光（実線）スペクトル。スペクトルは、各ピークにて標準化した。（d）

Mmj および Kaedeに 365nm の光を連続的に照射した際の、緑色から赤色への波

長変換。蛍光スペクトルの変化を示す。（e）Mmj の緑色および赤色状態の性質。 

（f）p53 / MDM2複合体の nutlin-3依存的解離。 PB1-p53とMmj-MDM2の遺伝

子導入 1日後、細胞を 20 μM の nutlin-3で処理した。nutlin-3の添加前（-1分）

および添加後（5分）の蛍光画像を示す。スケールバーは 10 μm を示す。 （g）

BcLXL / BH3 複合体の蛍光輝点間交換に関する同様のデータを、3つの他の細胞

から得た。 （h）p53 / MDM2複合体の蛍光輝点間交換に関する同様のデータを、

3つの他の細胞から得た。 
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補足図５. PB1の多量体形成能は Fluoppi 蛍光輝点の形成に必要である 

（a）PB1 を AGまたは Venus に融合することで PB1-AG（上）および PB1-Venus

（下）を作製し、HeLa細胞に遺伝子導入した結果を示す。 両構築物は大きな

蛍光輝点を形成した。（b）（a）で使用した 2種の異なるホモオリゴマー化 FP を
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遺伝的に融合した。 Venus-AG（上）および AG-Venus（下）。 どちらも蛍光輝

点を生じなかった。 （c）PB1-p53 と AG-MDM2 の遺伝子導入は図 2C 同様、大

きな蛍光輝点を形成した。（d）AG-p53および AG-MDM2の同時発現では蛍光輝

点は形成されなかった。（a-d）スケールバーは 10 μm を示す。 
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https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s1.mov 

補足ビデオ１. Rapamycinによる FRB/FKBP相互作用の誘導 

PB1-FKBP および FRB-AGを恒常的に共発現する HeLa細胞における、FRBと

FKBP の rapamycin 依存的相互作用の可視化。約 10秒ごとに画像を取得した。

観測時間（分：秒）。t = 00：00に rapamycin（20 nM）を添加した。図 7bに示し

た画像は、このビデオから作成した。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s2.mov 

補足ビデオ２. 蛍光輝点の頻繁な融合 

補足ビデオ１に示したビデオを拡大して表示した。観測時間（分：秒）。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s3.mov 

補足ビデオ３. Nutlin-3による p53/MDM2相互作用の解離 

PB1-p53 と AG-MDM2 を一過的に発現する 2つの HeLa細胞における、

p53/MDM2複合体の nutlin-3依存的解離の可視化。約 10秒ごとに画像を取得し

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s1.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s1.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s2.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s2.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s3.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s3.mov
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た。観測時間（分：秒）。t = 00：00に nutlin-3（20 μM）を添加した。図 7cに示

した画像は、このビデオから作成した。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s4.mov 

補足ビデオ４. EGFによる KRas/c-Raf相互作用の誘導 

PB1-KRasおよび AG-cRafを一過的に共発現する HEK293細胞における、KRas

と cRafの EGF依存的相互作用の可視化。約 10秒ごとに画像を取得した。観測

時間（分：秒）。t = 00：00に EGF（50 ng/mL）を添加した。補足図 2e（上）に

示した画像は、このビデオから作成した。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s5.mov 

補足ビデオ５. ヒスタミンによる CaM/M13の振幅的相互作用の誘導 

M13-PB1 および CaM-KOを一過的に共発現する HeLa細胞における、CaM と

M13 のヒスタミン添加による振幅的相互作用の可視化。1.5秒ごとに画像を取得

した。観測時間（秒）。t = 0にヒスタミン（100 μM）を添加した。図 7dに示し

た画像は、このビデオから作成した。 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s4.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s4.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s5.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s5.mov
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https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s6.mov 

補足ビデオ６. AT-406による Smac/XIAP 相互作用の解離 

SmacNT-PB1 と XIAP-AGを恒常的に発現する HEK293細胞における、

Smac/XIAP 複合体の AT-406依存的解離の可視化。約 30秒ごとに画像を取得し

た。観測時間（分：秒）。t = 00：00に AT-406（25 μM）を添加した。図 8eに示

した画像は、このビデオから作成した。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s7.mov 

補足ビデオ７. 液相液滴のタイムラプス観察 

PB1-p53と AG-MDM2 を恒常的に発現する CHO-K1細胞の観察。15分ごとに画

像を取得した。観測時間（時間：分）。図 10cに示した画像は、このビデオから

作成した。 

 

 

 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s6.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s6.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s7.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s7.mov
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https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s8.mov 

補足ビデオ８. HRas/cRaf 相互作用時の相分離 

細胞膜上の 2次元相分離の可視化。 ミクロンサイズの構造は、EGF刺激および

PB1 多量化能により誘導された HRasと cRaf との間の相互作用に依存して現れ

た。 PB1-HRasおよび AG-cRaf（左）および mPB1-HRasおよび AG-cRaf（右）

を共発現する Cos-7細胞を、全反射顕微鏡によって経時的に画像化した。約 10

秒ごとに画像を取得した。観測時間（分：秒）。図 10dおよび図 10eに示した画

像は、このビデオ（左および右）から作成した。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s9.mov 

補足ビデオ９. FKBP12(F36V)ホモ二量体形成の薬剤による制御 

PB1-mAG1-FKBP12(F36V)を恒常的に発現する HEK293細胞における、

FKBP12(F36V)の HD (500 nM)依存的相互作用と、続く WL(1 M)依存的解離の可

視化。10分ごとに画像を取得した。観測時間（分：秒）。t = 29：59に HDを添

加した。液交換は t = 180:06 に行った。その後、t = 204：19 に WLを添加した。

図 11b に示した画像は、このビデオから作成した。 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s8.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s8.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s9.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s9.mov
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https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s10.mov 

補足ビデオ１０. EGFによる ERK2ホモ二量体形成 

ERK2-mAG1-PB1 を一過的に発現する Cos-7細胞における、ERK2 の EGF依存的

相互作用の可視化。約 10秒ごとに画像を取得した。観測時間（分：秒）。。t = 00：

00に EGF（50 ng/mL）を添加した。図 11c（上）に示した画像は、このビデオ

から作成した。 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extr

ef/srep46380-s11.mov 

補足ビデオ１１. EGFによる ERK2ホモ二量体形成 

ERK2-mAG1-PB1 を一過的に発現する Cos-7細胞における、ERK2 の EGF依存的

相互作用の可視化。約 10秒ごとに画像を取得した。観測時間（分：秒）。。t = 00：

00に EGF（50 ng/mL）を添加した。図 11c（中）に示した画像は、このビデオ

から作成した。 

 

 

 

https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s10.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s10.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s11.mov
https://www.nature.com/article-assets/npg/srep/2017/170413/srep46380/extref/srep46380-s11.mov

