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表面力測定を用いたタンパク質相互作用の直接評価法の確立
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〈研究の目的と進め方〉
本研究は、タンパク質分子を二次元面上に配向させて

並べ、その相互作用を表面力測定より評価し、タンパク
質分子間の特異的、非特異的相互作用を分子レベルで研
究する新しい方法論を確立し、統合的ゲノム研究に続く
プロテオーム研究のための基盤研究法・解析技術を提出
することを目的とする．

表面の相互作用の距離依存性を直接測定する表面力測
定を中心手段とし、タンパク質間、タンパク質と基質分
子間の相互作用を直接測定から評価する．本研究は、相
互作用力の直接測定であること、また方法論としては一
般的に大部分のタンパク質に適用可能であることに特色
がある．

〈研究開始時の研究計画〉
①二次元表面に組織化したタンパク質間の相互作用測定

ポリヒスチジン（His-tag）でタンパク質の特定の部位
を修飾し、イミノジアセテ－ト－Cu2+単分子膜（DSIDA）
の表面に結合させる．その表面間の相互作用（遠距離か
らの力、ならびに結合力）をコロイドプローブ原子間力
顕微鏡で測定する．タンパク質の表面への結合は、水晶
発振子法などで確認する．既に予備的な検討を終えてい
るRNAポリメラーゼのSigma Aユニットと転写因子であ
るSpo0Aについて測定を行う．
②プレニルトランスフェラーゼIIの相互作用　

当酵素は単独では触媒機能を持たない2種類のタンパク
質からなり、基質が存在すると酵素機能が発現する．２
種のタンパク質を①と同様の手法で別々の表面に並べ、
媒質水溶液中の基質（ファルネシル２リン酸）とMg2+の
有無と、相互作用の変化を調べる．

〈研究期間の成果〉
(1)二次元表面に組織化したタンパク質間の相互作用測定

ポリヒスチジン修飾した，RNAポリメラーゼのSigmaA
サブユニットと転写調節因子であるSpo0Aを，LB法によ
り別々のガラス表面に配向を揃えて固定化し，それら表
面間に働く相互作用をコロイドプローブ原子間力顕微鏡
を用いて直接測定した．SigmaA/ Spo0A間の相互作用測
定においては，同一表面間の相互作用測定より見積もっ
た表面電荷からは説明のできない付加的な引力が観測さ
れ，SigmaA/ Spo0A間の特異的な相互作用を直接測定す
ることに成功した．また，結合力ヒストグラムから，結

合力に複数のピークがあることを見いだした．この離散
的な結合力は，SigmaA/ Spo0A間の結合部位が数箇所あ
ることに起因していると考えている．
さらに分子認識に係わる生体分子の二次元表面への組織
化法を開発し、分子認識特性を評価した（ref.1,3,4）．
(2)プレニルトランスフェラーゼIIの相互作用

この酵素は，単独では触媒機能を持たない2種類のタン
パク質（サブユニットI及びII）からなり，基質（ファル
ネシル二リン酸）存在下で会合体を形成し，酵素として
の機能を発現する．サブユニットI及びIIを(1)と同様にガ
ラス表面に固定化し，媒質中の基質とMg2+の有無に着目
し，相互作用を直接測定した．基質あるいはMg2+が存在
するときは斥力のみが観測されたが，基質とMg2+が共に
存在するときのみ接着力を観測した．このことより，基
質とMg2+を介してサブユニットI及びIIが特異的に結合
することを初めて直接的に明らかにした(ref.2,4)．

〈国内外での成果の位置づけ〉
生体分子の相互作用計測における独自な成果と認めら

れ、多くの国際会議などで招待講演を依頼されている(例
えばPACHIFICHEM2005など)．

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
特に大きな問題はなかった．

〈今後の課題〉
方法論はできたので、本法を幅広い対象に適用し、生命

現象を研究する道具として使いこなすことが課題である．
実験的には接着力は結合定数から見積もられる結合エネル
ギーから比べると小さく、表面のすべての分子が結合対を
形成しているわけではない．分子の配向固定法の工夫など、
表面の分子密度から結合エネルギーをより正確に見積れる
系を作ることがひとつの今後の課題である．
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