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〈研究の目的と進め方〉
（目的）ゲノム解析において同定された遺伝子を有効に活
用するためには、個々の遺伝子の機能解析、特に分子間
相互作用の解明が重要である。 特にSNPs （一塩基多形）
の探索・同定と特定疾患・薬剤応答性との関連付けは、
ゲノム創薬を推し進める上での最優先課題と考えられて
いるが、 SNPs 変異のような微細な変化に伴う分子間相
互作用の変化を理解するためには、分子間相互作用を原
子レベルにおいて明らかにする構造生物学的手法が必要
不可欠である。構造生物学的解析手法のうち、NMR法は、
サンプル調製・データ測定および解析に要する時間が短
いという点において、X線結晶構造解析に対する優位性
を有しており、多数の生体高分子複合体に対する網羅的
な相互作用解析に適している。しかし、従来までに汎用
されてきたリガンド結合に伴う化学シフト変化を指標と
して相互作用部位を決定
する手法（化学シフト摂
動法）の場合、化学シフ
ト変化を誘起する要因が
リガンド分子との接触に
限定されないため、相互
作用部位を正確に決定す
ることは困難であった。
これに対して、研究代表者は、核スピン間の双極子－双
極子相互作用が、核スピン間の距離に依存することを利
用し、リガンド分子から近距離に存在する原子を相互作
用部位として同定する新規相互作用解析法（交差飽和
法；Fig.1）を開発した (Nat.Struct.Biol., 7-220-223(2000))。
本手法は、従来のNMR解析が有する利点に加え、X線結
晶構造解析と同等の精度を有している。しかし、交差飽
和法の適用対象となる相互作用系は、分子量が約5万程度
の可溶性タンパク質複合体に限られており、多様な生体
高分子複合体の全てに対して直ちに適用することはでき
ない。そこで、本研究においては、原子レベルにおける
ハイスループット相互作用解析を実現するための基盤技
術の確立を目的として、交差飽和法を多様な生体高分子
複合体に対して網羅的に適用するための手法の開発を行
った。

（進め方）まず、解析対象となる複合体の分子量の制限を
取り除くための検討を行う。次に、交差飽和法以外では
相互作用解析を行うことが困難な、生体高分子複合体

（タンパク質－脂質二重膜複合体、タンパク質－膜タンパ
ク質複合体など）について交差飽和法を適用し、手法の
適用範囲を拡張する。

〈研究開始時の研究計画〉
1) リガンド非結合状態と結合状態の間の化学交換を利用
し、複合体の相互作用界面情報を、非結合状態のタンパ
ク質分子に“写し取る”ことにより、相互作用界面情報
を抽出する手法（転移交差飽和法）を開発する。
2)転移交差飽和法を用いることにより、タンパク質と繊
維状タンパク質との相互作用界面を同定する。

3)タンパク質－脂質二重膜相互作用系に対して、転移交
差飽和法を適用し、蛋白質の脂質結合部位を同定する手
法を開発する。
4)タンパク質－糖鎖、およびタンパク質－核酸相互作用
系に対して、転移交差飽和法を適用し、相互作用部位を
同定する手法を開発する。
5)膜タンパク質－ペプチドリガンドの相互作用系に対し
て転移交差飽和法を適用し、ペプチド上の膜タンパク質
結合部位を同定する手法を開発する。

〈研究期間の成果〉
【転移交差飽和法の開発(ref.1)】Fig.2に示すように、タン
パク質Ⅰとタンパク質Ⅱの間に適当な速度での結合・解
離が起きている場合、結合状態におけるタンパク質Ⅱか
らタンパク質
Ⅰへの交差飽
和は、解離状
態のタンパク
質Ⅰにおいて
も 保 持 さ れ
る。即ち、複
合体の相互作
用界面情報を
非結合状態のタンパク質Ⅰ上に“写し取って”検出する
ことが可能であると考えられる。以上の手法を検証する
ため、黄色ブドウ球菌由来プロテインAのBドメイン（以
下FB）と、マウス抗体の相互作用系（結合定数は、
3.8×104[M-1]）を用いて、解析を行った。2Hと15Nによ
り安定同位体標識を行ったFBとマウス抗体のモル比が
1:0.1となるようにサンプルを調製し、転移交差飽和実験
を行った。マウス抗体分子に対する分子特異的照射に伴
い、FB上の特定の残基に由来するシグナルにおいて強度
減少が観測された。シグナル強度が減少した残基をFBの
立体構造上にマッピングした結果をFig.3に示す。本解析
により検出された残基は、交差飽和法によりすでに明ら
かにされている、FBとヒト抗体のFcフラグメントとの相
互作用界面残基とほぼ一致した。以上より、転移交差飽
和法により、タンパク質複合体の相互作用界面を決定す
ることが可能であると結論した。

【タンパク質－繊維状タンパク質相互作用系に対する転移
交差飽和法の適用(ref.2,3)】コラーゲンは細胞外マトリッ
クスを構成する不溶性の繊維状タンパク質であり、X線
結晶構造解析や、従来までのNMR解析法の解析対象とす
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ることは困難
である。本研
究 に お い て
は、転移交差
飽和法を用い
て、血小板粘
着反応に関与
す る v o n
W i l l e b r a n d
factor A3ドメインとコラーゲンの相互作用解析を行い、
A3ドメイン上のコラーゲン結合部位を同定することに成
功した(Fig.4)。本研究により、転移交差飽和法が、巨大
かつ不均一な分子との相互作用解析に対して適用可能で
あることが示された。

【タンパク質－脂質二重膜相互作用系に対する転移交差飽
和法の適用(ref.4)】抗菌活性ペプチドsapecinを題材とし
て、転移交差飽和法をタンパク質－脂質二重膜相互作用
系に対して適用した。この結果、sapecin上の脂質二重膜
との相互作用部位を同定することに成功した。さらに、
交差飽和法により得られた相互作用界面情報と、水素重
水素交換実験により得られた相互作用界面情報を組み合
わせることにより、sapecinの多量体形成面を同定した。
以上の相互作用情報から、sapecinが単量体として膜に結
合後、多量体化し、３量体以上となったときにチャネル
を形成し、膜障害を発揮するという膜障害活性発現メカ
ニズムを提唱した（Fig.5）。

【タンパク質－糖鎖相互作用系に対する転移交差飽和法の
適用(ref.5,6)】CD44 とヒアルロン酸の相互作用系を題材
として、交差飽和法をタンパク質－糖鎖相互作用系に対
して適用するための条件検討を行った。ヒアルロン酸の
鎖長、スピン飽和時間を検討した結果、 CD44 における
ヒアルロン酸結
合界面を同定す
ることに成功し
た。また、交差
飽和法により得
られた相互作用
界面情報と、化
学シフト摂動法
により得られた
相互作用界面情
報を比較するこ
とにより、ヒア
ルロン酸結合に
伴う、CD44上の構造変化部位を同定することができた

（Fig.6）。
【膜タンパク質－ペプチドリガンド相互作用系に対する転
移交差飽和法の適用(ref.7,8)】まず、界面活性剤に可溶化
したカリウムチャネルKcsAと阻害ペプチドAgitoxin2を題
材として、転移交差飽和法を膜タンパク質－ペプチドリ
ガンド間の相互作用系に対して適用するための条件検討
を行った。 KcsA と Agitoxin2 のモル比、化学交換速度、
スピン飽和時間等を最適化した結果、 Agitoxin2 の KcsA
結合界面を同定することに成功した。得られた相互作用

界 面 情 報 を 基
に 、 KcsA -
Agitoxin2 の相
互作用モデルを
構 築 し 、
Agitoxin2 のカ
リウムチャネル
阻害活性を原子
レベルにおいて説明す
ることができた(Fig.7)。
さらに、より生理的条
件に近い条件において、
相互作用解析を行うこ
とを目的として、ビー
ズ上において KcsA を
脂質二重膜中に再構成
する手法を開発した
(Fig.8)。脂質二重膜に可溶化された KcsA と Agitoxin2 の
相互作用系に対して、転移交差飽和法を適用した結果、
界面活性剤に可溶化した場合と同様に、 Agitoxin2 の
KcsA 結合界面を同定することに成功した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究においては、分子量の制限を受けずに生体高分

子複合体の相互作用界面を同定する転移交差飽和法を開
発し、多様な生体分子の相互作用系に対して幅広く適用
可能であることを示した。本手法は、国内外において発
表された多数の論文に引用されている（Current Opinion
in Structural Biology 16, 1 (2005)など）。さらに、本手法
は、他の研究グループの相互作用解析においても、既に
用いられており、有効性が広く認知されていると考える。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
タンパク質－核酸相互作用系に対する交差飽和法の適

用に関する検討を行うことができなかった。これは、解
析対象として用いる予定であった、DNA結合タンパク質

（インテイン）の性状が予想外に悪く、良質のNMRスペ
クトルを得ることができなかったためである。

〈今後の課題〉
本研究により、膜タンパク質を含む多様な生体高分子

複合体の相互作用界面情報を、分子量による制限を受け
ずに決定することが可能となった。次の研究課題として
は、双極子－双極子相互作用が小さい低分子化合物（薬
物のシード化合物など）と、その標的タンパク質との相
互作用界面情報を抽出する手法の開発を計画している。
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