
〈研究の目的と進め方〉
これまでタンパク質-タンパク質間の相互作用に関し

て、水溶性、すなわち細胞質、および細胞外のタンパク
質においては解析方法は確立されつつある。しかし、ゲ
ノム解析の結果はポリトピック型膜タンパク質が最大の
遺伝子ファミリーの一つであることを明らかにしており、
細胞の約30%を占める膜タンパク質において、特に疎水
性の膜貫通領域に関してはタンパク質-タンパク質間の相
互作用に関する解析方法はこれまで非常に少ない。最近
の膜タンパク質の研究では、疎水性の膜貫通領域に関し
てもタンパク質-タンパク質間の相互作用が存在し、これ
らの相互作用がタンパク質の立体構造形成、機能に深く
かかわっているといったことが報告されている。本研究
はそのようなタンパク質の疎水性の膜貫通領域の相互作
用をどう評価するかを主眼として、系統的に膜タンパク
質の機能、構造を見ていくことを目的とする。

〈研究開始時の研究計画〉
本研究期間での具体的な研究目的は膜タンパク質の相

互作用の検出方法の構築であった。化学修飾試薬
DTBPA(4,4'-Dithiobis(1-azidobenzene))は疎水的な性質を
持つ膜内領域への化学修飾試薬であり、クロスリンカー
でもある。これを使用し、膜内領域において近接してい
るタンパク質を検出する方法の開発を行った。また
TOXCAT assay法という転写因子(ToxR)の性質を利用し
た膜貫通領域のポリペプチド間の相互作用を検出できる
系を応用し、膜貫通領域のペプチド間相互作用の検出を
おこない、膜貫通領域のペプチドの存在状態を解析しよ
うとした。

〈研究期間の成果〉
当研究室では赤血球膜の膜内ペプチドの一部を検出で

きる系を確立しており（成果５）。さらに本研究では
MALDI-TOF MASSとHPLCとの併用により赤血球膜タン
パク質であり相互作用すると考えられているBand３と
Glycophorinの膜内ドメインのすべてのトリプシン分解ペ
プチドを検出できる方法を開発した(成果２)。この時点
においては、膜タンパク質の全膜貫通領域のペプチド解
析は、ロドプシンを除いて行われていないため、価値の
ある成果であったと考えられる。このペプチド解析法と
DTBPAを併用し、現在膜貫通部分における近接部位の同
定を行ったがDTBPAは非特異的な化学修飾剤であり、そ
の同定が困難であった。今回の膜内ドメインペプチドを
すべて同定できたことで、Band3の陰イオン交換活性に
必須なアミノ酸の同定ができた（成果2,3）。すなわち
Band3の陰イオン交換活性にはLys、Glu、His、Argが必
須であり、このうち、His、Argに関しては全く明らかに
なっていなかったが、これらが、His834、Arg901である
ことを同定ができた（成果3）。また、この同定部位はこ
れまで、Band3の各膜内のペプチドセグメントが分子内
でペプチド-ペプチド相互作用を形成していると考えられ
ている領域に位置していた（成果１、図）。
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すなわち、ペプチド-ペプチド間の相互作用がバンド３
陰イオン交換活性においても重要な役割をしていること
の裏付けとなった。一方でTOXCATassayによる相互作用
部位の同定法はhomo dimerの膜貫通部位の相互作用にし
か利用できないため様々なタンパク質間の相互作用にこ
の系を利用することは難しいことが明らかになった。さ
らには酵母におけるBand3発現系を構築し、陰イオン活
性の速度論的パラメータ（Km、Vmax）を算出できるシ
ステムを開発した（論文投稿中）。この時Glycophorin膜
貫通部位を共発現させることでBand3の陰イオン透過活
性が上昇することから、GlycophorinとBand3が膜貫通部
位において、何らかの相互作用をしていることが明らか
になった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
今回、相互作用の解析方法の開発は困難であったが、

Band３とGlycophorinの膜内ドメインのすべてのトリプ
シン分解ペプチドを検出できる方法を開発した。また、
解析法から、Band3の陰イオン交換活性に必須なアミノ
酸の同定ができた。今回の報告は、単に赤血球膜タンパ
ク質の構造解析に限らず、その他の膜タンパク質にも応
用できるものと考えられるため、膜タンパク質のプロテ
オーム解析という面においても、価値のある研究成果で
ある。これらの結果は、国際誌に報告し、種々の国際誌
にその後引用され続けている。また、今回の結果は国内
学会において講演を行い、高評価を得た。また、2006年
のアジア薬学フォーラムにおいても講演を行った。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
今回、疎水的な性質を持つDTBPAを併用し、現在膜貫

通部分のペプチド-ペプチド間の近接部位の同定を行った
がDTBPAは非特異的な化学修飾剤であり、その結合部位
の同定が困難であった。また、DTBPA自体が膜へ取り込
まれる割合が予想以上に低く、膜貫通部位まで修飾剤が
行き届かないため、修飾率が非常に低いことも、明らか
となった。TOXCATassayによる相互作用部位の同定法は
homo dimerの膜貫通部位の相互作用にしか利用できない
ため様々な膜タンパクの膜貫通ペプチド間すなわち、
hetero dimerにおいての相互作用にこの系を利用するこ



とは難しいことが明らかになった。

〈今後の課題〉
今回、膜タンパク質の構造解析においては非常に有用

な研究となったが、膜タンパク質間の相互作用研究にお
いてはほとんど結果を得ることができていない。しかし
な が ら 、 酵 母 に お け る B a n d 3 発 現 系 を 構 築 し 、
Glycophorin膜貫通部位を共発現させることでBand3の陰
イ オ ン 透 過 活 性 が 上 昇 す る こ と か ら 、 明 ら か に
GlycophorinとBand3が膜貫通部位において、何らかの相
互作用をしていることが明らかになった。今後、この相
互作用がどの部位で起こるのかを変異体解析により明ら
かとしたい。一方で、Band3自体の膜貫通部位のペプチ
ド間相互作用が陰イオン交換活性に重要であることも、
明らかとなってきてきた。今後、Band3のＸ線結晶構造
解析等をすすめ、そのような相互作用が陰イオン交換活
性とどのような相関があるのかを具体的に明らかにして
いく予定である。
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