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論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （   喜 多  絢 海     ）  

論文題名 

 
細胞内光クロスリンク法の改良とエピジェネティック調節因子の相互作用解析への応用 
 
 

論文内容の要旨 

 

 生細胞内でタンパク質は単独で機能するのではなく、複雑な相互作用ネットワークを形成することで様々な細胞プ

ロセスに関与している。相互作用ネットワークは細胞の種類や環境に応じて異なるため、各細胞内で実際に生じてい

るタンパク質間相互作用の解析が必要である。我々は、生細胞内でのタンパク質間相互作用解析手法である「細胞内

光クロスリンク法」を開発してきた。本法は、光クロスリンカーとして機能する人工アミノ酸を細胞内で解析対象と

するタンパク質に特異的に導入し、その細胞に光を照射することで、近傍の相互作用因子と共有結合を形成させる手

法である。従来の解析手法と比較し、複合体を安定化出来るため一過的な相互作用の解析が可能である、光照射時に

細胞内で生じている相互作用を知ることが出来る、といった点で有用である。本研究では、細胞内光クロスリンク法

の応用研究として、本法の改良および細胞内プロセスの制御機構の解明に向けた相互作用解析を行った。 

 人工アミノ酸Zlysおよびその誘導体pTmdZLysをタンパク質へ導入するには、UAG配列を認識するピロリジンtRNA 

(tRNAPyl)の遺伝子、ピロリジルtRNA合成酵素を改変したZLysRSの遺伝子、人工アミノ酸を導入する部位をTAG配列で指

定した目的タンパク質の遺伝子、の3つを細胞に同時に導入する必要がある。これら遺伝子の導入には一般的にプラス

ミドベクターが用いられており、人工アミノ酸導入法を適用可能な細胞種が制限されていた。そこで、多様な細胞へ

の高効率な遺伝子導入が可能なアデノウイルスベクター(AdV)を用いた人工アミノ酸導入法の開発を行った。まず、AdV

に搭載するtRNAPyl発現配列の最適化を行ったところ、U6およびH1プロモーターの下流にtRNAPylをそれぞれ挿入した

H1U6配列が最も適していた。次に、光クロスリンク能を持つ人工アミノ酸の導入効率の改善を目指した。従来用いて

いたpTmdZLysはZLysRSの基質結合部位と立体障害を起こす可能性が考えられたため、ジアジリン基の配置を変更した

mTmdZLysを新たに合成したところ、pTmdZLysに比較してmTmdZLysの導入効率は向上した。続いて、H1U6配列とZLysRS

遺伝子、H1U6配列とアンバー変異型EGFP(UAG)遺伝子を搭載した2種類のAdVを構築し、複数の癌モデル細胞およびヒト

初代培養細胞に感染させたところ、用いた全ての細胞内でZLysをEGFPに導入することに成功した。同様に、HeLa細胞

内でmTmdZLysをEGFPに導入することにも成功した。そこで、構築したAdVおよび新規アミノ酸mTmdZLysを用い、癌モデ

ル細胞MDA-MB-468および正常細胞HUVEC内でのタンパク質間相互作用を細胞内光クロスリンク法により捕捉可能か検

証したところ、EGFシグナル伝達ネットワークを構成するGRB2-EGFRおよびGRB2-SHCの直接的な相互作用を捉えること

に成功した。以上より、AdVを用いた人工アミノ酸導入法の開発により、これまでは不可能であった細胞種において細

胞内光クロスリンク法によるタンパク質間相互作用の解析を成し遂げた。 

 エピジェネティックな遺伝子発現制御機構のひとつにDNAのメチル化修飾が存在する。DNAの脱メチル化反応は

ten-eleven translocation proteins (TETs)による5mCの段階的な酸化反応により促進される。メチル化修飾は化学的

遺伝的に安定だが、外的刺激によって細胞はその状態を劇的に変動させる。このことから、刺激に応じてTETsの活性

を調節可能な相互作用因子の存在が示唆された。そこで、TETsを構成するTET1-3のうちTET1に着目し、その酵素活性

領域であるcatalytic domain (CD)と直接相互作用するタンパク質を細胞内光クロスリンク法により探索した。その結

果、Calmodulin (CaM)を同定することに成功した。CaMはCa2+との結合により構造が変化し、他のタンパク質と相互作

用する性質を持つ。実際に、TET1とCaMの複合体形成効率は細胞内Ca2+濃度上昇により増加し、低下により減少したこ

とから、両者の相互作用は細胞内Ca2+流入により調節されることが示唆された。また、Ca2+/CaMは相互作用する酵素の

活性を直接的または間接的に調節することが知られる。まず、Ca2+/CaM存在下でのTET1CDの活性を調べたところ、メチ

ル化DNA酸化活性に影響は見られなかった。次に、CaM存在下でCa2+濃度を上昇させた細胞から回収したTET1CDの活性を

調べたところ、メチル化DNAの酸化が促進された。このことから、Ca2+/CaMはTET1CDに何らかの変化を起こさせること

でその活性を促進することが示唆された。そこで、TET1CDの翻訳後修飾について解析したところ、Ca2+/CaMによりTET1CD

のアセチル化が亢進することがわかった。さらに、このアセチル化の亢進は、Ca2+/CaMがTET1CD-HDAC1の相互作用を阻



 

害することにより引き起こされる可能性が示された。このことは、Ca2+/CaMがTET1CD-HDAC1の相互作用を阻害すること

でTET1のアセチル化を亢進し、その活性を促進する可能性を示しているが、実際にHDAC1阻害剤MS-275の添加により

TET1CDのアセチル化が亢進し、そのメチル化DNA酸化活性が亢進することが確認された。以上より、細胞内Ca2+濃度上

昇に応じてCa2+/CaMがTET1-HDAC1の相互作用を阻害することで、TET1のアセチル化亢進を介し、その活性を促進すると

いう新たなDNAメチル化調節機構が明らかとなった。 

 本研究において、細胞内光クロスリンク法の技術開発により、多様な細胞内でのタンパク質間相互作用ネットワー

クの解析方法を確立し、さらには、本法によって細胞内プロセスを担う新たなシグナル伝達経路の一旦を明らかにす

ることに成功した。本研究の成果によって、本法が多様な細胞内におけるタンパク質間相互作用解析に活用されるこ

とで、生理現象や病態発症メカニズムの解明、またそれらを利用した創薬研究へと貢献することが期待される。 
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