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新規ラジカル反応を用いた細胞膜上分子間
相互作用の解析

１． は じ め に

細胞は生体を構成する最も基本的な単位である．例え

ば，ヒトの体は約６０兆個の細胞の集合体であるといわれ

ており，個々が整然と協調し機能を果たすことにより正常

な生体機能が維持される．近年では，京都大学の山中伸弥

教授らによって作製された人工多能性幹細胞（induced plu-

ripotent stem cell；iPS細胞）など，細胞生物学の目覚まし

い発展により，様々な細胞を実験的に作り出すことが可能

となり，多様な視点から個々の細胞機能について研究する

ことが可能となっている．

一方，細胞下のレベルに視点を移すと，細胞は様々な細

胞小器官，さらにはタンパク質・脂質・糖質などの様々な

生体分子から構成されている．興味深いことに，生体と細

胞の関係と同じく個々の生体分子は相互作用し協調的に働

くことで細胞機能に影響を与えている．従って，現在では

生体分子個々の研究に加え，異なる生体分子同士の相互作

用研究（interactome）が注目されている．

このような背景の下，筆者らは細胞膜上に存在する生体

分子の相互作用（細胞膜上分子間相互作用）に焦点を当て，

これらの解析法の開発および相互作用によって細胞機能が

どのような影響を受けているかに注目し研究を進めてき

た．本稿では，筆者らの研究の背景および新規に開発した

「細胞膜上分子間相互作用生化学的可視化法」を中心に解

説し，細胞膜上分子間相互作用が今後の生物学の発展にど

のように寄与できるかについての展望を述べる．

２． 細胞膜上分子間相互作用

細胞の構造物を包んでいる細胞膜は外界との区切りとし

ての役割に留まることなく，外界からの物質輸送やシグナ

ル伝達に関与している．細胞膜には細胞機能にとって重要

な役割を果たしている多数の“細胞膜上分子”が埋没した

状態で存在する．Singerと Nicolsonの流動モザイクモデ

ル１）によると，これら細胞膜上分子は脂質二重層の流動に

伴って膜上で常にダイナミックに自由運動している．これ

らの運動により，特定の生体分子同士が非常に短い一定時

間内に膜上において会合，拡散を繰り返し相互作用してい

る事象が観察されている（図１）．

これらの「細胞膜上分子間相互作用」およびその結果形

成される生体分子の集合体（一般的には脂質ラフトや膜マ

イクロドメインと呼称される）は細胞内シグナル伝達機構

に寄与していることや，細胞増殖やウイルス感染，免疫機

構などの細胞機能ひいては生体機能にとっても重要な役割

を果たしていることが示唆されている２）（図１）．従って，

細胞膜上分子間相互作用の意義について研究するために

は，第一にどのようなタイミングで，どのような細胞膜上

分子が相互作用しているかを知る必要がある．

３． 細胞膜上分子間相互作用の解析

実際の細胞膜上分子間相互作用の解析法は，１）主に生

化学的な実験手法により相互作用分子を解析・同定する方

法，２）研究対象の任意分子を様々な方法で標識すること

により形態学的に相互作用を観察する方法，の二つに大別

される．１）では，免疫沈降法および detergent-insoluble

membrane（DIM）法３）がよく用いられる．前者は任意の細

胞膜上分子について，抗体を用いて免疫沈降し，同時に沈
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降してくる分子を相互作用分子として同定する簡便な方法

である．後者は前述の脂質ラフトが界面活性剤に難溶であ

るという性質を利用して分離・精製する手法である．細胞

を低温で界面活性剤（TritonX-１００など）を含んだ緩衝液

を加えてホモジナイズする．この条件で溶け残ってきたも

のが DIMであり，脂質ラフトを含んでいる．これをさら

にショ糖密度勾配遠心法で分画する．２）は，現在注目さ

れている蛍光共鳴エネルギー転移法（FRET）４）や一分子イ

メージ法５）を用いた解析である．Sheetsらは，一分子イ

メージ法を駆使して Thy-１やガングリオシド GM１といった

細胞膜上分子の運動を生細胞において解析した結果を報告

している６）．この結果によると，これらの分子は細胞膜上

で自由運動しているが，数秒間だけ直径約２００―３００nmの領

域に留まってその範囲内で小刻みに運動することが示され

た．この約２００―３００nmの領域に留まっている状況こそが脂

質ラフトを反映しているのではないかと考えられている．

４． 細胞膜上分子間相互作用の生化学的可視化法

このように細胞膜上分子間相互作用の解析手法はある程

度充実しているが，いくつかの問題点も生じている．例え

ば，生化学的な解析法は簡便である反面，相互作用のタイ

ミングなどを考慮することが難しく，生理的な相互作用を

結果に反映しているのか問題視する意見もある．また，

FRETや一分子イメージは生理的な結果を反映していると

考えてよいが，決められた分子間の相互作用を形態学的に

観察する方法であり相互作用分子の同定などはできない．

このような背景の中，筆者らはこれらの問題点の解決に

つながる新規細胞膜上分子間相互作用解析法の開発に着手

し，その過程で偶然にも大変興味深いラジカル生成反応を

見いだした．その反応は，研究室で頻繁に使用される酵

素，西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）がアリルアジド

化合物をラジカル化するというものである．アリルアジド

化合物は UVや強い光を照射することでナイトレンラジカ

ル化され，タンパク質や核酸などのアミノ基や C-H結合

と反応し共有結合を作ることが知られている．しかし，筆

者らが見いだした反応ではこのような UVや強い光，過酸

化物の添加は必要なく，生理条件下で HRPが特異的にア

リルアジド化合物をナイトレンラジカル化する．筆者らは

図１ 細胞膜上分子の運動と分子間相互作用の模式図
脂質二重層（細胞膜）上に存在する分子は自由運動をしているが（図上部），一部の
分子は特異的に会合することで相互作用し（図下部），マイクロドメインの形成およ
び細胞内へのシグナル伝達を行う．その後，また拡散し自由運動に戻る．
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（a） 

（b） 

この反応を enzyme-mediated activation of radical sources

（EMARS）と名付けた７）（図２a）．

さらに，この EMARS反応を用いて，i）生細胞におい

て，研究対象である任意の細胞膜上分子に HRPを結合さ

せる（抗体や特異的認識分子を利用する），ii）アリルア

ジドを反応させる，iii）細胞上で EMARS反応が起こる，

iv）HRPの近傍に存在，つまり相互作用している分子のみ

がラジカルと反応することで相互作用分子が特異的に標識

される（ラジカルは一般則として発生源から極近傍（ナノ

メートル単位）の領域内でしか存在できない），v）標識さ

れた分子をウエスタンブロットや抗体アレイ，質量分析装

置を用いたプロテオーム解析などの方法で同定する，とい

う五つの段階を経ることにより，生理的な相互作用を解析

する方法を着想した（図２b）．筆者らは，あたかも分子の

相互作用が生化学的な手法により“可視化”できるという

意味を込めて，この EMARS反応を用いた新規解析法を細

胞膜上分子間相互作用生化学的可視化法（biochemical visu-

alization）と名付けた７）．

図２ EMARS反応と生化学的可視化法
（a）EMARS反応の反応式．アリルアジド試薬が HRPによりラジカル化される反応であるが，光刺激や過酸化物の
添加は必要なく生理的条件下で反応は進行し，発生したナイトレンラジカルはタンパク質の C-H結合およびアミノ
基と反応して共有結合をつくる．（b）生化学的可視化法の概念図．自分が研究したい細胞膜上分子を HRP標識抗体
等により HRP標識し，その後ビオチン基やフルオレセイン基が結合したアリルアジド試薬を添加すると，生理条件
下で EMARS反応が進行する．この場合，ラジカルは HRPから極近傍（半径約２００―３００ nm以内）の領域にのみ存
在できるため，相互作用している分子のみが標識される．
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（a） （b） 

（c） 

５． 生化学的可視化によるインテグリン―受容体型チロシ

ンキナーゼ間の相互作用解析

次に，実際に筆者らが生化学的可視化法を用いて行った

実験８，９）について概説する．本稿では，子宮頸がん培養細胞

HeLaS３細胞における細胞接着分子 β１インテグリンと受

容体型チロシンキナーゼ（RTK）の相互作用について解析

した例９）を紹介する．

実験方法は，まず様々な細胞外マトリックス（フィブロ

ネクチン，コラーゲン，ラミニン）を処理した細胞培養

ディッシュに HeLaS３細胞を播種し，１５分，２時間，１日

それぞれ培養した．次に，HRP標識した β１インテグリン

図３ 生化学的可視化によるインテグリン―受容体型チロシンキナーゼ間の相互作用解析
（a）細胞外マトリックス（フィブロネクチン，コラーゲン，ラミニン）を処理した細胞培養ディッシュで１５分，２時間，１日培養し
た HeLaS３細胞において，β１インテグリンの相互作用分子を EMARS反応で標識した後，RTK抗体アレイ（R&D社製）にて分析し
た．EGFR，Tie２，および ErbB４などの RTKが β１インテグリンの相互作用分子として検出された．（b）（a）においてフィブロネク
チンの抗体アレイ解析に用いた試料と同一のものを別の抗体アレイに処理し，抗チロシンリン酸化抗体にて各 RTKの自己リン酸化
を分析した．その結果，ErbB４は相互作用が最大になる２時間において自己リン酸化も最大になり相関関係が認められたが，EGFR
は相互作用が２時間で最大になるものの，自己リン酸化は１日経過した場合が最大であった．（c）HeLaS３細胞に ErbB４のリガンド
である Neuregulin１（NRG１）および ErbB４阻害抗体（ErbB４ antibody）を処理し，各処理細胞の細胞走化性をボイデンチャンバーに
より測定した．各結果は分散分析（ANOVA）により有意差検定を行った．＊で示した結果群では p＜０．００５で有意差が認められたが，
N.D. で示した結果群では p＝０．０６６２８で有意差は認められなかった．従って，NRG１は細胞走化性を促進させること，ErbB４阻害抗
体は逆に細胞走化性を阻害することが分かった．
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抗体を処理し，EMARS反応を誘導した．相互作用した

RTKを簡便に同定するために，反応後の試料を４２種類の

RTKが解析できる市販の抗体アレイで分析した．その結

果，β１インテグリンと RTKの相互作用は細胞外マトリッ

クスおよび細胞培養時間依存的に変化することが分かった

（図３a）．また，フィブロネクチンを処理した細胞培養

ディッシュで培養した場合，β１インテグリンと相互作用
する RTKの一つである ErbB４において細胞播種後２時間

で相互作用と自己リン酸化がともに最高となるという時間

的相関関係が認められた（図３b）．さらに，Neuregulin１

（NRG１）および ErbB４阻害抗体を用いた migration assay

により，細胞播種後２時間後に β１インテグリンと ErbB４

の相互作用が細胞走化性に関与している可能性が示された

（図３c）．これらの結果は，細胞膜上分子間相互作用が何

らかのシグナル伝達機構を介して細胞機能に影響を与えて

いることを示唆している．

６． 生化学的可視化法の今後

生化学的可視化法は既存法にはない特徴を有する細胞膜

上分子間相互作用解析法であり，前述したように分子間相

互作用と細胞機能の関係について全く新しい知見を提供す

るツールになる可能性がある．しかし，本解析法には改良

すべき問題が残されており，i）アリルアジド化合物の細

胞内への透過に伴って惹起される非特異的反応の阻止，

ii）相互作用分子の解析・同定法の改良，の２点について

現在検討を行っている．i）については，細胞内に存在す

る酵素（内在性ペルオキシダーゼなどが想定される）によ

るアリルアジド化合物の非特異的ラジカル化が原因だと推

測しており，これを阻止するために細胞内に透過しにくい

アリルアジド化合物を開発している．ii）については，生

化学的可視化法を行った試料に含まれる標識された相互作

用分子を質量分析装置によるショットガンプロテオミクス

によって網羅的に分析できる方法を開発しており，前述の

抗体アレイによる同定のように特定の分子に限られた同定

法に依存せず相互作用分子が解析可能となりつつある．

このような改良に加え，細胞膜上分子の遺伝子発現ベク

ターを用いて，抗体等を使用しなくても EMARS反応を起

こす方法や細胞内タンパク質の相互作用にも EMARS反応

を適応できる方法などを研究中である．これらを踏まえ

て，生化学的可視化法を基盤とした相互作用解析

「EMARS-based interactome」を展開し，現在未知な点が多

く残されている分子間相互作用研究に一石を投じられれば

と考えている．

７． お わ り に

脂質ラフトや細胞膜上分子間相互作用についての研究に

挑戦している研究者は他の様々な分野の研究者と比較する

と未だ少ない．これには前述の解析法の難しさや実際の細

胞機能，ひいては生体機能との関係が未だはっきりしない

という点が影響しているものと推察される．前者において

は，筆者らが開発した生化学的可視化法のように比較的簡

便な解析法を確立し，多くの研究者が相互作用解析を行う

ことのできる環境が必要であると考えられる．また，後者

に関しては最近生理的に分子間相互作用を作り出して細胞

機能の変化等を解析する手法が登場している１０）．今後これ

らの課題が解決され，この分野に挑戦する研究者が増加し

ていけば，既存の遺伝子解析等からは解明できなかった新

たなシグナル伝達機構や生体メカニズムなどが発見されて

いく可能性があり，これを標的としたバイオ創薬等への発

展なども期待できるのではないかと考えている．
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