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　　　　　　　タ ンパ ク質相互作用解析 ：

等温滴定型熱量測定と表面プ ラズモ ン共鳴

津本　浩平

　タ ン パ ク質相互作用解析が，生命科学研究は もとよ り，

創薬研究に お い て も，ますます重要な位置を占め る よ う

に なっ て きて い る．相互作用を定量的に解析する．とい

う観点で い えば，等温滴定型熱量測定 と表面プラズ モ ン

共鳴法は，もはや ス タ ン ダ
ー

ドな手法に位置づ けられ て

い る．本稿で は，こ れ らの手法に つ い て，原理 につ い て

述べ たあと，ポ リエ ー
テ ル化合物特異的抗体へ の 適用例

を紹介する．

変化を求める こ とが で きる，△H 。 は滴定曲線下の 総面積

とその 型か らデ コ ン ボ リ ュ
ーシ ョ ン に よっ て得 られる．

測定値 として △H ° とK が 求め られ る の で ，下式よ りギ ブ

ス エ ネル ギ
ー

△G ・

とエ ン トロ ピー
△S。 が算出される．

△Go＝△Ho − T△So＝−RTln 　K

等温滴定型熱量測定 ：測定原理

幽
等温滴定型熱量測定 （isothermal　 titration　calorimetry ，

ITC）は結合成分を標的分子に滴下 した際に起こ る化学

反応 もしくは結合反応 を観測す る方法で あ る．物質同士

が結合する時には熱の 発生 も しくは吸収がお こ るため，

こ の 熱量 を測定する こ と に よ り相互作用の 結合定数

（Ka），反応の 結合比 （n ），エ ン タ ル ピー変化 （△H ），お

よび エ ン トロ ピー変化 （△S）が精度良 く得 られ る．試

料へ の 化学修飾や物理的固定化な どを必要とせず，自然

状態に近 い 環境下で 測定する こ とが可能で ある，また，

1回 の 実験 で分子 間相互作用 の 完全な熱力学的 プ ロ フ ァ

イ ル を把握 で きる こ とも特長 の
一

つ で あ る．

　正TC の装置内部に は試料セ ル と参照セ ル が備わ っ て お

り，任意の
一定温度に保たれた試料セ ル中の 標的分子溶

液 に対 して ，滴定シ リ ン ジ中 の リガ ン ド溶液を数 μ1ず

つ 逐次滴定する，リガ ン ドが試料セ ル 内へ 滴定されて両

物質が相互作用 すると，結合量 に正比例 した熱 の 発生 ま

たは吸収が起 こ る．リガ ン ド滴定の進行に沿っ て試料セ

ル 中の 標的分子の 結合サイ トが飽和 され，熱シ グナル は

減少 して最終的に リガ ン ドの 希釈熱の みが観測 されるよ

うになる．

　図 1上はリ ガ ン ド溶液を試料セ ル 中の標的分子溶液へ

一定回数滴下 した時の デ
ータを示して お り，各滴定ピー

クの 面積はそ の 滴定によっ て発生した熱量に等 しい ，ま

た，各滴定の 発生熱量をセ ル 中における リガ ン ドと標的

分子の モ ル 比に対 して プ ロ ッ トする こ とに より図 1下 の

ような相互作用 の 結合等温線が得られる．各フ ィ ッ テ ィ

ン グ パ ラメ ータ か ら，結合定数 結合比 エ ン タ ル ピー
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図 1．ITC に よ り得 られ る 生デ
ー

タ と解析．
下，解析デ

ータ例．

4

上，実測 デ
ー

タ例 ；

著者紹介　東京大学医科学研究所疾患プロ テ オ ミ クス ラボラ トリ
ー

（教授） E−mail ；　tsumoto＠ims．u−tokyo．acjp

2011年　第7号 391

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

特　集

セ

ア

図 2．表面 プ ラ ズ モ ン 共鳴法 （SPR）の 検出原 理
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図 3，SPR に よっ て得 られ るセ ン サーグ ラム

表面プラズモ ン共鳴分析法 ：測定原理

　表面 プ ラズ モ ン 共 鳴分析法 とは．プ ラズ モ ン 共鳴

（SPR ）を利用 して分子の相互作用を セ ン サーチ ッ プ上

に再現する こ とで，
一

切の 標識を使わずに リ ア ル タ イム

で結合 の 強 さ，速さ，選択性 を測定 して結合速度 定数

解離速度定数を算出する手法で ある．

　分子間相互作用の 反応場 となるセ ンサーチ ッ プは，ガ

ラ ス に金の 薄膜が蒸着させ てあ り，そ の 薄膜上 に リ ン

カー層を介 して デ キ ス トラ ン が結合 して い る，相互作用

を測定する分子の片方をデキス トラ ン 上 に固定化 し，マ

イク ロ 流路系を介 して連続送液方式に より他方の分子を

含む試料溶液をあ る
一
定時間添加し続ける，基盤 となる

検出系を図2 に示す．二 分子間の 相互作用は，表面プ ラ

ズモ ン が金属／液体界面 で励起 した 場合に起こ る光学現

象を利用 し，二 分子間の 結合 と解離に伴 っ てセ ン サ
ー

チ ッ プ表面で 生 じる微量な質量変化を SPR シ グ ナ ル と

して検出する，分子の 固定化され て い な い 側 の 金薄膜に

光を全反射するように当てる と，反射光の
一
部に反射光

強度が低下 した部分が観察され る，こ れが SPR シ グナ

ル である．こ の 光の 暗 い 部分の 現れる角度つ まり屈折率

は，セ ンサーチ ッ プ上 で の 質量 に依存する．セ ン サーチ ッ

プ表面で 二 分子環の 結合反応が起 きる と質量変化が生

じ，光の暗い 部分が 1か らIIに シ フ トする （l　mm2 あた り

1ng の物質が結合する と1→ IIに 0．1度シ フ トする）．逆に，

二 分 子が 解離 す る こ と に よ っ て 質量 が減 少す る と，

II→ 1にそ の 分 だけ戻 る．測定に際 して は，溶液組成 の

違い に 由来する バ ル ク効果ある い は非特異的吸着の影響

を除去す る た め に，測定分子を固定化した流路 の 他 に基

準物質となる分子を固定化 した流路 を用意 し，シグナ ル

を差し引い た もの を測定値とする，

　図 3に測定に よ っ て 得られ る セ ン サ
ー

グ ラム を示す．

一
般に，固定化 した分子をリガ ン ド，試料 として 流路に

流す分子をア ナ ラ イ トと呼ぶ ．ある
一

定時間
一

定速度の

連続 したアナ ライ トの添加によ り，リ ガ ン ドが結合 した

流路に は ア ナ ラ イ トの結合が見られ，コ ン トロ ール の 流

路に はバ ル ク効果が しば しば現れ る，こ れが結合相であ

り，こ こ か ら二 分子 間 の 結合速度定数ke， （1／Ms）を求

め る こ とが で きる．ア ナ ラ イ トの 添加が終わ る と，流路

には緩衝液の みが流れ リガ ン ドに結合 したア ナ ラ イ トの

解離をモ ニ タ
ーする解離相に移る．こ こ か ら，二 分子間

の 解離速度定数島S （11s）を求める こ とが で きる，

二手法の同一性，相補性，相違性

　こ れ ら二 つ の 手法は，上述 の 通 り検出原理，検出法が

まっ た く異なる．ITC が相互作用におい て発生するすべ

て の 発熱，吸熱を総和 した熱量 を測定するの に対 し，SPR

は基本的に質量 効果を観察して い るこ とになる．しか し

なが ら，対象 として い る分子が可溶性で ある場合は，適

切な実験条件の 設定で、両手法に よ りほ ぼ 同様 の 解離定

数が得 られる，SPR．にお い て も，各種パ ラ メ
ー

タ の温

度依存性か らフ ァ ン トホ ッ フ エ ン タ ル ピーを求める こ と

が で き，最近で は非線形系フ ィ ッ テ ィ ン グも容易に行える．

　二 つ の手法で 得られるパ ラ メータ が異なる例も見受け

られる，検出方法の相違によるほか，固定化の 影響が考

えられる，相互作用 に おけ る分子 の 運動性制御が重要で

ある系で は慎重な議論が必要となろ う，

　SPR にお い ては，相互作用 における遷 移状 態の 熱力

学的パ ラ メ
ー

タを求める こ とが で き，相互作用の おお よ

その特徴を読み取る こ とが可能である．本稿で はその 詳

細 を割愛す るが，変異体解析 と組み合わせ るこ とで ，相

互作用過程で の ア ミノ酸残基 の役割を議論する こ とが可

能に なっ て きて い る．熱力学的パ ラ メ ー
タの 実測値と

フ ァ ン トフ ォ ッ フ解析か ら得られる値の 相補性は指摘 し

て お くべ きで あろ う，
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図4， 10C9一抗原複合体の 結晶構造解析
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図 5．変異体を用 い た相互作用 の 速度論的解析

研究例 ：ポリエ
ー

テル化合物特異的抗体の場合

　 シ ガ トキ シ ン はエ ーテ ル 環が トラ ン ス 縮合 で 連 な っ た

特異な構造を持っ てお り，かつ 生体に対 し非常に強力な

神経毒性 を示す，平間 らは，シガ トキ シ ン の 検出薬ある

い は中毒診断 ・治療薬の 開発を進め て い る 1｝．筆者らは，

こ の ような特徴的な分子構造を持つ 毒素に対 して，どの

ような化学構造を用意 して どの よ うな分子機構で認識す

るかを考察して きた，こ こ では，シガ トキシ ン CTX −

3Cの 部分構造で ある ABCDE 環に対 して特異的に結合

できる抗体の 分子認識 に関す る研 究例 2・3｝を紹介 した い ，

　10C9 は，抗原 と し て シ ガ トキ シ ン 断 片 で あ る

CTX3C −ABCDE の マ ウ ス免疫に よ り獲得されたマ ウ ス

モ ノ ク ロ ー
ナル 抗体で ある．抗体IgG か らパ パ イ ン 消化

に よ りFabを調製 し．10C9お よび 10C9一抗原 CTX3C −

ABCDE 複合体の結晶化を行 っ た．10C9 単独お よび抗

原抗体複合体につ い て X 線結晶構造解析に よ り，それぞ

れ分解能2．6，2．3Aで立体構造を明 らかに した．10C9は

VH−vL 界面に深さ 11A 程度の 空孔を有して お り，　 CTx3C −

ABCDE は そ の抗原結合ポケ ッ トに対 して A 環を奥に向

け縦 に突き刺さるよ うに結合することが明らか とな っ た

（図4）．抗原抗体相互作用に は 図 4 に示すように抗体の

極性残基に よる複数の 水素結合と多数の van 　der　Waals

相互作用が機能して い る こ とが推察で きた．実際，等温

滴定型熱量測定によっ て抗原抗体相互作用形成に伴う熱

力学的パ ラメ ータを算出した とこ ろ，エ ン タ ル ピー変化

量 盟 は一68．4kJmol 一且，エ ン トロ ピー変化蚤 ∬ は 一〇．076

kJ　mol −1　K−1，解離定数 Kd　Ll　x 　10−8　M の 親和性を持つ

相互作用で ある こ とが示 され た，また，10C9 と抗 原

CTX3C −ABCDE の 結合比は 1 ： 1で あっ た，

　 10C9 の 抗原認識機構 に つ い て 迫 るた め，　 CTX3C 一

ABCDE の 認識に最も大 きく寄与する相互作用ある い は

因子 を同定する ことを試みた．抗 原結合部位周辺 に存在

す る 7つ の ア ミ ノ 酸残基 に つ い て ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ

を行 い ，表面 プ ラズ モ ン共鳴法 を用 い て そ れ ぞれ の

CTX3C −ABCDE へ の 結合活性 を速度 論的に評価 した

（図 5）．そ の 結果，CTX3C ・ABCDE と直接ある い は 間

接的に水素結合 を形成する ア ミ ノ酸残基へ の変異で は野

生型 10C9 と の 大差が見 られなか っ たの に対 し，抗原結

合ポ ケ ッ トの 形状維持に貢献すると考え られる H −H35a

および H −W47 へ の 変異で は それぞれ解離速度の 200倍

以 上 の 増大 と 111000程度の 結 合活性 の 低下が観察 され

た．以上 の結果は，10C9 の抗原認識に は抗原結合ポケ ッ

トの 形状相補性が非常に重要な要素となっ て い る こ と，

規定通 りの 箇所で規定通 りの 相互作用が協同的に機能す

る こ とに よっ て抗原認識 を達成 して い る こ とを示唆して

い る，

　10C9 が認識 し得る単位構造を表面プラズ モ ン 共鳴な

らびに熱力学的解析によっ て抽出 し，創薬タ
ー

ゲ ッ トス

ク リーニ ン グ に お い て熱力学が 果た しうる役割を考察す

る系と して応用する こ とを試みた
4｝．市販の 低分子ライ

ブ ラ リーの 各フ ラ グ メ ン トにつ い て，まずSPR を試み

た と こ ろ，15個の フ ラ グ メ ン トに つ い て ，特異的結合

を示すシ グナル を得た．次に，選抜された こ れ らの フ ラ

グ メ ン トお の お の に対して 10C9 を滴下 した時の 反応熱

を観測 した とこ ろ，3 つ の 化合物に つ い て数kcal11no1程

度の 発熱反応が確認された．い ずれ の 化合物も結合定数

105M −1程度 の 弱い 相互作用 で は あ っ た もの の ，そ の 化学

構造か ら，本来 の 抗原 で ある シガ トキシ ン 断片と類似 し

た構造的特徴を見い だすこ とが で きた，つ まり，こ れ ら

の 化合物は い ずれも連結した環状分子で ある こ と，かつ

複素環で ある こ と，また特定の 位置に水酸基ある い はケ
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図 6．CTX −3C−ABCDE とス ク リーニ ン グ さ れ た 低分 子 フ ラ

グ メ ン トの 化学構造

トン 基が存在 して い る こ とが共通して い た （図6）．以上

の 結果は，10C9 が認識する こ とが可能な最小分子 の 構

造的特徴を同定で きた と同時 に，低分子リ
ー

ド化合物探

索に お ける 「発熱量」の 有用性 5）を示すひ とつ の 例 を提

示する こ とが で きた と考えて い る．

おわりに

　本稿では，タ ン パ ク質相互作用 を定量的に解析する手

法として の等温滴定型熱量測定ならびに表面プ ラ ズ モ ン

共鳴に つ い て，そ の 原理 と測定例 を述べ た ，こ れ ら の手

法は，生命科学研究ある い は創薬研究にお い て，標準的

に用 い られ つ つ ある．タ ン パ ク質相互作用解析に お い て，

得ら れ る熱力学情報，速度論情報の 位置づ けは確実に高

い もの になっ て い るとい っ て よい ．筆者らが提案で きた

ように，発熱量 が リガ ン ドス ク リーニ ン グに お い て 重要

な指標に なりうる こ とも重要で ある．また，リガ ン ド設

計へ の 具体的応用 もますます期待が高 ま っ て い る，本手

法の手法に よ り低分子創薬 t 抗体などの バ イオ医薬品開

発が加速される こ とを期待 したい ．
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フ ロ ン タル ・ ア フ ィ テ ニ ィ ク ロ マ ト分析法

平林　 淳

　 フ ロ ン タル ・ア フ ィ テ ニ テ ィ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

（frontal　afflnity　chromatography ，　 FAC ）は，生物学的

親和力に基 づ く生体分子聞の相互作用を定量 的に解析す

る手法 で あ る．通常 はタ ン パ ク質の 精製に用 い られ る ア

フ ィ ニ テ ィ クロ マ トグ ラ フ ィ
ー

であるが，こ れ を定量分

析に用 い る術は 1970年代に見い だ され，その 後30 年の

時間 を経て高性能 高ス ル
ー

プ ッ ト化が達成 された．本

手法の原理 と特徴，とくに弱 い 相互作用の解析が重要視

され る糖結合タ ン パ ク質 （レ ク チ ン）と糖鎖へ の応用に

つ い て概説する，

FAC の原理と特徴

　生体における弱い相互作用　　フ ロ ン タ ル ・
ア フ ィ ニ

テ ィ
ーク ロ マ ト分析法は前端分析法とも呼ばれ る定量ア

フ ィ ニ テ ィ
ー分析法で ある 1・2），生体物質問の 相互作用

を解析する手法は さまざまあるが，多 くが抗原
・抗体間

の よ うな強 い 相互作用 ， すな わ ち解離定数 （Kd）の 小

さい 組み合わせ に つ い て適応可能で あり，逆に解離定数

が 1pM を超える よ うな弱 い 相互作用 を高精度に解析で

きる方法は少な い ．ましてや，解析対象が糖鎖 の ように

きわめて複雑で大量の 均
一

標品 を得る こ とが難しい 場合

は なおさらである．
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