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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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　生体におい て，糖鎖は フ ァ ジー
な細胞間認識に関与す

る と言わ れ て い る．多種多様の 細胞や分泌 タ ン パ ク質（ほ

とん どが糖鎖で おおわれて い る）が相互 を認識 選別す

る うえで 早 くて弱い 相互 作用 は 重要 で あ る．一度結合 し

たら決して解離 しない ような強 くて （遅 い ）相互作用 は

瞬時 の 判断でプ ロ セ ス され て ゆ く細胞 間選別 には適 さな

い ．FAC は糖鎖 と こ れ に 結合するタ ン パ ク質 （一般に

レ クチ ン と呼ばれる）との相互作用解析に適 した手法で

ある．なぜ 本法が弱い 相互作用解析に特に威力を発揮 す

るの か を理解す るには，まずFAC の 原理 を学 ぶ 必要 が

ある，

　FAC の 基本式　　FAC で は 相互 作用する 2つ の 生体

分子A
，

B に着目する，今，　 B （リガ ン ド）を適当な濃

度で 固定化したア フ ィ ニ テ ィ
ー担体をカ ラム に詰め，そ

こ に
一定濃度［A］o （M ）に希釈 した A （アナライ ト）を

カ ラム体積 に対 し過剰容量流し続ける．こ の とき，カ ラ

ム 流速は カ ラム 内の 動的平衡が十分保たれる程度にゆ っ

くりと流す．もしA が B とまっ たく相互作用 しない 分子 で

あれば，A を含む溶液は直ちにカ ラ ム か ら溶出され，そ

の 濃度はやが て ［A ］o に達する．溶出の 「重心」に相当す

る位置 （V ，ml ）は溶出前端 （フ ロ ン ト）で あ り，　 FAC

分析で最 も重要な測定値 となる．もしA が B と相互作用

す る場合．A の溶出前端は相互作用が ない 場合 （Vo）と

比 べ （V −V   〉（ml ）だ け遅 れ．る，こ の とき，　 AB 間 の 解

離定数Kd と （V・Vo）間に は以下 の 関係式が成 り立 つ ，

K，
＝ B ， ／（V − VQ）一［A ］o （1）

　こ こ で．Blは B を固定化 した カラム 中における B の 有

効リガ ン ド量 （mol ）で ある．式 1は FAC の 基本式と も

い える重要な式なの で，まずこ の 式 の 誘導を試み よう，

　今，分子 A が糖鎖で，カ ラ ム 内に固定化されて い るリ

ガ ン ドB が レ ク チ ン だ とする，A がカ ラ ム 中の B と結合・

解離を繰 り返す動的平衡状態にある とき（図 1）t すなわち，

AB ⇔ A ＋ B

で ある とき，解離定数 （Kd）は，

Kd　＝＝［A ］［B ］！［AB ］ （2）

　こ こ で，匚A ］，［B］は遊離形で 存在するA ，B の 濃度

で あ り，［AB ］はそれ らの 複合体の 濃度である．

　B が固定化 されたカ ラ ム の体積 を V 、 とす ると，図 1か

らA の 量 （mol ）は上記 （V − Vo）と ［A ］D の 積に等 しく，

かつ それは 匚AB ］とカラ ム 体積 （V 、）の積に等しい ．
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図 1．FAC の 原理

（V −Vo）［A ］o　・＝［AB ］V 。

よっ て，

［AB ］：（V −Vo）［A ］01Vc

こ れを式2に代入すると，式 5が得 られる，

Kd＝EAコ［B ］Vc！（V −V 。）［A ］o

こ こ で
， ［B ］＝［B ］t。t、1一匚AB ］なの で

， 式5 は
，

Kd ＝匚A ］｛［B ］t。tal．一［AB ］｝V 、〆（V −Vo）［A ］。

（3）

（4）

（5）

茜［A ］｛［B ］t。tal − （V −Ve＞匚A ］GN 。｝V♂（V −Vo）匚A ］D

＝［A ］｛［B ］t。talV ，1
「（V −Vo）［A ユo

− ［A ］　　　　 （6）

　となる．こ こ で，［B］，。囲 V、； B ， （カ ラム における有効

リガ ン ド量）とす ると，式 6は，

Kd　
＝＝［A ］Bl／（V −Vo）［A ］o

− ［A ］ （7）

　 となる，さて ，こ こ で解析する対象が弱い 相互作用 （Kd

＞ 10−6M ）を前提 として い る こ とを考える と，　 AB 複合体

の 濃度［AB ］は添加ア ナ ラ イ トの 初期濃度 ［A ］D に 比 べ

て 十分 に小 さく，［AB ］＜ ＜ ［A ］oが成 り立 つ ．すなわち，

［A ］≒ 匚A］o とな り， 式 7はFAC の 基本式 （1）となる．

Kd ≒ 匚A ］eBL1 （V −Vo）［A ］e
−一匚A ］o

　＝Bt1（V −Vo）一匚A］o

さらに，式 1を変形する と式 8が得 られ る．

V −Vo ＝Bt1（Kd ＋ ［A ］o）

（D

（8）
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　こ れは酵素動力学で有名な Michaelis−Menten式と酷

似 して い る．両式は本質的 に同
一

と考え られ，相互作用

に 関す る有用 な情 報を多 く含む．た とえば，［A ］。の 値

を限 りな く小 さ くして い っ た とき （［A］o ≒ 0），観察さ

れる V −Vo値は
一
定値 （BVKd）に近づ く．

V −Vo ＝Bl／Kd （9）

　これは遅れ の 程度の 最大 値 （V −Vo）M 。。 が BVKd （ml ）

で ある こ とを示す．また，式9か ら，結合力が 2倍強け

れば，あるい は BI値が 2倍になれば，遅れ の 程度 （V −Vo）

も2倍になる．一
方，匚A］oが Kd （M ）の ときt

V −Vo ＝B♂2κ d
＝（V −Vo）M ． 12 （10）

　で あ る か ら，こ の こ とは溶出の 遅れ （V −V 。）が最大

値 （V −Vo）M 。x の ち ょ うど半分にな る こと を意 味する，

以上は カ ラ ム を作 る際の 参考に する とよい ．こ こ で は，

誌面 の都合で Bt値 （有効 リガ ン ド量，　 moD を求めるた

め の 「濃度依存性解析」とい うプ ロ セ ス に つ い て の 記述

を省い た．また，基本式 の さらなる展開，応用につ い て

も述べ る余裕がなか っ た．こ れ らに つ い て は，本手法の

原理 開発 者で あ る笠 井 らに よる優 れ た総 説 1）が あ る の

で ，そち らを参考された い ，

　FAC の HPLC シ ス テ 厶 化 　 FAC の 原理 は 1970年

代に笠井 らに よっ て見 い だされたが，理論 も操作 も簡潔

な方法で あっ たため，多 くの研究者が さまざまな生体物

質問の相互作用解析に用 い た，そ の結果，本手法は精度

高 く解離定数 （ある い は逆数で ある親和定数〉を求め る

こ との で きる優れた方法である こ とが今日で は知 られ て

い る．中で も，レ ク チ ン と糖鎖の ように比較的弱い 相互

作用 の 計測に は 威力を発揮する，有名な解析例 として，

大山らが コ ン カ ナバ リ ン A （ConA ）と
一
連の ア ス パ ラ

ギ ン結合型糖鎖間の 解離定数を求め た報告 3）を挙 げよ

う．ConA は しば しば使われて い る代表的なレ ク チ ン で，

マ ン ノース やグ ル コ ース に特異性 を持つ ，しか し，こ の

解析に よっ て ，複雑な生体内糖鎖 の うち，実際にどの よ

うな構造の どの部分が認識に重要かが，初め て定量的か

つ 系統的に示された．生体内オリゴ糖鎖に対する レ ク チ ン

の定量特異性解析とい う点で銘記すべ き研究と言えよう．

　さて ， 上記FAC に も大きな課題があっ た，ス ルー
プ ッ

ト （処理力）である，レ クチ ンを固定化 した ア ガ ロ
ー

ス

カ ラム （lml 程度）と放射性標識 した糖鎖 を用 い ，約
一

日をか けて 1解析を行うの で研究の ス ピー
ドが非常に遅

い ．そ の ス ピー
ドア ッ プの ために ， 筆者らは高性能液体

ク ロ マ トグラ フ ィ
ー
（HPLC ）との 融合化を図っ た（図 2），

FAC 解析 の
一つ の 特徴 は ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ

396
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図2．高性能FAC シ ス テ ム の 概要

フ ィーで あ りなが ら，分析試料 をカ ラ ム 体積に対し過剰

量 （容積に して 10倍以上）流 す こ とで あ る．こ の ため

カ ラ ム体積 をで きるだけ小 さ くし，そ の ため に HPLC

の ガー
ドカ ラ ム と して用 い られ て い る ミ ニ チ ュ ア カ ラ ム

（内径 4mm ，長 さ 10　mll1，体積約 0．126　ml ）を用 い る

こ とに した．こ れ に過剰量 となる糖鎖試料を流すには
一

般 の HPLC で用 い られ るサ ン プ ル ル ー
プに大容量 （2

ml ）の もの を用 い た，こ れ で カ ラ ム 体積に対 し過剰容

量 の糖鎖溶液を流す こ とが で きる．一方糖鎖 はピリジ ル

ァ ミ ノ （PA ）化 された蛍光標識糖鎖 （タカ ラ バ イオ，

増 田化学工業な どか ら市販）を用 い た，PA 糖鎖は
一

般

に励起 308   ，蛍光 380   とい う波長特性を持っ が，

安定性が高 く，また糖鎖の還元末端 （ヘ ミ ア セ タール 基）

を特異的に修飾するため，定量的な解析に た い へ ん適 し

て い る．感度は汎用型 の 蛍光検出器で 1nM 程度で ある た

め，高感度 ・高精度 なFAC 解析には最適 で あ っ た，

　FAC に よる定量解析に は動的平衡が成 り立 っ て い る

こ と が前提となる，こ れを保証する こ と は必 ずしも容易

で はな い が，筆者の経験では上述の 内径4mm の カ ラム

を用 い た場合 ， 流速0．25m レmin で解析を行う限 り，
ほ と

ん どの レ ク チ ン とオ リ ゴ糖鎖間の 解析で 問題 は発生 しな

か っ た．2003年，筆者 らは分析メ ーカ ーと共同で FAC

自動分析装置を開発 した．2式の カ ラ ム を相互 に分析す

る シ ス テ ム を考案 し，さ らに高速， 高精度な FAC 自動

分析が可能に な っ て い る （島津製作所 か ら受注生産）．

解析結果例としては，ガ レ クチ ン 4・5），DC −SIGN 関連 C一

型 レ クチ ン 6），ラ ン ゲ リン （これ もC一型 レ クチ ン の
一
種）7），

植物 レ ク チ ン の 比較解析 8・9）な どが挙 げられ る．FAC

自動分析につ い ては詳細 なプ ロ トコ ール が報告され て お

り且o・11），得 られたデ
ー

タの解析法につ い て も確立され て

い る 且2），

　FAC の 高性能化がもた らした もの 　　自動化装置の

開発 に よっ て FAC の 解析 ス ピードは格段に速くなっ た．
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従来一
日
一

解析で あ っ たもの が，初期 モ デ ル （2000年

前後）に おける マ ニ ュ ア ル ・イ ン ジ ェ ク シ ョ ン方式 4）で

は一日約 40解析，現在の 全 自動装置 8・9）で は 一晩で 100

解析以上 をこ なす．PA 試薬で ある 2一ア ミ ノ ピリジ ン以

外の 蛍光標識試薬 も対応可能で，筆者 らの 経験 で は

2−AA （2一ア ミ ノ安息香酸），2−AB （2一ア ミ ノ ベ ン ズァ

ミ ド）で良好な結果を得て い る．

　こ こ で，今
一
度式 1に戻 っ て み よう，今我 々 が解析 し

よ うとして い るの は レ ク チ ン ・糖鎖間に代表され る よう

な比較的弱い 相互作用 （Kd ＞ 10−6　M ）である，　 PA 糖鎖の

検出感度は約 1nM （1trg　M ＞である こ とを考える と，
一

般に Kd ＞〉 ［A ユoが成 り立 つ ．したが っ て，式 1は，

K，
；B11（V−Vo） （11）

と簡略化で きる．式 11に は もは や濃度［A ］o とい う変数

がない ．こ の こ とは，Kd値 よ りず っ と小さな［A ］o を用

い て い れば，その 誤差 は実質上 （V −Vo）値に影響 しな

い こ とを意味する，一般に上述の 自動 FAC 解析で は蛍

光分析が前提なの で ，こ の 条件は ほ ぼ担保され る．FAC

は原理 ・操作が簡潔で ある だけで なく，定量分析を行 う

上 で最も重要な 「精度」が常に高 く保た れ る 点が他法に

な い 利点 と言える，また，通常の解析法で は，弱い 相互

作用に対 して よりた くさん解析物質 （糖鎖）が必要にな

る こ とが多 い が，FAC で は結合力の 大小に かかわ らず

一定だ （た だし，固定化 レ クチ ン の 濃度は高 くする必要

がある）．HPLC シ ス テム の 利点 （ス ピード，再現性，デー

タ処理）をその まま活かせ る ため ，ワ ン シ ョ ッ ト約 5分

の 分析サ イ ク ル で 一つ の 相互 作用 に 対する Kd値が 決

まっ て い く．

　最後に，FAC の高性能化で格段に進歩した事柄を2 つ

だけ述べ る，

　1）FAC レ クチ ン関連デ
ータベ ー

ス，　 LfDB 　　筆者

らの グ ル ー
プで FAC 解析 された レ クチ ン，抗糖鎖抗体

の 数は現在 まで 300種以上 に 及ぶ ．得 られた相互作用

デ
ー

タにつ い て，筆者 らは基本的にKd値まで算出した

もの を論文発表して い るが，それ らは同時 に糖鎖科学統

合デ
ー

タベ ー
ス （http：1fjcggdb．jpf）の

一環 として運営

され て い る LfDB （Lectinβontier　DataBasq　 http：〃riodb．

ibase．aist．go．jp！rcmg ／glycodbXLectinSearch）に掲載し

て い る．関連遺伝子や立体構造に関する情報ともリ ン ク

を図っ て い る．FAC に よ る相互作用デ ータ に つ い て は，
“
one 　parameter　difference

”
と呼ん で い る機能があ り，

比較する糖鎖構造にお い て 「一か所だけ違い 」があるも

の （た とえば α 結合で は な くβ結合tl −2結合で な く
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1−3結合，コ ァ フ コ ース と呼ばれ る修飾の 有無など）を

それぞれ の糖鎖ごとに示 して くれる ため，構造と特異性

の 関係を精査する の に役立 つ ．

　2）レ クチン マ イク ロ ア レ イ　 　本手法は最先端の 糖

鎖構造解析技術で現在進行するさまざまなグライ コ ーム

解析で 注目されつ つ ある．最大の 利点は感度の 高さと簡

便 さである．タ ン パ ク質か ら糖鎖を切 り離 して，蛍光標

識や分離精製をせ ず，そ の まま糖鎖プ ロ フ ァ イル と呼ぶ

手法で，糖鎖構造の あらましを調べ る こ とが で きる．多

種多様の糖鎖相互 を分離する 必要が なく，ありの ままの

形で多種類の レ ク チ ン との相互作用を調べ る の だが，得

られ る情報量 は大変大きい ．質量分析の ように糖鎖構造

を決定する こ とはで きない が，比較 した い 試料ごとの糖

鎖プ ロ フ ァ イル を迅速に解析する の に適して い る．病理

切片や 生細胞を解析する こ ともで きる ため，多様な応用

研究が可能だ．中で も，糖鎖が ん マ ーカーの探索 フ ェ
ー

ズ，各種幹細胞の 品質評価，糖 タ ン パ ク質医薬品の 製造

工程で の モ ニ タリ ン グな ど，実用化が期待で きるもの も

多い
13）。

最後に

　筆者らが レ クチ ンマ イク ロ ア レ イの 開発を手がけた の

は 2002年で あ り，最初 の プ ラ ッ トフ ォ
ーム が完成 した

の はそれか ら 3年後の 2005年で ある 14），発想 の ヒ ン ト

となっ た の は実は FAC であっ た．一揃 い の レ クチ ンを

糖鎖 （実際に は糖タ ンパ ク質〉に対 し同時に相互作用さ

せ，プロ フ ァ イリン グを行えば糖鎖試料ごとの 「指紋」が

得ら れ る はずだと，もし，FAC の 高性能化が 成し遂げら

れ て い なか っ た ら，レ クチ ン マ イク ロ ア レ イの 開発 もずっ

と遅れただ ろ う．FAC の与えた恩恵は計 り知れない ．
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