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タンパク質間相互作用解析の最新技術
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タンパク質間の相互作用を定量的に解析する場合，重
要となるパラメーターは化学量論と親和定数である．超
遠心分析は，この両者が正確に得られる手法である．超
遠心分析の特徴は，溶液中での相互作用を直接解析でき
ること，測定の際にタンパク質を修飾する必要がないこ
と，幅広い溶媒条件での測定が可能であること，解析は
熱力学と流体力学に基づく強固な理論に基づいているこ
と，などがあげられ，こうした特長から，超遠心分析は
溶液中におけるタンパク質間の相互作用の定量的解析に
適した手法であると認識されている．
タンパク質の相互作用により，ある特定の化学量論の
複合体のみが形成される場合，相互作用解析は比較的容
易である．特に，Shuckらが開発したSedfit1)やSedphat2)，
さらにDemelerらが開発したUltrascan3)といった解析
プログラムの登場により，従来は難しかった沈降速度法
の数値解析が可能となった現在では，質の良いデータを
取得すれば，信頼性が高い相互作用情報が得られるよう
になってきている．また，従来から利用されてきた沈降
平衡法により得た測定結果を非線形フィッティングによ
り解析することで，相互作用の定量的パラメーターを得
るアプローチも依然として有効である．まず本稿では，
超遠心分析による相互作用解析として，（1）沈降平衡
法による化学量論と親和定数決定，ついで（2）沈降速
度法による化学量論と親和定数決定，について解析例を
交えて記述する．
ところで，複数種類の複合体が同時に形成される場合
には，複合体の種類の特定が難しく，さらに，各複合体
の存在比を求めることは難しいのが現状である．また，
タンパク質の自己会合においても，大きさが異なる会合
体を複数種類生じる場合もあるが，こうした多分散状態
を定量的に解析したケースはきわめて少ない．こうした
取り扱いが難しい多分散状態をとる相互作用の解析手法
として，“非変性（複合体）質量分析法”が，有力な手
法として用いられつつある．非変性質量分析法は，非共
有結合により相互作用する複合体の相互作用を維持した
まま，質量分析を可能とする手法でオックスフォード
大学のRobinsonらによって広く利用されるようになっ

た4,5)．ただし，質量分析法は気相中での質量情報であり，
溶液中での相互作用を本当に反映した結果となっている
かについては疑問が残る．
近年，筆者らは質量分析法から得た相互作用情報を超

遠心分析の数値解析の際に利用し，多分散状態であって
も複合体の特定と各複合体の量比を定量的に明らかとす
る手法が有効であることを見いだし，報告を行ってきた．
そこで，本稿では，（3）超遠心分析法と質量分析法
の結果の比較，および（4）質量分析で求めた化学量論
を超遠心分析のデータ解析に用いて，多分散状態を明ら
かとする手法を紹介する．なお，ここでは超遠心により
沈降する溶質としてはタンパク質のみを考え，塩や緩衝
成分などの沈降は考慮に入れないこととする．

沈降平衡法による化学量論と親和定数決定

単分散もしくは分子種が2～3程度の場合には平衡法
での解析が可能である．たとえば，タンパク質AとBの
相互作用によりAB複合体あるいはAB2複合体などの特
定の複合体のみが形成する場合や，モノマーダイマー平
衡系あるいはモノマーテトラマー平衡系のようなケース
である．
回転数が数万 rpm程度の遠心力場においては，分子量

が10万以下のタンパク質は完全に沈降することはなく，
遠心力と拡散力の釣り合いに従った濃度勾配を形成する
（図1）．
平衡に達した際の分子量Mの溶質の濃度勾配は以下
の式（1）で表される．

Ci(r) = C i(r0) exp[MH(r – r02)] （1）

ここでHは，分子の偏比容，遠心速度，および測定温
度により決まる定数である．
複数の分子種が存在すれば，実際に観測される濃度勾

配は，すべての分子種の濃度勾配の総和となる．したがっ
て，相互作用するAとBの2種類のタンパク質の混合溶
液の場合，フリー（結合していない）のAとフリーのB，
および複合体の濃度勾配の総和として観測されるが，セ
ルの各場所での各分子種の濃度は平衡定数に従った値と
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なっている．たとえば，相互作用によってABの複合体
が形成される場合，観測される濃度勾配Ctotal(r)は各分
子種の濃度勾配の総和ΣCi(r)となる．
したがって，観測された濃度勾配に対して，相互作用
モデルに基づき各分子種の濃度勾配の総和を表すフィッ
ティング関数を作製し，非線形フィッティングを行うこ
とで，平衡定数の決定が可能となる．なお，化学量論の
決定のみが必要な場合には，解離定数よりも十分に高い
濃度で測定を行い単一成分として解析すれば，良好な結
果が得られる（図1）6)．
これは，大部分の分子が複合体を形成しているため，
フリーの濃度勾配の寄与が少ないためで，おおむね解離
定数が10 9 [M]より小さい系の場合には，十分に利用で
きるテクニックである．想定される複合体が複数種類あ
る場合には，化学量論が異なる相互作用モデルを構築し，
非線形フィッティングを実施し，実測データとフィッ
ティング関数との差の二乗平均（RMSD）に基づいて，
観測データに最も適合するモデルを選択することとな
る．図2に示した，抗原と抗体の相互作用の解析例では，
フリーの抗原とフリーの抗体，および複合体の濃度勾配
を作成し，さらに各半径位置では化学平衡の関係が成り
立つことを考慮し，モデル式を構築し，観測された濃度勾
配を非線形フィッティングにより解析した7)．残差プロッ
トから1 : 2複合体が有意に形成されていることが分かる．
なお，沈降平衡法による相互作用解析の詳細は，生物工
学ハンドブックに記載しているので参照されたい 8)．

沈降速度法による化学量論決定

回転数が6万 rpmの場合，半径（r）7cmに位置する
溶液中のタンパク質には20万g以上の遠心力がかかる
こととなる．こうした大きな遠心力場では分子が完全に
沈降するため，溶液と溶媒の界面が形成される．この界
面（移動界面と呼ばれる）の移動速度と拡大速度をリア

ルタイムで測定した沈降挙動に基づいて，溶液中におけ
る分子の物性を解析するのが沈降速度法である（図3）．
遠心力場における粒子の沈降挙動は，熱力学と流体力学
の理論に基づいたLamm方程式により表される．Lamm
方程式には，沈降係数（s）と拡散定数（D）が含まれ，
sは分子の分子量と摩擦係数（f）により決まる数値で，
一方，Dは fにより決まる数値である．なお，fは分子の
流体力学的形状を反映する数値である．したがって，測
定データをLamm方程式により解析できれば，溶液中
の分子の分子量と形状を求めることができる．
ところが，二階微分方程式であるLamm方程式の一
般解（解析解）は知られていない．そのため，沈降速度
法の解析は1970年代以降大きな進展がなかったが，
2000年頃からCPUの処理能力の向上により時間微分の
利用による解析 9)，移動界面の直接フィッティング 10)や
Lamm方程式の数値解をコンピュータにより求める数値
解析が可能となってきた 1–3)．以下に示す相互作用解析
法もこうした数値解析を利用したものである．C(s)分布
解析法は，Sedfitに実装されている解析法で，数値解析
と最少二乗法により観測された沈降挙動に最も適合する
沈降係数の分布と摩擦係数比（流体力学的形状を反映）
を求めることができる．C(s)解析では分子の形状を反映
する摩擦係数比（形状因子）を一定（つまり形状が同一）
として解析を行うため，複数種類の分子が存在する系に
おいて，各成分の分子量や形状を正確に求めることは難
しい．したがって，C(s)解析により化学量論の決定した
い場合には，解離定数よりも高い濃度域の溶液を調製し，

図2．沈降平衡法によるBSAと抗BSA抗体相互作用の化学量
論と解離定数の決定

図1．沈降平衡法による血液凝固に関連する2種類のタンパク
質間相互作用の化学量論決定
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複合体の存在比ができる限り高く，フリーの存在比が低
い状況で測定を行う工夫が必要である．図3下には，血
液凝固に関連する2種類のタンパク質間相互作用の解析
結果の一例を示した 6)．2種類のタンパク質の濃度と混
合比をマトリックス状に設定し測定を行い，各ピークの
大きさや位置を確認しながら，複合体が占める割合が高
い測定条件でのデータから化学量論を決定した．

沈降速度法による相互作用解析の注意点

解離会合を伴う相互作用系の沈降速度法では，C(s)解
析を行った際のピーク位置が各成分の存在量によって移
動するケースがある．これは解離速度定数（koff）が速
い場合に起こり，koffが10 3(sec 1)より大きくなると，た
とえ解離定数より低い濃度で測定を行っても，ピーク位
置の移動が起こる 11,12)．図4（左）に実例を示したが 13)，
このように各分子種の沈降係数が異なると分子の沈降速
度が異なるため，遠心を開始すると界面付近に濃度勾配
が生じ，複合体が解離するために起こる（このような場
合，移動境界面は反応境界面と呼ばれる）11,12)．特に，
解離定数よりも濃度が低い場合には，複合体の沈降係数
は分子量と形状から予想される値よりも小さくなるため
に，見かけの沈降係数と形状因子から分子量を求めても，
実際の化学量論の決定には至らない．したがって，相互
作用解析を行う場合には，成分の濃度を変化させて，沈
降係数の変化をモニターしながら，解析を進めることが
重要である．

沈降速度法による親和定数決定

沈降係数の重量平均値（Sw）は存在する分子の存在
比に従った数値となることが示されている．そのため，
モノマーダイマーである自己会合の系の場合，濃度を変
化させて各濃度でのSwを求め，モノマーおよびダイマー
のそれぞれの沈降係数，および平衡定数を変数として，
非線形フィッティングを行うことで平衡定数を求めるこ
とができる（図4右）13)．こうした手法は解離会合を伴う
自己会合系の解析において特に有効であるが，2種類以
上の分子種の相互作用においても各分子種の正確な吸光
係数が判明していれば，利用できる．

超遠心分析法と非変性質量分析法の結果の対応関係

これまでに筆者らは，異なる解離定数（10 9から10 6[M]）
を持つタンパク質間相互作用について，超遠心分析と平
行して非変性質量分析法による相互作用解析を進めてき
た 6,7,14,15)．その結果，検出された複合体の化学量論は両
者において概ね一致していた．しかしながら，質量分析
においては，複合体の質量が大きくなるにつれてピーク
強度が減少する傾向があり，超遠心分析と比べ，定量性
が低い結果となっていた 14)．
一般的に，質量分析では分子のイオン化が必要である
が，分子種ごとにイオン化効率が異なるため，定量性が
低いと認識されている．さらに，質量分析で検出される
複合体は真空度が高い状況での相互作用を反映した結果
であるため，必ずしも溶液中での相互作用に対応する結
果とならないとの指摘もある．
しかしながら，質量分析が持つ高い質量（分子量）分
解能は正確な相互作用解析の実現には不可欠である．通
常，非変性条件での質量分析では，タンパク質の質量の
測定値は数Daから100Da程度の誤差を持つ．タンパク
質の質量は多くの場合10kDa以上であり，多くの場合，

図3．沈降速度法．（上）移動境界，（中）Lamm方程式，（下）血
液凝固に関連する2種類のタンパク質間相互作用の化学量論決定．

図4．セマフォリン2量体化の解離定数決定．（左）各濃度での
C(s)解析，（右）Sw（S値の重量平均）の濃度依存性と非線形
フィッティングによる解離定数決定 13)
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分子量分布が小さい組換え体を用いること，超遠心分析
から得る分子量は数%の誤差を持つこと，を考えると，
質量分析が持つ誤差は十分に許容できる範囲であり，む
しろ積極的な活用が期待できるといえる．

質量分析法の結果を利用した超遠心速度法の解析

超遠心分析はすでに述べたように解離会合を伴う相互
作用解析のために強力な手法であるが，溶液中に存在す
る成分数が増えると，信頼性が高い解析が困難となる．
図5にヒストンシャペロンNAP-1（nucleosome assembly 
protein-1）についてC(s)解析により分布を求めた解析
結果を示した 16)．沈降係数の分布からNAP-1は少なく
とも6種類以上の自己会合状態をとる系であることが分
かる（図5左上）．C(s)解析で得られる結果は，各分子種
の形状因子を同一と仮定した場合の結果であり，実際，
NAP-1の場合も，各分子種についてC(s)解析から得た
沈降係数と形状因子を用いて各分子種の分子量を求めた
ところ，単量体の整数倍とはならず，会合数の決定には
至らなかった．
図6にNAP-1の質量分析の結果を示した．C(s)解析

の結果と同様，複数種類の複合体に対応する信号が検出
され，最小会合単位として2量体が検出された．さらに
4量体，6量体，8量体のように連続した偶数のユニット
数から構成される複合体が検出される一方で，3量体や
5量体のような奇数のユニット数からなる複合体は検出
されなかった．このように質量分析の結果から，NAP-1
の基本会合単位は2量体であり，2量体が会合して，4，6，
8，10量体といった大きな会合体を形成することが分
かった．
そこで，質量分析から得た上記の結果を事前情報とし
て利用し，可能性がある複数の相互作用モデルを構築し，
プログラムSEDPHATを用いて沈降速度データの数値
解析を進めた．沈降速度の測定結果との適合度合いを

RMSD値により評価したところ，2-4-6-8-10-12量体モ
デル（会合モデル3）までは，新たに会合体の分子種を
増やすごとにRMSDが減少したが，14量体以上の会合
体を含むモデルではRMSDの改善は見られなかった
（図5左下，会合モデル4および5）．このように，複雑な
会合体が共存している場合でも，質量分析から化学量論
の手がかりとなる情報を得られれば，沈降速度法の解析
に利用することで分散状態を求めることが可能である．
以上，タンパク質間相互作用解析について，沈降平衡

法と沈降速度法によるアプローチを解説した．さらに，
分子間相互作用により，複雑な分散度を示すケースにつ
いて，非変性質量分析から得た情報を利用して，沈降速
度法の数値解析を行うことで，定量的な解析が可能と
なった例を紹介した．今後，得られる定量的相互作用パ
ラメーターと生物機能の関係解明が期待される．
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図6．非変性条件でのNAP-1の質量分析


