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報報 告告
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相相互互作作用用ををモモデデルルととししたた示示差差走走査査蛍蛍光光定定量量法法にによよるる 
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___________________________________________________________________________ 
Abstract: To elucidate the physiological and/or pathophysiological roles of biomolecules, the methods 
for analyzing molecular interactions appear to be useful. So far, we have utilized the classical methods 
such as pull-down assay or gel shift analysis using native PAGE for studying the action mechanisms of 
proinflammatory molecules. However, it has been difficult for some biomolecules to perform 
functional analysis using these methods because of their conformational instabilities. To solve these 
difficulties, we tried to employ differential scanning fluorimetry (DSF) for analyzing the molecular 
interactions with the widely-used real-time PCR instrument and the popular software available at a 
low cost. As the model case, the interaction between glutathione S-transferase and glutathione was 
analyzed by detecting melting temperature (Tm) of the protein and Tm shift by the protein–ligand 
interaction. The results clearly indicated the significant molecular interaction, suggesting that DSF has 
a high potential to analyze the molecular interactions.   
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Listening、Speakingを中心に英語力の急な成長を

感じ取れたようである。本研修の事前説明時に積

極的に英語でコミュニケーションをとるように

指導したことも一因であり、今後も続けていきた

い。 

大学でのプログラムで最も良かった内容、悪かっ

た内容；(質問) 大学で一番良かった(悪かった)の

は何の時間ですか？(自由記述)自由記述の結果、

良かった内容は、「医療会話などの英語講義」の

意見が最も多く、次いで、「見学」であった。学

生達の学習意欲の高さ、現地 ICTEの教員の質の

高さが要因だと思われた。一方、悪かった内容は

15人から「ない」とのことで、本語学研修は満足

度が非常に高いと思われた。2019 年度に参加し

た学生の中には 2020年度の募集においても参加

を表明した学生が存在した。 

研修で最も良かった、悪かった内容；(質問) 2週
間で一番良かった(悪かった)のは何の時間です

か？(自由記述)良かった内容として、「ホームス

テイ」が 6人、「EKKA (祝日の収穫祭)」が 6人で

あった。研修開始前にはホームステイを不安がる

学生もいたが、ホストファミリーと帰国後も交友

を保っている学生がいることからもホームステ

イの人気の高さが窺えた。悪かった内容は、8人

が「ない」と回答していた。 

ホームステイ先でのトラブル；(質問) ホームス
テイ先でのトラブルや困ったことなど、またその

解決法（自由記述）生活・文化の違いがあるため、

様々なトラブルは起こっていた。オーストラリア

なまりの英語に起因するトラブルが多かった。し

かしながら、事前にコミュニケーションをしっか

りとるよう指導していたため、大きなトラブルに

発展はしなかった。生活面での不満として、複数

の学生がシャワー時間の短さ、食生活の違いを挙

げていた。 

後輩へのアドバイス、感想など；(質問) 後輩への
アドバイス、語学研修の感想、改善してほしいこ

と（自由記述）約 40の意見が述べられていた。

否定的なアドバイスや感想は皆無であり、本研修

の楽しみ方やトラブル対処法など有用な内容で

あった。これらの意見は今後の海外研修の紹介で

も活用したい。また、教員に対して、本研修の準

備、引率に関する感謝の意見も複数あった。 

次次年年度度へへのの課課題題 

ICTEのマネージャーであるイアン氏から「UQ

が提供する英語プログラムは、通常 3 週間であ

り、2週間より 3週間のプログラムの方が効果が

飛躍的に高まるだけでなく、より薬学的な授業の

時間が取れる」と現地にてアドバイスを受けた。

2 週間だと英語に慣れたころに研修が終わるた

め、もう少し長めを希望する学生が複数、見受け

られた。アドバンスト科目にふさわしい高度な英

語教育と国際化のため、3週間のプログラムも検

討を続けるべきであると感じた。 

総総括括 

研修終了後に、UQから報告書が送付され、そ

の中で「They worked together well and made good 

progress in their English.」と良い評価を受けていた。

さらに、UQのアンケートによると参加した学生

達 32 人中 30 人が本プログラムを後輩にも勧め

たいと感じていた 1)。就実大学でのアンケートだ

けでなく、UQでのアンケートでも本研修の満足

度の高さが示された。 週間にわたる英語環境と

積極的なプログラムへの参加で学生たちは英語

の実力、特に Listeningと Speakingが大幅に上が

ったと実感していた。さらに、英語能力や異文化

に対する理解力だけでなく、人間的にも大きく成

長できた印象を受けた。このことが、本研修の最

大の成果であると感じた。 

謝謝辞辞 

本研修の成功にご尽力いただいた国際交流セ

ンターの皆様、教職員の皆様に御礼申し上げま

す。内容確認を行っていただいた Timothy J. Egan

に御礼申し上げます。 
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緒緒言言 

生体分子の作用メカニズムを解析するために

は，分子間の相互作用をとらえる手法が必要不可

欠である．これまでに我々は，終末糖化産物やダ

メージ関連分子パターンの作用メカニズムを解

析する過程で，分子間相互作用を明らかにするた

めにプルダウン法や native PAGEによるゲルシフ

ト法などの手法を活用してきた 1–3)．これらの手

法は，古くから用いられている手法であり，汎用

実験機器を用いて低コストで実施でき，その適用

範囲は幅広い．一方で，解析対象であるタンパク

質分子を担体に固定化する際に分子間相互作用

に必要な領域が遮蔽されることや，タンパク質自

体が native PAGEに不適合であることなどにより

解析困難となる事例が少なからず認められた．そ

のため我々は，これら以外の手法の導入を模索し

てきた． 

分子間相互作用を解析する手法としては近年，

表面プラズモン共鳴法（Cytiva 社，Biacore シス

テムなど）や水晶振動子マイクロバランス法

（ULVAC社，AFFINIXシステムなど）などが開

発されている 4)．これらの手法では，対象となる

分子を非標識で解析することができるため，標識

による影響や分子自体の性状を考慮する必要性

が低い．さらに，分子間の親和性を定量的に評価

することが可能である．しかしながら，これらの

手法に必要な装置や消耗品は，いずれも高価であ

り，誰もが容易に利用できるものとはいえないの

が現状であった． 

そこで我々は，これまでに述べてきたものとは

異なる原理に基づいた手法であり，かつ高価な測

定装置の導入を要しない解析手法として示差走

査蛍光定量法（Differential scanning fluorimetry, 

DSF）による分子間相互作用解析 5) に着目した．

タンパク質は，温度上昇に伴い分子内の高次構造

がほどけ（いわゆる，アンフォールディング），

分子の内側に存在している疎水性部位が露出す

ることが知られている．DSF は，SYPRO orange

などの疎水性部位と結合することによって蛍光

を発する色素を利用し，色素共存下で温度上昇に

伴うタンパク質溶液の蛍光強度の変化を測定す

ることにより，アンフォールディングの進行度を

検出する手法である．本手法によって，目的タン

パク質特有の融解温度（Tm）を算出することが

できる．さらに，目的タンパク質に特異的な結合

性を示す低分子リガンドが共存することによっ

てタンパク質の熱安定性，即ち Tmがシフトする

ことから，タンパク質と低分子リガンドとの相互

作用の有無を定性的に評価することや特異的結

合リガンドのスクリーニングにも広く応用され

ている． 

DSFは前述の手法と比較して，測定対象となる

分子の固定化や特別な標識を施すことなく解析

を行うことが可能であることから，他の手法で解

析が困難であった分子の解析に適用できる可能

性が考えられる．また，バイオや医療関連の研究

施設に普及している real-time PCR 装置を用いて

データを取得することが可能であることから，導

入コストを低く抑えられることも利点である．一

方で，real-time PCR により得られたデータから

Tmを算出するには，一定のデータ処理が必要で

ある．過去の報告では，このデータ処理に数値解

析ソフトウェアや，専用のソフトウェア（Thermo 

Fisher Scientific社，Protein Thermal Shift Software 

など）が用いられているものの，これらのソフト

ウェアが高価であること，特定の real-time PCR

装置に特化していること 6)，特定のデータ処理し

か行えないこと 7, 8)などの問題があり，本法導入

の障壁となり得ると考えられた． 

そこで本研究では，DSFにおいて Tmを算出す

るためのデータ処理を汎用および無料のソフト

ウェアにより実現する手法の構築を試みた．具体
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的には，相互作用を示すことが広く知られている

グルタチオン S-トランスフェラーゼ（glutathione 

S-transferase, GST）とグルタチオン（GSH）をモ

デル系として用い，安価な 2種の汎用ソフトウェ

ア（Excel，R）を駆使して我々が構築したデータ

解析手法の有用性について検討を行った．その結

果，両者間の高い結合親和性を見出すことができ，

本データ解析法により低コストで DSF を導入可

能となることが示唆された． 

 

方方法法 

Differential scanning fluorimetry（（DSF）） 

本研究では，モデル実験系として GSTと GSH

の相互作用の検出の可否について検証した．GST

は，N 末端側に 6×ヒスチジン（His）タグを付

加 し た リ コ ン ビ ナ ン ト 体 と し て ExpiSf 

Baculovirus Expression System（ Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて昆虫細胞

内において発現させた．細胞を回収・破砕後，

Hisタグを利用して TALON Metal Affinity Resin

（Takara Bio, Kusatsu, Japan）により精製した．こ

の分子（40 pmol GST）を 100 nmol GSHおよび

Protein Thermal Shift Dye（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）と混合し，QuantStudio 3 リ

アルタイム PCR システムにおいて ROX フィル

ターを用いた融解曲線解析を行った．解析の設定

は，25ºC，2 分；0.05ºC/秒にて温度上昇；99ºC，

2分とした．解析データより，QuantStudio design 

& Analysis Software version 1.5.1（Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて温度変化

に対応した蛍光強度の値を抽出し，データ解析に

供した． 

 

デデーータタ解解析析 

はじめに，移動平均によりデータの平滑化を

行った．続いて，以下の 3つの算出法により Tm

の推定を行った． 

1. 数値微分による推定：平滑化したデータを前

方差分により温度について数値微分し，微分係数

が最大となる（蛍光強度の変化が最大となる）温

度を当該タンパク質の Tmとした（Tm1）． 

2. Boltzmann式による推定：蛍光強度が最大とな

る温度よりも低温の領域において蛍光強度が最

低となる温度から，蛍光強度が最大となる温度の

間の平滑化したデータを，非線形最小 2乗法によ

り Boltzmann式（式 1）7, 9) に回帰し，パラメー

タのひとつとして Tmを算出した（Tm2）． 

 

 
 

式 1 Boltzmann 式．F(T)，温度 T における蛍光

強度；F(pre)，蛍光強度が最大となる温度よりも

低温の領域における最低蛍光強度；F(post)，F(pre)

と同じ領域における最高蛍光強度；C，当該反応

におけるエンタルピー． 

 

3. モデルへの曲線回帰とその導関数による推

定：2と同じ領域のデータを，非線形最小 2乗法

により 4 パラメータロジスティック式に回帰し，

パラメータを算出した．算出したパラメータの値

を入力した 4 パラメータロジスティック式の導

関数が最大値を示す温度を Tmとした（Tm3）． 

 

計算は，Microsoft Excel for Microsoft 365

（Microsoft, Redmond, WA, USA）（データの平滑

化，1），R version 3.6.3（The R Foundation for 

Statistical Computing, Vienna, Austria）（2，3，統計

解析）により行った． 

 

結結果果・・考考察察 

本法では，温度変化に対応した蛍光強度の変化

から標的タンパク質の Tm を推定することが必

要となる．本研究では，Thermo Fisher Scientific

社から市販されている本法の解析ソフトウェア

において採用されている 2つの手法（数値微分に

よる推定，Boltzmann 式による推定）と，4 パラ

メータロジスティックモデルへの曲線回帰とそ
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の導関数による推定の 3手法を比較検討した．こ

れらの手法のうち数値微分による方法は，複数の

ドメインを有するタンパク質の解析を行う際に

現れる可能性のある複数の蛍光ピークに対応し

た解析を行うことが可能である．一方で，蛍光測

定値のノイズに影響を受けやすいという問題を

有している．また，Boltzmann 式は，2 つの状態

間の遷移を説明するモデルであり，測定データの

回帰を行うことにより，パラメータのひとつとし

て Tmを算出することができる．この方法を用い

る場合，データのモデル化を行うため，測定値の

ノイズの影響を受けにくくなる．一方で，モデル

と実測値の間に乖離が生じた場合，正確な Tmを

推定できない可能性が考えられる．そこで我々は，

これらの 2 手法の中間に位置する手法として曲

線回帰とその解析解による推定法を考案した．本

法では，モデルとして 4パラメータロジスティッ

クモデルを採用し，数値微分による方法にならっ

て，その導関数が最大値となる温度を Tmとした． 

 

 
図 1 数値微分による Tm の推定．DSF 解析によ

り得られた温度－蛍光強度をプロットした（A）．

Aを温度について数値微分し，微分係数をプロッ

トした（B）． 

 

図 2 Boltzmann式による Tmの推定．各温度にお

ける蛍光強度の実測値（○）（計算範囲における

最大値で除算することにより標準化した値，5ポ

イント毎）と，曲線回帰により算出したパラメー

タを入力した Boltzmann 式による蛍光強度の計

算値（実線）をプロットした．  

 
図 3 モデルへの曲線回帰とその導関数による推

定．各温度における蛍光強度の実測値（○）（図

2と同様に処理）と，曲線回帰により算出したパ

ラメータを入力した 4 パラメータロジスティッ
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した（A）．なお，プロットした数値は，計算範

囲における最大値で除算することにより標準化

した値である．曲線回帰により算出したパラメー
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（B）． 
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これによりノイズに対する頑健性を有し，かつ 2
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はじめに，これらの手法を用いて GST の DSF

解析と Tmの推定を行った．その結果，図 1Aに

示した温度－蛍光強度プロットが得られ，その数

値解として図 1Bを得た．このプロットにおいて

微分値が最大となった温度より Tm は 56.1ºC と

推定された（Tm1）．また，図 1A において蛍光

強度の最低値から最大値までのデータについて，

Boltzmann式への回帰を行い，パラメータを算出

した．蛍光強度の実測値（図 2，丸マーカー）と

算出したパラメータを入力した Boltzmann 式に

よる計算値（図 2，実線）は，おおむね一致して

おり残差標準偏差は 0.0121 であった．Tm は

54.6ºC と推定された（Tm2）．さらに，同じ領域

のデータについて，4パラメータロジスティック

式への回帰を行い，パラメータを算出した．蛍光

シグナルの実測値（図 3A，丸マーカー）と算出

したパラメータを入力した 4 パラメータロジス

ティック式による計算値（図 3A，実線）は，お

おむね一致しており残差標準偏差は 0.0097 で

あった．続いて，算出したパラメータを入力した

4 パラメータロジスティック式の導関数をプ

ロットした（図 3B）．このプロットの最大値をと

る温度より Tmは 54.8ºCと推定された（Tm3）．

以上より，DSF解析のデータより汎用および無料

のソフトウェアを用いて 3つの手法によりTmを

推定する手法が確立できた． 

 

DSF解解析析にによよるるタタンンパパクク質質－－リリガガンンドド間間のの相相互互

作作用用のの評評価価 

続いて，リガンドとの結合に伴うタンパク質の

Tmの変化を DSF解析により検討した．GSTは，

その酵素反応過程において GSH と結合する．そ

こで，GST単独のサンプルと，GSTと GSHを混

合したサンプルにおける Tmを比較した．DSF解

析により，GST の蛍光強度プロットは，GSH の

共存により低温側にシフトすることが示された

（図 4，点線）．この解析を n=3 で行い，先に検

討した 3つの手法により Tmを推定した．その結

果，いずれの手法においても GSH の共存により

Tmが低下することが示された（データは示さな

い）．この結果は，GSH との結合により GST の

熱安定性が低下したことを示唆している．一般に

DSF解析では，タンパク質はリガンドと複合体を

形成することにより安定化され，Tmが上昇する

と説明されることが多い．実際に，過去に GST

とGSHの相互作用をDSFにより解析した報告で

は，GSHの共存により GSTの Tmが上昇するこ

とが示唆されている 10）．現時点においてこの差

異が生じた原因について，明確に説明することは

できないものの，GSTと GSHの比率，DSFに使

用した緩衝液や色素，PCR 装置による加熱プロ

グラムの相違 11）などが影響した可能性が考えら

れる．この点については，今後さらなる検討を行

う必要がある． 

また，複合体形成により Tmが低下する分子も

報告されており 12)，新たに解析する分子につい

て実際にどの向きに，どの程度 Tmがシフトする

のかを事前に予測することは難しいと考えられ 

 

図 4 DSF 解析による各タンパク質の温度－蛍光

強度プロット．実線は GST単独，点線は GSH共

存下の GSTを示す． 
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た． 

また，GST を別のタンパク質に置き換えて解

析を行ったところ，GSTにおいてみられた Tmの

シフトは観察されなかった（データは示さない）． 

以上より，さらに検討が必要な点も見出された

ものの，本研究において用いた DSF 解析法によ

り Tm の変化を指標としてタンパク質－リガン

ド間の特異的な相互作用を検出可能であること

が示された． 

 

Tm推推定定手手法法のの比比較較 

本研究で測定したデータを用いて 3つのTm推

定手法の比較を行った． 

各手法による推定値（Tm1，Tm2および Tm3）

の平均値を比較したところ，GSTおよび GSH共

存下の GST における Tm1 と Tm2 について，統

計学的な有意差が見出された（いずれも P < 0.05）．

そこで，両サンプルの Tmの差の平均値について，

同様の検討を行ったところ有意差は見出されな

かった（データは示さない）．この結果は，各推

定手法により推定される Tm には差が生じるも

のの，Tmのシフト幅には影響しなかったことを

示している．従って，解析対象とする分子によっ

ては，各手法による Tmの推定値に差が生じるも

のの，この差はリガンド結合による Tmのシフト

においても維持されるため，結論に差異は生じな

いことが示唆された． 

また，Boltzmann式による推定と 4パラメータ

ロジスティック式を用いた推定について，モデル

と実測値との間のずれを反映する残差標準偏差

を比較した．その結果，GSH共存下の GSTの測

定データにおいて，Boltzmann 式と比較して，4

パラメータロジスティック式による手法の残差

標準偏差が統計学的に有意な差をもって小さい

ことが示された（P < 0.01）．この結果は，当該デー

タにおいてこのモデルが Boltzmann 式によるモ

デルよりも実際のデータへの適合度が高いこと

を示している．従って，4 パラメータロジス

ティック式を用いた手法は，モデル化によるノイ

ズへの耐性と，Tm推定の高精度化を両立できる

可能性を有することが示唆された． 

続いて，各手法における測定値のノイズへの耐

性を比較した．ノイズによる影響を大きく受ける

手法では，推定された Tmのばらつきが大きくな

ると考えられる．そこで，各推定手法による Tm

のばらつきを比較したところ，統計学的に有意な

差は見出されなかった（データは示さない）．ノ

イズ耐性が低いとされる数値微分による手法と

モデル化による手法の間に違いを見出せなかっ

た理由として，本研究において取り扱ったデータ

はノイズが少なかった可能性が考えられる． 

 

本研究により，Tm推定手法については更なる

検討が必要であるものの，DSFによる分子間相互

作用の解析を汎用および無料のソフトウェアを

用いて実施する手法を構築することができた．一

方で今後，本法の汎用性を確認するために，GST

と GSH 以外の既知の相互作用分子をモデル系に

用いてさらに検証を進めることが必要であると

思われる． 

DSF はタンパク質－低分子リガンド間の相互

作用解析に広く用いられているものの，タンパク

質－タンパク質間の相互作用の解析にも応用可

能であることが示唆されている 13）．また，本法

を応用することにより解離定数の算出が可能で

あることが報告されており 14），定性的な分析の

みならず相互作用の定量的な分析にも応用でき

る可能性が考えられる．今後も引き続き本法の改

良を継続し，分子間相互作用の解析に応用してい

きたいと考える． 
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