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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内や細胞表層で形成される過渡的な蛋白質複合体のその場 (in situ) 観
察・解析を行うための手法として、in-cell NMR及びダイヤモンド粒子の磁気共鳴の光検出法(optically detected mag
netic resonance; ODMR)を利用した手法の開発を行った。In-cell NMRの開発の上で、免疫系のシグナル伝達蛋白質で
あるFKBP12と脂肪酸シャペロン蛋白質FABP４を用い、1H-15N相関スペクトルや19Ｆ－ＮＭＲスペクトルを得た。またOD
MRについてはダイヤモンド粒子の選択的蛍光観察法や､粒子の方向決定手法を開発した。

研究成果の概要（英文）： In this study, we were engaged to develop the methods for in-cell NMR of 
proteins and optically detected magnetic resonance (ODMR), aiming to create experimental techniques to 
provide structural and dynamics information of protein complexes formed transiently in cells or at cell 
membranes. For in-cell NMR, we used the signal transduction factor in immunological system FKBP12 and a 
chaperon protein for fatty acids, FABP4. We could measure in-cell 1H-15N correlation and 19Ｆ－ＮＭＲ 
spectra of them, respectively. For ODMR, we have built methods to selectively detect fluorescence of 
diamond particles and to determine the directions of particles.

研究分野： 構造生物学、分子生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
	 リガンド結合などにより活性化された細
胞内タンパク質が形成するシグナル複合体
は、しばしば過渡的で不安定なため in vitro
での再現が困難である。シグナル発火・伝達
機構を明らかにするには、受容体複合体を in 
situで観察する手法が必要である。我々はヒ
ト細胞内のタンパク質の高分解 2 次元 NMR
スペクトル測定である in-cell NMRの手法を
確立した (Nature, 2009)。これは哺乳動物細
胞内のタンパク質の立体構造情報を原子レ
ベルで与える手法であるという特徴を持つ。
この in-cell NMRにより生細胞においてタン
パク質の相互作用、プロセッシング、運動
性・安定性の解析の可能性が出てきた。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究の目的は、この in-cell NMR に加え
て、in-cell ESRの手法、または磁気共鳴の光
検出(ODMR)などを用い細胞内や細胞表層で
形成されるタンパク質複合体の立体構造や
運動をその場 (in situ) 観察・解析のための
手法を開発することである。 

In-cell NMR法による開発におけるモデル
として、(１)脂肪酸シャペロン (FABP) によ
る細胞質における lipokine の認識と複合体
の機能、(2)細胞内で鎖状連結体を形成するユ
ビキチン、(3)免疫応答に重要な働きを示し、
免疫抑制剤の重要な標的である FKBP12 等
を取り上げる。 
細胞は分子複合体やオルガネラといった

ナノ-マイクロメートルオーダーの構成要素
からなる複雑な集合体であり、それぞれの構
成要素はその機能に応じて固有の物理的な
性質を有する。しかし、このような微小領域
の運動性を論じようとするとき、蛍光計測で
一般に用いられる並進拡散計測は十分な精
度を発揮できない。そこで本研究では、磁気
共鳴法でしばしば用いられる回転拡散計測
から着想し、ODMR 顕微鏡を用いてナノダ
イヤモンド粒子の回転運動を精密計測する
技術を開発した。ODMR手法の開発は、(１)
細胞膜に存在する EGF受容体、(２)自然免疫
に関与する、インターロイキン（IL）-18 と
その膜受容体α、βを in situ, in vitroにおけ
る立体構造や機能、運動性解析をターゲット
に設定して進めた。 
	 
３．研究の方法	 

15N 標識したタンパク質の 2 次元相関スペ
クトル測定を行う、これまでの in-cell NMR
法では、高分子量タンパク質や複合体のシグ
ナル検出は磁気緩和のため困難であった。本
研究では、タンパク質の 19F、メチル基選択
的同位体標識等を行い、TROSY 法を始めと
する横緩和最適化測定法を駆使して、高分子
量タンパク質複合体が観察可能となる
in-cell NMR計測手法の開発を進めた。	 
	 
(1)脂肪酸シャペロン(FABP)の細胞質にお

ける構造 
	 FABP4 は細胞内における脂肪酸輸送に関
与する蛋白質で、遊離脂肪酸や類縁体と結
合するが、細胞内での機能の詳細は明確で
はない。in-cell NMR測定により、脂質との
結合状態や、構造変化、ダイナミクスの解
析を目指した。 

15N 標識 FABP4 を調製し、これを TAT
配列を用いて哺乳動物細胞へ導入し
（Inomata et al., Nature, 2009）、その
in-cell 1H-15N HMQCスペクトルの取得を
行なった。FABP4の結晶構造は既知で、脂
質結合部位も解明されており、試験管内で
の NMR スペクトルも報告されている
(JACS, 124, 11874, 2002)。それらを参照に
in-cell スペクトルを解析し、その結果から
FABP4が細胞内でアポ体であるのか、複合
体形成しているのかについて知見を得るこ
とを目的とした。なお、FABP4は動脈硬化
や 2 型糖尿病などの慢性代謝疾患と深く関
わることから、将来的には、この手法を拡
張すると疾患のモデル細胞を用いて実験を
行ない、FABP4－脂質－核内受容体の分子
間相互作用と細胞の状態の相関へと解析す
ることで疾患機構の探索を進める事が期待
される。 

またFABP4は分子の中心部近傍に脂質性の分
子を抱え込む形で結合する。そのためアポ体と
脂質結合型分子では、運動性、特にマイクローミ
リ秒オーダーの状態間での化学交換の項に違い
が見られる可能性がある。そのためアポ体の 15N	 
R1,R2, {1H}−15N異種核 NOEを測定し、ス
ペクトル密度関数を求めた。 

 

(2)細胞内で鎖状連結体を形成するユビキチ
ン 
	 本研究に先立って開発した in-cell NMR
に関連した手法により我々はユビキチンが
精製された in vitro の状態よりも、in cell
では見かけのフォールディング安定性が 10
倍以上低下していることを、主鎖アミド水
素の交換速度より示している (Nature, 
2009)。我々はこの細胞内のユビキチンの挙

図 1	 FABP による脂肪酸認識と運搬	 



動に興味を持ち、ユビキチン、ユビキチン
鎖の in vitroにおける DSCによる熱安定性、
フォールディングの可逆性などの検討と in 
cell における凝集体形性とその除去機講を
調べた。 
	 さらに２量体ユビキチンについては常磁
性金属タグを付加してその pseudo-contact 
shift を使った長距離構造情報の取得を試み
た。  
 
(3) 免疫応答を担う FKBP12の 19F-NMR 
	 これまで行っていた in-cell NMR は
1H-15N相関 2次元 NMRを使ったものであ
るが、この手法は分子全体のフォールディ
ング、相互作用などの情報を与えるという
長所がある一方、測定時間が長いという欠
点を持つ。この欠点を克服する手法として
注目したのが、タンパク質のアミノ酸特異
的 19Fラベル体を使った in-cell 19F NMRで
ある。 
	 我々はフェニルアラニンを 4-19F-フェニ
ルアラニンに置換した FKBP12 を調製し､
それを生細胞に導入し、19F NMRを測定し
た。さらに細胞に FK506 や rapamycin を
投与して、細胞内での FKBP12との相互作
用をスペクトル測定によって観察した。 
 
(4) ODMR検出システムの開発 
	 さらに、ナノダイヤモンド粒子から発せ
られる ODMRを用い、生細胞において分子
の回転運動を定量的に検出する方法の開発
を行った。ODMR信号は外部磁場と鋭敏に
相互作用することから、磁場方向に対する
ナノダイヤモンド粒子の角度を高い精度で
決定することができる。すなわち、ナノダ
イヤモンド粒子を観察対象に標識し、連続
的な角度変化を追跡する事によって観察対
象分子の回転運動計測が可能となる。我々
はまず、ODMR 顕微鏡の作成、ODMR ア
クティブなナノダイヤモンド粒子の調製及
びその表面修飾法の確立を行った。その後
A431細胞膜に発現している EGF受容体を
ナノダイヤモンド粒子で標識し、細胞骨格
密度に依存する細胞膜の流動性、具体的に
は自由揺動の回転拡散を ODMR システム
によって定量的に評価した。 
 
(5)ポリユビキチン鎖の凝集体形成 
	 ユビキチンは強固な立体構造を形成し、
非常に高い物理化学的安定性を有する。一
方で、アルツハイマー病やパーキンソン病
患者の脳内にはユビキチン陽性の凝集体が
発見されている。我々はユビキチンの凝集
体形成能、特にユビキチンの重合体(ポリユ
ビキチン鎖)に着目し、示差走査熱量測定や
免疫染色法を用いて評価した。 
 
４．研究成果	 
(1)脂肪酸シャペロン(FABP)の細胞質にお
ける構造 

	 まず、15N 標識した FABP4 を HeLa 細胞
内に導入して、in-cell NMRスペクトルを取
得した。 
なお、本実験には、TAT配列を融合蛋白質

として FABP4 に繋ぐのではなく、別途合成
した TAT ペプチドをジスルフィド結合を介
して FABP4 に繋ぐという方法をとった。同
法の融合蛋白質を用いることに対する利点
としては、TAT 部位が同位体標識されない、
という点が挙げられる。そのため、TAT部位
の NMRシグナルは全く観測されず、クリー
ンな NMRスペクトルが得られる。 
	 また 15N 標識された FABP4 を調製し、in	 
vitroにおける NMR 緩和時間測定（T1T2({１H}
—15N へテロ核 NOE)を行った。	 
	 
(2) 免疫応答を担う FKBP12の 19F-NMR 
より簡便・高感度なin-cell	 NMR法を目指し、

19F-NMRの適用を試みた。免疫抑制剤FK506結合
タンパク質(FKBP12)のフェニルアラニンを19F
標識し、in-cell	 19F-NMR測定を行ったところ、
HeLa細胞内で良好なスペクトルを得る事がで
き、外部投与のFK506やラパマイシンとの結合
も容易に検出できることが実証された。また、
A02計画班の浜地格博士と共同で、ヒト赤血球
内の内在性CA(carbonic	 anhydrase)を19F標識
し、そのin-cell	 19F-EXSYを測定することによ
り、CAの構造変換の速度論的解析を行なった
(Takaoka	 Y.	 et	 al.,	 Chem	 Commun,	 2013)。	 
	 
(3) ODMR検出システムの開発	 
①ダイヤモンド NVC を用いた光検出磁気共鳴
顕微鏡の開発	 
	 単一細胞、単一分子での動態計測を実現す
るため、ダイヤモンド窒素-空孔中心（以下、
NVC）を用いた光検出磁気共鳴（ODMR）顕微
鏡を開発した(Igarashi	 R.	 et	 al.,	 Nano	 
Lett.,	 2012)。NVC の持つ蛍光性三重項電子
スピンは、蛍光遷移の確率と電子スピン遷移
の確率が密接に相関しており、単一スピンレ
ベルの磁気共鳴状態を蛍光信号の変化とし
て超高感度検出が可能である。この蛍光-磁
気共鳴の相関現象は ODMR と呼ばれる。NVC の
ODMR は蛍光顕微鏡の空間分解能でイメージ
ング可能であることから、in	 situ 生体計測
への広汎な応用が期待できる。その検証のた
め細胞内、線虫腸管内に導入したナノダイヤ
モンド（粒径 200nm）の計測を行った。その
結果、いずれの場合にも良好な ODMR イメー
ジおよびスペクトルを得ることができた。	 
②細胞膜・骨格を対象とした in	 situ動態計
測	 
	 本研究で開発した ODMR 顕微鏡は、外部磁
場と NVC との相互作用を介して、ダイヤモン
ドナノ粒子の回転運動を精密に計測するこ
ともできる。そこでこの技術を単一細胞の細
胞膜を対象とした in	 situ動態計測に応用し
た。上皮成長因子受容体(EGFR)を高レベルに
発現する A431 細胞の表面を、EGFR に特異的
な抗体で修飾したナノダイヤを用いて標識



した。このナノダイヤの自由揺動の回転拡散
係数を、NVCのODMRによって計測したところ、
平均 3.1	 mrad2/s という値が得られた。これ
は粘度換算ではおよそ 32	 Pa･ｓに相当し、脂
質二重膜の粘度として予想される値よりも
２桁大きい値であった。従って細胞膜の運動
性は脂質二重膜ではなく細胞骨格の運動性
に大きく依存しているものと予想される。こ
れを確認するために、EGF 添加およびラトラ
ンキュリン A	 （アクチン細胞骨格を破壊する
薬剤）を添加した細胞で同様の計測を行った
ところ、それぞれ回転拡散係数は1.2	 mrad2/s
および 4.9	 mrad2/s となり、アクチン細胞骨
格の密度と細胞膜運動性との間に負の相関
が得られた。	 

(4)ポリユビキチン鎖の凝集体形成	 
	 示差走査熱量測定より、ポリユビキチン鎖
は重合度が増加するに従い熱力学的安定性
が低下することが分かった。また、ポリユビ
キチン鎖はユビキチン単量体とは異なり熱
変性や微弱な撹拌により、アミロイド様線維
を形成することを明らかにした。これらの重
合度依存的な物理化学的性質は細胞内でも
確認することができ、さらに興味深いことに
細胞内ユビキチン陽性凝集体は選択的オー
トファジーにより分解されることも見出し
た。これらの知見は、新たな細胞内タンパク
質分解経路を提唱するだけではなく、神経変
性疾患におけるユビキチン陽性凝集体形成
の機構解明の一助となる。	 
	 
(5)当該学問分野、関連学問分野への貢献	 
In-cell	 NMR は、原理的には細胞内のタン

パク質の構造やダイナミクスを原子レベル

で計測しうるため、将来が期待されている技
術ではあるものの、NMR の検出感度が低いこ
とから、広汎な生物学的問題に適用するのは
容易ではない。将来には、ケミカルバイオロ
ジー技術と組合わせることによって、細胞内
タンパク質のダイナミクスを定量的に研究
可能であることを示すことができると思わ
れる。	 
ダイヤモンド NVC を用いた ODMR 顕微鏡の

技術は、既存の技術では両立不可能であった
磁気共鳴法の詳細な動態情報と蛍光計測の
一細胞・一分子感度を兼ね備えた計測技術で
ある。タンパク質の不安定な動的複合体状態
は細胞内においてしばしば均一に存在しな
いため、過渡的状態の経時的な計測を行うた
めには一分子レベルでの計測が必要となる。
しかし、細胞機能を分子レベルで定量的に論
じようとするならば、詳細な構造情報も必要
となる。本技術は潜在的にこれらの要件を高
いレベルで満たす計測法を提案するもので
あり、分子生物学、細胞生物学、一分子計測
学などの学問分野に幅広く学術的な波及効
果が期待できる。 
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