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研究成果の概要（和文）：本研究では、世界最高感度のNMR装置群と大阪大学蛋白質研究所で独自開発された自
動構造計算ソフトを駆使し、高分子量蛋白質のNMR構造を決定するシステムを開発した。具体的には、全自動NMR
構造解析プラットフォームMagROと独自のアミノ酸選択標識技術、既存のメチル基選択的軽水素標識等を駆使
し、蛋白質複合体や蛋白質薬剤複合体の構造解析を可能にする技術の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have developed a system for determining the NMR 
structure of higher molecular weight proteins by making use of 950 MHz NMR equipment and fully 
automated structure calculation software. Specifically, the utilizitation of fully automated NMR 
structural determination system MagRO, amino acid selective labeling technology, and methyl 
group-selective deuterium labeling has enabled the structural analysis of protein-protein and 
protein-drug complexes.

研究分野： 構造生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NMRによる蛋白質の立体構造決定は専門性が高く、今まで専門家以外の研究者が利用することが難しかった。本
研究では、大阪大学蛋白質研究所で整備されている世界最高感度のNMR装置、小林直宏博士（現理化学研究所）
が開発した全自動NMR自動構造計算ソフト、独自開発の安定同位体標識技術などを用いることで、高分子量蛋白
質にNMR構造解析が適用可能であることを示した。今後は蛋白質のNMR構造解析の汎用化が進むと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
NMR 構造解析の実質的な分子量上限は、この 20 年間、変わっていない 

NMR による構造決定の分子量限界を克服するために、過去に TROSY 法や SAIL 法など様々
な工夫がなされてきた。高分解能 NMR 構造が決定された最大の蛋白質は、SAIL 法による分子
量４万のマルトース結合蛋白質であり（参考文献[1]）、低分解能 NMR 構造解析がなされた最大
の蛋白質は分子量 8 万のリンゴ酸シンターゼ（参考文献[2]）である。しかし、試料調製やスペ
クトル解析の技術的専門性の高さがネックとなり、その後これらを追随する解析例はほとんど
報告がない。結果として、この 20 年間の実質的な分子量上限は分子量２〜３万に留まっている。 
 
NMR 構造解析の自動化・高速化では化学シフト帰属がボトルネックである 
溶液 NMR による蛋白質の立体構造決定には、化学シフト帰属・NOE 帰属・構造計算の３ス

テップが必要である。NOE 帰属と構造計算では約 15 年前に自動化・高速化が大幅に進んだ（参
考文献[3]）。残された唯一の主要課題である化学シフト帰属の自動化・高速化には世界中の多く
の研究グループが挑戦しているが、中でも最近 Güntert 教授（ゲーテ大）によって開発された
プログラム FLYA は固体 NMR のような信号重複の激しい系においても８割近い帰属精度を示
すなど類似プログラムと比較して顕著に優れている（参考文献[4]）。しかし、化学シフト帰属が
正しいかどうかを客観的に評価する手法が無いことが致命的で、NMR 構造解析の自動化・高速
化に至っていない。 
 
独自開発の MagRO プラットフォームはボトルネックを解消し、全自動 NMR 構造解析を実現
する 
世界中で立体構造から化学シフト値を計算する手法が開発されているが（参考文献[5]など）、

事前に立体構造が決定されている必要があり、その計算精度も低いことから、評価手法としては
適切でない。そこで、申請者らは化学シフト帰属が正しいかどうかを直接評価せず、決定された
立体構造の精度から間接的に評価することでボトルネックを解消する。申請者らは国際共同研
究チームを組んで全自動 NMR 構造解析プラットフォーム MagRO（Magnetic Resonance 
Ontology）の開発を進めているが、すでに Güntert教授の助力を得て自動帰属ソフト FLYA の
組み込みに成功するだけでなく、最初のピークピックの段階から完全に自動化し、化学シフト帰
属・NOE帰属・構造計算の３つのステップを同時に進める一体的な帰属最適化を達成している。 
 
分子量上限はメチル基の解析レベルで決まる 

NMR 構造決定の実質的な分子量上限は、なぜ分子量２〜３万なのか？ リンゴ酸シンターゼ
（参考文献[2]）で示されたように、分子量８万であっても主鎖とメチル基が解析できれば立体
構造決定は可能である。そこで申請者らがメチル基の解析を丁寧に見直したところ、メチル基間
NOE の約９割が利用されていないことが分かった。そこで、NMR 自動構造解析に加え、メチ
ル基に特化したデータ取得と解析を行うことで、従来の分子量上限を超えることを着想した。具
体的には、立体特異的なメチル基選択標識と多次元不均一データサンプリングによるメチル基
に特化した NMR データ取得、対角ピークに由来するノイズなど NMR 信号の重なりを考慮し
た全自動 NMR 構造解析ルーチンの開発、および、それらの利用である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、独自の NMR 統合解析プラットフォーム MagRO を開発・発展させ、独自のアミ

ノ酸選択標識技術や既存のメチル基選択的軽水素標識等と組み合わせ、分子量５万の花成ホル
モン受容体の全自動 NMR 構造決定を達成する。この過程で、全く NMR 経験の無いユーザーで
も専門家による構造解析の精度に到達できるシステムを構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究項目：基礎技術の開発項目として、⑴NMR 統合解析プラットフォーム MagROの開発、⑵メ

チル基に特化した NMR データ取得法の確立、⑶メチル基に特化した全自動 NMR 構造解析ルーチ
ンの開発、に取り組む。さらに、独自のアミノ酸選択標識技術等と組み合わせ、⑷花成ホルモン
受容体の全自動 NMR 構造決定、⑸花成ホルモン受容体複合体と薬剤複合体の構造解析、を行う。 
研究体制：ゲーテ大学にて Güntert教授(海外共同研究者)がアルゴリズム開発を、大阪大学に

て藤原・小林(連携研究者)がソフトウエア開発を、新家(博士研究員)・杉木・古板(連携研究者)
が構造解析システムの開発と応用を、横浜国立大学にて中村(院生)・米山(技術員)が試料調製を、
川村(連携研究者)・服部(徳島文理大学、共同研究者)が構造解析システムの開発と応用をそれぞ
れ分担し、児嶋(研究代表者)が総括する。 
 
 



４．研究成果 
 
研究代表者らの国際共同研究チーム

は MagRO プラットフォームを利用し、
150 残基程度の小さな蛋白質に適用可
能な全自動 NMR 構造解析システムの開
発に成功した（Bioinfomatics, 2018）。
全く NMR 経験の無い外部ユーザーがこ
のシステムを用いて決定したマラリア
原虫の FKBP 蛋白質の構造は、専門家の
構造解析精度（RDC 相関係数 R≈0.9）と
同レベル（R=0.87）であった（図１）。 
 
メチル基は他の領域と比較してピークが

鋭く信号強度も強いため、NMR データ取得時
にノイズを生じやすい。そこで、メチル基選
択的水素標識（他の領域は重水素標識）を行
うことで、ノイズを生じないメチル基に特化
した NMR データ取得に成功した（図２）。 
 
花成ホルモン受容体は分子量５万であ

り、NMR 構造解析の適用が難しい高分子量
蛋白質である。一般に、高分子量蛋白質な
ど線幅の広い系では、アミノ酸選択標識が
帰属に有効であることが知られているた
め、コールドショック大腸菌発現系を用い
た独自開発のアミノ酸選択標識技術を花
成ホルモン受容体に適用した。選択標識に
は比較的安価で立体構造情報の取得が容
易な Leu、Ile、Val、Ala、Phe、Tyr、Thr、
Met を用いた。これらの工夫により、花成
ホルモン受容体の NMR 構造解析に成功した
（図３、Biochemistry, 2018）。 
 
FBDD として知られる低分子化合物フラ

グメントを用いた創薬基盤技術では、結合
の弱い蛋白質薬剤複合体の立体構造モデル
の構築がネックである。結合の弱い蛋白質
薬剤複合体では蛋白質側の構造は薬剤の結
合で変化しないと考えられるため、上記の
MagRO や結晶構造解析によって得られた蛋
白質構造をそのまま用いることができる。
そこで研究代表者らは 19F-NMR を用いて結
合の弱い系でも得られる分子間距離情報を
える手法を開発し、蛋白質薬剤複合体の立
体構造モデルの構築に成功した（図４）。 
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図３. 2H/13C/15N 均一標識された花成ホルモン
受容体の NMR 信号帰属 

図１. 全自動 NMR 構造
解析システムで決定さ
れたマラリア原虫の
FKBP ホモログの NMR
構造（ヒト FKBP との
配列相同性 = 35%, 
RMSD = 0.45Å, RDC 相
関係数 R = 0.87） 

図２. メチル
基選択標識蛋
白質の 1H-13C 
HSQC スペクト
ル 

図４. 19F-NMR を用いた蛋白質薬剤複合体の
NMR 構造モデル 
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