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研究成果の概要（和文）：スピンラベルを用いた距離測定に対して、近似を用いない厳密な解析手法を開発し、
モデル系に適用し有用性を示した。また、構造変化を伴う生体分子としてリボスイッチ（遺伝子発現に関わる
RNAの構造変化）を対象に、距離測定による構造変化の追跡を行った。高効率なスピンラベル化法の提唱と、ESR
によるリボスイッチの構造変化の観測に成功した。急速凍結システムを構築し、モデル系としてミオグロビンへ
のアジド結合反応に応用した。アジドがミオングロビン内の鉄に結合することで生じる鉄イオンの高スピンから
低スピン状態への変化をESRによって追跡することができた。

研究成果の概要（英文）：Pulsed ESR dipolar spectroscopy (PDS) methodology was extended to cases 
where the high-field approximation breaks down. Equations for the dipolar coupling constant was 
derived. It was shown on a heme protein that a PDS method called relaxation-induced dipolar 
modulation enhancement is well-suited to measuring such spectra and that the experimentally obtained
 dipolar spectra are in full agreement with the derived equations. We introduced a spin labeling 
strategy based on click chemistry in solution that, in combination with enzymatic ligation, allows 
highly efficient labeling of complex. Conformations of the preQ1 aptamer and its dynamics were 
monitored by ESR and PDS in the frozen state. A rapid freezing equipment was successfully  
constructed, and applied to the reaction of metmyoglobin with sodium azide, which was monitored by 
ESR.

研究分野： 物理化学

キーワード： ESR　スピンラベル　タンパク質　核酸　構造変化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ESRを用いた構造解析のための、新しい解析手法やスピンラベル化法の提唱、ならびに急速凍結シ
ステムの構築を行った。対象とした系は、リボスイッチやイオンチャンネルなど、その構造変化の観測が実際に
様々な分野で注目されているものであり、本研究成果は、関連分野にインパクトを与えるものであった。また、
本研究で報告した研究手法は、構造変化を伴う生体反応の分子レベルでの追跡に有用なものとして、今後も活用
されるものと期待できる。

※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 
X 線結晶構造解析は、タンパク質など巨大な生体分子の構造を明らかにする上で、重要な研究手法と
して用いられてきた。その代表例として、光合成光化学系 II 複合体に対する超高分解 X 線結晶構造
解析があげられる。一方で、本研究で中心的な研究手法となる電子スピン共鳴（ESR）法もまた、生体
分子の構造や電子構造の解明に重要な役割を果たしてきた。例えば、研究代表者らは、リボ核酸
（RNA）内の任意の場所に二つの常磁性分子を導入（スピンラベル）する新しい合成手法を提案し、
RNA 内の特定の部位間の距離および相対配向について ESR により明らかにしてきた。このように、超
巨大な生体分子に対して、その‘静的’構造を研究するための手法は確立されてきており、次の段階と
して過渡的な構造とその変化に関する研究手法の確立が期待されている。生体分子の構造研究は、
生物科学や物性科学など幅広い分野で欠かすことのできない研究課題となっており、特に生体機能
を示す常温での構造とダイナミクスを明らかにすることは、特に重要となってきている。電子スピン共鳴
（ESR）や X 線結晶構造解析による生体分子の構造研究では、低温下におけるエネルギー極小構造
に対して行われるのが一般的であり、常温における準安定状態の構造情報が失われる場合が少なく
ない。例えば常温において平衡状態をとる RNA が、低温下ではひとつの状態（構造）に完全にシフト
する例が知られている。RNA に限らず、常温において巨大な生体分子は、取り得る多くの構造間を自
由に行き来し、構造的に揺らいでいる。常温におけるタンパク質の構造を準安定状態も含めて、いか
に捕捉するかは、非常に重要な課題である。また、信号対雑音比の向上などのため、繰り返し測定（積
算）を行うのが物理化学計測において一般的であるが、積算時間よりも速いダイナミクスの追跡は困難
となる。そのような背景のもと、生体機能の発現過程で時々刻々と変化する構造を、一定の時間ごとに
構造ダイナミクスのスナップショットを観測する手法の確立は非常に重要な課題となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、1）常温での生体分子の構造、および生体機能の発現過程で時々刻々と変化する
中間構造を、その状態を保持したまま急速に凍結する手法を確立し、2）それによって捕捉・凍結され
た生体分子の過渡的構造を ESR 法によって分子レベルで明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
本研究ではスピンラベル化された生体試料を対象とし、その構造変化を観測するための手法を確立
するため、以下のことを行う。まず、1)スピンラベル間の距離を決定するために必要な解析手法の改良
を行う。次に、2）構造変化を伴うスピンラベル化生体分子を対象に、構造変化の始状態と終状態の静
的構造を凍結状態の ESR 観測によって決定し、それを X 線結晶構造解析と比較することで、凍結が及
ぼす生体分子の構造への影響について明らかにする。さらに、3）溶液試料の噴霧ノズルと冷媒との距
離などを精密に制御することで、常温での構造を保持した状態での急速凍結を実現するとともに、生
体反応直後の構造変化（中間状態）を ESR により分子レベルで追跡する。 
 
４．研究成果 
1)距離測定の解析手法の改良 
ESR を 用 い た 距 離 測 定 と し て 様 々 な 手 法 が 知 ら れ て い る ： pulsed electron–electron double 
resonance(PELDOR or DEER), double quantum coherence EPR (DQC), single-frequency technique 
for refocusing dipolar couplings (SIFTER), relaxation-induced dipolar modulation 
enhancement(RIDME)。 光合成タンパクなど、金属錯体
を反応中心にもつ系に対しては RIDME が最も有用な手
法のひとつであるが、その解析手法は完全には確立さ
れていない。本研究ではモデル化合物として、メトミオグ
ロビンにスピンラベル（ニトロキシドラジカル）を導入した
系（図 1）を用いて、RIDME 計測を行うとともに、解析手
法の改良について研究を行った。モデル系に対して観
測されたRIDME 計測の結果に対して、通常の解析手法
（Pake パターンからダイレクトに距離を決定する手法）に
よって得られた距離情報と、結晶構造解析から得られた
それを比較したところ一致せず、解析手法の改良が必
要であることが明らかとなった。一般には高磁場近似の
下で解析が行われるが、本研究では、近似を含まない
厳密な解析手法を取り入れたプログラム（DipFit）を新た
に開発し、モデル系に適用した。DipFit によって RIDME
の結果を解析したところ、スピンラベルとヘムの距離だ
けでなく相対配向も、結晶構造解析の結果を精度よく再現することができた（図 2）。本研究を通して、
より汎用性の高い解析手法が確立できた。 
 
2）構造変化を伴うスピンラベル化生体分子の距離測定 
本研究では構造変化を伴う生体分子として、まずリボスイッチ（遺伝子発現に関わる RNA の構造変化）
を対象に、距離測定による構造変化の追跡を行った。具体的にはまず、34 ヌクレオチド長の preQ1 リ

図 1 スピンラベルを導入したメト
ミオグロンミュータント. 



ボスイッチと、81 ヌクレオチド長の TPP リボスイッチに対
して、溶液中での Click Chemistry を応用したスピンラベ
ル化を行った。このスピンラベル化の手法は、以前我々
が 16 ヌクレオチド長の RNA に対して高効率なスピンラ
ベル化法として確立したもので、それをより長い RNA へ
も適用可能であることを本研究で明らかにした。さらに、
それらリボスイッチの構造変化の始状態と終状態を凍結
させ、PELDOR 法による距離測定を行った。マグネシウ
ム イ オ ン 非 存 在 下 の preQ1 は stem−loop 構 造
（conformation 1）を主にとるが、マグネシウムイオンを滴
下すると pseudoknot 様構造（conformation 2）へと変化し、
さ ら に preQ1 を 滴 下 す る こ と で pseudoknot 構 造
（conformation 3）へと変化することが知られている。そし
て、それらの構造は、マグネシウムイオンおよび preQ1
の濃度に依存した平衡状態をとっている。本研究では、
4、23、および 32 番目の核酸にスピンラベルを導入した
singly-labeled の preQ1 リボスイッチと、4 と 23 および 4
と 32 の核酸にスピンラベルを導入した doubly-labeled の
preQ1 リボスイッチを合成し、構造変化の平衡状態につ
いてESRによる観測を行った。汎用のESR計測によって、
室温溶液中での構造変化を観測したところ、23 番目の
核酸位置はほとんど構造変化を伴わない部位であるこ
とが明らかとなった一方で、4 と 32 番目の核酸位置はよ
り顕著な構造変化を示す部位で、マグネシウムイオンお
よび preQ1 の滴下により、conformation 1 から 2、さらに
3 へと変化していく様子が観測された。その構造変化の
始状態と終状態を凍結させ、PELDOR 法による距離測
定を行ったところ、図 3 に示すような距離分布を観測し、
結晶構造解析とも良い一致を示した。本研究は、RNA の楮変化を ESR 法に依り初めて観測した例で
あり、スピンラベル化と ESR を用いた距離測定が、構造変化を伴う生体分子の追跡に非常に有用な手
法であることが示された。 
 
3）生体溶液試料急速凍結法の開発と ESR 研究 
本研究において、噴霧ノズル直前で溶液を混合し、それを液体窒素で冷却した金属プレートに噴霧し、
急速に凍結するシステムを構築した。噴霧速度やノズルと冷却済み金属プレートとの距離など噴霧条
件をコントロールすることで、凍結時間の制御を行った。構築した急速凍結システムの凍結時間を校正
するため、ミオグロビンへのアジド結合反応を用いた。この反応では、アジドがミオングロビン内の鉄に
結合することで、高スピン状態の鉄イオンが低スピンの鉄イオンへと変化する反応で、高スピンから低
スピン状態への変化を ESR スペクトルから容易に観測することができる。実際に、最短で 82 マイクロ秒
からサブミリ秒までの間、始状態（Apo）から終状態（Holo）まで変換する過程を観測し、急速凍結シス
テムの時定数を決定した（図 4）。本研究ではさらに、構築した急速凍結を生体膜イオンチャンネルに
適用した。ESR 法を用いた距離測定によって、リガンドとの反応に伴う構造変化を追跡したところ、サブ
ミリ秒の時間領域で起こる構造変化に関する基礎的データを得ることができた。 

図 2 メトミオグロンミュータント
の距離測定とフィッティング. 

図 3 スピンラベル化した 34 ヌクレオチド
長 の preQ1 リ ボ ス イ ッ チ の 構 造 変 化 と
PELDOR 測定の結果. 

図 4 ミオグロビン-アジド反応の急速凍結に
よる ESR 法を用いた追跡. 
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