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研究成果の概要（和文）： 
固体ＮＭＲ実験で、ハロロドプシンとトランスデューサ pHtrII、ペプチド・マストパラン Xに
ついて解析を行った。pHtrII では、溶媒のバルクな水の 1H からの距離測定を行うと同時に、
二重膜両親媒性領域のアミノ酸残基を帰属した。pHtrII の水溶性領域は、β構造とαヘリック
スが観測されたが、これは天然構造と考えられた。データ解析では、帰属されていないＮＭＲ
構造パラメータも構造決定に利用する方法を開発した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Solid-state NMR enables the structural determination of biological molecular complexes in 
unoriented solids. We verified the usefulness of magic-angle spinning solid-state NMR based on 
dipolar and J couplings for the structural analysis of 13C uniformly labeled biomolecular 
complexes. We applied solid-state NMR to halorhodopshin, mastoparan-X and 159-redisue 
transducer protein pHtrII in lipid bilayers. Solid-state NMR provided the detailed structure of 
mastoparan-X with membranes by combining NMR constraints with replica exchange molecular 
dynamics simulation using implicit membrane environment. This method was applied to NMR 
analysis of larger membrane proteins. 1H-13C correlations of mobile segments of pHtrII were 
analyzed.  
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１．研究開始当初の背景 
膜蛋白質の機能を構造に基づいて解析する
には、リン脂質二重膜にある状態で、いくつ
もの中間状態について原子分解能の全構造
を知る必要がある。つまり、レチナールの光
異性化による構造変化や、そのオリゴマー形
成による反応制御を、原子分解能で明らかに
することが重要である。しかし、通常の溶液
ＮＭＲ法では、脂質二重膜を含む系では有効
分子量が大きくなり過ぎ、分子構造情報を取
得することができない。脂質二重膜を含む膜
蛋白質では単結晶を作るのが難しく、Ｘ線結
晶構造解析するのは困難である。また、これ
らについては二次元結晶の作成も難しく、電
子線回折での構造決定も困難である。このボ
トルネックになっている課題を、私たちが開
発した多次元固体 NMR法で解決して行くのが
この研究である。 
これまで、私たちは固体ＮＭＲ法の専門家と
して方法論を開発し、生体高分子の全構造決
定に応用してきた。脂質二重膜に結合した状
態で残基数 20 程度のペプチドについては原
子分解能で全構造決定できることを示した。
脂質極性基のリン酸に接している残基、疎水
的なコア領域にあるアシル鎖に直接接して
いるアミノ酸側鎖などを特定し、そのペプチ
ドのリン脂質二重膜における位置を決定で
きることを示した。また、完全 13C,15N 標識蛋
白質について炭素間距離と水素間距離測定
を行うことによって、繊維状の分子集合体を
作るアミロイド分子の複合体構造決定がで
きることを示した。また、私たちは、このよ
うな方法を脂質二重膜に存在するより大き
な膜蛋白質に応用している。膜にある分子モ
ータF0F1-ATP合成酵素の膜貫通領域F0を構成
している約 80 残基からなるｃサブユニッ
ト・モノマーについて、完全 13C,15N 標識した
試料を対象にしてほぼ完全なＮＭＲ信号の

帰属と残基分解能での構造解析を行った。こ
れには、私たちが開発したＮＭＲデータベー
スに基づく多次元ＮＭＲスペクトル・シミュ
レーション法が有効であった。また、光アン
テナである 13C 完全標識したバクテリオクロ
ロフィル集合体構造を、固体ＮＭＲで求めた
分子間での炭素間距離から算出した。これら
構造決定には、1990 年代から現在まで開発し
てきた多次元高分解能固体ＮＭＲによる信
号帰属法と核間距離測定法を応用した。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果を発展させて、250 残基
程度の膜蛋白質の構造決定できる方法を確
立・実証する。具体的には、同位体標識法、
脂質二重膜への再構成法が確立しているフ
ォボロドプシン、ハロロドプシンを主要な対
象にする。膜貫通している疎水領域と膜外に
ある親水領域は運動性の違いから、分別して
スペクトルを単純化して測定する。また、さ
らに単純化するためにアミノ酸選択的同位
体標識も行う。これらの新しいスペクトル単
純化法と、これまでに開発した蛋白質内の核
間距離測定法と蛋白質と脂質分子間の距離
測定法を組み合わせて、脂質二重膜にある、
これまでより大きい膜蛋白質の構造決定を
行う。 
これは、脂質二重膜にある蛋白質の構造決定
法の進歩、NMR の応用など、方法論の点から
も、もっとも先進的な研究成果になる。膜蛋
白質の構造決定は、構造プロテオミクスを進
める上でも障害になっている。ゲノムの 3割
が膜蛋白質であり、エネルギー変換や膜を介
しての信号伝達で極めて重要な役割を担っ
ており、ＧＰＣＲなど医学上も重要であるの
にかかわらず、立体構造解析は進んでいない。
特に、生理的条件に近い、二重膜存在下の構
造解析は極めて少ない。したがって、本研究



のような膜蛋白質の全構造決定法の進展は
生物物理を初めとする生命科学に大きなイ
ンパクトを持つ。 
 
３．研究の方法 
多次元マジック角試料回転固体ＮＭＲで分
子量数万の膜蛋白質の全体構造を解析した。
対象にする膜蛋白質は、以下のような微生物
による大量試料調製法と、脂質二重膜への再
構成法が確立している系である。また、対象
にする膜蛋白質は最小培地などでの安定同
位体標識が効率的に行った。光センサーであ
るフォボロドプシン pR とそのトランスデュ
サーである pHtrII の複合体、光イオンポン
プであるハロロドプシン phR について主に立
体構造解析を行った。これらロドプシンは 7
回膜貫通のＧＰＣＲの良いモデルであり、高
い蛋白質濃度の脂質二重膜を対象にして測
定できるので、高い感度のＮＭＲ測定が期待
できる。また、H+-ATP 合成酵素の膜貫通領域
であり、二回膜貫通ヘリックスを持つサブユ
ニット c についても、簡単な系として構造解
析を行った。 
初年度 
１．膜蛋白質測定条件の最適化 
上記の試料について多次元マジック角試料
回転固体ＮＭＲスペクトルが、高い分解能で
得られるよう膜蛋白質-脂質二重膜の試料系
の最適化を行った。スペクトル分解能を高め
るには、これまで距離測定で行ってきた脂質
膜がゲル状態ではなく、運動性のある液晶状
態での測定が有効であると考えるが、固体Ｎ
ＭＲによる研究例は少ない。具体的に検討す
るのは、水含量、脂質と蛋白質の濃度比、測
定温度などである。特に、運動性の低い膜貫
通領域と、運動性の高い水溶性領域を、分別
して選択的にＮＭＲ測定することができる
ので、運動性を制御することは重要である。
このために上記パラメータを変化させた。こ
れらは、天然存在比の試料について 13Ｃ-固体
ＮＭＲを測定することで行った。実験法とし
ては、運動性の低い領域については交差分極
法（ＣＰＭＡＳ）を用い、運動性の高い領域
については 1H-デカップリングを行った 13Ｃ
－ＮＭＲパルス励起法を用いた。この実験の
ための試料調製を行う。これらを、フォボロ
ドプシン pR とそのトランスデュサーである
pHtrII の複合体、ハロロドプシン・オリゴマ
ー、リング状のｃ－サブユニットについて行
った。 
以上のような測定条件をより敏感に反映す
る２次元１３Ｃ-ＮＭＲ測定を行う。このため
にフォボロドプシンやハロロドプシン、2回
膜貫通蛋白質サブユニットｃについて、完全
13C,15N 標識した試料を調製した。膜に再構成
した蛋白質を固体 NMR測定するための最適な
水和や温度条件を確認した。2次元 13Ｃ固体

ＮＭＲ測定は、比較的感度の高い１Hスピン拡
散法を用いた方法で行う。なお、これら実験
は、大阪大学・蛋白質研究所にある 3台の固
体 NMR 専用分光装置を用いて行った。また、
固体ＮＭＲで低温実験するために窒素ガス
発生装置を設備費で購入した。 
２．膜蛋白質 13Ｃ,15Ｎ-ＮＭＲシグナルの帰属 
上記の測定条件で、多次元 13Ｃ,15Ｎ双極子相
関法で残基内と残基間の双極子相関から信
号帰属を行う。膜間領域のＮＭＲ測定では、
運動性の低い固体試料に用いる交差分極、リ
カップリング法を用いた。水溶性領域の測定
では、溶液ＮＭＲの方法に近いＨＲ-ＭＡＳ
法（High-Resolution Magic-Angle Spinning）
で高い分解能を確保してＮＭＲ測定を行う。
200 残基以上あるＧＰＣＲのような蛋白質の
主鎖とＣβの 13Ｃ,15Ｎ-ＮＭＲ信号帰属をほ
ぼ完全に行うためには、測定条件や含水量な
ど試料系を最適化する以外に、高度な半選択
的同位体標識法と組み合わせる必要がある。
試料は、13Ｃ,15Ｎ完全標識試料と、（Ｖ,Ｌ,Ｆ,
Ｙ）のみ標識しない（リバース標識）試料に
ついて行った。また、リバース・ラベリング
法では、信号帰属に用いる多くのスピン間結
合を保ったままの状態で、アミノ酸選択ラベ
ルを行える。なお、ＮＭＲ信号帰属について
は、私たちが開発した約５種類の多次元固体
ＮＭＲを用いるプロトコールの詳細が記さ
れている。リング状ではないｃサブユニット
については行った。なお、この段階で得られ
た化学シフトは、蛋白質ＮＭＲデータベース
を用いて主鎖の二面角に関する制約として
も利用した。また、この時、蛋白質ＮＭＲデ
ータベースに基づく、スペクトル・シミュレ
ーション法を行い、効率的に信号帰属と二次
構造解析を行った。 
残基数の少ないサブユニットｃについては
上記の標識試料でほぼ完全な信号帰属を行
えると考える。しかし、7回膜貫通蛋白質に
ついて、分解能が十分確保されないときは、
別のアミノ酸についてリバース・ラベルした
試料を用いて帰属を行う。信号が重なるとき
には、スペクトル・シミュレーション法など
も使い信号をデコンボリューションした。 
次年度以降 
３．核間距離情報の取得 
蛋白質内の核間距離相関、蛋白質とリン脂質
の原子間距離、脂質二重膜外の水分子と蛋白
質の距離相関、部位特異的スピンラベルを用
いた長距離測定を行い膜蛋白質の全構造解
析を行った。 
蛋白質内の炭素間距離を 13Ｃ双極子相互作用
によるスピン拡散法で測定する。この方法が
蛋白質の３次構造決定に有用であることを
示した。これ以外に、開発した方法を用いて、
脂質二重膜のリン原子が蛋白質に接してい
る部分、脂質の炭化水素鎖が接している蛋白



質部分を求めた。また、運動性の高い水層の
水分子と接している蛋白質分子部分も特定
する。これら測定にも、7回膜貫通蛋白質で
はスペクトル分解能を確保するためリバー
ス・ラベル試料を必要に応じて用いる。また、
炭素間距離については、原子間の直接的な分
極移動による距離を求めるため、複数の混合
時間についてスピン拡散スペクトルを測定
して、より正確な炭素原子間距離を算出した。 
これら方法により、単に膜蛋白質の構造だけ
でなく、蛋白質間の位置関係(４次構造)、脂
質二重膜の親水基や疎水部との相対位置関
係も含めて、立体構造に関する情報を得るこ
とができた。また、設備としては固体ＮＭＲ
で低温実験するためのチラーを購入した。 
膜蛋白質複合体の総分子量の大きい系で、サ
ブユニットの位置関係を決定するためには、
上記のような６Å以内の短い核間距離以外
に、長い核間距離情報を得ることが重要であ
る。このことは短時間に構造決定を行うため
にも重要である。長距離情報取得のために部
位特異的電子スピン標識を行い、その電子ス
ピンと核スピンの距離を測定して構造解析
に利用した。このために特定部位をＣｙｓに
置換した蛋白質を作り、発現させる。膜蛋白
質トランスデュサーpHtrII と pR の複合体に
について適用し、その有効性を実験的に調べ
た。また、膜中での電子スピンの緩和などが、
核・電子スピン間の距離測定に与える影響も
調べた。 
４．固体ＮＭＲデータ解析による構造決定 
化学シフトから得た二面角と距離相関から
得た情報を組み合わせて構造決定を行う。距
離相関の帰属は、スペクトル分解能の制約か
ら容易ではない。しかし、距離相関のスピン
対への帰属と構造決定を同時に行う方法で、
構造を収束させながら、その構造情報も利用
して距離相関情報のスピン対への帰属を進
める。データ解析にはＣＮＳ、ＣＹＡＮＡな
どのシミュレーテド・アニーリング法を用い
た。 
蛋白質の構造をほぼ決めた後に、リン脂質二
重膜のリン原子と炭化水素鎖、水層の水との
相対的位置関係を決める。また、このことか
らハロロドプシンのオリゴマー構造やサブ
ユニットｃのリング状の構造を決定する。脂
質に関する情報も含んだ系では、脂質二重膜
と蛋白質から成る系について、制約付き分子
動力学を行って構造の最適化を行う。この時
にはＣｈａｒｍＭの力場を用いた計算を行
った。 
5. ＮＭＲの高感度化では、高磁場 DNP 法を
採用した。これによりタンパク質の固体 NMR
信号の感度を向上させることを試みた。新し
いビ・ラジカル化合物などを用いて、電子ス
ピン共鳴させるテラヘルツ波の周波数や強
度など条件を最適化することで、ＮＭＲ感度

を約 30 倍向上できた。これをタンパク質に
応用した。 
 
４．研究成果 
固体ＮＭＲ実験では、ハロロドプシンとフォ
ボロドプシンのトランスデューサ pHtrII、モ
デルとしたペプチド・マストパラン Xについ
て詳しく解析を行った。ハロロドプシンでは
ループ領域について、選択標識試料も用いて
アミノ酸への帰属はほぼ終わり、一次構造特
異的な信号帰属は約６５％まで進めた。トラ
ンスデューサ pHtrII では、溶媒のバルクな
水の 1H からの距離測定を行うと同時に、二重
膜の両親媒性領域にあるアミノ酸残基を帰
属した。pHtrII の水溶性領域については、試
料調製に依存してβ構造とαヘリックスが
観測されたが、精製途中の膜画分の固体ＮＭ
Ｒでは pHtrII 構造はヘリックスであり、こ
れが天然構造であると考えられた。データ解
析では、帰属されていないＮＭＲ構造パラメ
ータも構造決定に利用する方法を開発した。
この方法ではＮＭＲ構造制約の下で二重膜
環境を考慮した高速な分子動力学計算によ
り構造決定する。モデル系の計算では、これ
までより少数の実験値であっても正しく構
造決定できることがわかった。ＮＭＲの高感
度化では、新しいビ・ラジカル化合物などを
用いて、電子スピン共鳴させるテラヘルツ波
の周波数や強度など条件を最適化すること
で、ＮＭＲ感度を約 30 倍向上できた。これ
をタンパク質に応用した。 
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