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研究成果の概要（和文）：蛋白質の動作機構の理解には、揺らぎをもつ構造とその分布の理解が必須だ。本研究
ではDNP-固体NMR法と計算機科学的解析法を組み合わせ、膜蛋白質の構造分布を解析できる新しい方法を開発す
ることを目的とした。
計画は(i) 試料調製, (ii) 高感度DNP-NMR法の発展, (iii) 計算機科学的方法論の開拓, (iv) 膜蛋白質への応
用で、2022年度までの3年で(i)-(iii)を実行、試料を確立し、DNP法を最適化、計算科学的方法論のモデル系へ
の応用と論文化を終えた。2023年度からはGPCRへの応用に際し、細胞内夾雑環境も取り入れた構造解析を含む計
画に再構築し、新計画として始動する。

研究成果の概要（英文）：Understanding dynamical structure distribution is essential for 
understanding the mechanism of protein function. The aim of this study was to develop a new method 
to analyze the structural distribution of membrane proteins by combining DNP-solid-state NMR and 
computational methods.
The plan was (i) sample preparation, (ii) development of a highly sensitive DNP-NMR methods, (iii) 
development of computational methodology, and (iv) application to membrane proteins, and in the 
three years through FY2022, (i)-(iii) were performed, samples were established, the DNP method was 
optimized, then the computational methodology was applied to model systems, which was published. 
From FY2023, we will restructure the project to a new plan including structural analysis of 
intracellular crowding environment in application to GPCR, and start as a new plan.

研究分野： 構造生物学

キーワード： DNP-固体NMR　膜タンパク質

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
機能性蛋白質の動作機構のより深い理解には、揺らぎをもつ構造とその分布の理解が必須である。従来の溶液
NMR法、結晶回折法などの解析法はそれぞれ溶液中の運動平均構造、結晶格子中での最安定構造を決める手法で
あり、動的平衡にある構造群全体の解析は難しかった。本研究で開発した方法は、動的核偏極(DNP)による超高
感度固体NMRスペクトルの計算科学的な解析から、蛋白質の動的平衡構造を明示的に解析する新手法で、これま
で解析が難しかった構造アンサンブルと蛋白質機能の解明を可能にする基盤技術である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

従来の構造生物学は蛋白質の静的な立体構造の解明をまず目標に掲げたが、多くの機能性

蛋白質は分子の運動性や動的構造平衡を作動機序の重要な基盤とするのであって、動作機

構のより深い理解には、揺らぎをもつ構造とその分布の理解が必須である。したがって、構

造生物学は、動的平衡にあるソフトな分子集合の構造分布にその描写を広げ、さらに発展す

ることを求められている。X線自由電子レーザーと微小結晶を用いる蛋白質構造変化のタイ

ムラプス解析は大きな注目を集めるが結晶試料にしか適用できず、動的平衡にある構造群

の解析もできない。これらとは相補的な方法論が必要だ。 

 

２．研究の目的 

本研究では動的核スピン偏極(DNP)-固体NMR法と計算機科学的な解析法を組み合わせ、結晶

にも溶液にもならない系、特に膜環境にある膜蛋白質の動的平衡にある構造群の分布とそ

の変化を解析できる新しい方法を開発する。蛋白質構造の分布をそのままに瞬間凍結した

上で、極低温(30-100 K)条件・DNPによる超高感度固体NMR測定を行い、得たスペクトルを計

算科学的に解析、動的平衡にある構造群の特徴を明示的に解析する新手法を開発する。非結

晶性試料について、構造アンサンブルの知見は従来法で得られず、独自性が高い。 

 

３．研究の方法 

全体計画は以下とする。 

(i)  試料調製・極低温試料マウント技術の確立：膜蛋白質GPCRの無細胞調製プロトコルの

確立、NMR相関信号の分離を最大化する同位体標識法の確立、試料の瞬間凍結法とNMRプロー

ブへのマウント技術の開発 

(ii)  高感度DNP- NMR法の発展的展開：感度利得を最大化する手法の開発、超高次元スペク

トル分解法の開発  

(iii)  計算機科学的方法論の開拓：MD計算と高次元NMRスペクトル解析を同期させる、新し

い構造情報抽出法の開発、モデル蛋白質(液液相分離αシヌクレインなど)試料に応用  

(iv)  GPCRのバイアス形成の動的構造基盤の解明に応用：無細胞発現系を用いたGPCRの発

現と膜への再構成法の確立、複数の異なる作動薬でGPCR構造の動的平衡分布の差を明らか

にし、バイアス形成の構造基盤にせまる 

 

４．研究成果 

(i) 試料の確立： 

標的蛋白質のGPCR（β2アドレナリン受容体）について、無細胞系発現・精製・調製法を確



立した。テンプレー

トDNPの最適設計、

FLAGタグの導入、反

応時間最適化、コレ

ステロール添加な

どを試み、ゲルアッ

セイ、ウェスタンブ

ロッティングで同

定、定量を行った

（図１a）。DOPC-コ

レステロール膜リ

ポソームへの再構

成、ラジオリガンド

アッセイによるリ

ガンド結合活性も確認した。固体NMR試料管へのパッキングを向上するのに、脂質量の最適

化が必要であった。リガンドの結合に伴う構造変化を最も反映するヒンジ部位への選択的

同位体標識スキームも設計した。蛋白質試料の均一性は2次元1H観測15N NMRスペクトルで検

証した（図１b）。並行してセレノメチオニン選択標識法も確立し、プロトン観測2次元 77Se-

NMR信号の解析から、側鎖の構造アンサンブルに迫るアプローチも実行、学会発表した。 

(ii) DNP法の発展： 

DNPによる高感度に基づいて、目的信号を高次元スペクトル展開する新規ラジオ波パルス列

を作成した。構造分布の残基をまたいだ相関情

報を取得する目的で、残基間主鎖信号相関パル

スを作成、モデルペプチド試料で検証した。よ

り高い感度の測定をめざして、条件の更なる低

温化にも挑戦した。ヘリウム用ベローズポンプ

の追加増強工事に加え、真空断熱度の向上など

で20 Kでの安定DNP測定を実現した。これに加

えて、極低温検出器を新たに導入したプローブ

を作成し、定量的な性能試験を行った結果、従

来固体NMR法と比べ、純粋に熱雑音の低減から5

倍程度の感度利得があると分かり、論文で発表

した（図２a）。DNP感度向上に加え、検出系の

熱雑音抑制の効果から、総合感度利得は従来法

の4000倍を超えることを示した。 

スピン超偏極にもとづくDNP測定では、装置の

長期超安定性が従来以上に求められることが

判明し、装置と測定室の温度安定性の向上に注

力した。高次元・残基間相関用のラジオ波パル

ス列も完成し、観測信号の質向上を目指した最

 

図１ (a)目的 GPCR の発現をウエスタンブロッティングで、再構成後

の単分散性を TEM で確認した。(b)固体 NMR スペクトルで試料の均

一性を確認した。側鎖 His 信号がシャープに検出されている。 

 
図 2 (a)極低温検出器の有（青）無（赤）

で実測した相対的信号雑音比の温度依

存性。(b)30 K で比較したトリペプチド

MLF の 13C NMR スペクトル。極低温検

出器あり（青）で、SN 比は極低温同士

の比較でも２倍以上向上している。 



適化を行った。装置の長期・超・安定性を得るために、微小な磁場不均一性を補正するシム

電源の改良も行った。この結果、解析に耐える質の高い相関スペクトルの取得に成功した。

DNP測定用のパルスシーケンスの作成、最適化、装置の長期安定性の向上などで、今後のよ

り低感度測定においてもノイズを低減して、有用な情報を得られるよう基盤を作った。 

(iii) 解析法の開拓と応用： 

高次元NMRスペクトル線形の解析から、構造アンサンブルの情報を抽出する新しい解析法の

開発も行った。蛋白質構造と化学シフトデータベースの相関をもとに、ベイズ推論を基盤と

した手法でスペクトル解析し、構造アンサンブルの情報を抽出する方法である。分布した構

造アンサンブルの検出と構造の特徴づけをGPCRで行う前に、計画にしたがい、開発した新解

析法を比較的単純なモデル系の解析に供した。モデルには脳神経疾患関連の天然変性蛋白

質（IDP）であるαシヌクレイン（AS）をとった。ASのアミロイド線維が病態と深く関係す

ることは知られるが、線維の発生機構は未だ不詳である。そこでASが液液相分離(LLPS)状態

からアミロイド線維へ転換する経路を仮定し、ASの構造アンサンブルの変遷を経時的に追

跡することを目的とした。 

信号分離を最適化する標識法の検討を行った結果、アミロイド原生NAC領域直近に存在する

His-53を選定し、His選択的に13C, 15N完全同位体標識のASの発現・精製系を構築した。また

構造分布を保ったまま固体NMR試料管に移送するプロトコルも作成した。LLPSによるドロッ

プレット形成過程を実体顕微鏡、蛍光顕微鏡、CDスペクトル、ThTアッセイで追跡し、ラン

ダムコイル状態から、ベータ性の向上する様子をドロップレット形状の変遷とともに捉え

た。ASアミロイド線維がドロップレット内から発生していることも蛍光顕微鏡観察で証明

した。成果は複数の学会発表、また論文として公表した（図３）。 

 

図３開発した構造アンサンブル解析法を AS の構造分布の変遷を追跡するのに応用した。DNP-固
体 NMR と新しいアンサンブル解析法、光学顕微鏡、TEM、蛍光顕微鏡、CD 測定を同期して計

測し、天然変性状態から線維化する初期構造分布を捉えた。 



GPCR以外の分子系で、やはり構造アンサンブルの動的平衡が機能発現に関与するモデル系

として多剤排出系転写因子QacRの発現、精製も行った。QacRの微結晶状試料について、13C相

関スペクトルの解析から動的平衡の存在が側鎖信号に捉えられることを見出し、学会発表

した（図４）。 

以上のように2020年度−2022年度の3年で、モデル系、標的GPCR蛋白質試料ともに試料調製法

を確立した。また、DNP-固体NMR測定法、解析法、いずれについても計画に沿って順調に発

展させ、膜蛋白質の二重膜中、構造アンサンブル解析の基盤を作った。2023年度からはGPCR

への応用に際し、細胞内夾雑環境も取り入れた構造解析を含む、新しい試料作製を含む計画

に再構築し、新計画（基盤B）として始動する。 

 

図４多剤排出系転写因子 QacR の 2D-13C NMR スペクトル。温度依存性で信号の強度と位置の変

化を追跡、リガンド結合（青）でヒンジ部位の運動性が低下すること、大きな構造変化があるこ

とを観測した。 
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