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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質の動作機構の解明には、核磁気共鳴（NMR）法による動的構造の解析が
有効である。しかしながら、多くの膜タンパク質の発現に必須な哺乳細胞発現系での安定同位体標識がボトルネ
ックとなり、これまで膜タンパク質のNMR解析は進んでいなかった。本研究では、哺乳細胞発現系において、メ
チオニンメチル基を選択的に13C標識し、その周囲のアミノ酸残基を70%以上の高効率で重水素標識する方法を新
規に開発した。これにより、膜タンパク質の高感度NMR解析による、動作機構の解明が可能な基盤が確立でき
た。

研究成果の概要（英文）：Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is a powerful tool to 
investigate the function-related dynamics of membrane proteins. However, NMR analyses of membrane 
proteins are still challenging, because methods for observations of NMR signals of large proteins 
expressed in a mammalian expression system are limited. Here, we developed a method to incorporate 
13C-labeled methyl groups in highly deuterated proteins expressed in mammalian expression systems. 
The developed method enabled the NMR ananlyses of pharmaceutically important membrane proteins with 
high sensitivities.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 核磁気共鳴法　膜タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本手法を、様々な創薬標的膜タンパク質に適用することで、NMR法を用いた動的構造解析が飛躍的に進展し、膜
タンパク質の動作する様を精緻に描写することが可能になる。従来の創薬研究では、静的な高分解能構造にもと
づき、標的タンパク質に高い親和性で結合する化合物の創製が主流であった。一方、NMR法を用いた動的構造解
析が進展すれば、動的構造にもとづき、望ましい活性を有する化合物を戦略的に設計するなど、新たな創薬戦略
が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

膜タンパク質の機能を理解するには、実際に膜タンパ
ク質が動作する様、すなわち動的性質を描写することが
必要である。研究代表者は、溶液状態でのタンパク質の
動的性質を直接とらえることのできる、核磁気共鳴
（NMR）法を用いて、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）
の動的構造解析をおこない、GPCR が不活性型と活性型の
動的交換にあることが、リガンドが結合した際の薬効度
を決定していることなどを示してきた（Kofuku et al, 
Nat Commun 2012）。 
 一方で、NMR 法を用いて高分子量の膜タンパク質の解
析をおこなうには、高度に重水素標識された膜タンパク
質をミリグラムオーダーで得る必要がある。しかしなが
ら、創薬標的となる膜タンパク質の多くは、様々な安定
同位体標識法が確立されている大腸菌・酵母での発現が
困難である（図 1）。研究代表者は、この課題を解決し、
膜タンパク質の NMR 解析を可能とするため、すでに昆虫細胞発現系における様々な安定同位体
標識法を確立している（Kofuku et al, Angew Chem Int Ed 2014）。一方で、哺乳細胞でしか十
分な発現量が得られない膜タンパク質も報告されており（Goehring et al, Nat Protoc 2014）、
様々な膜タンパク質に NMR 解析を適用するには、哺乳細胞での安定同位体標識条件を確立する
必要があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多くの膜タンパク質の発現に必須である、哺乳細胞発現系における、高度な重水
素標識を含む安定同位体標識法を確立することを目的とした。これにより、創薬標的膜タンパク
質について、NMR 解析を用いて動的構造を描写することで、膜タンパク質の動作機構にもとづい
た新たな創薬研究を可能とする基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 哺乳細胞発現および発現量の評価 
 緑色蛍光タンパク質（GFP）、大腸菌由来チオレドキシン（Trx）、ヒト由来β2 アドレナリン受
容体（β2AR）の遺伝子を、プラスミドベクターpEZT-BM に導入した。タンパク質の発現は、プラ
スミドベクターをポリエチレンイミンによりトランスフェクションする方法、または、組み換え
バキュロウイルスを調製して、添加する方法（BacMam 法、Dukkipati et al, Protein Expr Purif 
2008）によりおこなった。β2AR を発現した哺乳細胞を界面活性剤で可溶化し、蛍光リガンドを
加えて蛍光サイズ排除クロマトグラフィーにより解析することで、リガンド結合活性を保持し
たβ2AR の発現量を算出した。 
 
(2) 安定同位体標識および標識率の算出 

安定同位体標識は、アミノ酸を除いた哺乳細胞培地に、様々な安定同位体標識アミノ酸を添加
することでおこなった。発現条件の最適化は、GFP の発現量を指標とした。この条件で Trx を発
現し、1H-13C 2 次元相関スペクトルを測定することで、その NMR シグナル強度から、各アミノ酸
残基の安定同位体標識率を算出した。 
 

(3) 哺乳細胞での安定同位体標識の有用性
の検証 
 確立した哺乳細胞発現系での安定同位体
標識が、膜タンパク質の NMR 解析に有用であ
ることを検証するため、β2AR の安定動態標
識試料を調製し、1H-13C 2 次元相関スペクト
ルを測定した。また、同時に高度な重水素標
識をおこなわない試料も調製し、スペクトル
を比較することで、哺乳細胞発現系において
も、重水素化による高感度化が達成できてい
るか検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 哺乳細胞発現および発現量の評価 
 哺乳細胞発現系として、構造生物学的解析でよく用いられる、PEI によるプラスミドのトラン

図 1 これまでに立体構造が解かれ
た真核生物由来膜タンパク質の発現
ホストの分類 

図 2 哺乳細胞および昆虫細胞発現家における
膜タンパク質の発現量の比較 



スフェクションと、組み換えバキュロウイルスを添加する方法（BacMam 法）を比較することと
した。代表的な膜タンパク質であり、GPCR の一種である、β2AR の発現量を指標として比較をお
こなった結果、BacMam 法の方が高い発現量が達成できた（図 2）ことから、以降は、この方法を
採用することとした。また、同様に膜タンパク質の構造生物学的に用いられる昆虫細胞発現系と
比較した結果、哺乳細胞の方が培養体積あたりの発現量は高いこともわかった（図 2）。以上の
ことから、BacMam 法を用いた哺乳細胞発現系は、膜タンパク質の発現に適していることがわか
った。 
 
(2) 安定同位体標識および標識率の算出 

創薬標的膜タンパク質は、界面活性剤可溶化状態
で、見かけの分子量が 100K を超えることが多く、NMR
解析の場合には測定感度が課題となる。このような高
分子量タンパク質においても、高感度で NMR 解析をお
こなうには、メチル基選択的な 13C 標識と、メチル基
の周囲の高度な重水素標識をおこなった上で、
methyl-TROSY 法を適用することが有効である。特に、
メチル基の周囲のアミノ酸は 70%以上の標識率で重水
素標識することが有効である（図 3）。そこで、メチオ
ニンメチル基を選択的に 13C 標識し、その周囲を 70%以
上重水素標識できる条件を確立することとした。 

哺乳細胞発現系において、アミノ酸を除いた哺乳細
胞培地に、様々な安定同位体標識アミノ酸を添加する
ことで、安定同位体標識をおこなった。利用するアミノ酸の添加量は、発現量にも影響すること
から、GFP の発現量を指標に条件を最適化した。最適化した条件にて Trx を発現し、1H-13C 2 次
元相関スペクトルを測定することで、その NMR シグナル強度から、各アミノ酸残基の安定同位体
標識率を算出した。その結果、メチオニンのメチル基の 13C 標識率、およびシステイン、トリプ
トファンなど一部のアミノ酸の重
水素標識率は高い一方で、多くの
アミノ酸の重水素標識率は 70%以
下であった（図 4）。そこで、前培
養においても標識アミノ酸を添加
する方法を検討した。同様に GFP
の発現量を指標として条件を最適
化した上で、Trx の安定同位体標
識率を算出した。その結果、多く
のアミノ酸で重水素標識率は 70%
以上を達成できた（図 4）。 
 

(3) 哺乳細胞での安定同位体標識の有用性の検証 
 確立した哺乳細胞発現系での安定同位体標識が、膜タンパク質の NMR 解析に有用であること
を検証するため、代表的な膜タンパク質として、β2AR の安定動態標識試料を調製し、1H-13C 2 次
元相関スペクトルを測定した（図 5）。その結果、β2AR のメチオニンメチル基に由来する NMR シ
グナルを高感度に観測することに成功した。重水素標識をおこなわない条件と比較した結果、
NMR測定感度は4倍程度に上昇し
ていた（図 5）。このことから、哺
乳細胞発現系においても高い重
水素標識率を達成でき、その結
果、創薬標的膜タンパク質の高感
度 NMR 解析が可能になったと結
論した。本手法を、様々な GPCR や
膜タンパク質に適用することで、
NMR 法を用いた動的構造解析が
可能になり、膜タンパク質の動的
構造情報から、その動作機構が明
らかになることが期待できる。こ
れにより、従来の静的高分解能構
造にもとづいた創薬だけでなく、
活性が発現される機構をもとに
した、新たな創薬戦略が期待でき
る。 
 

図 3 典型的な膜タンパク質の NMR
測定感度のシミュレーション結果 

図 4 哺乳細胞で発現した Trx の各アミノ酸残基の重水素
標識率およびメチオニンメチル基の 13C 標識率 

図 5 哺乳細胞で発現した膜タンパク質の NMR 解析におけ
る高度な重水素標識の効果 
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