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研究成果の概要（和文）：　高分子量のタンパク質ＮＭＲシグナルを、より微量の試料を用いて帰属できるように２つ
の方法を開発した。まず、すでに我々が開発しているＭＡＧＩＣＡＬ法について各種測定プログラムの改良を行い、測
定感度を30％程度向上させることができ、低濃度の試料を短時間で解析することができるようになった。また、新たに
メジャーコドンのtRNAとマイナーコドンのtRNAを使い分けることによるアミノ酸残基番号選択的な安定同位体標識方法
を開発した。これらの方法を用いることで従来のNMR解析方法に必要であったタンパク質濃度の1/100以下の濃度でシグ
ナル帰属解析が可能になり、様々な分野への貢献が期待できる。

研究成果の概要（英文）：  We have improved and/or developed two methods for NMR signal assignments of larg
e proteins with less amount of sample.  At first, we improved NMR pulse programs for MAGICAL method that w
e previously developed with the intelligent stable isotope labeling techniques.  As a result, the sensitiv
ity of NMR measurements was dramatically enhanced by 30%. Second, we developed a new method for site-direc
ted stable isotope labeling by changing two kinds of tRNAs of major codon and minor codon for the same ami
no acid. With these methods, it was indicated that NMR signals of proteins could be assigned which were di
fficult to analyze by using traditional NMR techniques.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ＮＭＲによるタンパク質解析は、タ
ンパク質の立体構造決定、タンパク質・タン
パク質相互作用解析、タンパク質・低分子相
互作用解析及びそれを利用した創薬まで用
いられるようになり、ますますその重要性を
増してきている。しかし、これらのタンパク
質ＮＭＲ解析を有効に活用するためには、タ
ーゲットとなるタンパク質のＮＭＲシグナ
ルの帰属の作業が必須である。タンパク質Ｎ
ＭＲシグナルの帰属において現在使われて
いる方法は、３次元ＮＭＲを複数測定し解析
する方法である。しかし、この方法による解
析では、シグナルの分散が良好であり溶解度
も1 mMに近い試料濃度が必要であるなど試
料の状態が理想的な場合にのみ確実に適用
できるものであり、適用可能なタンパク質が
非常に限られている。よって、タンパク質を
超微量かつ超低濃度でＮＭＲシグナル帰
属・解析する方法が開発できれば、上記タン
パク質の解析方法を十分に活用し、ＮＭＲに
よるさまざまなタンパク質の解析に多大な
貢献ができる。 
 研究代表者らは、高分子量で不安定なタン
パク質でも低濃度で簡便にＮＭＲシグナル
帰属可能な新規方法を開発してきた。まず、
コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を使い、
ＮＭＲ解析が可能な安定同位体標識タンパ
ク質を合成し、実際にＮＭＲ解析することに
世界に先駆けて成功している。また、20 種類
のアミノ酸を完全選択的に安定同位体標識
しＮＭＲシグナルを簡略化する方法を開発
した。さらにその方法をさらに発展させ、１
種類のアミノ酸を 2H/13C/15N 標識し、残りの
19 種類のアミノ酸を 2H/15N 標識した 20 種
類の組み合わせのタンパク質を無細胞合成
系により調製し、それぞれのタンパク質に対
して２次元 HN(CO)/ HN(CA)/ H(N)CA/ 
H(NCO)CA/ H(N)CO/ H(NCA)CO-TROSY
を測定することで従来法に必要な濃度の
1/10 程度の低濃度の目的タンパク質を用い
て、より高分子量で不安定なタンパク質のＮ
ＭＲシグナルを簡便に帰属する方法（ＭＡＧ
ＩＣＡＬ法(Method for AssiGnment with 
Intelligent Combinatorial Amino acid 
Labeling)）を開発することで 20 μM 程度の
低濃度でのＮＭＲシグナルの帰属を可能に
し、さまざまなタンパク質に適用してきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、研究代表者らが開発して
きたＭＡＧＩＣＡＬ法をさらに発展させる
とともに、ピンポイントの安定同位体標識技
術を新たに開発することで、従来の３次元Ｎ
ＭＲ解析方法では数 10 mg かつ 1 mM 程度
の濃度が必要であったタンパク質ＮＭＲ解
析を、1 mg 以下かつ 10 μM 以下の濃度で
可能にしようとするものである。また、この
方法を適用することにより、従来法では解析
が不可能であった分子量10万Da以上のタン

パク質のＮＭＲシグナル帰属が可能になる
ので、高分子量タンパク質に適用可能な他の
方法と組み合わせ、高分子量タンパク質の相
互作用解析や高分子量タンパク質へのリガ
ンドの結合部位の決定が可能になることが
期待される。 
 ＭＡＧＩＣＡＬ法を用いると、分子量５万
Da以上のタンパク質を200 μM以下の濃度
で解析可能なことを確認済みである。しかし、
この方法にはまだまだ拡大・発展の余地があ
る。そこで、本研究では、安定同位体標識方
法をさらに工夫することで、ＮＭＲシグナル
帰属に必要な目的タンパク質の濃度を従来
のＭＡＧＩＣＡＬ法の 1/10 以下に下げるこ
とを第一の目的とする。そして、改良された
ＭＡＧＩＣＡＬ法を用いて実際に超微量タ
ンパク質や高分子量タンパク質のＮＭＲシ
グナルの帰属を行い、残余双極子法、Cross 
Saturation 法や Transferred Cross Transfer
法と組み合わせることで、生体分子相互作用
をＮＭＲにより解析する方法の確立を目指
すことを第二の目的とする。 
 本研究を遂行することにより、タンパク質
の立体構造解析にＮＭＲをさらにより広い
範囲で活用することができる。また、研究代
表者らはＮＭＲに加えてＸ線結晶解析も日
常的に行っている。そこで、Ｘ線結晶解析と
ＮＭＲ解析の両方の手法を有機的に結びつ
けることで、新たな研究や研究分野の創造に
貢献することも期待できる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、１種類のアミノ酸を 2H/13C/15N
標識し、残りの 19 種類のアミノ酸を 2H/15N
標識した 20 種類の組み合わせのタンパク質
を調製し、それぞれのタンパク質に対して２
次 元 HN(CO)/ HN(CA)/ H(N)CA/ 
H(NCO)CA/ H(N)CO/ H(NCA)CO-TROSY
を測定することで従来の３次元ＮＭＲ法に
必要な濃度の 1/10 程度の低濃度の目的タン
パク質を用いて、より高分子量で不安定なタ
ンパク質のＮＭＲシグナルを簡便に帰属す
る方法（ＭＡＧＩＣＡＬ法(Method for 
AssiGnment with Intelligent Combinatorial 
Amino acid Labeling)）について、さらに高
感度でＮＭＲ測定が行えるようなパルスプ
ログラムの改良を試みる。またＭＡＧＩＣＡ
Ｌ法と組み合わせて使用するために、標的タ
ンパク質の狙った部位だけのＮＭＲシグナ
ルを取得するためにピンポイント安定同位
体標識技術の開発を試みる。タンパク質のア
ミノ酸残基番号選択的な安定同位体標識技
術については、ストップコドンを用いた方法
や４塩基コドンを使用した方法などが考え
られるが、本研究においては、より高収量の
ピンポイント安定同位体標識体が得られる
ことが期待されるマイナーコドンを使用し
た技術を開発する。 
具体的には以下のように進めていく。 
(1) ＭＡＧＩＣＡＬ法におけるパルスプロ



グラムの改良 
 ＭＡＧＩＣＡＬ法に用いるＮＭＲパルス
プログラムは、通常の解析に用いる３次元Ｎ
ＭＲパルスプログラムを２次元版に変えた
ものであるが、このプログラムは均一に安定
同位体標識されたタンパク質に最適化され
ており、ＭＡＧＩＣＡＬ法に最適化されてい
ない。そこで、パルスプログラムの各種パラ
メータを改良し、ＭＡＧＩＣＡＬ法標識のタ
ンパク質に最適化されたパルスプログラム
を開発する。このことにより、測定感度を２
倍〜５倍程度に向上させることを目指す。 
(2) ピンポイント安定同位体標識技術の開
発 
 ピンポイント安定同位体標識技術におい
ては、アミノ酸残基番号選択的な安定同位体
標識を行うために、タンパク質合成系におい
て、メジャーコドンとマイナーコドンの切り
分けを行う。ほとんどのアミノ酸は、複数の
コドンにコードされており、２種類以上のｔ
ＲＮＡによって翻訳が行われている。そこで、
例えば特定のロイシン残基だけを選択的に
安定同位体標識するためには、その残基に対
応するコドンをＵＣＡやＵＣＧなどのマイ
ナーコドンに変換し、その他のロイシン残基
をＣＣＵ／ＣＣＣ／ＣＣＡ／ＣＣＧのメジ
ャーコドンにしておく。そして、マイナーコ
ドンに対応するｔＲＮＡに安定同位体標識
されたロイシンをロイシルｔＲＮＡ合成酵
素を用いて結合させ、メジャーコドンに対応
するｔＲＮＡに非標識のロイシンを同じく
ｔＲＮＡ合成酵素を用いて結合させる。そし
て、それらのアミノアシルｔＲＮＡを無細胞
タンパク質合成系に投入することにより、ね
らったロイシン残基だけに安定同位体標識
を導入することができる。このとき、アミノ
アシルｔＲＮＡが分解されやすいため、伸長
因子（ＥＦ－Ｔｕ）などを加え、分解を抑え
ることも検討する。また、無細胞合成系にす
でに含まれているロイシルｔＲＮＡ合成酵
素がアミノ酸転移反応を起こして標識アミ
ノ酸と非標識アミノ酸がスクランブルする
ことを防ぐため、アミノアシルｔＲＮＡ合成
酵素の阻害剤を加えることも検討する。合成
したタンパク質のＮＭＲスペクトルを取得
し、残基番号選択的にＮＭＲシグナルが観測
されるか、また、どのくらい低濃度でＮＭＲ
シグナルの帰属が可能かを確認する。方法が
確立できたら、より高分子量のタンパク質に
ついてこの方法を適用し、残基番号選択的に
ＮＭＲシグナルが帰属できるかを確認する。 
 
４．研究成果 
 研究代表者らが開発したＭＡＧＩＣＡＬ
法は、特殊な安定同位体標識を 20 通り行っ
たタンパク質試料を無細胞タンパク質合成
系により調製し、２次元 HN(CO)/ HN(CA)/ 
H(N)CA/ H(NCO)CA/ H(N)CO/ H(NCA)CO を測定
することで従来法に必要な濃度の 1/10 程度
の低濃度の試料を用いて、より高分子量のタ

ンパク質ＮＭＲシグナルを簡便に帰属可能
な方法である。このＭＡＧＩＣＡＬ法におい
て、より高感度に測定ができるように各種測
定プログラムの改良を行い、測定感度を 30％
程度向上させることができた。 
 次に、アミノ酸残基番号選択的な安定同位
体標識方法の創製のために、タンパク質合成
系において、メジャーコドンとマイナーコド
ンの切り分ける技術を開発した。まず、この
目的のために必要な無細胞タンパク質合成
系に使用する、大腸菌の各種アミノアシルｔ
RNA 合成酵素遺伝子、ｔRNA 遺伝子およびｔ
RNA 修飾酵素遺伝子のクローニングを行い、
ほぼ全ての対象遺伝子のクローニングと大
量発現系構築を完了した。そして、メジャー
コドンとマイナーコドンの切り分けの最初
のターゲットであるロイシルｔRNA 合成酵素、
イソロイシルｔRNA 合成酵素、メチオニルｔ
RNA 合成酵素、伸長因子（EF-Tu）の大量培養
および高純度精製を行った。そして、イソロ
イシンなどのアミノ酸に対応するマイナー
ｔRNA の遺伝子を用いて、各種ｔRNA を RNA
ポリメラーゼを用いた転写反応によって大
量調製を行った。ピンポイント安定同位体標
識を行う最初のモデルタンパク質として
FKB506 結合タンパク質（FKBP）を用い、アミ
ノ酸残基番号選択的な安定同位体標識を行
った。その結果、アミノ酸残基番号選択的な
安定同位体標識を試みたところ、研究代表者
らが構築した系が問題なく適用可能なこと
が示された。また、無細胞タンパク質合成に
おいて伸長因子（EF-Tu）を加えておくこと
によりアミノアシルｔRNA の分解を抑えるこ
とができた。 
 次により高分子量のタンパク質について
ピンポイント安定同位体標識方法が適用で
き、ＮＭＲシグナルを簡便に帰属できること
を確かめるため、モデルタンパク質を高分子
量タンパク質であるマルトース結合タンパ
ク質(MBP, 387 残基、分子量 42,000)に変え
て、イソロイシンのコドンについてメジャー
コドンとマイナーコドンの切り分けを行い、
アミノ酸残基番号選択的な安定同位体標識
を試みた。イソロイシンのマイナーｔRNA の
遺伝子を用いて、RNA ポリメラーゼを用いた
転写反応によってｔRNA の大量調製を行い、
さらにｔRNA の機能発現に必要なリシジンの
修飾塩基を修飾酵素を用いて導入した。そし
て、これらの材料をもとに、様々なイソロイ
シンの部位にアミノ酸番号選択的に 15N 標識
したイソロイシンを組み込み、1H-15N HSQC の
NMR 測定を行った。すでに、他の方法で帰属
してあるMBPの 1H-15N HSQCスペクトルと比較
したところ、狙った部位に正しく安定同位体
標識イソロイシンが組み込まれていること
を確認できた。以上のことより高分子量タン
パク質の 1H-15N HSQCシグナルの帰属に本研究
の方法が有効であることが示された。 
 本研究が進めば、従来の NMR 解析方法に必
要であったタンパク質濃度の1/100以下の濃



度でシグナル帰属解析が可能になり、様々な
分野への貢献が期待できる。 
 
５．主な発表論文等 
 
〔雑誌論文〕（計１件） 
Tanio, M. Kusunoki, H. and Kohno, T., 1H, 
13C and 15N backbone resonance 
assignments of the monomeric human 
M-ficolin fibrinogen-like domain secreted 
by Brevibacillus choshinennsis., Biomol. 
NMR Assign., 8, 207-211 (2014) doi:  
10.1007/s12104-013-9484-4. 査読有 
 
〔学会発表〕（計１件） 
谷生 道一、楠 英樹、河野 俊之、 
Preparation of secretory proteins 
produced by Brevibacillus choshinensis 
for NMR study、第 52 回 NMR 討論会、金沢、
2013 年 11 月 12日〜14 日 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 河野 俊之（TOSHIYUKI KOHNO） 

北里大学・医学部・講師 
 研究者番号：40416657 
 
(2)研究分担者 
無し 
 
(3)連携研究者 
無し 
 
 


