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研究成果の概要（和文）：In-cell NMR法と呼ばれる近年急速に開発が進む新しいNMRの手法は，細胞が生きたままの状
態下での蛋白質のNMRスペクトル測定を可能にした．本課題では，膨大なノイズと信号強度の減少により，曖昧，複雑
化したNMRデータを，統計的，客観的に分析し，立体構造計算を行う自動解析システムを開発に成功した．この自動解
析手法を，実際のin-cell NMRデータにも適用し，極めて高精度の構造決定が可能であることを示した．また本手法が
，従来の溶液，固体NMRにも適用可能な汎用手法であり，様々な蛋白質やRNAのNMR解析に有効であることを示した．

研究成果の概要（英文）：In-cell NMR has enabled the direct observation of proteins in living cells. We 
developed the CYANA software specifically for in-cell NMR. The automated chemical shift and NOE 
assignment algorithms in CYANA were adapted for better handling of in-cell NMR spectra processed with 
nonlinear sampling techniques.The automated chemical shifts assignment is significantly more robust and 
efficient than previous methods, and NMR structure calculation algorithm based on Bayesian inference are 
cornerstones for this. Compared to spectra of purified proteins, in-cell NMR ones typically show a 
significant number of background signals, low signal-noise ratio, and broadened signals that lead to much 
higher assignment ambiguity, which makes it difficult and cumbersome to check all possibilities manually. 
An algorithm can exhaustively search all candidates and determine assignments more quickly and more 
objectively. The viability of the in-cell CYANA approach was shown by applying it to in-cell NMR data.

研究分野： 構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質が実際に働く環境での「その場観察」
は，分子生物学研究の最終ゴールの１つで
ある．In-cell NMR 法と呼ばれる近年急速
に開発が進む新しい NMR の手法は，細胞
が生きたままの状態下での蛋白質の NMR
スペクトル測定を可能にした．この手法を
用いて，細胞内での蛋白質の構造変化，運
動性，分子間相互作用等の観測成功例も報
告されている．一方で，in-cell NMR 法で
は低感度と短い細胞寿命によって，十分な
構造情報を得ることが困難であった．そこ
で，首都大学東京の伊藤教授のグループと，
申請者らの共同チームは，in-cell NMR を
応用し，測定・試料調製を伊藤グループが，
データ解析・立体構造計算を申請者のグル
ープが担当し，互いの強みを生かしあうこ
とで，世界で初めて大腸菌を用いた細胞内
蛋白質の立体構造決定に成功した. こうし
て次の研究対象として，真核細胞中での蛋
白質構造解析法を確立することを１つの大
きな目標として視野に入れた研究を開始す
ることとなった． 
 
２．研究の目的 
本課題では，膨大なノイズと信号強度の減少
により，曖昧，複雑化した NMR データを，
統計的，客観的に分析し，立体構造計算を行
う自動解析システムを開発する．これにより，
計算手法の側面から，in-cell NMR を様々な試
料に適用可能な汎用手法へ拡張させること
を支援する． 
 
３．研究の方法 
本課題では，CYANA ソフトウェアを in-cell 
NMR データに一層最適化させる． In-cell 
NMR では，短い細胞寿命による測定時間の
制約により，データを間引いて（スパース）
測定し，欠損部分は信号処理技術による再構
成が必須である．しかしながら，再構成によ
るアーティファクトが逆に問題となるため，
CYANA によるデータ解析も，こうしたスペ
クトルに最適化させる必要がある． CYANA
に最近実装した新規化学シフト自動解析ア
ルゴリズムは，以前の手法よりはるかに安定
で，計算効率が高いことから，これを in-cell 
データにも適用できるよう修正を加える．さ
らに，in-cell データから原子間距離情報を正
確に収得するための礎石となる情報理論に
基づいた新規の NOE 解析アルゴリズムを開
発する．in-cell のスペクトルは，in-vitro と比
較して，膨大な背景シグナルと低い S/N 比，
および線幅の増大による分解能の低下のた
めに，帰属候補数の増加，すなわち可能性の
幅が莫大となり，従来の手動解析では事実上
帰属不可能である．そこで，候補数の増大に
よる関数空間の広がりを網羅し，高速，客観
的に広域探索できるアルゴリズムを開発す
る． 
 一方で，真核細胞の in-cell NMR では，従

来の NOE の距離情報を中心とした立体構造
計算では，構造決定に十分な情報が得られな
い可能性がある．よって，近年溶液 NMR で
活発に研究が進んでいる，常磁性緩和効果
（PRE,PCS)の手法を in-cell NMR にも世界に
先駆けて採用し，これを立体構造計算に効果
的に利用可能なアルゴリズム開発を進める
9)．すでに申請者らは従来の溶液 NMR 法に
は適用可能な PRE 解析アルゴリズムの開発
に成功し，これにより 7 回膜貫通ヘリックス
蛋白質であるプロテオロドプシンの世界初
の NMR 構造決定にも成功している．したが
って，このプログラムをもとに，in-cell デー
タへの最適化も短期間で可能である． 
 
４．研究成果 
(2013 年度 実績) 
本年度は，NMR 自動解析プログラム CYANA
に実装されている FLYA アルゴリズムを，よ
り難易度の高いデータに適用可能にするた
めの改良を行った．これにより，固体 NMR
のデータ(J. Biomol. NMR 56, 243-254(2013)), 
NOESY スペクトルのみしか利用できないデ
ータ(J. Biomol. NMR 57, 193-204 (2013))，およ
びRNA試料 (Nucl. Acids Res. 41, e172 (2013))
といった解析困難なデータに対しても，自動 
構造解析可能なことを示した．これらの成果
は，本課題の目標の１つである in-cell NMR
による立体構造決定にも，本手法が十分適用 
可能であることを強く示唆している． 

図 1. NOESY データのみを用いた自動帰属と
立体構造計算．本自動解析法を NOESY デー
タのみのデータに適用した際も，複数のスペ
クトルを入力とした従来法とほぼ同一の構
造を得ることに成功した．１例として，
HR2876B 蛋白質の構造計算結果を示した． 
 
 
 また，CYANA の立体構造を高速化させる
ため，プログラムコードの一部の GPGPU 
(General Purpose Computation on Graphics 
Processing Unit)化にも成功した．In-cell NMR
計測では，アフリカツメガエルの卵母細胞中
でのペプチジルプロリン異性化酵素 Pin1 の
シグナル観測に成功した．この解析から，細
胞内での分子混雑環境下では，活性化 Pin1
は，基質と認識する前に細胞内蛋白質と非特



異的に複合体を形成していることが分かっ
た（ J. Am. Chem. Soc. 135, 13796-13803 
(2013)）．また，Ficoll 70 を分子クラウディン
グ剤として用いた人工環境下では，ここで示
した Pin1 の細胞内動態を再現することがで
きないことも明らかにした．我々の結果は，
「生理的条件下に近い環境下で表面電荷を
持たない球状蛋白質の多くは，細胞内の分子
混雑状況下では，他の蛋白質分子と巨大分子
複合体となって存在する」という McConkey
の仮説を裏付けるものとなった． 
(2014 年度 実績) 

本年度は、CYANA プログラムをより高難
度試料に対応するために、CYANA の機能の
１つである自動帰属と立体構造計算の改良
に注力を注いだ。また、具体的な解析対象と
して、アミロイド線維化する蛋白質(Schuetz 
et al. Angew. Chem. Int. Ed. 54, 331-335 (2015))，
20kDa を超える蛋白質(Schmidt et al., J. Magn. 
Reson. 249, 88-93 (2014))、RNA(Kraehenbuehl 
et al. J. Biomol. NMR 59, 87-93 (2014))などの
構造解析を行った。これらの結果はいずれも
極めて良好であり、今回改良を加えた新機能
が、高難度試料にも十分適用可能であること
を示した。 

 
図 2. RNA 主鎖のホスホジエステル結合を介
して，3C-15N, 31P および 15N1/9 原子核共鳴の
自動帰属に最適化した APSY NMR 実験の模
式図 
 
 一方で、in-cell NMR スペクトルの改善を目
指して、3D,4D NOESY スペクトルに対する
最大エントロピー法(MaxEnt)の評価を行った
(Shigemitsu et al. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 457, 200-205 (2015))。In-cell NMR 解
析には、高速な NMR 測定が必須であるが、
ここでは我々が開発を進めてきた MaxEnt が、
かなり効果的であることを再評価できた。 
 NMR立体構造の新規計算手法も開発した。
NMR 構造計算では、一般的に複数の計算結
果をまとめたアンサンブル構造を最終構造
とし、この収束度を計算精度の一指標として
いる。一方で、これは構造の確度と必ずしも
一致しない点がこれまで問題とされてきた。
我々は、NOESY の自動帰属と立体構造計算
を複数回繰り返し、計算毎の一致度をみるこ
とで、極端に構造が収束することを避けられ
る手法の開発に成功した (Buchner et al. 
Structure 23, 425-434 (2015)。 

(2015 年度 実績) 
本課題の最終年度は，CYANA プログラム

の自動帰属と立体構造計算の改良に成功し，
細胞内蛋白質，創薬の開発に重要な蛋白質-
リガンド複合体，蛋白質のダイナミクス解析
など，複数の試料に応用し，新たな知見を得
ることに成功した． 

 
図 3. NMR データから得られた距離および 2
面角の拘束条件を用いて計算した Aβ1-40 
E22D の 3 次元構造． 

 
 

 新規に改良を加えた NOE 自動解析法と立
体構造計算手法の開発は，J. Biomol. NMR 62, 
453-471 (2015)に報告している．また，ベイ 
ズ推定を立体構造計算に応用した手法を，J. 
Phys Conf. Ser. 699, 012005 (2016)に報告した．
本手法は，NOE クロスピークの自動解析を実
行しながら，水を陰に考慮した物理ポテンシ
ャルから得られる事前確率分布を活用し，構
造計算を行うことで，従来法より遙かに高精
度に構造解析が可能なことを示した． 

また，これらの NMR 解析法を，これまで
の蛋白質や核酸のみから，任意の有機分子に
も適用可能な改良を加え，その有効性を検証
した（J. Biomol. NMR 63, 21-37 (2015)）．これ
により，特に創薬研究に応用されるような蛋
白質-リガンドの構造解析に応用が可能とな
った．複合体の構造解析では，これに加えて，
測定とデータ解析を組み合わせた新手法と
して，薬の候補分子と蛋白質の構造活性を 
推定可能な �, NMR @の開発に成功した. 本
法は，複合体の結合部位を原子解像度で決定
できる高速・堅牢な手法として，今後の創薬
開発に大きく貢献できると期待される． 

本年度はさらに，NMR データから正確な
距離情報を見積もることのできる eNOE 法(J. 
Struct. Biol. 191, 306-317 (2015); Biophys. 
J. 110, 113-126 (2016))やシクロフィリン酵素
の 2 状態解析にも成功した(Angew. Chem. 54, 
11657-11661 (2015))． 
 さらに，新たな in-cell NMR 法の開発にも
成功した．これまでに細胞内蛋白質の立体構
造決定に成功した例は，2009 年の我々の報告
以外なく，様々な蛋白質に適用可能な汎用手



法となっていない点が問題であった．ここで
は，QME による信号処理，FLYA 法による自
動帰属，ベイズ推定を用いた立体構造という
我々が開発した 3 つの新しい手法を組み合わ
せことで，より生理的条件に近い蛋白質濃度
においても構造決定が可能なことを示した．
細胞内濃度が約 250μM程度のGB1蛋白質に
おいても高精度の構造決定が可能であるこ
とを示すことができた． 

 
図 4. 我々が 2009年に採用した in-cell NMR
構造決定と本課題で開発した新しい解析法
の比較した流れ図． 
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