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研究成果の概要（和文）：タンパク質のNMR解析にとってシグナル帰属は、さまざまな解析の基礎となる重要な
工程だが、対象タンパク質や測定環境によっては困難な工程でもある。このような場合アミノ酸選択的安定同位
体標識法が有用だが、標識スクランブルが抑制された発現系以外では、スクランブルに起因するアミノ酸の混同
が問題となる。本研究では、スクランブルに起因する安定同位体標識率の変化を未知変数として推定することに
より、この問題の克服を目指した。このために必要となる、広いパラメータ空間を効率的に探索する方法を開発
し、ノイズの多いスペクトルの解析などに応用が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Amino-acid selective stable isotope labeling is a powerful method for signal
 assignment processes for protein analyses with NMR. This method relies on expression systems with 
suppressed amino-acid scrambling, such as cell-free protein synthesis. The basic idea of this study 
is to estimate change of isotope labeling ratio derived from the amino-acid scrambling as unknown 
parameters from NMR spectra. Such approach requires a method for searching huge parameter space. 
Therefore we developed a parameter-optimization method for analyses of NMR spectra of amino-acid 
selectively isotope labeled proteins, using replica exchange Monte Carlo. This method also enabled 
analyses of low signal-to-noise-ratio spectra.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) NMR 法はタンパク質の立体構造、動態、
相互作用などの情報を、原子分解能で得るこ
とのできる方法である。特に 1H-15N 2 次元
NMR スペクトルを用い、タンパク質中のア
ミド基を観測してアミノ酸残基ごとの情報
を得る手法は広く用いられている。この場合、
アミド基 NMR シグナルの帰属は、13C/15N
標識体を用い、三重共鳴法と呼ばれる多種の
3 次元 NMR 測定をおこなって、隣接するア
ミノ酸残基のアミド基を対応付けていく連
鎖帰属法によることが一般的である。しかし、
高分子量タンパク質や細胞内のタンパク質
を測定する in-cell NMR では、NMR 信号の
緩和が促進されることで一部の三重共鳴測
定が困難であり、結果的に連鎖帰属法による
アミド基シグナル帰属が困難であることが
多い。 
 
(2) このような場合でもアミド基シグナル
帰属に有用な情報を得る方法として、アミノ
酸選択的安定同位体標識法がある。シングル
選択標識では、1 種類の標識体につき 1 種類
のアミノ酸のみを 15N 標識して、15N-HSQC
などの 1H-15N 2次元NMRスペクトルを測定
する。例えばアラニンのみを 15N 標識してお
けば、アラニン残基由来のアミド基シグナル
のみが観測される。プロリン以外のアミノ酸
19 種類に対応する 19 種類の標識体を作成す
れば、各アミド基シグナルについて、由来す
るアミノ酸を決定することができ、アミド基
シグナル帰属に貢献する。さらに、デュアル
選択標識（①）では、アミド基が含まれるア
ミノ酸残基（i 位）だけでなく、ひとつ N 末
端側のアミノ酸残基（i-1 位）とのつながりを
利用してさらに帰属の可能性を絞り込む。す
なわち、あるアミノ酸のアミド窒素を 15N 標
識しておき、またあるアミノ酸のカルボニル
炭素を 13C 標識しておく。この標識体を用い
て、15N-13C の単結合を利用する NMR 測定
をおこなえば、該当するアミノ酸の組み合わ
せのみを観測することができる。これは、ア
ミド基シグナルの帰属可能性の絞り込みに
非常に大きく貢献するものの、最大でアミノ
酸の組み合わせの数（19 種類×20 種類＝380
種類）の種類の標識体を用意する必要があり、
網羅的におこなうことは現実的でなかった。 
 
(3) そのようななか、アミノ酸選択標識にお
いて必要な標識体の種類の数を減らす方法
として、1 種のアミノ酸を 1 種の標識体に対
応させるのではなく標識体の組み合わせに
対応させる組み合わせ選択標識法が、さまざ
まなグループから提案されていた（②～⑬)。 
 
２．研究の目的 
(1) 研究開始時期と前後して、代表者は、す
べての従来の組み合わせ選択標識法よりも
必要な標識体の種類の数を減らすことがで
きる、符号化標識法（Stable isotope labeling, 

SiCode）を開発しつつあった。この方法は、
アミノ酸選択標識法を「符号化と復号」の過
程とみなす、すなわち、アミノ酸の情報は複
数の標識体の標識パターンに変換（符号化）
され、観測した NMR スペクトルにおけるシ
グナル強度比からその情報を得る（復号す
る）とみなすものである。この考え方に基づ
くと、情報科学のさまざまな考え方・手法を
取り入れることができる。例えば、標識体の
種類の数を減らすためには、1 標識体に盛り
込む情報の量を増やさなければならない。こ
のために、代表者は、中間の標識率も活用し
た定量的な安定同位体標識を利用すること
にした。例えば、従来の標識が標識なし（0%）、
標識あり（100%）の 2 進数的な標識だとす
ると、3 進数の各数字 0（0%）、1（50%）、2
（100%）に対応させた標識率を用いること
で、情報量を増やすことができる。 
 
(2) こうした発想を実現するには、定量的で
精度のよいアミノ酸選択的安定同位体標識
を実現する仕組みが必要であった。代表者の
属する研究室で開発された無細胞タンパク
質合成法（⑭～⑯）はアミノ酸代謝がかなり
抑えられた発現系であり、この用途に最適で
あった。しかし、ごくわずかにアミノ酸代謝
が残っており、研究開始当時はこの代謝を完
全に抑えるための代謝阻害剤（⑰）を安定的
に得ることが困難であったなど、狙った通り
の標識がまだ完全にはおこなえない状態で
あった。また、無細胞タンパク質合成法以外
の発現系でも符号化標識法が可能になれば、
発現系を自由に選べない対象タンパク質や
実験系についても応用が可能となるし、対象
タンパク質を細胞内で発現させて細胞内で
の構造や動態を調べる in-cell NMR法への活
用が期待された。 
 
３．研究の方法 
(1) 標識スクランブルによりアミノ酸の標
識率が変わってしまう発現系でも符号化標
識を可能にする方法のひとつとして、標識パ
ターンをうまく設計することで、スクランブ
ル後にも判別しやすいものとすることが考
えられる。まず比較的アミノ酸スクランブル
の少ない無細胞タンパク質合成系でこれを
達成し、続いて大腸菌生細胞発現系や哺乳類
生細胞発現系に拡張することを考えた。 
 
(2) もうひとつの手法として、アミノ酸ス
クランブルによって変化してしまう標識率
を未知変数として推定する手法が考えられ
た。このためには、広いパラメータ空間を効
率的に探索する方法が不可欠であり、その開
発からおこなうこととした。 
 
４．研究成果 
(1) 無細胞タンパク質合成系で、一部の代
謝酵素阻害剤が使えず、アミノ酸スクランブ
ルが残ってしまう場合の対処法を開発した。



研究開始当時に主に用いていた合成条件で
は、アスパラギンからアスパラギン酸、グル
タミンからグルタミン酸への変換が合成反
応中におこり、標識スクランブルとなって現
れることが確認された。アスパラギン酸より
アスパラギンの、またグルタミン酸よりグル
タミンの標識率が常に同じかもしくは大き
いという制限を満たすように標識パターン
を設計し、かつ、アスパラギン酸とアスパラ
ギン、グルタミン酸とグルタミンの標識率が
異なる標識体については、観測される標識ス
クランブルの程度から逆算して、アスパラギ
ン酸およびグルタミン酸の安定同位体標識
率を意図的に一定程度低くして合成反応を
はじめることで、設計通りの標識率を達成す
ることができた（発表論文④）。現在では標
識スクランブルを事実上完全に抑えること
ができる無細胞タンパク質合成系が開発さ
れたため、このような措置は不要となってい
るが、標識スクランブルがある系についてう
まく標識パターンを設計し、意図的に安定同
位体標識率を変化させることで設計通りの
試料を得るという方法がうまくいくことを
示せたことは、無細胞タンパク質合成系以外
の、標識スクランブルが避けられない発現系
でも同様の措置により符号化標識法が可能
である可能性を示唆しており、重要な成果で
ある。 
 
(2) もうひとつの、標識率を未知変数とし
て推定する手法のためには、広いパラメータ
空間を効率的に探索する仕組みが必要であ
り、永田、岡田らとの共同研究として、レプ
リカ交換モンテカルロ計算による符号化標
識NMRデータ解析法を開発した（発表論文③）。
この方法は、標識率の推定のみならず、一般
の符号化標識NMRデータの解析に使えるもの
である。すなわち、符号化標識法ではシグナ
ルの強度比にアミノ酸の情報がのっている
が、スペクトルの S/N（信号強度）比が低か
ったり、重なったりしている場合には、そも
そも正しいシグナル強度を得ること自体が
困難であり、復号を誤る原因となる。そこで、
発想を転換し、強度を得てからアミノ酸の情
報に変換するのではなく、標識パターンやア
ミノ酸配列は既知であるのだから、それらを
事前知識として活用し、このような強度比の
シグナルがあり得るというモデルを列挙し、
それらのなかから観測スペクトルを最もよ
く説明するものを選ぶという、モデル選択の
問題として、復号をおこなうこととした。こ
の用途のためには、離散変数と連続変数から
なる高次元の説明変数空間を効率的に探索
する大域的最適化手法が必要であり、レプリ
カ交換モンテカルロ法はこれに適している。
符号化標識法を解析するためのレプリカ交
換モンテカルロ演算を実装し、重なったシグ
ナルや、S/N 比が低い場合において、従来の
復号法よりも推定精度が向上することが確
かめられた（発表論文③）。 

 
(3) 大域的最適化により、スクランブルに
よって変化する標識率を未知変数として推
定する手法は、S/N 比の高いスペクトルを用
いた例ではあるが、スクランブルの起こりや
すいアミノ酸の標識率を完全に未知とする
などの条件でテストした場合にも成功し、当
初の目的に向けた基盤技術を確立すること
ができた。 
 
(4) 大域的最適化による未知変数推定では、
標識スクランブルによって変化した標識率
以外にも、さまざまな変数を推定できる。符
号化標識法では、標識体間のシグナル強度比
から情報を解読しようとするので、標識体ど
うしの濃度差やNMR測定時の磁場均一性の差
など、強度に影響を与えるような差がないこ
とが重要である。なるべく濃度差がないよう
に試料調製をおこなうものの、実験上の誤差
は避けられないので、あとから補正する仕組
みを設けている。従来法では、グリシンなど
特定のシグナルを利用している（発表論文
④）。この濃度比も推定することが可能であ
ることが確かめられた。標識率を単独推定す
るときよりも精度は低下するが、濃度比と標
識率の両方を推定することも可能であった。
もちろん、標識率が既知であれば濃度比のみ
の推定を精度よくおこなうことが可能であ
る。 
 
(5) モデル選択による復号アプローチ、お
よび大域的最適化アルゴリズムによるその
実現は、符号化標識法の性能向上に大きく貢
献することとなった。タンパク質が実際に働
く環境である細胞内での、タンパク質の構造
や動態を調べようとする in-cell NMR は、NMR
の特長を活かした優れた解析手法であるが、
細胞内の分子混雑等によりタンパク質NMRシ
グナルの緩和が促進され、感度が著しく低下
する欠点がある。そうした低感度の in-cell 
NMR でも、本手法で解析が可能であること、
また、in-cell NMR のように実験間のばらつ
きが大きくなることが避けられない場合で
も、前項の手法により精度よく標識体間の感
度差が補正できることにより、in-cell NMR
であってもよい成績で復号ができることが
確かめられた。 
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