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研究成果の概要（和文）：超高磁場 NMR 分光法と種々の生物物理学的研究手法を用いて、複雑な

タンパク質・複合糖質およびそれらの超分子複合体の立体構造の揺らぎを探査した。特に、糖

脂質クラスターと神経変性疾患に関わるタンパク質との動的な相互作用や、細胞内におけるタ

ンパク質運命決定に関与する分子複合体の 3 次・4 次構造の動態を解析する新規な方法を開発

することに成功し、これらを利用して生命分子の構造揺らぎと機能の関連を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Using	 ultra-high	 field	 NMR	 spectroscopy	 in	 conjunction	 with	 other	 
biophysical	 methods,	 we	 characterized	 conformational	 fluctuations	 of	 proteins	 and	 
glycoconjugates	 as	 well	 as	 their	 complexes.	 In	 particular,	 we	 successfully	 developed	 
novel	 methods	 for	 detailed	 analyses	 of	 dynamic	 interactions	 between	 glycolipid	 clusters	 
and	 proteins	 associated	 with	 neurodegenerative	 disorders	 and	 dynamics	 of	 tertiary	 and	 
quaternary	 structures	 of	 protein	 complexes	 involved	 in	 protein‒fate	 determinations	 in	 
cells.	 By	 applying	 the	 methods	 developed,	 we	 elucidated	 relationships	 between	 
conformational	 fluctuations	 and	 functions	 of	 biomolecules. 
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１．研究開始当初の背景 
	 前世紀末期に勃興したゲノムサイエンス
の大きな潮流は、タンパク質の 3次元構造の
網羅的記述を推進してきた。こうした構造ゲ
ノミクスプロジェクトにおいて、NMR 分光法
はタンパク質分子の原子座標決定のための
手法として主要な地位を占めている。しかし

ながら、タンパク質の機能発現の仕組みを真
に理解するためには、静的な 3次元構造を記
述するだけではなく、水溶液中における分子
の動態を明らかにする必要がある。すなわち、
タンパク質分子が示す様々な時間的・空間的
スケールの内部運動に関する情報を得るこ
とが生命現象の理解において不可欠である。	 
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	 NMR 分光法は、水溶液中におけるタンパク
質の様々な時間域における揺らぎを原子レ
ベルの分解能で検出することも可能である。
ただし、これまでの NMR 構造生物学は、多く
の場合、単純タンパク質を研究対象としてお
り、しかも比較的低分子量の可溶性ドメイン
を取り扱うことが主体となっていた。しかし
ながら、生命体を構成するタンパク質の大部
分は糖鎖修飾をはじめとする翻訳後修飾を
伴っており、また複数のドメインの協調的な
連動を通じて精緻な分子機能を発揮してい
る。これらのことを考慮すると、これまでの
NMR 構造生物学が積極的に取り扱ってこなか
った糖タンパク質やマルチドメインタンパ
ク質を対象とした動的 3次元構造研究の戦略
構築が必要となる。 
 
２．研究の目的 
	 NMR 分光法を中心とする構造生物学的手法
を用いて、生体高分子の水溶液中におけるコ
ンフォメーション揺らぎを検出し、得られた
知見をもとに、分子およびその複合体の動的
3 次元構造を原子レベルの分解能で探査する。
とりわけ、糖タンパク質、マルチドメインタ
ンパク質、天然変性タンパク質などを対象と
した揺らぎの解析を研究計画の中心におき、
分子機能との連関を探求する。特に、内部運
動の自由度が高く従来のアプローチでは構
造解析が困難であった糖鎖や、複雑なタンパ
ク質・複合糖質およびそれらの超分子複合体
の動的 3次元構造を、920MHz 超高磁場 NMR 装
置を縦横に活用することで詳細に解析し、
様々な時間的・空間的スケールの分子構造の
揺らぎと分子認識の相関を明らかにするこ
とを目指す。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 NMR を用いた糖鎖のコンフォメーション
揺らぎの探査	 
	 糖鎖の機能を詳細に理解するためには、そ
の立体構造を溶液中での揺らぎを含めて明
らかにする必要がある。本研究では、複雑な
分岐構造をもつ糖鎖のコンフォメーション
の揺らぎの解析を実施するために、安定同位
体標識を施した糖鎖の還元末端に常磁性タ
グを導入する方法を検討した。そのために、
真核細胞を適切な安定同位体標識化合物を
含む培地中で培養することによって、代謝標
識を施した糖タンパク質を大量に調製した。
また、糖鎖の末端に常磁性タグを導入するこ
とにより、擬コンタクトシフトをはじめとす
る NMR における常磁性効果を観測した。得ら
れた実験結果と、分子動力学計算の結果を照
らし合わせることにより、糖鎖のコンフォメ
ーション揺らぎを原子レベルで評価した。	 
	 
(2)	 糖鎖クラスターを舞台とする分子認識

のダイナミクス	 
	 細胞表層における糖鎖はクラスターを形
成してその機能を果たしていると考えられ
る。そこで本研究では、NMR を用いて糖鎖ク
ラスターの動的性質を研究するため、バイセ
ル等を利用したモデル系の構築を試みた。ア
ルツハイマー病発症に関与するアミロイド
β（Aβ）やパーキンソン病の関連因子であ
るαシヌクレインとこれらの糖鎖クラスタ
ーとの相互作用様式を NMRを利用して解析し
た。こうして確立した方法をもとに、これま
でに物理化学的な実体が明らかでなかった
糖鎖‐糖鎖相互作用についても NMR解析を通
じた検討を行った。	 
	 
(3)	 マルチドメイン・マルチサブユニットタ
ンパク質の構造揺らぎの探査	 
	 マルチドメインタンパク質の 3次構造およ
び 4次構造の動態を解明することは、その機
能発現機構を理解するうえで重要である。本
研究では、細胞内におけるタンパク質分解の
目印となるユビキチン鎖および小胞体内に
おけるタンパク質フォールディングに関わ
るプロテインジスルフィドイソメラーゼ
（PDI）を研究対象として NMR 解析による動
的構造解析を実施し、機能発現メカニズムの
連関を探査した。さらに、研究対象を多数の
サブユニットからなるタンパク質（プロテア
ソーム形成中間体やプロテアソーム活性化
因子）に拡張し、サブユニット特異的に重水
素標識したオリゴマータンパク質の中性子
小角散乱（SANS）計測等を行うことにより、
それらの 4次構造の揺らぎを解析することを
試みた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 NMR を用いた糖鎖のコンフォメーション
揺らぎの探査	 
	 化学合成したガングリオシド糖鎖の還元
末端に常磁性ランタニドイオンを導入する
手法を確立し、それによって観測される擬コ
ンタクトシフトのデータに基づいて、分子動
力学計算を併用した糖鎖の動的立体構造解
析法を開発した。その結果、主要なコンフォ
メーションのみならず、存在割合の低い安定
構造を考慮することで擬コンタクトシフト
の観測値が再現できることが明らかとなり、
これにより溶液中での糖鎖の立体構造の揺
らぎを高精密に記述する道が切り拓かれた
（図 1）。さらに、本手法を柔軟性を有する分
岐型糖鎖の動的構造解析へと拡張し、糖残基
間の相互作用を通じて立体構造の揺らぎが
制御されている様子を明らかにすることが
できた。 
	 一方、N 型糖鎖のプロセシングにかかわる
酵素の遺伝子を破壊した酵母変異株を用い
て、均一な化学構造を有する高マンノース型



糖鎖を大量に調製する方法を確立した。この
際、13C 標識グルコースを代謝前駆体として用
いることにより、糖鎖を均一にあるいは部位
選択的な安定同位体標識を施すことができ
た。こうしてコンフォメーション揺らぎの精
密解析法の応用範囲をより複雑な糖鎖に拡
張することが可能となった。	 

 
図 1．常磁性プローブの導入による糖鎖の NMR
スペクトル変化および分子動力学計算によ
って得られた立体構造の重ね合わせ。青色は
La3+添加時、赤色は常磁性ランタノイドイオ
ンである Tm3+添加時のスペクトル。アノマー
位に由来するピークの変化を矢印で示した。	 
S.	 Yamamoto	 et	 al.	 Chem.	 Commun.	 48,	 
4752-4754	 (2012). 
	 
	 
(2)	 糖鎖クラスターを舞台とする分子認識
のダイナミクス	 
	 ミセルを利用した GM1	 クラスターのモデ
ルを用いて 920	 MHz	 NMR 計測を行い、Aβと
の相互作用様式を明らかにした。その結果、
GM1	 クラスターは、Aβ分子のαヘリックス
形成を誘起する場を提供するとともにその
空間配置を規定していることが明らかとな
った（図 2）。さらに、細胞膜上の糖脂質クラ
スターを模倣した新規モデル膜を開発し、神
経変性疾患タンパク質と糖脂質との過渡的
な相互作用様式を明らかにすることができ
た。これにより、Aβ分子の糖脂質膜上にお 
 

 
図 2．超高磁場 NMR 解析により、GM1 クラス
ターの親水性/疎水性境界面に横たわるアミ
ロイドβのトポロジーを明らかにした。	 
M.	 Utsumi	 et	 al.	 Glycoconjugate	 J.	 26,	 
999-1006	 (2009);	 M.	 Yagi-Utsumi,	 et	 al.	 
FEBS	 Lett.	 584,	 831-836	 (2010).	 
	 
	 

ける特異的な構造転移および分子間相互用
の実体を解明するとともに、αシヌクレイン
の糖鎖構造に依存した相互作用の初期過程
を NMR を用いて捉えることに成功し、疾患発
症メカニズムの分子基盤解明の糸口がもた
らされた。さらに、糖鎖クラスターモデル膜
を体系的に活用し、これまで捉えることが困
難であった糖鎖間の相互作用を直接観測す
ることにも成功した。	 
 
 
(3)	 マルチドメイン・マルチサブユニットタ
ンパク質の構造揺らぎの探査	 
	 マルチドメインタンパク質である野生型
ユビキチン 2量体および PDI を対象に NMR を
利用した構造解析を実施した。その結果、水
溶液中においてこれらタンパク質は、ドメイ
ン間の疎水表面を溶媒に露出した開構造と
遮蔽した閉構造の間のコンフォメーション
転移を利用して、分子認識機能を調節してい
る仕組みを明らかにすることができた（図 3）。	 
 

 
図 3．Lys48 を介して連結された野生型ユビ
キチン 2量体は溶液中で 2つのコンフォメー
ションの平衡にあるが、その主体は疎水表面
を露出した開構造であった。His68（橙）と
Val70（青）の側鎖を表示した。	 
T.	 Hirano	 et	 al.	 J.	 Biol.	 Chem.	 286,	 
37496-37502	 (2011).	 
	 
 
	 さらに、タンパク質の重水素標識を利用し
た SANS 法により、ホモオリゴマータンパク
質のサブユニット交換の速度論解析を行う
方法を開発することに成功した。これをプロ
テアソームα7サブユニットのホモ14量体に
応用したところ、これまでは 4次構造中で等
価な構造をしているとみなされていたサブ
ユニットが、実際にはその動態において対称
性が崩れていることが浮き彫りとなった（図
4）。	 
	 本方法は今後様々なオリゴマータンパク
質に応用可能であり、4 次構造の揺らぎに関
する有用な知見をもたらすことが期待され
る。	 
	 
 
	 
	 



 
図 4．SANS プロファイルの経時変化と、その
解析結果に基づいて提唱したプロテアソー
ムα7ホモ14量体のサブユニット交換反応の
モデル。	 
M.	 Sugiyama	 et	 al.	 Biophys.	 J.	 101,	 
2037-2042	 (2011). 
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