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研究成果の概要（和文）：本研究では、バイオリアクター型in-cell NMR法を高度化し、細胞内生命現象のリア
ルタイム観測へ応用した。細胞内の主な抗酸化分子グルタチオンとTrxの両方を安定同位体標識した細胞の調製
法を確立し、酸化ストレス添加に伴う酸化還元電位とTrxの酸化還元状態の変化のリアルタイム観測を行い、細
胞内における活性制御機構を明らかにした。また、低分子量GTPaseであるRasの活性型（GTP結合型割合）の
in-cell NMR観測を行い、野生型および発癌性変異体のいずれにおいても細胞内のGTP型割合はin vitroよりも低
く抑えられており、細胞内因子の寄与を定量的に解明することに成功した

研究成果の概要（英文）：We have established the in-cell NMR methodology that enables the observation
 of the intracellular biological events in real-time manner. To observe the intracellular molecular 
response against oxidative stresses, we prepared the HeLa cells, in which both thioredoxin and 
glutathione were isotopically labeled, and monitored the redox status of Trx and glutathione by 
alternate in-cell NMR measurements. This study demonstrated the redox status of Trx is regulated not
 only by the intracellular redox potential but also by various endogenous regulatory molecules, such
 as Trx reductases. We also performed the in-cell NMR observation of small GTPase Ras and its 
oncogenic variants. We demonstrated that the GTP-bound ratio of Ras in the steady state is decreased
 in the cell for all Ras constructs, due to the increase of khy and the decrease of kex. We also 
succeeded in quantifying the contribution of the specific regulatory proteins by in-cell NMR 
experiments using the knockout cells.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 核磁気共鳴法　in-cell NMR　酸化ストレス　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内は多種多様なタンパク質が複雑なネットワークを形成する分子混雑環境であり、細胞内のタンパク質はin
 vitroとは異なる構造や活性を示す。本研究ではin-cell NMR法を高度化し、細胞内タンパク質の構造や活性変
化をリアルタイム観測する手法を確立して、細胞内酸化ストレスやシグナル伝達タンパク質の活性評価に適用し
た。本研究成果は、細胞内生命現象の可視化のみならず、細胞内で創薬標的タンパク質に対する候補化合物の薬
効を直接評価するツールとしての応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内はタンパク質などの多種多様な生体高分子が混雑して存在する夾雑系であり、通常の生
化学的・構造生物学的解析が行われる希薄溶液中（in vitro）とは大きく異なる。細胞内では特
定の制御タンパク質による活性調節に加え、さまざまな内在性タンパク質やメタボライトとの
非特異的相互作用、多数の高分子が空間を占有することによって生じる体積排除効果により、
細胞内タンパクの構造や活性が影響を受けることが示されている。そこで近年、生きた細胞内
にあるタンパク質の NMR シグナルを直接観測する in-cell NMR 法が注目されている。in-cell 
NMR 法を用いることにより、細胞内タンパク質の構造やダイナミクスを原子レベルで観測す
ることができるだけでなく、内在性タンパク質や低分子化合物との相互作用や、細胞内の酵素
による翻訳後修飾反応といった in vitro では再現すること困難な細胞内生命現象の観測が期待
される。 

in-cell NMR 法は 2001 年に大腸菌内で大量発現させた金属結合タンパク質 MerA の観測例が
最初に報告された。その後 in-cell NMR 法は真核細胞にも適用されるようになり、アフリカツ
メガエルの卵母細胞にマイクロインジエクション法により導入する方法や、哺乳細胞に対して
膜透過性ペプチド、ポア形成タンパク質、エレクトロポレーションを用いて導入する方法が相
次いで開発され、多様な細胞系において in-cell NMR 観測が可能となってきた。 
一方、in-cell NMR 法では細胞を高密度に NMR サンプル管に懸濁して測定を行うため、NMR

測定中に栄養源が枯渇して細胞内環境が経時的に劣化し、細胞死や観測タンパク質の漏出が起
こる。そのため従来の in-cell NMR 観測では、このような経時変化が起こる前に測定を終了す
る必要があり（通常 2 時間程度）、細胞内のタンパク質の NMR シグナルを長時間測定し続ける
ことは困難であった。この問題を解決するため我々は、細胞を温度可塑性のポリマーである
Mebiol gel に包埋したうえで NMR サンプル管内の細胞に培地を供給するバイオリアクター装
置を開発した。本装置を用いることにより、細胞内の環境を生理的に保持して細胞死を抑制す
ることが出来るため、長時間（24 時間以上）にわたって細胞内のタンパク質を in-cell NMR 観
測することが可能となった。 

 
２．研究の目的 

NMR 法の最大の特徴は細胞を丸ごとそのまま使った非侵襲的な観測が可能な点であり、細胞
液の抽出を伴う従来の生化学的な解析と比べて大きな利点である。in-cell NMR 法を用いれば、
例えばリガンド刺激に伴う細胞内に生じるさまざまな生命現象を、抽出過程を経ることなくそ
のまま観測することが原理的には可能だが、これまでにそのような研究は存在しない。これは、
細胞を高密度で懸濁した状態で測定を行う in-cell NMR 法では、測定中に栄養源の枯渇に伴う
細胞死や観測タンパク質の漏出が生じ、細胞内環境を保持したまま長時間の NMR 測定を行う
ことが困難であったことに起因する。我々は、上述のように、細胞を生理的条件に保ったまま
in-cell NMR 測定を行うことが可能なバイオリアクター技術を確立した(Angew Chem Int Ed, 
2013)。本装置を用いることで単に長時間の in-cell NMR 測定を行うだけではなく、細胞内標的
タンパク質の in-cell NMR シグナルを時分割測定してその経時変化を追跡することが可能とな
る。加えて、還流する培地に薬剤などを添加して細胞に刺激を与えることにより、その結果細
胞内で誘起される分子応答を直接観測することも期待できる。そこで本研究では、自身が開発
したバイオリアクター装置をさらに高度化し、細胞内での生命現象をリアルタイムに捉える新
たな NMR 手法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞内タンパク質の構造や活性の経時変化のリアルタイム観測を達成するためには、短時間で
NMR スペクトルを連続的に取得する必要がある。そのために、高感度で観測可能なプローブ
の探索と安定同位体標識タンパク質の細胞内導入効率の向上を行った。また、さまざまな種類
の細胞へと適用を可能にするために、細胞接着性のゲル素材を検討した。 
 また細胞内のリアルタイム観測の適用例として、抗酸化タンパク質 Trx と細胞内シグナル伝
達タンパク質 Ras を観測対象とした。Trx については活性中心の 2 つの Cys 残基の酸化還元状
態を、Ras については GTP 結合型（活性型）と GDP 結合型（不活性型）の存在割合を検出す
るための適切なプローブシグナルを探索した。Trx については Ala29 の側鎖メチル基を、Ras
については Ile21 の側鎖δ1 メチル基が活性状態の変化を鋭敏に反映したことから、これらのシ
グナルを 1H 13C SOFAST‐HMQCスペクトルを 1測定約 30分で連続的に取得することにより、
細胞内の活性状態の経時変化を追跡した。 
 in-cell NMR によって観測されたタンパク質の活性が in vitro と異なる要因として、内在性の
細胞内因子による活性調節の存在が考えられる。そこで、特定の細胞内因子の寄与を見積もる
ため、候補因子を CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集によりノックアウトした細胞を調製し、そ
の寄与を見積もる手法を確立した。 
 
４．研究成果 
①バイオリアクター型 in-cell NMR 法の高度化 
 細胞内タンパク質の NMR シグナルは細胞内の高い粘性や内在性分子との非特異的相互作用
のため顕著に広幅化する。そのため、15N 標識タンパク質を細胞内のタンパク質は困難なケー



スが多く新たなプローブの開発が必要である。これまでの予備的検討から、高分子量タンパク
質の検出に用いられる ILV 側鎖メチル基をプローブとした Methyl-TROSY 法が有効であること
を示した。そこで新たに、Ala のα位プロトンを重水素化した上で側鎖メチル基を 1H13C 標識
したタンパク質について in-cell NMR 観測を行った結果、Ala 残基のシグナルを感度よく検出で
きることが明らかとなった。また、分担研究者の甲斐荘は立体整列安定同位体標識法を利用し
て、Phe, Tyr のδ, ε位を選択標識したタンパク質を用いることで，芳香環の回転運動を指標に
タンパク質の内部運動を評価する手法を確立した（Biochemistry, 2015）．細胞内においても
SAIL-Phe 標識タンパク質の NMR シグナルが有効なプローブとなりうることも示された。 
 細胞内への標的タンパク質においては、これまでにポア形成タンパク質 SLO を用いた可逆的
な膜透過処理による導入法を確立していた。A02 公募班の村田昌之教授（東大）との共同研究
のもと導入効率の改良を行った。導入時のバッファーを HBSS から細胞内のイオン組成に近い
Transport buffer に変更することにより、従来よりも高い効率で細胞内に標的タンパク質を導入
できることが明らかとなった。細胞包埋に Matrigel を用いることで接着細胞にも適用可能なバ
イオリアクターシステムを構築した。また，灌流培地にプロテアソーム阻害剤 MG132 を添加
することで細胞内タンパク質分解の抑制による測定感度の向上を達成した。 
 
②細胞内酸化ストレスに対する応答の観測 
開発したバイオリアクター型 in-cell NMR 法を細胞内分子応答のリアルタイム観測に応用した。
まず，細胞内酸化ストレスに対する分子応答を抗酸化タンパク質であるチオレドキシンの酸化
還元状態を指標に調べた。チオレドキシン(Trx) は細胞内の代表的な抗酸化タンパク質であり、
活性中心に 2 つの Cys 残基（C32 と C35）を持つ。Trx は細胞内で酸化された基質タンパク質
を還元したり、酸化還元電位に応答してシグナル伝達を誘起したりする機能を有している。一
方、細胞内の酸化還元状態は細胞内に高濃度で存在するグルタチオンの酸化型および還元型の
量比によって規定され、ネルンストの式によって記述できる。細胞内の Trx が酸化還元電位の
変化に対してどのように応答するかを調べるため、Trx とグルタチオンの両方が安定同位体標
識された細胞を用いて酸化ストレスを添加しながら in-cell NMR による観測を行った。 
酸化還元状態を観測するプローブとして、Trx は活性中心近傍に存在する Ala29 の側鎖メチ

ル基を、グルタチオンについては Cys のβ位メチレン基のシグナルを用いた。Trx の Ala 側鎖
メチル基を選択的に 13C 標識し、SLO を用いた可逆的な膜透過処理により HeLa S3 細胞内に導
入した後、Trx 導入細胞を 13C 標識 Cys 含有培地中で一晩培養し細胞内で 13C 標識グルタチオン
を in vivo 合成した。調製した細胞をバイオリアクター装置による培地還流下で Trx とグルタチ
オンの in-cell NMR スペクトルを交互に取得した。酸化ストレス非存在下では Trx、グルタチオ
ンともに還元状態として観測されたが、酸化剤として TBH（tert-butyl hydroperoxide）を添加す
ると酸化型グルタチオンの増加と細胞内 Trx の酸化型への移行が観測された。細胞内酸化還元
電位の上昇に対する Trx の酸化還元状態の変化を in vitro の測定結果と比較した結果、細胞内の
ほうが酸化的な環境において Trx が還元的に保持されていることが明らかとなった。また、還
流する培地に Trx 還元酵素の阻害剤である ATG（aurothioglucose）を添加して同様の in-cell NMR
実験を行うと、細胞内 Trx の酸化型の割合が顕著に増大することも分かった。以上より、細胞
内 Trx の酸化還元状態は細胞内酸化還元電位の上昇と細胞内 Trx 還元酵素のバランスの上に成
り立っていることが明らかとなった(J Am Chem Soc, 2018)。 
 
③Ras 発癌性変異体の活性評価 
Ras は低分子量 GTPase ファミリーに属する代表的なシグナル伝達タンパク質であり、EGF 受
容体などの下流のシグナル伝達系における分子スイッチとして機能している。Ras は不活性型
である GDP 結合型から GTP 結合型へ交換が促進されることで活性型へと構造変化し、Raf や
PI3K など様々なエフェクター分子と相互作用することによって下流のシグナル伝達経路が活
性化し、細胞内の増殖・分化・運動などを制御している。また、Ras は癌原遺伝子としても知
られており、大腸がんをはじめ多くのがんで 30%以上、膵臓がんに至っては 60-90%の高確率で
Ras への変異が認められる。特に、G12V や Q61L などの変異は Ras の恒常的な活性化を引き起
こし、受容体刺激非依存的にシグナル伝達経路を活性化させる。したがって、Ras は抗がん剤
をはじめとする創薬ターゲットとしても重要である。 
これまでに、in vitro における Ras の活性化に関する詳細な解析が行われてきた。共同研究者

である Toronto 大学 伊倉光彦 教授らのグループでは、均一 15N 標識を施した Ras の GDP 結合
型と GTP 結合型の NMR シグナル強度の経時変化から GTP 加水分解速度 (khy) や GDP-GTP 交
換速度 (kex) が算出されている[Smith J et al., PNAS (2013)]。得られた khyや kex値に基づいて Ras
の定常状態における GTP 型割合を算出すると、野生型 Ras において 30%程度が活性型である
GTP 型として存在すると見積もられた。野生型 Ras の一部が基底状態において恒常的に活性型
として存在するという結果は、Ras の分子スイッチとしての役割と矛盾する。そのため実際の
細胞内における Ras の活性状態は内在性制御因子の影響を受けることにより、in vitro と大きく
異なることが想定される。細胞内因子による影響を評価するため、Ras に細胞破砕液を添加し
た実験が行われた報告があるが[Marshall C et al., Methods (2012)]、破砕液を用いた実験では、制
御タンパク質やエフェクター分子などの細胞内分子の濃度や局在、および遊離の GTP などの細
胞内生理物質の恒常性を再現することは困難である。よって細胞内での Ras の活性状態の正確



な評価するために、in-cell NMR 法を用いて実際の細胞内環境下における Ras の活性を直接観測
することを試みた。 
 Ile 側鎖メチル基を選択的に 1H-13C 標識した Ras（野生型および発ガン性変異体）を HeLaS3
細胞に導入し、1 測定 30 分間の NMR スペクトルを連続的に取得した。Ile21 の NMR シグナル
強度を指標として活性型である GTP 結合型の存在割合の経時変化を観測した。観測の結果、
Ras の発癌性変異体 G12V の活性割合は 20%程度で定常状態に達し、in vitro で算出された活性
割合（約 80％）よりも顕著に低いことが判明した。また、GTP 結合型割合の時間変化を理論式
に対して非線形近似を行い GTP 加水分解速度(khy)と GTP 交換速度(kex)を算出した。その結果、
細胞内では Ras の GTP 加水分解速度(khy)が in vitro よりも 2.5 倍上昇し、GTP 交換速度が in vitro
よりも 5.2 倍低下していた。同様の結果が野生型および他の発癌性変異体でも観測されたこと
から、細胞内では活性型 Ras の存在割合が in vitro よりも顕著に減少しており、特に野生型では
細胞内で完全に不活性型に保たれていることが明らかになった 
 細胞内における Ras の活性割合が低く抑えられている原因として、さまざまな Ras の活性制
御因子の存在が考えられる。具体的には Ras の GTP 加水分解を促進する GTPase 活性化タンパ
ク質(GAPs)や、グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）に加え、下流のエフェクター分子も Ras
の khyや kex に影響を与えることが知られている。そこでまず、内在性 GAP の寄与を定量する
ため、代表的な GAP である p120 および NF1 をそれぞれノックアウトした細胞をゲノム編集法
により作製し、in-cell NMR により KO 細胞中における Ras の GTP 結合型割合の変化を解析し
た。その結果、野生型 Ras の GTP 型割合はいずれの KO 細胞中においても有意な差は観測され
なかったものの、T35S 変異体では NF1-KO 細胞中でコントロール細胞よりも顕著な GTP 結合
型割合の増大が観測された。したがって、細胞内 Ras の加水分解亢進における NF1 の寄与を選
択的かつ定量的に評価できることが明らかになった。 
 また、細胞内は高濃度のタンパク質や生体分子が存在する分子混雑環境であり、内在性分子
との非特異的な相互作用や、体積排除効果、粘性の増大などの溶液環境の変化が Ras の活性に
影響を及ぼしている可能性がある。これを検証するため、様々な分子クラウダ―を添加して、
細胞内分子混雑環境を模倣した条件下における khyならびに kexの測定を行った。その結果、グ
リセロール存在下では kex が野生型および全ての変異体で顕著に低下したことから、粘性の増
大によって細胞内 Ras の kexの低下が引き起こされていることが示唆された。 
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