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研究成果の概要（和文）：本課題では，溶液NMR法の応用範囲拡大を目指して，S/N比の低いスパースデータにお
いても，高精度の構造解析が可能なデータ解析手法を開発することを目標とした．課題期間内で，ベイズ推定を
用いたNMR立体構造計算手法の改良に成功し，従来法では十分な収束構造の得られなかった蛋白質や，生きた細
胞内に存在する蛋白質の立体構造決定に成功した．また，細胞内環境で常磁性金属を安定的に蛋白質に付加でき
るタグの合成し，これを用いて疑似コンタクトシフト（PCS）の観測に成功した．得られたPCS値から，本課題で
開発した解析手法を用いて構造解析することで，細胞内蛋白質からの長距離空間情報の取得に成功した．

研究成果の概要（英文）：In this project, we addressed to develop new computational methods for 
solution NMR with sparse data or low signal to noise ratio. We successfully improved a 
Bayesian-assisted structure determination method and determined accurate structures of proteins in 
living cells and a protein which a conventional method could not converge. In addition, we could 
synthesize a new lanthanide-binding tag that stably incorporates with a protein even in reduction 
environment such as inside of cells. Using a method of data analysis developed in this project, we 
could obtain sufficiently large pseudo-contact shifts (PCSs) and long-range structural information 
of proteins in living cells.

研究分野：構造生命科学
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１．研究開始当初の背景 
NMR 法は，非侵襲的に溶液中の蛋白質の構
造情報を原子分解能で得られる唯一の手法
として，構造生物学の発展に重要な役割を
果たしてきた．生体高分子の多くは，動的
性質を持ち，これに伴う構造変化が特別な
機能を生み出すことが知られているが，NMR 
は，この分子の構造とダイナミクス両方の
情報を得ることができる．加えて，NMR の
非侵襲性の特徴を生かして，生きた細胞内
で蛋白質を原子レベルで解析する in-cell 
NMR と呼ばれる手法でも，最近様々な応用
が生まれている．一方で，NMR 法は低感度
であり，高分子量蛋白質や細胞内蛋白質の
ような試料の場合，十分なデータが得られ
ず，様々な試料への応用が難しかった．少
ない NMR データからもより効率的に立体構
造情報を検出する手法が求められていた．  
 
２．研究の目的 
NMR は低感度の測定技術であるため，細胞内
スペクトルのようなノイズ信号の多いデー
タでは，得られる構造情報の不足が大きな問
題となる．本課題では，従来法では構造解析
には不十分であった実験データにおいても，
統計的信頼度の高い蛋白質立体構造解析が
可能な計算アルゴリズムを開発する．申請者
は，すでに本手法の第一世代版の開発に成功
しており良好な結果を得ている．この手法を
複数の実データに適用させ，応用研究を加速
させる．開発したソフトウェアは，広く一
般に公開し，多くの研究者が本手法を簡便
に使用可能な形に整備することも本課題の
目標の１つである． 
 
３．研究の方法 
本研究は，ノイズが多く，S/N 比の極端に低
い NMR データにおいても，正確な構造解析可
能な手法の確立に向けて，計算アルゴリズム
開発とその応用研究に焦点を絞り，主に以下
の 3 項目を実施する．I. ベイズ推定を用い
た NMR 立体構造計算法の開発, II. 蛋白質ダ
イナミクス解析法の開発，III. 上記手法を
実際の高難度試料に適用させることによる
蛋白質機能・構造解析．I の立体構造計算手
法の開発では，申請者がこれまで開発に携わ
ってきた CYANA プログラムを基盤にして，機
能拡張を進めていく．II のダイナミクス解析
法の開発では，NMR 緩和解析データの中でも
特に，DEST 法と呼ばれる巨大分子との過渡的
な相互作用解析に適した手法を，細胞内の蛋
白質動態観測のために最適化する．III の実
データの解析においては， in-cell NMR デー
タや，高分子量蛋白質，天然変性蛋白質など，
これまで解析困難なために避けられてきた
試料をターゲットとして解析し，新たな生物
学的知見を得ることを目指す． 
 
４．研究成果 
I. ベイズ推定を用いた蛋白質立体構造決定

の応用 
(1) 大腸菌細胞内の蛋白質立体構造決定 
In-cell NMR 法は、生きた細胞内の蛋白質に
関する立体構造の情報を原子分解能で得る
ことのできる現在唯一の手法である．しかし
ながら，蛋白質全体の立体構造を NMR データ
のみを用いて決定したという例は，これまで
１例のみであり，より多くの試料に適用可能
な手法が求められていた．ここでは，我々が
以前開発した in-cell NMR 立体構造決定法に
改良を加え，目的蛋白質が細胞内で生理学的
に近い濃度で，世界 2 例目となる de novo 
in-cell 構造決定に成功した．新規方法は主
に 3つの段階で改良を加えている．（1）スパ
ースサンプリングされたNMRスペクトル信号
再構成法の改良，（2）NMR 信号自動解析手法
の in-cell NMR データへの最適化，（3）スパ
ースデータから正確な蛋白質構造計算を可
能にするベイズ推論を用いた計算手法の改
良，である．本手法の応用例として、生きた
大腸菌細胞中で，約 250μM 細胞内濃度であ
った，プロテイン Gの B1 ドメイン (GB1) の
構造決定に成功した．また，以前構造決定に
成功している TTHA1718 蛋白質に本手法を適
用したところ，従来よりも遙かに高精度に構
造決定ができた．本成果は，Ikeya, T. et al, 
Sci. Rep. 6, 38312:1-11 (2016)に報告した． 

 
(2) ベイズ推定を用いた立体構造計算法の
性能検証 
NMR により得られる直接的なデータは，複数

図 1. 生きた大腸菌細胞中の GB1 構造。 （A）事後確
率最大の構造のリボンモデル図（B）従来法（緑）と新
規手法(青)それぞれで得られた構造の比較（C）細胞内
GB1の側鎖構造（D）残基当たりの RMSD値 （E）第
1の主成分（上）および第 1および第 2の成分（下）の
分布。 
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のピーク信号からなるスペクトルであるこ
とから，ここから分子の構造情報を正確に抽
出し，分子の 3 次元(3D)構造を NMR 立体構
造計算によって再構成する必要がある．特に
不安定分子や不均一系の測定データは，感度
が低く，多くのノイズを含むため，構造情報
の抽出・解析が困難となる．従来の立体構造
計算法では，こうしたスパースデータから正
確な構造決定を行うことは難しかった．ここ
では，ベイズ推定を用いた NMR 立体構造最適
化法に改良を加え，複数のシミュレーション
データと実データを用いて性能を検証した．
本手法では，NOE クロスピークの自動解析と
Amber 物理ポテンシャルを用いた構造サン
プリングにより，構造アンサンブルからなる
事前確率分布を得ることができる．サンプリ
ング手法には，ギブスサンプラーによるマル
コフ連鎖モンテカルロ法 (MCMC)と分子動力
学計算を組み合わせたハイブリッドモンテ
カルロを採用した．さらに，レプリカ交換 MC
と組み合わせることで計算の効率化を図っ
た．本手法の性能は，既知構造から作成した
シミュレーションデータと，実データをラン
ダムに間引いて情報量を減らしたデータ，そ
れぞれを作成し，従来法と比較することで検
証した．検証の結果，本手法は従来法と比較
して，情報量を大きく減らしたスパースデー
タに対しても十分に正確な構造決定ができ
ることを示した．本成果は以下の学術誌，
Ikeya, T., et al, J. Comput. Chem. Jpn., 
7 (1), 65-75 (2018) と，Ikeya, T., J. Phys. 
Conf. Ser. 699, 012003 (2016)に報告した． 

 
II. ダイナミクス解析法の開発 
(1) DEST 法による蛋白質の細胞内動態 
細胞内もしくは細胞溶解質による緩和測定

データからは，NMR の時間スケール内で，(1)
化学交換がなく，(2)分子全体が等方回転を
している，と仮定する理論モデルでは説明で
きない値が得られている．したがって，蛋白
質は何らかの相互作用によって構造環境が
変化している，もしくは異方的な回転運動を
している可能性が示唆された． DEST と呼ば
れる巨大分子との相互作用可能な解析法の
結果から，蛋白質が細胞内で 巨大蛋白質と
過渡的な相互作用(分子が単体構造と巨大分
子との複合体構造の平衡状態にある)をして
いる可能性が示唆された．これまでの解析で，
大腸菌内の蛋白質では，単独状態の存在比率
が約 98%，kon = 約 50/s という値が得られて
いた．現在，人為的は分子クラウディング環
境での DEST 測定を行い，in-cell NMR データ
と比較することによって，細胞内蛋白質につ
いてのDEST解析結果の信頼性の向上を図り，
生物学的意味の考察を進めている． 
 
III. 解析困難な高分子量蛋白質の立体構造
決定 
(1) 新規ランタノイド結合タグの合成と細
胞内常磁性 NMR 計測 
ヒト培養細胞を用いた細胞内 NMR実験は
一般的に低感度で有るため，従来用いられ
てきた 3D NOESY測定による構造情報の
検出が難しい．そこで，2D スペクトルで
も構造解析が可能な手法として，常磁性効
果を利用した手法が注目を集めている．一
方で，常磁性効果を得るには常磁性金属を
蛋白質に安定に付加させることが必要であ
る．これまで，細胞内で常磁性金属を安定
的に付加させるタグは存在していなかった
ため，本課題では，細胞内の還元環境下に
おいても結合可能な常磁性金属結合タグ
DOTA-M8-CAM の合成を行い， in-cell 
NMR 測定を試みた．ユビキチンに 3 つの
Ala 変異を加えた変異蛋白質をヒト培養細
胞(HeLa)に導入し，常磁性効果の１つであ
る疑似コンタクトシフト(PCS)の測定を行
った．解析の結果，細胞内においても十分
に強い PCS の観測に成功し，細胞内蛋白
質の立体構造情報を得ることに成功した．
本成果は，Hikone, Y., et al, J. Biomol. 
NMR. 66 (2), 99-110 (2016)に発表した． 

 

図 2 スパースデータを用いて，新規構造最適化計算によ
り得られた蛋白質構造（緑）と従来法より得られた構造

（青）．赤の構造は正解構造を示す．ENTH (a), SH2 (b), 
TTHA1718 (c). 右 2列チューブモデルは，得られた構造
アンサンブル中 C原子の分散の大きさ(左：従来法，右：
新規手法)を示す． 

図 3(a) Ub(3A+K6C) and (b) Ub(3A+S57C) に反磁性
[Lu(M8-CAM)] (黒), 常磁性[Dy(M8-CAM)] (赤)タグを
つけた 1H-15N HSQC スペクトル．  



(2) YUH1 蛋白質の立体構造解析 
酵母ユビキチン加水分解酵素 1（YUH1）は，
236 残基（26.4kDa）からなる脱ユビキチン
化酵素であり、細胞内の遊離ユビキチンレベ
ルの恒常性維持のためにユビキチン付加物
を加水分解する．YUH1の基質認識・酵素活
性機構は，YUH1単体の立体構造が決定され
ていないため，詳細は不明であった．本課題
では，ベイズ推定を用いた立体構造計算の応
用例として，分子量のやや大きい YUH1単体
の立体構造解析を試みた．また，YUH1認識
部位は運動性が大きく，従来の NOE による
距離情報のみでは立体構造計算に必要な十
分な拘束条件が得られなかったため，ここで
は，常磁性プローブによる常磁性緩和効果
(PRE)と疑似コンタクトシフト(PCS)を観測
を行うことにより遠距離空間情報を得るこ
とを試みた．PRE 測定には MTSLタグを，
PCS測定には 4PhSO2-PyMTA常磁性プロー
ブを用いた．立体構造解析の結果，主鎖
RMSD 0.81Åと十分収束した構造が得られ
た．本成果は現在学術論文として投稿準備中
である． 
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