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研究成果の概要（和文）：本研究では、構造生物学の分野で進展が著しい固体NMRの次世代測定法開発とアミロ
イド構造生物学への応用を3つの課題を通して行った。NMR法の根本的問題である感度と分解能の問題を解決する
ため、(1) 超高速マジック角回転(MAS)法を使った微量生体試料観測のための固体NMR法と(2) 分解能向上のため
の高次元固体NMR法を開発した。 (3)アルツハイマー病に関連したアミロイドとリガンド分子の相互作用の構造
生物学の進展を図った。例えば茶由来カテキンEGCGと結合したアミロイドの構造が結合部位と想定される側鎖以
外は大きく変化しないことが示唆された。本研究を通し生体試料の固体ＮＭＲの大きな進展を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the next-generation methodologies of solid-state
 NMR (SSNMR) and applied SSNMR to amyloid structural biology in the following three projects. In 
order to enhance sensitivity and resolution, the lack of which has been fundamental problems for 
NMR-based structural biology, we developed (1) SSNMR methods for observing trace biological samples 
using ultrafast magic-angle-spinning (MAS) method and (2) high-dimensional SSNMR for improving 
resolution. (3) We aimed to advance structural biology on the interactions between ligand molecules 
and amyloid proteins related to Alzheimer's disease. It was suggested that the structure of 
42-residue amyloid beta fibrils bound to tea-derived catechin EGCG did not change significantly 
except for the side chains that could be the binding sites. Through this study, significant progress
 has been made in SSNMR of biological samples.

研究分野：固体NMR、構造生物学、アルツハイマー病

キーワード： 固体NMR　構造生物学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
課題(1)では、超高速MAS法を使った感度増加法を開発し、従来法では検出限界以下である数nmolの試料での測定
を可能とすることを示せた。課題(2)では、構造の不均一性のため従来法では信号帰属が困難であった繊維状Aβ
42アミロイドに対して、４次元固体NMRが2日程度で測定できることも示せた。この手法から得られる高分解能に
より、３次元固体NMRデータと併せてこの試料の信号の完全帰属と２次構造解析が可能となった。また課題(３)
では、微量の抗体とタンパク質GB1の複合体試料から抗体の結合によりGB1の構造が大きく変化することを示し
た。抗体医薬等への応用も将来的に可能な技術と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 

生体分子や先端生体材料に対する構造解析は、機能の解明、新規材料や薬剤の設計等に不可欠な

役割を果たす。Magic Angle Spinning(MAS)法を用いた高分解能固体 NMR は非結晶系や難溶性試

料等の解析困難な生体試料や材料に対し、貴重な分子構造情報を提供する手法として広く使わ

れてきた。特に最近ではアミロイドや膜タンパク質などのインパクトの高い系の構造解析の例

が欧米を中心に多く示され、固体 NMR は構造生物学のボトルネックであるこれらのタンパク質

を測定するための有力な手法となってきた。一方、NMR の限界となっている感度の問題は深刻で

あり、多次元の固体 NMR 実験では 0.3〜1 µmol もの同位体ラベル試料を必要としていた。また、

溶液の NMR のように分子量の上限はないものの、分解能の制限により信号を分解できる残基数

は 100〜150 程度である。この 2つの理由で、固体 NMR を適用できる試料の種類は限られており、

固体 NMR の感度と分解能の問題を大幅に改善する手法が研究開発の当初は待ち望まれていた。 

研究代表者は構造生物学と物理化学の強いバックグラウンドを持って、 固体 NMR 法の開発と応

用を進めてきた。高速 MAS による独自な固体 NMR 手法とアミロイドタンパク質の構造研究の評

価は特に高い。研究代表者は米国イリノイ大学シカゴ校より東京工業大学（東工大）に移籍する

ことが可能となり、2017 年 1 月より東工大に赴任した。東工大すずかけ台キャンパスの研究場

所を確保し、本国際共同研究加速基金（帰国発展研究）よりの研究資金を得て、装置の整備と研

究人材のトレーニングを含む研究室立ち上げを進めると共に、研究の目的に記した固体 NMR 法

の開発とその応用を行った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、構造生物学の分野で近年進展が著しい固体 NMR の次世代測定法開発とアミロイ

ド構造生物学への応用を 3 つの課題を通して行った。まず、NMR 法の根本的問題である感度と

分解能の問題を解決するため、(1) 超高速 MAS 法を使った微量生体試料観測のための固体 NMR
法と(2) 分解能向上のための高次元固体 NMR 法の開発を行う。課題(1)では、超高速 MAS 法を

使った感度増加法を開発し、研究開始当時は検出限界以下であった数 nmol の試料での測定を可

能とすることを目標とした。課題(2)では、解析が困難な 300 残基以上のタンパク質に対する信

号帰属と構造測定法への対応を可能とすることを目指す。更に、(3) アルツハイマー病に関連し

たアミロイドとリガンド分子の相互作用の構造生物学を確立する。繊維状 Ab42 アミロイドなど

のタンパク質と薬剤候補となる抗体や小分子リガンドとの結合部位とモードを固体 NMR を用

いて調べる方法を確立することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 

課題(1)では、研究代表者が考案した PACC 法と 1H 観測法の両手法を超高速 MAS 法と組み合
わせて高感度を得る。PACC 法は常磁性試料をタンパク質試料にドープし、高速 MAS(>40 kHz)
を用いて実験の繰り返しを通常の 20 倍まで早め、大幅な感度増加を得る方法である。通常のタ
ンパク質や有機化合物の固体 NMR では 13C や 15N などの核が観測され、1H 核の観測は 1H-1H
双極子相互作用による線幅の広がりにより感度的なメリットがなかった。研究代表者は高速
MAS 法により 1H-1H 双極子相互作用を除去することで、1H 観測の感度が 13C 観測の感度を大
幅に上回ることを示している。ここでの要点は、超高速 MAS 法を軸に、各手法による感度増加
の効果が干渉せず、積み重なるように実験を設計することである。これより、最終的な感度増加
は複数の手法の感度増加率を掛け合わせたものになる。 
課題(2)では、(1)で述べた超高速 MAS 法をベースに 4~5 次元 NMR への拡張を行う。PACC 法
と 1H 観測を組み合わせれば、通常の 1~2 次元 NMR 並みの速度で 3 次元固体 NMR が測定可
能である。したがって、4D NMR で数時間、5D NMR でも 1 週間あれば測定が可能になるはず
である。間接次元を Non-uniform sampling と呼ばれる方法により離散的に測定して、データを
補間することで実験時間の短縮も図る。もう一つのアプローチとしてスペクトルを大幅に簡略
化するための HIGHLIGHT 法という手法を用いることを提案した。高次元 NMR の信号帰属の
開始点を確実に決めるための有力な方法となる。 
課題(3)では、同位体ラベルしていない薬剤候補等の小分子や抗体をダーゲットとして、リガン
ドとアミロイド等のタンパク質の相互作用を観測する。タンパク質側の構造変化は化学シフト
の変化で検出可能である。また、リガンド分子の 1H の信号が超高速 MAS で十分に分解してい
れば、均一ラベルしたアミロイドの側鎖の 13C の信号との相関を超高速 MAS 法により観測する
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ことも可能となる。 
 
４．研究成果 
 
1 年目では課題(1、2)の研究で必要なモデルタンパク質
(GB1)のバクテリアの培養とタンパク質精製のためのラボ
設営と人員のトレーニングを主に行った。また微量試料の
測定に最適化された固体 NMR プローブや高感度 NMR
の整備も研究の一部として行った。 
また課題(1)に関しては100kHz MASの条件では1H観測に

より、通常の13C観測と比較して感度は10倍になることを確

認した。図1にスピニングスピードを変えた時の13C-labelし
たL-alanineの1H MAS固体NMRスペクトルを示す。1 (d) 
90kHzのMASで得られたスペクトルでは大幅に分解能と

感度が向上していることがわかる。例えば(a)20kHzのMAS
で得られたスペクトルに対して、8倍程度の感度増加が得ら

れている。(e)では13Cデカップリングを加えることで更に感

度が上昇することが分かる 

超高速の100 kHzのMAS条件下でPACC法と1H観測を組み

合わせて、27nmol (180µg)のGB１タンパク質に対して、わ

ずか９秒で2次元1H/15N固体NMRが得られることを示した

(図2)。世界初の秒単位で得られたタンパク質の2次元固体

NMRになる。これは1H観測による高感度とともに、NMR
信号を所得に必要な繰り返し時間を通常の~1/30 (100ms）
にPACC法で圧縮できたことによって可能になった成果で

ある。このデータより、2次元NMRであれば1〜5 nmolレベ

ルのタンパク質試料に対して数分から数時間の間で測定が

可能であることを示した（Ishii, Y.et al. J. Magn. Reson. 2018, 286, 99.）1。感度的にも世界最

高レベルの感度が得られた。また、この発表論文はJ. Magn. Reson. の表紙を飾り、Most 
downloaded awardを得た。課題(1)に関しては当初の目的を達成したため、2年目以降の本プロ

ジェクトでは課題（2，3）を中心に行った。 

課題(2)に関しては高次元固体 NMR 法の開発とアミ

ロイドや膜タンパク質に対する応用を行った。従来の

固体 NMR は 2 次元や 3 次元(3D)の NMR 法が中心

で、４次元(4D) 固体 NMR では数日かかるため、現

実的ではなかった。研究代表者のチームで開発した

PACC 法や 1H 観測による高感度を組み合わせて

30nmol 程度の GB1 タンパク質に対して 90 kHz 程度

の超高速 MAS を用いて 3D 固体 NMR でも数分で測

定が終わることを示している。また、Non-uniform 
sampling（NUS）というデータ補間法を用いて 4D 固

体 NMR はわずか１時間程度で測定可能で、連鎖帰属

のための様々な 4D 実験が短い時間で完了できること

を示した。更に世界的にも困難であった 5 次元の固体

NMR をモデル系である GB1 タンパク質に対して成

功させており、現在論文投稿を準備中である。 

アミロイドや膜タンパク等はほぼ単一の二次構造か

ら形成される場合が多いため、信号が同じ位置に重な

り通常のタンパク質よりも連鎖帰属が大幅に困難になる。研究代表者のラボで作成した均一13C, 
15NラベルしたAb42フィブリルに対する初期の固体NMR測定では、構造の不均一性に起因する

ラインブロードニングと前述の信号の重なりのため6つのValの信号が重なり、比較的短いシー

クエンスにも関わらず固体NMRによる連鎖帰属が不可能だった。この問題に対してVal-reverse
ラベルしたAb42に対しHIGHLIGHT 3D CaNH法でValの次の残基を選択的に観測できること

を示している。これらの残基をスターティングポイントにして、上記で述べたPACC法を用いた
1H検出固体NMRと3Dと4D連鎖帰属法と組み合わせて均一13C, 15NラベルしたAb42試料に適用

することで、Valを迂回しての連鎖帰属が可能となることを示した。現在中性のpHでインビトロ

a          b 

  
図 2. (a) A super-fast 2D 15N/1H 
spectrum collected (2 scans for each t1 
point) at 100 kHz MAS with NUS at 50% 
random sampling rate for uniformly 13C- 
and 15N-labeled GB1 protein in a 
microcrystal sample (~180 µg) with 20 
mM Cu-EDTA. Recycle delay was set to 
100 ms.  (b) A cover page of the J. Mag. 
Res. showing our data.  1 2 

 

図 1. (a-d) Magic angle spinning 
(MAS) frequency (nR) dependence 
of 1H spectra of uniformly 13C- and 
15N-labeled L-alanine. The 
spinning frequencies are indicated 
in the figure. (e) 1H MAS spectrum 
for the same sample collected at nR 
of 90 kHz with WALTZ-16 13C 
decoupling with a RF nutation 
frequency of 10 kHz. 
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で作製したAb42フィブリルの構造は本質的に１種類しか見つかっておらず、共通した化学シフ

トを持つS字型のβシートモチーフをもつことが知られている。本研究では化学シフトが大きく

異なる新規構造を持つAb42フィブリルの存在を示す結果が得られた。 

連鎖帰属のための3D固体NMRを図3aに示す。これにより、ほとんどの主鎖の13C, 15N, 1H信号

（13Ca 86%, 15N 76%, 13CO 71%, 1Ha 85% of, 1HN 76%)と50%を超える側鎖の13Cと1Hを帰属

した(13C 69%, 1H 54% 図3b)。特にアミロイドタンパク質では通常観測されるアミド基の1Hよ

りも1Haの信号の分散が大きいことを利用して、隣接するアミノ酸の13Caを観測して1Haの信号

を検出する3D CA(NCO)CAH法が非常に強力であることを示している。構造が均一なアミロイ

ド繊維であれば200~300残基の信号を分解できる分解能を得ている。得られた帰属より２次構造

を決定できた（図４）。なお、信号が重なり合った多次元固体NMRスペクトルの解析は非常に難

しいが、機械学習を用いたプログラムを用いて2週間程度で自動帰属による帰属が可能であるこ

とを示している。世界初の1H観測固体NMRを用いた構造未知のアミロイド繊維に対する完全帰

属の結果となる。本成果は化学の分野での一流誌であるJ. Am. Chem. Soc.に掲載された

（Wickramasinghe, A.et al. J. Am. Chem. Soc 2021, 143, 11462.）2  

さらに、上記で提案した実験をアミロイド中間体で行うためにSPAと呼ばれるアミロイドの中間

体試料も作成した(Xiao, Y. et al. J. Biol. Chem. 2020, 295, 458. 図５)。3今後も1H観測を使っ

た信号の帰属と構造決定に進めていく予定である。また、バクテリア由来の膜タンパクである

aquaporin-Z（分子量28kDa）に対する3D-4D固体NMR測定も進めた。この試料に関しては試料

作製の最適化が必要な状態であるが、比較的良好な分解能を示す予備的結果を得ている。構造均

一性の良い200~300残基前後の膜タンパク質に対して今後十分な分解能が得られる見込みがつ

いた。このように課題(2)についても概ね当初の目的を達成した。  

また関連した結果として、1Haや側鎖の1H信号を検出する際の妨げとなる溶媒の1H信号を効率

良く除去するための新しい方法であるSLAP法を本研究資金で整備した装置を用いて開発した。
5同様に、1H核から13C核への磁化移動に用いられるCross polarization(CP)における信号のロス

を最小減にするDecoherence-optimized tilted-axis (DOTA) CP法を開発した。4多次元固体NMR
での感度の減少である最大の原因は磁化移動における信号のロスであるためこの問題を解決す

るための強力なツールとなり得る。 

課題(3)に関しては抗体試料と標的タンパク質との複合体形成のモデル系として IgG に特異的に

結合する GB1 タンパク質と IgG の複合体(~600 µg)を用いて、1H 観測固体 NMR 実験を行っ

た。分解能を向上するために別プログラムの研究で開発中の側鎖選択的重水素化を行った GB1
を用いた。この試料では分

解能と感度が1.5~2倍程度

増加することが確認でき

た。上記で述べた PACC 法

と 1H 検出固体 NMR を用

いて、 わずか 4 nmol の

IgG に結合した GB1（複合

体の分子量~160kDa）の

2D 1H/13Ca 固体 NMR ス

ペクトルを数時間で得た。

化学シフトの変化から抗

体の結合により GB1 の全

体構造が大きく変化する

ことを確認できた。（論文

投稿準備中）。 

溶液のNMRでは分子量の

大きな系の場合は分解能

が大幅に下がるが、固体

NMR を利用したこの場合

には複合体の沈殿物であ

るにもかかわらずマイク

ロ結晶の GB1 とほぼ同等

の分解能を得ることがで

きた。 

 

図 3. (a) Representative strip plots of (H)CA(CON)CAH (green), 
(H)CANH (red), and (H)CA(CO)NH (blue) 3D spectra, showing the 
sequential connectivity from Asn-27 to Met-35. Diagonal peaks 
corresponding to intra-residue magnetization transfer in the 
(H)CA(CON)CAH 3D spectrum are marked with red crosses. (b) 
Graphical representation of successful chemical shift assignments for 
13C (green), 15N (blue), and 1H (yellow) resonances in this study. Side-
chain 1H and 15N are omitted. Gray squares denote unassigned 
resonances.  
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更に、アミロイドに関しても、アミロイ

ドの凝集を妨げる効果があるカテキン

である EGCG と Ab42 フィブリルの

complex に対して実験を行った。当初予

定していた 2H、13C ラベルした Ab試料

の収量が低いため、ペプチド合成で作成

した選択 13C ラベルした Ab試料を用い

た。化学シフトの観測により、EGCG の

結合はアミロイドフィブリルに結合す

るが基本的に Ab42 の構造は変化せず、

結合サイトと思われる疎水的なアミノ

酸の側鎖の信号のケミカルシフトのみ

が変化していることを 13C 観測と 1H 観

測の固体 NMR により確認した。この結

果に関しても論文化を進めている。 

結論として、課題(１–２)に関しては目

標を達成し、アミロイドや抗体試料、膜

タンパク質などに対して固体 NMR 方

の大きな進展を得ることができた。課題

(１)に関しては様々な系に対する応用

も示せており、目標を上回る成果となっ

ている。課題(２)に関しては構造が不均

一な試料に対しての課題が残るが、本研

究で開発した 1H 観測を用いた 4~5 次

元固体 NMR を更に発展させることで

構造が不均一なアミロイドや膜タンパ

クなどの応用にも問題解決が進むと考えられる。課題(3)に関しても概ね目標を達成している。

リガンドと複合体の相対配置の特定を行う必要があるが、今後の応用に期待が持てる。コロナウ

イルス感染症による影響もあり論文出版は若干遅れているが、研究室立ち上げも無事完了し、東

工大において毎年３〜５人程度の学士・修士学生を先端の環境でトレーニングする体制が構築

できた。また、24 の学会発表（招待講演 15, 国際学会 13）の他に、大学のプログラムを通し

て高校生に対しても本研究で行った研究を紹介する機会を持てた。本国際共同研究加速基金に

よるサポートに感謝したい。 
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図 4. (a) Torsion angles of Ab42 fibril obtained from 
TALOS-N analysis.2,6 Predicted b-strands are shown as 
arrows on the top of the figure. (b) Comparison of the 
locations of the b-strands obtained in this study with 
those of previously reported Ab42 fibrils. Red arrows 
represent b-strands predicted in this study. Green, blue, 
orange, and purple arrows correspond to the b-strands 
reported by Xiao et al.,7 Colvin et al.,8,9 Ravotti et al.,10 
and Gremer et al.,11 respectively.  Curved lines 
represent non-b-strand regions. Dotted lines represent 
the regions where there are no predicted secondary 
structures due to the lack of SSNMR data.  

     
図 5. (a) TEM image and (b) Two-dimensional (2D) 13C 
SSNMR chemical shift correlation spectra of SPA. The 
size of the bar in (a) is 20 nm.  
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