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研究成果の概要（和文）：溶液NMRによる蛋白質の立体構造解析にはX線の分子置換法に相当する技術が存在せ
ず、未だに立体構造決定に多大な時間を要している。そこで本研究ではNMRによる蛋白質の立体構造解析を劇的
に高速化する新規手法の開発を目指し、大阪大学にて開発を進めている構造解析ソフトプラットフォームMagRO
を拡張発展させた。最終的には150残基程度の小さな蛋白質であれば半日程度で完全自動での立体構造決定が可
能となった。

研究成果の概要（英文）：Molecular replacement method is a key technique to accelerate the protein 
structure determination by X-ray crystallography. For NMR, no such method is available, and thus, it
 still takes time to determine protein structure. In this research, we have developed an NMR method 
to accelerate the protein structure determination. Our method is based on software MagRO and 
FLYA/CYANA developed by Prof Kobayashi and Prof Guentert, and validated by some NMR parameters, 
including RDC values. Finally, we have succeeded to determine protein structure fully automatically 
within half day.

研究分野：構造生命科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)	
 溶液 NMR による蛋白質の立体構造決定
には、化学シフト帰属・NOE 帰属・構造計
算の３ステップが必要である。NOE 帰属と
構造計算では自動化・高速化が大幅に進み
（Herrmann,	
 Güntert,	
 Wüthrich,	
 J	
 Mol	
 
Biol	
 2002）、現在では化学シフト帰属のみ
がボトルネックとして残っている。世界中
の多くの研究グループが化学シフト帰属の
自動化・高速化に挑戦しているが、中でも
Güntert 教授（ゲーテ大）が開発したプロ
グラムFLYAは固体NMRのような重複の激し
い系においても８割近い帰属精度を示すな
ど類似プログラムと比較して顕著に優れて
いる（Schmidt,	
 Güntert,	
 J	
 Am	
 Chem	
 Soc	
 
2012）。化学シフト帰属・NOE帰属・構造
計算の３つのステップを一体的に最適化す
ることで、さらに帰属精度が向上するが、
それでも専門家によるマニュアル構造解析
の精度には到達していない。一般的な立体
構造解析に使用可能なレベルまで精度を向
上させるには X線の分子置換法の様な既知
構造を直接参照する手法が効果的であると
考えられているが、その様な手法は今まで
開発されていない。そこで、研究代表者は
類似蛋白質の既知構造を"構造計算ステッ
プの鋳型として用い"、化学シフト帰属・NOE
帰属・構造計算の３つのステップを一体的
に自動最適化することで"化学シフト帰属
の自動化・高速化を達成し"、NMR による蛋
白質の立体構造解析を劇的に高速化する
「NMR 分子置換法」を開発することを着想
した。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 溶液 NMR による蛋白質の立体構造解析に
は X線の分子置換法に相当する技術が存在
せず、未だに立体構造決定に多大な時間を
要している。そこで本研究ではNMR による
蛋白質の立体構造解析を劇的に高速化する
新規手法を開発する。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 自動化学シフト帰属の評価法の確立	
 
	
 阪大独自の NMR 統合解析ソフト MagRO を
拡張発展させ、化学シフト帰属・NOE 帰属・
構造計算の３ステップを一体的に自動最適
化し、決定された立体構造を主鎖 1H-15N の
RDC 値で評価するシステムを構築する。	
 
	
 
(2)	
 花成ホルモン受容体の試料調製	
 
	
 花成ホルモン受容体の立体構造決定を行
うために、各種安定同位体標識体を作成す
る。まず初めに、主鎖帰属のための
2H/13C/15N 均一標識体、および、構造情報
を得るためのメチル基選択的軽水素
（1H/13C）標識体を作成する。さらに、研
究代表者らが開発した大腸菌低温発現系を
用いる高効率なアミノ酸選択標識法を適用
し、線幅の広がりや信号の重なりが激しい

場合、構造情報が不足する場合等に対応す
る。	
 
	
 
(3)	
 類似蛋白質の既知構造を鋳型として利
用する完全自動 NMR 構造解析システムの開
発	
 
	
 (1)で開発した簡易型完全自動 NMR 構造
解析システムを自動化学シフト帰属の評価
法として利用しつつ、高分子量蛋白質への
適用が可能な類似蛋白質の既知構造を鋳型
として利用する完全自動 NMR 構造解析シス
テムを開発する。まず始めに、高分子量蛋
白質の NMR 構造解析では常法となっている
メチル基選択的軽水素標識体を用いたメチ
ル領域の 4D高分解能 NOESYを測定する。最
初の試料は(1)でテスト済みの小さな蛋白
質とし、簡易型完全自動 NMR 構造解析シス
テムを適用することで自動化学シフト帰属
の評価を行う。次に、MagRO を拡張発展さ
せ、類似蛋白質の既知構造を鋳型として利
用する完全自動 NMR 構造解析システムを開
発し、(1)でテスト済みの小さな蛋白質に適
用する。高分子量蛋白質に関してはシミュ
レーションを行い、決定可能な構造精度と
構造決定に必要な構造情報の量を推定する。	
 
	
 
(4)	
 花成ホルモン受容体の立体構造解析	
 
	
 (2)で準備した花成ホルモン受容体の試
料を用い、TROSY 法などの高分子量蛋白質
のための常法で NMR 測定を行う。さらに、
(3)で検討したメチル領域の４D高分解能
NOESY 等を測定し、(3)で開発した類似蛋白
質の既知構造を鋳型として利用する完全自
動 NMR 構造解析システムを適用する。専門
家でも帰属困難な高分子量蛋白質の４D高
分解能 NOESY の解析には、鋳型構造を用い
た自動帰属が最適だと考えられる。得られ
た立体構造の正確さや収束度を指標とし、
構造情報が不足している場合は
L/I/Y/F/T/V/A の各アミノ酸選択標識を行
い、分子量５万の花成ホルモン受容体の完
全自動 NMR 構造決定を試みる。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 自動化学シフト帰属の評価法の確立で
は、Güntert 教授（ゲーテ大）や小林博士
（連携研究者）らと共同で MagRO の機能拡
張に取組み、150 残基程度の小さな蛋白質
に適用可能な鋳型構造を用いない簡易型完
全自動 NMR 構造解析システムを開発した。
このシステムでマラリア原虫のFK506 結合
蛋白質（PkFKBP35）を評価した結果、専門
家による構造解析（R≈0.9）と同レベルの精
度であった。PkFKBP35 の結果は自動化学シ
フト帰属が専門家と同レベルの高い精度で
得られていることを示している。そこで本
システムを化学シフト帰属の評価法として
確立するため、150 残基程度の PkFKBP35 以
外の蛋白質にも本システム適用した。遺伝



病を引き起こす変異体４種に本システムを
適用し、その立体構造決定に成功した。	
 
	
 最終的に、150 残基程度の小さな蛋白質
に適用可能な鋳型構造を用いない簡易型完
全自動 NMR 構造解析システムの開発に成功
し、自動化学シフト帰属の評価法を確立し
た。	
 
	
 
(2)	
 花成ホルモン受容体の試料調製では、
2H/13C/15N均一標識体の作成プロトコール
を確立し、良好な NMR スペクトルを得た。
また、構造情報に富む Leu、Ile、Tyr、Phe、
Thr、Val、Ala については	
 13C/15N 標識ア
ミノ酸を選択標識する技術を開発した。ま
た、無細胞蛋白質合成系などを活用して重
水素標識やアミノ酸選択標識に成功した。	
 
	
 
(3)	
 類似蛋白質の既知構造を鋳型として利
用する完全自動 NMR 構造解析システムの開
発では、メチル基選択的軽水素標識体を用
いたメチル基領域の4D高分解能NOESYの測
定とその解析に成功した。さらに、MagRO
を拡張発展させ、簡易型完全自動 NMR 構造
解析システムにメチル領域の解析ルーチン
を組み込むことにも成功した。	
 
	
 
(4)	
 花成ホルモン受容体の立体構造解析で
は、主鎖の 7割ほどの信号帰属に成功し、
運動性に富む領域が存在することを見い出
した。	
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