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研究成果の概要： 
 
SAIL-FLYA 法は、NMR 法でのタンパク質の三次元立体構造を、人手による介在をまったく必

要とせずに高精度に決定できる全自動解析システムである。SAIL-FLYA 法を用いれば、従来

法で必要とされる NMR スペクトルより格段に少ないデータ数でも、正確な構造決定が可能と

なる。本研究では、このシステムを開発、改良を加え、比較的低分子量のタンパク質であるユ

ビキチンを例としてその性能評価を行った。加えて、さらなる性能向上のために、CYANA 計

算法の改良、及び FLYA法に適用可能な新たな自動化学シフト帰属法の開発等も行った。また、

従来難しいかったタンパク質に SAIL-CYANA 法を適用し、その構造決定に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトの生命機能の分子レベルでの理解にお
いては、様々な生命過程に基本的な役割を持
つタンパク質、或いは疾病に関与するタンパ
ク質の研究が不可欠である。タンパク質機能
の推論を可能にする三次元構造情報はタン
パク質の研究で最も重要な情報となってい
る。これまで、X 線結晶構造解析や NMR に
よる手法はタンパク質の構造決定に多くの
役目を果たしてきたが、一方で、現在もなお、
これらの手法を適用し難い試料も数多く存
在している。NMR 法はタンパク質が機能し

ている環境に近い条件下でそれらの立体構
造、相互作用、及びダイナミックスを研究で
きる理想的な手法であることは広く知られ
ている。しかしながら、タンパク質の NMR
構造解析においてはシグナルの配列帰属が
必要となるために分子量 30kDa を越える高
分子量タンパク質への適用は極めて困難と
されてきた。立体整列同位体標識（stereo-array 
isotopelabeling：SAIL) 法は安定同位元素 2H、
13C、15N を位置・立体選択的にタンパク質
構成アミノ酸に導入することにより、必要な
構造情報を失うことなくタンパク質の NMR
スペクトルを簡略化し、シグナルの S/N 比を
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大幅に高めることができる NMR 試料の最適
化技術である。SAIL 法により従来の NMR 法
では不可能であった高分子量タンパク質・タ
ンパク質複合体の構造解析が可能になる。
SAIL法がもたらす単純かつ高品質なNMRス
ペクトルは、NMR 法の信頼性の向上、及び
構造解析の自動化という観点からも大きな
効果が期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
構造決定までの非效率的なスペクトルの手
動解析は、NMR 法の問題点の一つである。
この手動解析は、数週間に及ぶこともあり、
さらに解析者の熟練度によっても最終結果
が大きく異なってしまうという危険性をは
らんでいる。本課題において、溶液タンパク
質の構造解析プログラムCYANAを基に我々
が開発した完全自動構造解析化アルゴリズ
ム FLYA を、SAIL 法との融合することで、
全く人間の介入なしに、自動的に、正確で客
観的な構造決定を可能にすることを目的と
している。 
 
 
３．研究の方法 
 
全自動 SAIL-NMR 構造決定システムを、
CYANA ソフトウェア・パッケージの枠組み
の中に組み込まれ、以下に示すステップで行
う。 
 
(1) ピーク位置の決定(Peak picking) 
(2) 雑音ピークの除去(Peak filtering) 
(3) 様々な NMR 測定データを解析し、化学
シフトの初期帰属を行う。その結果を基に、
個々のスピンに関して複数の化学シフト観
測値を集積する 
(4) 集積された個々のスピンに関する複数の
化学シフト値を統合し、矛盾のない統一化学
シフト値(Consensus chemical shift values)
を決定する 
(5) NOESY シグナルの帰属 
(6) 構造計算 
(7) 溶媒（水）分子含めたエネルギー最小化
計算によるタンパク質構造の最適化 
 
ステップ(3)-(6)は、数回の”ステージ”にお
いて繰り返し実行される。第二ステージでは、

第一ステージで得られた粗い初期立体構造
を参照にして、化学シフト値の精密化が実施
される。同様に、後続のステージの各々にお
いて、通常のCYANAのプロトコルに従って、
7 回の”サイクル”でステップ 5 と 6 を繰り
返す。2－4 次元 NMR データセットが入力デ
ータとして利用され、その結果３次元構造と
ともに、化学シフトとピーク帰属が得られる。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) SAIL-FLYA 法では FLYA 法より少数の
NMR データセットを用いても全自動で正確

な構造決定が可能となった。SAIL ユビキチ
ン(分子量8 kDa)の場合、二つの2D [1H, 15N]、
[1H, 13C] HSQC と二つの 13C、15N-edited 3D 
NOESY と一つの 3D triple resonance データセ
ットがあれは、手動解析で決定した構造とほ
ぼ変わらない程度の正確な構造を全自動で
決定することができた。 
 
図 1. SAIL-FLYA法によるユビキチン構造 (a) 
Run 1 (b) Run 3 (c) Run 7 (d) Run 14 サイクル 
(青色)と従来法(赤色)の構造 
 
 
(2) 全自動解析の精度向上のために、
SAIL-FLYA 法でも応用が可能な新たな自動
化学シフト帰属法である DYNASSIGN アル
ゴリズムを開発した。これは、ピークを粒子
と表現し予測した帰属と実際のピーク位置
との差をエネルギー関数に変換して、これ分
子動力学法によりエネルギー最小化するユ
ニークな方法である。 



図 2. DYNASSIGN アルゴリズムのフローチ
ャート 
 
 
(3) CYANA の応用例としては、二量体タン
パク質の構造計算に分子間 NOESY 実験由来
の距離制限を用いずに、通常 の 13C/ 
15N-edited 3D NOESY のみを用いて構造決定
することに成功した。R64 plasmid 由来 NikA
の N-末端 51 残基のフラグメントは二量体の
Ribbon-Helix-Helix を形成している。280 個の
分子間 NOESY が通常の NOESY から帰属さ
れ、高品質立体構造を決定することが可能に
なった。これは、甲斐荘正恒教授との共同研
究である。 
 

 
図 3. NikA の N-末端フラグメントは二量体
NMR 構造 
 
 
(4) in-cell NMR は、異種核多次元 NMR 法を
用いて、生きた細胞の中の蛋白質を、原子レ
ベルで観測する手法である。これまで、ヒト
など高等生物の生きた細胞内のたんぱく質
の形（立体構造）や働く仕組みを原子レベル
で詳細に観察する方法がなく、精製したたん
ぱく質を使って研究されていた。ここでは、
高度好熱菌である Thermus thermophilus HB8

由来で、重金属結合タンパク質と想定される
TTHA1718 を、大腸菌細胞内で大量発現させ、
その構造を in-cell NMR を用いてタンパク質
構造決定に成功した。これは、伊藤隆教授と
の共同研究である。 
 

 
図 4. TTHA1718 NMR 構造(a) in-cell. (b) 
in-vitro. 
 
 
(5)SAIL 法と CYANA 融合により従来難しい
かったタンパク質の構造決定を行った。シロ
イヌナズナ由来 At3g16450.1 タンパク質を
SAIL 法でラベルし CYANA により構造を決
定した。このタンパク質は比較的分子量が大
きい 299 残基(32 kDa)であり、配列上に二つ
の高い相同性を持つ領域が存在して、N、C
末端の二つのドメインが独立の運動性を持
つため、多くの NMR シグナルの重複し、N
末端ドメインの一部のシグナルは線幅が広
くなって、解析が困難な試料であった。しか
しながらこうした問題点にもかかわらず、
SAIL-CYANA 法を用いることで、これらの問
題を克服し精度のよい構造を決定すること

が可能となった。 
 
図 5. At3g16450.1 の NMR 構造 (A,C) N-末
端 (B,C) C-末端ドメイン 
 
また、SARS coronavirus nucleocapsid 蛋白質 C



末端ドメイン(28KDa)の二量体構造も決定し
た。これにより、タンパク質-核酸相互作用に
よる RNA パッキング機構に関する知見が得
ることができた。これらは甲斐荘正恒教授と
の共同研究である。 

 
図 6. SARS coronavirus nucleocapsid C 末端ド
メイン二量体構造 
 
 
(6) Bacillus subtilis 由来の II 型チオエステラ
ーゼ(thioesterase) のチオール化（T）ドメイ
ンに関して、複合体の形成時、非形成時、そ
れぞれについて三次元構造を決定した。これ
は、細菌や菌類に存在する非リボソームペプ
チドシンテターゼ（NRPS）やポリケチドシ
ンターゼ（PKS）に１つであり、タイプ I と
II の 2 つの異なるのチオエステラーゼを用い
て、高い活性をもつ生体化合物を合成する機
能を持つ。Dötsch 教授との共同研究である。 
 

 
図 7. SrfTEII の三次元構造 
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