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研究成果の概要（和文）：蛋白質の分子機能は立体構造によって制御されている。NMRは細胞内の蛋白質を細胞
が生きている状態のまま構造解析できる唯一の手法であるが、生細胞内での蛋白質の構造解析は再現性や検出感
度に問題があり、今までヒト細胞中での構造決定の成功例はない。そこで、本研究では独自技術で超高感度化に
成功した生細胞内NMR法(in vivo/in cell NMR)を用いてヒト生細胞内蛋白質の立体構造解析技術を開発した。ま
た、超高感度化した生細胞内NMR法を発展させ、ヒト生細胞内の蛋白質の立体構造変化やリン酸代謝のリアルタ
イム計測を実現した。

研究成果の概要（英文）：The molecular functions of proteins are regulated by their three-dimensional
 structures. NMR is the only technique capable of analyzing the structure of proteins inside living 
cells while maintaining their cellular environment. However, structural analysis of proteins within 
living cells has been challenging, and there was no report of protein structure determination in 
living human cells. In this study, we developed a technique for analyzing the three-dimensional 
structures of proteins in human living cells using an innovative technology that achieved ultra-high
 sensitivity, known as in vivo/in cell NMR. Furthermore, we expanded the ultra-high sensitivity in 
vivo/in cell NMR method to enable real-time measurements of structural changes in proteins and 
phosphorus metabolism within human living cells.

研究分野： 構造生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白質の機能は立体構造によって制御されています。NMRは細胞内の蛋白質を細胞が生きている状態のまま構造
解析できる唯一の手法ですが、生細胞内での蛋白質の立体構造解析技術には再現性や検出感度に問題がありまし
た。本研究では独自技術で超高感度化に成功したNMR技術を用い、ヒト生細胞内蛋白質の立体構造決定に成功し
ました。この研究の成果は、生体内での蛋白質の構造解析において画期的な進展であり、蛋白質研究や医薬品開
発における重要な貢献が期待されます。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)ヒトの細胞内で働いている蛋白質の姿は我々の知る蛋白質構造と同じなのか？ 
 PDB には約 15 万件（研究開始当初）の蛋白質の立体構造情報が登録されており、生化学の教
科書は蛋白質の立体構造で埋め尽くされている。しかし、PDB で入手可能な蛋白質の立体構造は
ほぼ全て単離精製された蛋白質から得られており、生細胞内で働いている状態の蛋白質をその
まま構造決定したものではない。本研究課題の核心をなす学術的「問い」は、生命科学者が長く
待ち望んできたヒト生細胞内の蛋白質の姿をそのままとらえることであり、その姿が我々の知
る蛋白質構造と同じかどうか判定することである。 
 
(2)生細胞内 NMR 法は細胞内で働いている蛋白質をそのまま検出できるが、その立体構造決定は
難しい。 
 代謝産物など生細胞内の物質を NMR で検出する手法(in vivo NMR)は半世紀以上前から利用さ
れているが、生細胞内の蛋白質を NMR で直接検出する技術(in cell NMR)はこの 20 年ほどで開
発されてきた比較的新しい手法である。大腸菌では 2001 年にゲーテ大 Dötsch らが、アフリカツ
メガエル卵毋細胞では 2006 年にハーバード大 Wagner らと京大白川らが、昆虫細胞では 2013 年
に首都大伊藤らが、それぞれ細胞内蛋白質の NMR 検出に成功している。(ref.1) 
 ヒト細胞での生細胞内 NMR 法は、2009 年に京大白川らによって HeLa 細胞で開発され、2013 年
にフィレンツェ大 Banci らが HEK293T 細胞で、2016 年にイスラエル Weizmann 研究所 Selenko ら
が A2780 細胞・SK-N-SH 細胞で成功している。(ref.2) 
 生細胞内蛋白質の立体構造決定技術は 2009 年に首都大伊藤らによって開発された。伊藤らは
2019 年に昆虫細胞中での立体構造決定にも成功しているが、再現性や感度不足などに起因する
構造情報の不足により、成功例は大腸菌と昆虫細胞の２例に限られる。(ref.3) 
 
(3)電気穿孔法と独自の細胞状態最適化技術により生細胞内 NMR 法の感度が劇的に向上した。 
 2016 年にイスラエル Weizmann 研究所 Selenko らが発表した生細胞内 NMR 法は、細胞外から安
定同位体標識した精製蛋白質を電気穿孔法で導入して NMR 検出する手法である。この方法は他
の手法と比較すると非常に容易かつ効率的で、多種多様な細胞に適用できることから、世界中に
広まりつつある。しかし、多量の蛋白質を細胞導入すると細胞生存率が大幅に下がり、蛋白質導
入直後から数時間に渡って NMR 信号に大きな経時変化が現れることから、構造決定への利用は
難しい。(ref.2) 
 研究代表者らはこの 10 年間、京大白川・杤尾らの協力を得て生細胞内 NMR 法の技術開発を続
けてきた。再現性や検出感度の問題で長らく困難を極めていたが、阪大医学部で 10 年以上の研
究キャリアを持つ児玉の参画を得て、劇的な技術革新に成功した。鍵となったのは独自開発の細
胞状態最適化技術とネッパジーン社(国産ベンチャー)の電気穿孔法であり、すでに従来法の約
10 倍の感度(測定時間で約 100 分の 1、最短 1 分未満)を達成している。研究代表者らの細胞状
態最適化技術は in vivo NMR 法にも有効であり、1分未満の時間分解能で生細胞内リン酸代謝や
蛋白質の構造変化のリアルタイム検出が可能である。 
 
(4) 機械学習で強化された独自の全自動 NMR 構造解析システムは専門家を凌駕しつつある。 
 蛋白質の立体構造の約１割、核酸の約４割が NMR で決定されているが、NMR 構造解析の自動化
は他の手法に比べ大きく遅れている。そこで研究代表者は NMR 構造解析技術で世界をリードす
るゲーテ大の Güntert 教授、阪大(現理研)の小林直宏准教授らと国際共同研究チームを組み、約
７年間にわたって全自動 NMR 構造解析システムの開発を進め、高性能ソフトウエアの開発と構
造解析評価軸の確立により世界に先駆け NMR 構造解析の完全自動化に成功した。(Kobayashi N 
et al. Bioinformatics 2018) 
 さらに、研究代表者らは、機械学習を NMRピーク選抜に適用することで、専門家による手作業
と同程度以上の精度で全自動 NMR 構造解析が可能であることを発見した。特に感度不足の NMRデ
ータでは機械学習が専門家の手作業精度を凌駕しており、感度不足が想定される生細胞内 NMR 法
では特に有効であると期待される。この機械学習で強化された全自動 NMR 構造解析システムは
非常に強力で、我々の研究グループでは専門家による手作業からの置き換えが進んでおり、すで
に新規フォールドを含む 10種類以上の構造決定に成功している。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ヒト生細胞内での蛋白質の静的な高分解能構造と動的な構造変化を解析す
る２つの生細胞内 NMR 技術を開発し、「ヒトの細胞内で働いている蛋白質の姿は我々の知る蛋白
質構造と同じなのか？」という問いに答えることにある。具体的には、独自技術で超高感度化に
成功した生細胞内 NMR 法と高度な立体構造解析技術を組み合わせ、ヒト生細胞内蛋白質の高分
解能構造解析技術を開発するとともに、ヒト生細胞内蛋白質の立体構造変化やリン酸代謝のリ
アルタイム計測技術を開発し、バッファー中での結果と比較する。 
 



３．研究の方法 
 本研究では、(1)分子量 6 千のモデル蛋白質 GB1 と HeLa 細胞を用い、ヒト生細胞内 NMR の高
品質データの取得方法と高度な NMR 構造解析手法を詳細に検討することで、生細胞内蛋白質の
立体構造解析技術を確立する。また、(2) 2D 1H-15N HSQCスペクトルを用いて 15N 核の緩和時
間解析を行い、生細胞内蛋白質の主鎖の運動性評価技術を確立する。さらに、(3)時間分解能の
高い 2D 1H-15N HSQCスペクトルと 1D 31P スペクトルを用い、ヒト生細胞内の蛋白質の立体構
造変化やリン酸代謝を分単位精度でリアルタイム検出する技術を確立する。最後に、(4)バッフ
ァー中とヒト細胞中での立体構造や運動性の違いを明らかにするとともに、蛋白質間相互作用
や蛋白質薬剤相互作用など分子間相互作用の違いについても解析を進める。 
 
４．研究成果 
(1)生細胞内蛋白質の立体構造解析技術の
確立 
 高品質な NMRデータを得るために、電気
穿孔法を用いて安定同位体標識蛋白質を
大量に生細胞内に導入した。電気穿孔法に
は細胞生存率の低下という欠点があるが、
ネッパジーン社の細胞導入装置では細胞
生存率が大幅に向上するため、これを利用
した。また、細胞状態を最適化する独自の
プロトコールを用いることで、細胞導入率
と細胞生存率を向上させ、蛋白質導入後の
大きな経時変化を抑制した。この結果、再
現性 100%・細胞生存率 95%以上・世界最高
感度(1分未満で測定可能)という夢のよう
なヒト生細胞内 NMR 法の確立に成功した(図１)。これら
世界最高品質の生細胞内 NMRデータを 2D NOESYによっ
て丁寧に解析することで、HeLa 細胞中のモデル蛋白質
GB1 の立体構造解析に成功した(図２)。 
 
(2)生細胞内蛋白質の運動性評価技術の確立 
 研究代表者らが超高感度化に成功したヒト生細胞内
NMR 法ではバッファー中で測定可能な NMR実験法の多く
がそのまま利用可能である。そこで、バッファー中での
運動性評価技術を生細胞内蛋白質に流用した。NMR で蛋
白質の運動性を評価する代表的な手法である主鎖 15N核
の緩和時間測定実験は、2D 1H-15N HSQCスペクトルを定
量的かつ大量に測定する必要のある感度の悪い実験で
あるが、研究代表者らの手法を用いることでヒト生細胞
内でも容易に測定でき、生細胞中とバッファー中で運動
性が異なることを発見した(図３)。 
 
(3)生細胞内蛋白質とリン酸代謝のリアルタイム計測 
 2D 1H-15N HSQCスペクトルや 1D 31P スペクトルは１分以内で測定可能であり、時間分解能が
高い測定法である。そこで、研究代表者らが開発した超高感度化ヒト生細胞内 NMR 法を用いて
2D 1H-15N HSQCスペクトルをリアルタイム計測し、ヒト生細胞内蛋白質の立体構造変化を分単
位精度で実時間解析を行うことに成功した。
また、1D 31P スペクトルをリアルタイム計測
し、HeLa 細胞で ATPや NADPH などリン酸含有
代謝物の実時間定量解析にも成功した。 
 
(4)ヒト生細胞内蛋白質の立体構造・運動性・
分子間相互作用の特徴 
 バッファー中での解析結果と比較すること
で、(1)で生細胞内蛋白質の静的な高分解能構
造の特徴を、(2)と(3)で生細胞内蛋白質の動
的な構造の特徴を明らかにした。さらに、HeLa
細胞中での蛋白質薬剤相互作用のリアルタイ
ム計測に成功しており(図４)、創薬など様々
な分野での利用が期待される。 
 

 

図１. 超高感度ヒト生細胞

内 NMR スペクトル（測定時

間 4 分）。従来法の 10 倍の

感度で測定できる。 

図２. HeLa 細胞中の

GB1 の NMR 構造 

図３. HeLa 細胞中の GB1 の 15N NMR 緩

和時間 

図４. HeLa 細胞中とバッファー中での蛋白質

薬剤相互作用の NMR 解析 
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