
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 22 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 これまで溶液 NMR によるタンパク質の立体構造解析のためには，軽水（H2O）溶媒に溶解した
タンパク質試料を用いて，アミド水素由来の信号を手がかりとして主鎖連鎖帰属をおこなう必
要があった．しかし，アミド水素は溶媒中の H2O 分子と交換しうるため，ある条件下ではアミ
ド水素由来信号が検出できず，その結果，スペクトル解析が困難であった．研究代表者らは，
新規 NMR 測定法である 3D HCA(N)CO パルスシークエンスを開発した．この手法を用いて，重水
（2H2O）溶媒中においてもタンパク質の主鎖連鎖帰属が可能となることを示した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed an NMR pulse sequence, 3D HCA(N)CO, to correlate the chemical shifts of protein 
backbone 1H  and 13C  to those of 13C' in the preceding residue. When combined with HCACO, HCAN 
and HCA(CO)N, the HCA(N)CO sequence allows the sequential assignment using backbone 13C' and 
amide 15N chemical shifts without resort to backbone amide protons. This assignment strategy was 
demonstrated for 13C/15N-labeled GB1 dissolved in 2H2O. The quality of the GB1 structure determined 
in 2H2O was similar to that determined in H2O in spite of significantly smaller number of NOE 
correlations. Thus this strategy enables the determination of protein structures in 2H2O or H2O at high 
pH values. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2011 年度 800,000 240,000 1,040,000 

2012 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

  年度    

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：NMR，タンパク質，立体構造解析 
 
１．研究開始当初の背景 
 NMR 法によるタンパク質立体構造解析にお
いて，信号帰属および立体構造決定に必要な
NMR スペクトルのデータセットは，タンパク
質試料を軽水（H2O）溶媒に溶解した状態で測

定しなければならなかった．これは，ペプチ
ド主鎖連鎖帰属および水素原子間距離情報
取得のために，主鎖アミド水素由来信号が非
常に重要な役割を果たしているからである．
このための NMR スペクトルとして，HNCACB お
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よび CBCA(CO)NH のデータセットが必要であ
る．そのため，軽水溶媒中での NMR 測定が必
須となっていた． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，主鎖アミド信号に依存せ
ずタンパク質立体構造解析を実現するため
の NMR 測定法およびデータ解析法を開発する
ことである．具体的には，ペプチド主鎖連鎖
帰属のために主鎖アミド水素の信号を利用
せず，その代替として主鎖カルボニル炭素の
利用を提案するものである． 
 
３．研究の方法 
 アミド水素に依存しない主鎖連鎖帰属の
ための NMR 測定パルスシークエンス 3D 
HCA(N)CO を新規開発する．このパルスシーク
エンスにより NMR 測定をおこない，信号の感
度および分散の程度を実験データから評価
する． 
 前項で得られた HCA(N)CO スペクトルおよ
び HCAN, HCACO, HCA(CO)N の各スペクトルか
らなるデータセットを用いて実際に主鎖連
鎖帰属が可能であることを確認する． 
 アミド水素に依存しないタンパク質立体
構造決定を可能にするためのスペクトル解
析および構造計算手法を開発する． 
 
４．研究成果 
 2010 年度は当初研究計画のとおり，新規パ
ルスシークエンス 3D HCA(N)CO 法を開発した．
この測定法の感度および分解能については，
標準タンパク質試料を重水溶媒に溶解し，さ
らに重水素デカップルを併用することによ
り，他の既発表測定法と遜色ないことを確認
した．実際に GB1 タンパク質を用いて，他の
測定法（HCACO, HCAN, HCA(CO)N）と併用す
ることでタンパク質主鎖の連鎖帰属が確実
におこなえる手法を確立した．さらに，重水
溶媒中で得た NOESY スペクトル由来の距離制
限を用いて立体構造計算をおこない，軽水溶
媒由来の立体構造と比較したところ，ほぼ同
一の立体構造が得られ，また，構造収束の指
標（主鎖 rmsd）は，前者が 0.40Å，後者が
0.48Åであった．以上の結果から，重水溶媒
中におけるタンパク質の主鎖連鎖帰属およ
び立体構造解析は，従来型の軽水溶媒中での
解析と同程度の精度であることがわかった
（Ogura et al., Journal of Biomolecular 
NMR 47, 243, 2010）． 
 2011および2012年度は2010年度の研究成
果をさらに発展させ，本手法をタンパク質と
相互作用するペプチドの構造およびダイナ
ミクス解析に応用することにした． 
 Grb2タンパク質のSH3ドメインはプロリン
を多く含む 10 残基ペプチド（PRR）を認識・
結合することで，細胞内シグナル伝達を担う

機能をもっている．すでに SH3-PRR 複合体の
立体構造は NMR 法および X線結晶構造解析法
によって解析されているが，PRR が SH3 ドメ
インと結合していない状態での立体構造，お
よび，SH3 に結合する際の詳細なメカニズム
は不明であった．そこで，研究代表者は，本
研究で開発した NMR 測定および解析法を適用
し，PRR がフリー状態においてもへリックス
構造を有していることをあきらかにした．
PRR は主鎖アミド水素含量が極端に少ないた
め，研究代表者の開発した手法はきわめて有
効であった．さらに,NMR 緩和分散法を用いて,
このペプチドが SH3ドメインと相互作用する
際の立体構造ダイナミクスを解析した.その
結果, ペプチドのうちふたつの残基が SH3ド
メインとの相互作用に重要な役割を担って
いることがわかった（ Ogura, Scientific 
Reports,投稿済み査読中）. 
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