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研究成果の概要（和文）： 
近年研究が活発化している in-cell NMR 法は，細胞内蛋白質を構造解析できる手法として多く
の注目を集めている．一方で，in-cell NMR のデータは，非常に複雑なものとなるため，従来
の手動解析では適用し難いものが多い．本課題では，こうした in-cell試料に対して，安定し
て構造解析可能な全自動構造決定システム NOESY-FLYA 法を開発し，本手法が様々な未知蛋白質
に適用可能であることを実証した． 
  
研究成果の概要（英文）： 

 Investigating proteins “at work” in a living environment is a major goal of 

molecular biology. New NMR methodology has enabled the measurement of multi- 

dimensional NMR spectra of proteins in living cells. Compared to in vitro spectra 

of purified proteins in-cell NMR spectra typically show a significant number of 

background signals, low signal-noise ratio, and broadened signals that lead to a much 

higher assignment ambiguity, which makes it difficult and cumbersome to check all 

possibilities manually. In this project, we developed a fully automated structure 

determination algorithm, NOESY-FLYA method, and optimized it to the in-cell NMR data.  
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の分子レベルでの理解，およびこれを基にし
た創薬開発においては，それぞれの生命過程，
或いは疾患に関与するタンパク質の立体構
造研究が不可欠である．NMR 法は溶液中にお
けるタンパク質の 3 次元構造を決定できる
唯一の手法として，構造生物学の発展に重要
な役割を果たしてきた．特に，近年研究開発
が活発化している in-cell NMR 法は，非侵襲
的に細胞内のタンパク質を，原子解像度で構
造解析できる手法として多くの注目を集め
ている．最近の大きな進歩として，申請者お
よび首都大学東京の伊藤隆教授らの共同研
究チームが，世界初の「生きた細胞」中での
蛋白質立体構造決定に成功し，Nature 誌に
発表した．この成果は，アメリカ化学会誌 
Chemical & Engineering News の「2009 年 9 
つの重要な進歩 」の１つとして取り上げら
れるなど，世界的に大きな反響をよんだ．タ
ンパク質機能をより深く理解する上で，今後
はそれらが本来機能を発現する環境に近い
状態における立体構造，相互作用，分子運動
の解析が求められ，これに理想的手法である
NMR 法がますます活躍の場を広げることは
明らかである．一方で，NMR 法の有用性は，
雑音に埋もれた幅広い多数の重なり合った
スペクトルを手動解析しなくてはならない
という，多大な労力と高い専門性を要する作
業により著しく損なわれている．特に，
In-cell NMR や生命活動の理解において重要
と考えられるタンパク質群（膜タンパク質
等）のスペクトルデータは，一般的に非常に
複雑となり，従来の NMR による手動解析を適
用し難いものが多い．事実，世界初の in-cell 
NMR 構造解析の発表以後，生体内での立体構
造解析に成功した蛋白質の例は世界的に未
だなく，理由の 1 つにスペクトル解析の複雑
さが挙げられている．したがって，こうした
問題を克服し，この技術を様々な分子に適用
できる汎用的な方法へ発展させることは急
務となっていた． 
 
２．研究の目的 
 近年研究が活発化している in-cell NMR 法
は，非侵襲的に細胞内の蛋白質を構造解析で
きる手法として多くの注目を集めている．蛋
白質機能をより深く理解する上で，それらが
本来機能する環境に近い状態における解析
が可能なこの手法が，ますます活躍の場を広
げることは明らかである．一方で，in-cell 
NMR 法のデータ解析は，非常に複雑なスペク
トル処理を必要とするため，従来の手動解析
では適用し難いものが多い．手動解析では，
スペクトルの複雑化に伴う帰属候補数の増
大により，すべての可能性の検討が難しい一
方で，計算機による自動解析では，あらゆる
可能性を総当り的に判定でき，解析者の技量
差も最小限に抑えられるため，高速，客観的

な解析が可能となる．本課題では，こうした
in-cell 試料に対して，安定して構造解析可
能な全自動構造決定システムを開発し，様々
な未知蛋白質への適用可能性を実証する． 
 
３．研究の方法 
以下の 2点について重点的に研究開発を進め
る．(1) NOESY-FLYA全自動解析システムの
in-cell GB1タンパク質への適用，(2) 
Quantitative Maximum Entropy (QME)法の
in-cell NMR への最適化． 
 (1)の本全自動構造解析システムの開発で
は，従来の NMR 法において手動で行われてき
た ① ピーク認識，②雑音ピークの除去，③
化学シフトの帰属，④NOESY 交差シグナルの
帰属，⑤構造計算，⑥構造最適化計算のすべ 
てのステップを NOESYスペクトルを入力とす
るだけで完全自動で行う．このシステムを，
従来法で調製したモデルタンパク質に適用
させるとともに，細胞内試料にも適用し，そ
の性能評価を行う．In-cell GB1 試料では，
アミノ酸側鎖帰属に必要な三重共鳴スペク
トルだけでは，早い横緩和のために十分なシ
グナルが得られない点が問題であった．一方，
NOESY スペクトルではすでにピーク数も十分
な良好なデータが得られているため，側鎖由
来の追加の化学シフト情報が得られると期
待される．従来の手動解析では，組み合わせ
数が膨大となるため NOESYからの側鎖帰属は
現実的でなかったが，NOESY-FLYA 法は計算機
によって総当り的に帰属候補を検証できる
ため，これにより in-cell NMRの化学シフト
の帰属の増加に大きく寄与できると期待さ
れる． 
(2)の QME法の in-cell NMR 法への最適化で
は，共同研究を進めているケンブリッジ大学
のグループが開発した QME アルゴリズムを，
in-cell NMRスペクトルの信号処理に採用し，
その効果を様々な側面から検証することで
この方法を拡張させる．QME は，スペクトル
の全領域を考慮して最適な雑音閾値を自動
で設定するため，in-cell NMRスペクトルの
ようなスペクトルの領域によってノイズに
大きな差があるデータには非常に有効に機
能すると期待できる．これを具体的なスペク
トルを用いて検証し，QMEを in-cellスペク
トルおよび非線形データサンプリングに最
適化させるようパラメータ，アルゴリズムの
改良を進める． 
４．研究成果 

本研究課題により進めていたNOESY-FLYA法

の開発に成功し，NOESYスペクトルのみを入力

データとして，蛋白質立体構造の全自動構造

解析アルゴリズムの実証実験に初めて成功し

た．ここでは，モデル試料としてクロレラ由

来のユビキチン(76 a.a.：SAIL標識)，及び高

度好熱菌HB8由来のTTHA1718 (66 a.a.：二重



 

 

標識)の完全自動構造解析を行った．実証実験

の結果，従来の手動解析による構造計算と同

程度の精度で立体構造解析が全自動的に可能

となることを示すことができた (J. 
Biomol. NMR. 50, 137–146 (2011))．本法

を用いれば，NOESY以外のスペクトル・構造情

報を全く必要とせずに，化学シフト帰属から

立体構造決定に至るまで全ての解析過程を自

動化することができる．また，従来の安定同

位体２重標識試料に加えて，SAIL標識した試

料においても，アルゴリズムの大きな変更を

必要とせずに適用でき，高精度の構造解析を

達成できたことから，本手法の高い汎用性を

示すことができた． 

In-cell NMR法の応用例としては，本年度，

GB1蛋白質の構造決定に新たに成功した．2009

年研究代表者らは世界で初めて生きた細胞中

での立体構造解析に成功したが，それ以後2

年経た現在まで，未だ世界第２例目の立体構

造解析に成功した例はなかった．今回，本研

究課題により世界第２例目の構造決定も本研

究グループによって達成されたことから，

in-cell NMR 立体構造決定技術の拡張，およ

び汎用化に向けて大きく前進した成果となっ

た．  

信号処理法の改良では，これまで
in-cellデータの信号解析に用いてきた
最大エントロピー法(MaxEnt)に加え，共
同研究先であるケンブリッジ大学のグル
ープによって開発されたQuantitative 
MaxEnt (QME)法を基に，新たにin-cellデ
ータに最適化させた．細胞内GB1蛋白質の
立体構造解析にNOESY-FLYA法とQMEの両
方を適用させたところ，従来法と比較し
て，新たに185個のNOEシグナル検出と88
個の化学シフト帰属に成功し，主鎖RMSD
で0.2Å程度収束した立体構造を決定で
きた． 
 構造計算手法の開発では，CYANAの２面

角系分子動力学計算にデカルト座標系の

分子力場の導入に成功し，構造の最適化

計算をCYANAの自動NOE解析とを組み合わ

せて再帰的に計算可能なアルゴリズムを

開発した．従来のCYANAは，計算の高速化

のために極端に単純化した目的関数で立

体構造を評価していたが，本法を利用す

ることにより，これまで以上に高精度の

立体構造計算と自動NOE解析が可能にな

ると期待できる．現在，複数の具体的な

NMRデータに適用させ，構造の精度と計算

速度の両面での実証実験を進めている． 
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