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研究成果の概要（和文）：本研究では、創薬ターゲットとして重要な「膜」蛋白質を生きている細胞のまま原子レベル
精度で検出可能なNMR技術を開発し、「膜」蛋白質の構造変化のライブイメージング技術を確立することを目的として
いる。具体的には、生きている細胞で観測したい「膜」蛋白質のみを安定同位体標識し、それを固体NMR法で検出する
。本研究においては、バックグラウンドとなる細胞由来のNMR信号を抑制する試料調製技術を開発することで、大幅な
感度向上に成功しており、最終的に目的「膜」蛋白質の生体内でのNMR検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Membrane protein is an important target for drug discovery. In this study, using s
olid state NMR, we have developed a method to detect a signal from a target membrane protein expressed on 
the cell surface. Special isotope labeling technique enabled to suppress the background signals and enhanc
ed the signal-to-noise ratio. Finally we succeeded to detect NMR signals of the target membrane protein us
ing live cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
 代謝産物など細胞内の物質を NMR で検出
する手法は古くから知られているが、生きて
いる細胞内の「可溶性」蛋白質を原子レベル
分解能でNMR検出する技術（In-cell NMR法）
は最近になって開発されてきた。大腸菌では
2001 年に Dötsch らが、アフリカツメガエル
卵毋細胞では2006年にWagnerらとShirakawa
らが、ヒトの細胞では 2009 年に Shirakawa ら
がそれぞれ NMR 検出法の開発に成功してい
る（ref. 1）。さらに 2009 年には Ito らが生き
ている大腸菌内で「可溶性」蛋白質の立体構
造決定に成功している（ref. 2）。 
 In-cell NMR 法では 15N 標識した「可溶性」
蛋白質の主鎖アミド基を溶液 NMR の測定法
である 1H-15N HSQC 法により検出する。「膜」
蛋白質を 1H-15N HSQC 法で検出するには、界
面活性剤で「膜」蛋白質を可溶化するか（業
績 10, 15）、バイセル様脂質二重膜であるミニ
ディスクに再構成する必要があるが、いずれ
の方法も生きている細胞には用いることが
できない。 
 固体 NMR の測定法であるマジック角回転
法を用いれば生きている細胞をそのまま測
定できる可能性があるものの、現実的には固
体 NMR 法は感度が低く、細胞レベルでは
「膜」蛋白質どころか「可溶性」蛋白質の検
出すら困難である。一方、藤原(研究分担者)
および松木(連携研究者)は高磁場DNP法を開
発中であり、温度因子を含めるとすでに 30
倍程度の感度向上を達成している。さらに現
在開発中の極低温マジック角回転プローブ
を用いることで大幅な感度向上が可能であ
り、平成２２年度中に少なくとも 100 倍以上
の感度向上が達成される見通しである。そこ
で申請者らは、この高磁場 DNP 法を用いる
ことで生きた細胞のまま原子レベル精度で
「膜」蛋白質の構造情報を検出することを着
想した。 
 
1. Serber Z and Dotsch V. In-cell NMR 
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２．研究の目的 
 
 本研究では「膜」蛋白質を生きている細胞
のまま原子レベル精度で検出可能な NMR 技
術を開発し、「膜」蛋白質の構造変化のライ
ブイメージング技術を確立する。具体的には、
生きている細胞で観測したい「膜」蛋白質の
みを安定同位体標識し、それに高磁場 DNP
法を適用する。加えてバックグラウンドとな
る細胞由来の NMR 信号を抑制する試料調製
技術と重水素フィルタ技術を開発すること
で更なる感度向上を達成し、目的「膜」蛋白
質の生体内での NMR 検出を可能にする。最
終的には生きた細胞のまま原子レベル精度
で「膜」蛋白質の構造変化を検出する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 高度好塩好アルカリ性菌 Natronomonas 
pharaonis は近紫外および紫光から逃げる負
の走光性を示し、その光受容体は７回膜貫通
型ロドプシン様蛋白質 ppR である。この光応
答に関与するシグナル伝達カスケードは詳
しく調べられており、最初のシグナル伝達は
ppR からそのトランスデューサー蛋白質
（pHtrII）への膜貫通型蛋白質同士の相互作
用によって行われている。研究代表者の児嶋
は ppR と pHtrII が直接結合すること、光活性
化状態でその結合が弱くなることなどを明
らかにしている。このシグナルは膜中での
pHtrII の構造変化によって下流に伝えられる
と考えられている。さらに ppR と pHtrII は大
腸菌での大量発現系が確立されており、熱安
定性も高いため、本研究の優れたモデル系と
なっている。 
 本研究ではニュージャージー医科歯科大
の井上教授(海外共同研究者)が開発した SPP
システムを基盤に、甲斐荘教授の SAIL アミ
ノ酸や申請者らが開発しつつある重水素フ
ィルタ技術などと組み合わせ、生きている大
腸菌で大腸菌由来のバックグラウンドを抑
制しつつ２回膜貫通型蛋白質 pHtrII のみを安
定同位体標識する試料調製技術を開発し、高
磁場 DNP 法を適用する。最終的に生きた細
胞のまま原子レベル精度で「膜」蛋白質の構
造変化を検出するライブイメージング技術
を確立する。 
 
 
４．研究成果 
 
 平成 23 年度は、(1)観測する膜蛋白質のみ
を安定同位体標識する技術の開発と、(2)(3)
バックグラウンドとなる大腸菌由来のNMR信
号を抑制する技術の開発を行った。 
 課題(1)：生きている大腸菌の膜蛋白質を
そのまま検出するには、大腸菌に安定同位体
を取り込ませ、目的の膜蛋白質のみを安定同
位体標識する技術が不可欠である。そこで２



回膜貫通型蛋白質 pHtrII の大腸菌大量発現
系において、培養時に非標識培地を、蛋白質
の発現誘導時に安定同位体標識培地を用い
ることで、pHtrII のみを安定同位体標識した。
選択的な標識が達成されたかどうかを判定
するために、菌体破砕後の膜画分を NMR 測定
した。最終的に膜画分中の pHtrII の固体 NMR
測定に成功した。 
 課題(2)：膜画分の pHtrII の固体 NMR 測定
において、目的の膜蛋白質以外の信号も検出
されており、これらは大腸菌由来と考えられ
た。そこで目的蛋白質以外のバックグラウン
ドとなる信号の抑制を試みた。具体的には、
児嶋が実績を持つpColdシステムを用いた低
温での発現誘導により、発現誘導後の目的膜
蛋白質以外の蛋白質の翻訳を抑制した。さら
に、目的蛋白質以外の翻訳を完全に阻害でき
る SPP システム（pCold システムに配列特異
的な RNA 切断酵素を共発現させる系）の開発
者であるニュージャージー医科歯科大の井
上教授の助力を得て、SPP システムによる
pHtrII の大量発現系の構築に成功した。SDS- 
PAGE上では48時間に渡って pHtrII以外の翻
訳が完全に抑制されていた。固体NMRを用い、
最終的に大腸菌そのままの状態での pHtrII
由来と考えられる信号の観測に成功した。 
 
 平成 24 年度は、平成 23 年度から継続して
選択標識のための個々の基盤技術課題
(1)-(3)の開発を進め、膜画分を用いた評価
法に基づき大腸菌由来のバックグラウンド
を抑制した pHtrII の選択標識技術を確立し
た。また新規課題(4)として大腸菌そのもの
に高磁場DNP法を 適用する研究に着手した。 
 課題(1)：観測する膜蛋白質のみを安定同
位体標識する技術を開発した。2 回膜貫通型
蛋白質pHtrIIの大腸菌大量発現系において、
培養時に非標識培地を、蛋白質の発現誘導
時に安定同位体標識培地を用いることで、
pHtrII のみを安定同位体標識した。帰属や立
体構造解 析を容易にするため、均一標識試
料だけでなくアミノ酸選択標識を行った。 
 課題(2)：バックグラウンドとなる大腸菌
由来のNMR信号を抑制する標識技術を開発し
た。pCold システムを用いた低温での発現誘
導に より、発現誘導後の目的膜蛋白質以外
の蛋白質の翻訳を抑制した。 
 課題(3)：バックグラウンドとなる大腸菌
由来のNMR信号を抑制する重水素フィルタ技
術を開発した。目的蛋白質を重水素標識する
こと で重水素フィルタリングを行い、大腸
菌由来の信号を抑制するための測定技術を
開発した。 
 課題(4)：大腸菌へ高磁場DNP法を適用する
研究に着手した。研究分担者の藤原らが開
発中の高磁場 DNP 法を大腸菌に適用するた
め、グ リセロール水溶液にバイラジカル(1
分子中に 2 個のラジカルを持つ化合物)と検
出対象を共存させ、100 K 以下の低温にて測
定を行う実 験系を立ち上げた。 

 
 平成 25 年度は、平成 24 年度までに確立し
た大腸菌由来のバックグラウンドを抑制し
た pHtrII の選択標識技術(1)-(3)を用い、目
的「膜」蛋白質の生体内での NMR 検出技術と
して確立した。また、平成 24 年度に引き続
き、課題(4)として大腸菌そのものへの高磁
場 DNP 法の適用に取り組むとともに、新規課
題(5)として膜蛋白質の構造変化の検出にも
取り組んだ。 
 選択標識技術(1)は、観測する膜蛋白質の
みを安定同位体標識する技術であり、2 回膜
貫通型蛋白質 pHtrII の大腸菌大量発現系に
おいて、培養時に非標識培地を、蛋白質の発
現誘導時に安定同位体標識培地を用いるこ
とで、pHtrII のみを安定同位体標識した。帰
属や立体構造解 析を容易にするため、均一
標識試料だけでなくアミノ酸選択標識試料
を用いた。選択標識技術(2)(3)は、バックグ
ラウンドとなる大腸菌由来のNMR信号を抑制
する技術であり、pCold システムを用いた低
温での発現誘導により、発現誘導後の目的膜
蛋白質以外の蛋白質の翻訳を抑制した。課題
(4)は、大腸菌への高磁場 DNP 法の適用であ
り、研究分担者の藤原らが開発中の高磁場
DNP 法を大腸菌に適用し、大腸菌に発現して
いる pHtrII の観測に取り組んだ。また、課
題(5)は、大腸菌における光刺激依存的な膜
蛋白質の構造変化の検出であり、これを行う
ための光照射システムを高磁場DNP装置に設
置し、光照射実験を行った。 
 これらの実験から、大腸菌そのままでの固
体 NMR 信号の検出に成功するとともに、膜蛋
白質間相互作用の検出に成功した。 
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