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研究成果の概要（和文）：蛋白質分子内のフェニルアラニン、チロシン残基芳香環の反転運動は

蛋白質の稀に生じる大きな構造揺らぎと相関し、同揺らぎに関する唯一の情報源ともなる。本

課題では、SAIL－NMR 法と CPMG 緩和分散法を組み合わせた芳香環反転速度の解析法の開

発を行った。これにより、定量解析可能な反転速度の時間領域がミリ秒からマイクロ秒近くま

で拡張され、環反転速度に基づいた構造揺らぎの研究が促進されることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Aromatic rings of phenylalanine and tyrosine residues in the 
interior of proteins infrequently rotates about their Cb-Cg axis in concert with the large 
amplitude slow breathing motion of protein molecules. An NMR method for evaluating 
ring-flipping rate based on a Carr-Purcell Meiboom Gill relaxation experiments and 
SAIL-NMR method is developed. This method enables the quantitative evaluation of the 
ring-flipping phenomenon on the micro-second time scales.    
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１．研究開始当初の背景 
近年 NMR 法による蛋白質の構造解析技術は
急速に進歩し続けている。この背景には蛋白
質の安定同位体標識技術の高度化が多大な
貢献をしており、特に甲斐荘等（名大・首都
大 ） が 開 発 し た 立 体 整 列 同 位 体 標 識
（stereo-array isotope labeling; SAIL）法は
国際的に高い関心が寄せられている。同手法
は蛋白質試料の高度安定同位体標識に基づ
く技術であり、従来不可能であった 40kDa
超の蛋白質の NMR 構造決定を実現し、現在
も改良を進め構造決定の分子量限界を押し
上げて続けている。今後は、立体構造決定に
加えて蛋白質の生物機能に関与する動態解
析手法としての開発研究も並行して進める

事が重要である。 
溶液中の蛋白質は、large amplitude slow 

breathing motion と呼ばれる大きな構造揺
らぎを生じる。同現象は、蛋白質が持つフェ
ニルアラニン(Phe)、チロシン(Tyr)残基の側
鎖芳香環が分子内部でもフリップフロップ
運動(以下、“反転運動”と記す)をするという
観測事実からその存在が知られている。蛋白
質の分子内部に位置する同芳香環は結晶構
造中ではその周りに他の原子が密にパッキ
ングし動く余地が無いが、溶液 NMR 法によ
り芳香環のδ1,  δ2、或いはε1, ε2 のシグナルを
観測すると、むしろ両者が平均化して観測さ
れることが一般的であり、芳香環がその
Cβ-Cγ軸上に関して速く反転している事を示
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している。(図１)この反転運動速度は圧力に
依存して変化することから、蛋白質の構造が
過渡的に大きく揺らぎ、芳香環の周りに空間
が形成される事で分子内部の芳香環反転運
動が生じることが明らかとされている。同現
象の研究は、スイス工科大学 Wüthrich 教授
のグループを中心として長年にわたり精力
的に行われてきたが、当時から現在に至るま
でその解析は低分子量蛋白質の芳香族アミ
ノ酸の NMR スペクトルの線形解析に限られ、
このような揺らぎ構造と蛋白質の生物機能
との関連性を幅広く検証することは不可能
であった。 

 
 図１ 芳香環反転と蛋白質の構造揺らぎ 
 

我々は、過去数年に渡って芳香族アミノ酸
の NMR 解析に焦点を絞った SAIL 法の新た
な技術開発に取り組んできた。芳香環のシグ
ナルを明瞭に観測するため、環の中で解析対
象となる CH 対以外の炭素、水素は全て
13C.2H と位置選択標識された SAIL 芳香族
アミノ酸を利用することで、従来不可能であ
った高分子量蛋白質中の芳香族シグナル観
測などが実現するものであり、本課題はその
応用研究の一つとして取り組むものである。 
 
２．研究の目的 
 
13C Carr-Purcell Meiboom-Gill (CPMG)緩
和分散法と SAIL 技術を利用した蛋白質中の
Phe、Tyr 残基側鎖の芳香環フリップフロッ
プ運動の新たな速度解析法を開発すること
を目的とする。 
解析法の原理：蛋白質内部において、Phe/Tyr
芳香環のδ1とδ2 位の水素/炭素原子は互いに
局所的化学環境が異なるため、芳香環の回転
が十分遅ければ両者の NMR シグナルは分離
して観測される。これに対して芳香環の回転
速度がδ1 とδ2 との間の化学シフト差より速
くなると両シグナルは平均化して観測され
る。この線形に基づいた解析は精度が低く解
析可能な時間域も秒からミリ秒の間に限定
されていた。これに対し、δ位にある芳香族
原子の核スピン緩和現象はミリ秒より速い
領域でも回転運動による影響を受けるため、
より幅広い時間域における交換速度の定量
化が可能となり、シグナル強度に基づいた方
法なので線形解析と比べて解析精度の向上
も期待される。同核スピン緩和の解析には、
現在化学交換の解析として幅広く利用され

ている CPMG 緩和分散法を適用する。同手
法は、観測対象となるスピン系が孤立してい
る必要があるため、SAIL 技術により合成し
た SAIL アミノ酸を利用する。 
CPMG 法の実証試験:本課題の実施期間内に、
新たに開発する手法の実証実験を行う。この
ため、大腸菌高発現系を用いて調製した
SAIL 標識 BPTI (6.5 kDa)を用いて CPMG
法の実証試験を行う。BPTI は 4 分子の Phe
と 4分子のチロシンを含む窮状蛋白質である。
（図２）この中で、Phe45, Tyr23, Tyr35 は
10 度から 60℃の温度領域で環反転速度が化
学シフト差に近い速度となるため、温度変化
に伴う線形変化が明瞭に捉えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ BPTI 中の Phe, Tyr 残基 
 
３．研究の方法 
本課題では、芳香環13Cδ 炭素に関する13C CPMG 
緩和分散実験を行う。同実験では、厳密には
13Cδが他の 13C 核とスピン相互作用せず、孤立
状態に有る事が要求される。その観点からす
ると、従来の δ1 とδ2 位が 1H-13C とされ他
は全て、12C, 2H とされたデルタ型 SAIL チロ
シンは有用であると考えられる。しかし、こ
の標識パターンでは、δ1 とδ2 炭素間に５Hz
程度のスピン結合が存在し、同スピン結合の
CPMG 緩和分散解析に対する影響が懸念され
る。そのため、本課題ではδ1-SAIL Tyr を、
協力関係にある SAIL テクノロジーズ社から
入手する。同芳香族アミノ酸は、芳香環δ位
の片側のみが 1H-13C となっており、他の芳香
族炭素、水素は全て 12C、2H となっている。 
 実施手順として、δ1-SAIL Tyr 選択標識
BPTI 蛋白質を調製する。予備実験より、BPTI
蛋白質は無細胞合成反応における発現が芳
しくない事実を得ているため、同蛋白質の発



 

 

現は大腸菌発現系を用いる。我々は、
BL21(DE3)大腸菌株を用いて、発現誘導時直
前に 1L 培養液当たり、2-3 mg の SAIL アミ
ノ酸を添加することにより精製収量 1-2 mg 
で同蛋白質を調製した。 

NMR 測定は、500 MHz, 600MHz と 900MHz の
NMR 装置を用い、1H-13C relaxation 
compensated CPMG 緩和分散法のパルス系列
を適用することで実験を行った。得られた緩
和分散プロファイルに対して、Mathlab ソフ
トウェアによる線形回帰を行い、反転速度と
化学シフト差を見積もった。 
 
 
４．研究成果 
(1) 検証実験 
CPMG 実験に先立ち、デルタ型 SAIL Phe,Tyr
ラベル化 BPTI について温度を 10 から 60 度
の範位内で変化させて、1H-13C HSQC スペク
トルを測定し、そのデルタ位の１H-13C シグ
ナルの線形から、 CPMG 解析に適した
intermediate 領域（kex～dw） の線形を示
す残基・温度を探索した。その結果、Tyr23
由来のデルタシグナルが 50 度で炭素軸に有
意に化学交換による広幅化を生じており、考
案手法の検証に適していると結論した。解析
にあたり、SAIL テクノロジーズ社の協力のも
と、環のデルタ位の片側のみが、13C-1H と
されたチロシンを合成して、BPTI 蛋白質に取
り込ませた試料を調製した。調製試料に対し
て、1H 共鳴周波数が 500 MHz, 600 MHz, 900 
MH、950 MHz (950 MHz マシンは大阪大学蛋白
質研究所にて測定)にて、1H-13C relaxation 
compensated Carr-Purcell-Meiboom-Gill 緩
和分散実験を実施した。CPMG 全体の時間は 
30 ms と設定し、Tyr23 のデルタ位 1H-13C 
シグナルの effective field strength に対
する強度変化をプロットし、得られた理論式
による線形回帰解析を行った。 
まず、得られた分散緩和曲線は反転速度が化
学シフトスケールに比べて非常に速いチロ
シン残基（Tyr10）に対してフラットなプロ
ファイルが得られた。この結果は、CPMG 解析
実験が正しく実施されていることを示す。一
方で、焦点となる Tyr23 については、
effective field の増加に対してシグナル強
度の減少が観測された。NMR マシンの磁場が
大きくなるに従い、化学シフト差が大きくな
るため、effective field に対する緩和分散
プロファイルの影響は顕著となる。しかし、
シグナル全体の強度も顕著に減衰するため、
磁場が増加するほど解析の精度が落ちると
いう問題も明らかとなってきた。特に、950 
MHz マシンのデータは非常に effective 
field に対して大きく強度減衰が生じるが、
化学交換の影響が非常に顕著なため、測定誤
差が大きいものとなった。従来の CPMG 実験

では、相互変換する副状態の存在比率が偏っ
ている場合と比べると、環反転運動の場合は
比率が 1:1 であり化学交換による広幅化の
影響が非常に大きい。 
以上の結果から、500 MHz, 600 MHz で取得
した 2点のデータを利用して、速度解析を実
施した。その結果、反転速度が 2000 +/- 460 
s-1 と見積もられた。これは、以前に実施さ
れた線形解析より得られた値と同じオーダ
ーである。 
 

図 3 得られた緩和分散プロファイル  
 
なお、本課題では片側チロシンを利用してい
るため、デルタ位両側に 13C-1H 対がある
・-SAIL Tyr において問題となる、2J の影
響はないことが保障されている。現在、本課
題のデータをまとめて、論文投稿の準備を進
めている段階であるが、その過程において比
較対象となる、デルタ位の両側が 13C-1H 対
となった Tyr を合成して同実験を行った結
果、驚くべき事に、片側ラベルと両側ラベル
体との間には、緩和分散曲線に有意な差が観
測されなかった。可能性として、デルタ１、
デルタ２はスピン結合しているが、環反転運
動 に よ り 化 学 交 換 を 受 け て い る た め 
intermediate 領域ではその効果が実効的に
無視出来る程小さくなってしまうのではな
いかと考え、次項で示す numerical な解析
を行った。 
 
(2) 理論的考察 
デルタ１炭素とデルタ２炭素には約 5 Hz の
スピン結合が存在している。CPMG 実験では、
５Hz のスピン結合であっても、無視出来ず、
緩和分散プロファイルにおいて振動が観測
されてくる。しかし、２つの核は、環反転運
動により相互変換している。環の反転速度が
小さければ、スピン結合の効果は緩和分散プ
ロファイルに顕れるが、環の反転速度が化学
シフト差に比べて非常に早ければ、その影響
は実効的になくなる。問題は、intermediate 
領域 (kex～dw)において、スピン結合の影



 

 

響が無視出来る程小さくなるかである。 
そのことを密度行列を利用したスピン系の
計算から検証した。一般に、化学シフト、ス
ピン結合の影響下における NMRの核スピンの
振る舞いを計算するには、リウビル・ホン・
ノイマン（Liouville-von-Neumann）方程式
が利用される。ここに、緩和、化学交換の影
響を含めたものが、マスター方程式がある。
ここでは、スピン緩和の影響を無視し、化学
シフト、スピン結合、化学交換の３つのハミ
ルトニアンを設定して、CPMG ユニットにおけ
る磁化の時間発展を計算した。計算では、２
スピン系とし、スピン結合の大きさは 5 Hz 
と設定した。化学交換によるハミルトニアン
の時間発展を入れるため、従来の密度行列を 
(4x4) の行列で表示する Hilbert 空間表示
形式から、(1x16) の列ベクトルで表示する
Liouville 空間表示のもと Matlab ソフト
ウェアによる計算を行った。J がある場合と
ない場合とで計算結果を比較した結果、以下
の 2 点が明らかとなった。1 点目：交換速度
が化学シフト差より小さい場合はプロファ
イルに顕著な差が生じるが、交換速度が化学
シフト差より大きい場合はプロファイルに
差がほとんどなくなる結果が得られる。2 点
目：CPMG 時間が長くなるほど、Jの有無によ
る緩和分散プロファイルの影響の差が出て
くる。また、今回実験で設定した 30 ms 程
度の CPMG 時間では、影響の差はほとんど顕
れない。この 2点の結果から、両側ラベル体
でも、CPMG 時間を 30 ms 程度にして、
intermediate で解析を行っても、片側ラベ
ル体と同等の結果が得られると予想される。
この結果は、今後、両側ラベル体を調製、CPMG
解析を行い、実験的に検証する。その後に、
データをまとめて論文投稿する予定である。 
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