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研究成果の概要（和文）：溶液NMRによる蛋白質の立体構造解析には分子量上限が存在し、分子量10万以上の蛋白質で
構造決定に成功した例は無い。そこで本研究では分子量10万以上の蛋白質の立体構造解析を目指した新規NMR構造解析
法を開発した。具体的には、高感度13C直接観測法の開発を行い、固体NMRで成功している13C帰属法、13Cの核間距離情
報取得法、構造計算法を溶液NMRで用いることで新たな高分子量蛋白質の立体構造解析法を開発し、これらを分子量5万
のフロリゲン（花成ホルモン）受容体に適用した。

研究成果の概要（英文）：NMR structure can be determined for proteins with molecular weight less than 50 kD
a, however, no structure for beyond 100 kDa. In this research, we have developed a new NMR method to analy
ze very large proteins. This method consists of sensitivity enhancement of 13C direct detection, and 13C a
ssignment and analysis procedures employed for solid state NMR. These methods were applied to florigen rec
eptor with molecular mass beyond 50 kDa.
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１．研究開始当初の背景 
 
 溶液NMR測定では感度の高さから 1Hが用
いられるが、分子量 10 万を超える高分子量
蛋白質では速い磁気緩和によって 1H 観測が
困難となる。1H 観測が困難な系においては緩
和の遅い 13C が有効で、高分子量蛋白質につ
いても 13C 直接観測が有効であることは良く
知られている（Bermel et al. Concepts in 
Magnetic Resonance 2008）。しかし 13C 直接観
測は 1H に比べて 30 倍以上低感度であり、今
まで使われてこなかった。平成 22 年に導入
された蛋白質研究所の 950 MHz NMR 装置は
世界最高感度を持ち、13C 直接観測による
13C-13C ２次元スペクトルが 5 分で測定でき
る。また連携研究者の藤原らは 13C の感度を
600倍向上させるDNP装置の開発に成功して
いる。さらに藤原らが開発している固体NMR
による蛋白質の立体構造解析法では、広い線
幅や激しい信号の重なりなどの高分子量蛋
白質と同じ問題を持ちながら、13C の情報だ
けから計算機を駆使して立体構造の構築に
成功している。そこで、世界最高性能の NMR
装置で 13C 直接観測の感度向上法を開発し、
溶液 NMR で測定した高分解能スペクトルに
対して低分解能スペクトルの解析が可能な
固体 NMR の構造解析技術を用いることで、
高分子量蛋白質の NMR 構造解析を実現する
ことを着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 溶液 NMR による蛋白質の立体構造解析に
は分子量上限が存在し、分子量 10 万以上の
蛋白質で構造決定に成功した例は無い。そこ
で本研究では分子量 10 万以上の蛋白質の立
体構造決定を可能にする新規 NMR 構造解析
法を開発する。具体的には、高感度 13C 直接
観測法の開発を行い、固体 NMR で成功して
いる 13C 帰属法、13C の核間距離情報取得法、
構造計算法を溶液 NMR で用いることで新た
な高分子量蛋白質の立体構造解析法を開発
し、分子量 5 万のフロリゲン（花成ホルモン）
受容体に適用する。最終的には分子量 10 万
のフロリゲン受容体複合体の構造決定を目
指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、高感度 13C 直接観測法、13C 帰
属法、13C の核間距離情報取得法、13C 直接観
測による構造計算法を開発する。これらを分
子量 5 万のフロリゲン受容体に適用し、最終
的に分子量 10 万のフロリゲン受容体複合体
の立体構造解析を試みる。 
 
 
４．研究成果 

 
 平成 24 年度は、⑴高感度 13C 直接観測法
の開発と、⑵13C 帰属法、13C の核間距離情
報取得法、構造計算法の開発を行い、⑶フロ
リゲン受容体の構造解析に取り組んだ。 
 平成 25年度は平成 24年度に引続き技術開
発とフロリゲン受容体の構造解析に関する、
⑴高感度 13C 直接観測法の開発、⑵13C 帰属
法、13C の核間距離情報取得法、構造計算法
の開発、⑶フロリゲン受容体の構造解析を進
め、⑷抑制型フロリゲン受容体複合体の立体
構造解析に取り組んだ。 
 
⑴ 高感度 13C 直接観測法の開発 
 研究代表者らは、本研究において、固体 NMR
で提案された１回の測定で２回データを取
り込む Double-acquisition 法と呼ばれる概
念（Fukuchi et al. J Magn Reson 2008）を
一般化し、溶液固体を問わず、ほぼ全ての多
次元NMR測定において信号強度を２〜４倍増
強させる手法の開発に成功した。また、これ
を 13C 直接観測と組み合わせ、信号強度を２
〜４倍に増強することにも成功した。例えば、
13C 直接観測技術の１つである CACO 法におい
ては約２倍の信号強度の増強に成功した。こ
の手法は縦緩和時間が長いほど感度が上昇
する方法であるため、高磁場で分子量が大き
いほど有効である。すなわち研究代表者らが
開発している一般化 Double-acquisition 法
は高磁場下での高分子量蛋白質の 13C 直接観
測の感度向上法として理想的である。そこで、
蛋白質研究所の 950 MHz NMR 装置で高分子量
蛋白質の構造解析のための各種多次元
Double-acquisition 13C 直接観測パルス列を
作成した。具体的には、CACO、COCA、CON、13C-13C 
TOCSY、13C-13C NOESY、3D CANCO、3D CBCACO
などを作成した。３次元パルス列に関しては、
研究代表者らが得意とする非線形サンプリ
ング法を組み合わせることで、単位時間当り
の高感度化を実現した。 
 
⑵ 13C 帰属法、13C の核間距離情報取得法、構
造計算法の開発 
 蛋白質研究所の 950 MHz NMR 装置を用いて
⑴で開発した各種 Double-acquisition 13C 直
接観測法を測定し、蛋白質の主鎖及び側鎖の
13C の帰属を試みたが、部分的な帰属に留まっ
ている。13C の核間距離は固体 NMR で標準的に
用いられている 1H 核間の双極子相互作用を
介した 13C-13C相関法から得ることを試みたが、
定量性に問題があることが分かり、その解決
策の検討を進めた。立体構造解析では残余双
極子相互作用（RDC）、常磁性緩和効果（PRE）、
13C 化学シフト値などを用い、連携研究者の藤
原らが開発した固体NMRの構造解析法として
成功を収めつつあるレプリカ交換分子動力
学法で計算した立体構造アンサンブルから
実験条件を満足する構造を選択する手法
（Ikeda et al. J Phys Chem 2011）を溶液
NMR 用に改変して用いる準備を進めた。 



 
⑶フロリゲン受容体の構造解析 
 ⑵の 13C直接観測による構造解析法を用い、
フロリゲン受容体の立体構造解析に取り組
んだ。13C 直接観測は 1H と比較すると化学交
換や緩和による信号の消失が起こりにくい
ものの、分子量５万のフロリゲン受容体では
線幅の広がりや信号の重なりで解析が順調
に進まなかった。しかし、受容体については
重水素化することで、良好な 1H-15N TROSY 
HSQC スペクトルが得られたため、TROSY 法を
ベースとした帰属のための三重共鳴実験を
行い、帰属を進め、部分的な帰属に成功した。 
 
⑷抑制型フロリゲン受容体複合体の立体構
造解析 
 活性型フロリゲン受容体複合体では結晶
が得られたが、抑制型フロリゲン受容体複合
体では結晶が得られていない。このため分子
量 10 万の抑制型フロリゲン受容体複合体の
NMR 構造の決定は機能解析に必須である。ま
ず抑制型フロリゲン受容体複合体の構成因
子（抑制型フロリゲン、受容体、転写因子）
の中で、抑制型フロリゲンと転写因子につい
てはすでに良好な 1H-15N HSQCスペクトルが得
られているため、溶液 NMR の常法によって構
造解析に取り組んだ。また、構成因子を個別
に安定同位体標識し、複合体形成による立体
構造変化とNMR滴定実験による結合部位の決
定を進めた。その結果、受容体における活性
型フロリゲンと抑制型フロリゲンの結合部
位が同じであること、結合が競合することな
どが明らかとなった。 
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