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研究成果の概要（和文）：本課題では，細胞内蛋白質の立体構造解析(in-cell NMR)を，より汎用的な手法に拡張する
ために，新規計算手法開発の観点から，NMR法の改良を進めていくことを目標とした．主に，NMRスペクトルの質向上の
ための信号処理法の開発と，立体構造計算手法の開発を行った．信号処理法の開発では，QME法の開発に成功し，実際
のin-cell NMRスペクトルの質を大きく向上させた．構造計算手法の開発では，立体構造計算プログラムCYANAを改良し
，ベイズ推定に基づいた新規手法の開発に成功した．また，Pseudo-Contact Shift(PCS)の解析をCYANAの中で再帰的に
計算可能な手法も開発した.

研究成果の概要（英文）：In this project, we developed new NMR protein structure calculation and signal 
processing methods specifically for in-cell NMR. In the signal processing, Quantitative Maximum Entropy 
(QME) that we recently developed dramatically improved in-cell NMR spectra, and achieved recording the 
first 3D NOESY spectra in an Eukaryotic cell (Sf9 cell). In the NMR structure calculation, we succeeded 
to implement a new structure calculation method based on Bayesian inference, which notably improved 
in-cell NMR structures. Furthermore, we succeeded to implement into CYANA a function to iteratively 
analyse PseudoContact Shift (PCS) data with structure calculation. These new methods will contribute to 
extend in-cell NMR structure determination to generalized technique.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内環境は，膨大な数の生体高分子な
どが存在し，「分子クラウディング」と呼ば
れるこれらが複雑に絡み合った環境を形成
している．細胞内に占めるこうした分子の割
合はその体積の 30%以上，濃度は 300g/L に
達するとも言われる.蛋白質分子の構造と機
能の一層の理解には，こうした影響を含む細
胞内での構造解析が欠かせない．しかしなが
ら，これまでの X線結晶構造解析や溶液 NMR
は，単離・精製した分子の測定であり，本来
の細胞質には程遠い人工環境での解析に過
ぎなかった．こうした中，我々は in-cell NMR
法という新技術を応用して世界初の生きた
細胞中での蛋白質立体構造決定に成功した．
この方法をさらに発展させることで，蛋白質
が実際に働く，より自然な環境での立体構造
情報や動的性質を細胞周期に合わせて観察
することも可能となる． 
 
２．研究の目的 
2009 年の我々の in-cell 構造決定以後，ま
だこれに続く新しい立体構造決定の報告は
なく，現時点では多くの研究者がこの手法を
用いて様々な蛋白質を解析できる汎用技術
となっていない．本技術の一般化に向けて，
申請者らは，科研費スタート支援(平成 22-23
年)の助成により，最近，世界第 2 番目の
in-cell 構造となり得る蛋白質立体構造決定
に成功した．ここでは，1.スペクトル測定法
の改良と，2.信号再構成アルゴリズムの改良
により問題点を克服した．本成果は，in-cell 
NMR 法汎用化に向けた大きな前進であるが，
この技術はまだ新しく，さらなる多方面から
の技術開発が必要である．In-cell スペクト
ルは，試料の短寿命に伴い測定時間が短いこ
とと，試料濃度が顕著に低いことにより，S/N
比が低く，膨大なノイズを含んで著しく複雑
化するため，解析困難となる点が課題の１つ
である． 

In-cell NMR技術の汎用化には，試料調製，
NMR 測定，データ解析，評価の全段階にお
いて多角的改良が必要であるが，本課題では
特にNMR信号を得た後の計算機が担うデー
タ解析に焦点を当てる．①信号再構成技術と 
②ノイズを含む複雑なスペクトルを統計的
に解析可能なアルゴリズム，を開発し，低感
度の in-cell 信号でも高精度構造解析可能と
なるシステム開発を目指す． 

 
３．研究の方法 
本研究は，in-cell NMR 法の一般化に向け
て，特に計算アルゴリズム開発に焦点を絞り，
主に以下の 3項目について，新規手法を開発
する．I.スペクトル自動解析アルゴリズムの
in-cell スペクトルへの最適化，II.構造計
算アルゴリズムの改良，III.信号処理手法の
開発，Iと IIのスペクトル自動解析アルゴリ
ズム開発は，申請者がこれまで従来の溶液
NMR 法を主目的として開発してきた CYANA, 

FLYA を基盤に in-cell NMR 法への最適化を進
める．これにより，既存システムをそのまま
利用可能なため新規アルゴリズム開発にの
み集中でき、本課題の最終目標の１つである
本手法の世界普及を進める点においても優
位な戦略となる．III の信号処理手法の開発
は，信号解析・統計科学の専門のグループと
共同で開発を進めていく．  
 
４．研究成果 
(1) NMR 信号処理法の開発 
世界初の細胞内蛋白質立体構造決定では，
Non-Uniform Sampling (NUS)によって NMR 測
定点数を減らすことで，計測時間の大幅な短
縮を行った．これにより，NMR 試料管での細
胞寿命時間内で 3次元 NMRスペクトル測定を
行い，Maximum Entropy (MaxEnt)法により，
削られたデータ点を再構成することで，構造
解析可能な良好なスペクトルの習得に成功
した．本課題では，さらに，MaxEnt を発展さ
せた Quantitative Maximum Entropy (QME)
法の開発に成功した．QME法は，従来のMaxEnt
と比較して特にダイナミックレンジの大き
なスペクトルに有効であることが示された．
この手法を，Sf9 細胞を用いた in-cell NMR
に応用することで，3 次元 NMR スペクトルの
測定に成功し，78%の蛋白質主鎖原子の化学
シフト帰属を達成した(図 1)．本成果は，真

核細胞を用いた in-cell NMR で，3 次元スペ
クトル測定を可能にした世界初の事例とし
て ， 学 術 論 文 誌 上 に 発 表 し た
（J.Am.Chem.Soc., 135(5), 1688-1691). こ
れにより，本課題の１つの大きな目標である，
生きた真核細胞内での蛋白質立体構造決定
への大きな足掛かりとなった． 
また，現在提案されている複数の信号処理
法 (MaxEnt, QME, Iterative Soft 
Ihresholding (IST), Iteratively Re- 
weighted Least Squares (IRLS))について，
3D, 4D NOESY スペクトルの再構成に関する包
括的な性能評価を行った．この結果，我々が
開発した QME 法が，近年開発が活発に進めら
れている IST,IRLS 法と比較しても，十分に

図 1. Sf9 内の GB1 蛋白質の 3D HNCA(黒 )と
HN(CO)CAスペクトル(赤). 青の点線は，主鎖連鎖帰属
を示す． 



高い再現性能を持つことが示され，この成果
を学術論文誌に発表した(Biochem. Biophys. 
Res. Commun.,457, 2015, 200-205). 
さらなるスペクトルの向上を目的として，
内点法を用いた圧縮センシングのプログラ
ム開発に取り組み，プログラムの初期バージ
ョンの開発にも成功した．現在，1/8 までデ
ータを間引いた HNCO スペクトルを高い再現
性で再構成できることは示せたが，さらなる
性能向上に向けて，現在改良を進めている． 
 
(2) 新規 NMR 立体構造計算手法の開発 
NMR 立体構造解析プログラム CYANA に実装
されている2面角系分子動力学計算(TAMD)を
改良し，Cartesian 系 MD(CMD)の代表的ソフ
トウェアであるAmberの物理ポテンシャルを
導入，TAMD と CMD の包括的な比較を行った．
CMD では，4fs のタイムステップで計算が発
散してしまうのに対し，TAMD と Leap-Frog 
Verlet 法を組み合わせた CYANA では，12fs
のタイムステップでも安定して計算可能で
あることを示した．また，この MD 計算機能
を CYANA の NOE 自動帰属と組み合わせること
で従来法では，ほとんど収束しなかった極端
に NOE が少ないデータにも，収束した構造を
得ることに成功した(図２)．複数の異なる蛋
白質，シミュレーションデータに適用し，本
手法の包括的な評価も行った． 

また，ベイズモデリングを用いた新規立体
構造計算手法の実装に成功し，物理ポテンシ
ャルを用いた TAMD と組み合わせることで，
従来よりも少ない実験データにおいても高
精度に立体構造決定が可能なことを示した. 
本手法では，NOE のピーク強度から原子間距
離への変換パラメータを従来法の定数から，
分布関数に再定義することで，実験データに
含まれる曖昧さを分布関数の広がりによっ
て表現することが可能となった．さらに，実
験データの説明変数をマルコフ連鎖モンテ
カルロ(MC)法で，原子座標を MD によって探

索するハイブリッド MC 法を導入した．パラ
メータが極小値にとどまってしまう問題は
レプリカ交換 MC 法により解決した． 
さらに，ベイズ推定を利用した本手法を，
NOE 解析と構造計算を再帰的に実行可能なプ
ログラムへの拡張にも成功した．加えて，本
手法の有用性を検証するために，立体構造と
NMR 緩和データから NOESY スペクトルを逆計
算するシミュレーションアルゴリズムも新
たに開発した．このシミュレーションにより，
実験データに含まれるような曖昧さを完全
に排除したスペクトルを立体構造から作成
可能となった．実際に，GB1 蛋白質の構造を
元に 13C/15N-NOESYスペクトルをシミュレーシ
ョンし，ここで作成された 95%のシグナルを
消失させたデータを従来法と本手法の両方
に適応させたところ，従来法では正解構造か
らの RMSD 値が 4.3Å と収束した構造が得ら
れなかったが，本手法では 2.4Åと大幅な改
善が確認できた（図３）．また，実際の実験
データに対する適用可能性を検証するため，
in-cell NMR 法により測定された生細胞内の
GB1 蛋白質のスペクトルデータに対しても本
手法を適応した．解析の結果，従来法では，
in-vitro の構造との RMSD 値が 1.8Åであっ
たのに対し，ベイズ推定を利用した本手法で
は，0.7Åと大幅な改善が確認できた．以上
により，ベイズ推定を利用した新規立体構造
計算手法は，シミュレーションおよび実際の
実験データ対して，従来法と比較して非常に
高精度の解析が可能であることを示すこと
ができた． 

 
(3) 常磁性金属を用いた NMR 立体構造解析 
常磁性金属から得られる構造情報は，最も
標準的な NOE を用いた手法に比べて，遠距離
の距離情報，角度情報を得ることができるた
め近年研究が活発化している．本課題で，常
磁性金属を蛋白質に結合させるために新た
に設計したキレートタグDOTA-M8の合成に成
功し，モデル蛋白質にこれを簡便かつ安定的
に結合させられることを示した．この蛋白質
試料を用いた NMR 実験では，in-vitro 環境下
で ， PRE(Paramagnetic Relaxation 
Enhancement)と PCS(PseudoContact Shift)
の観測にも成功した．今後はこのスペクトル

図 2. NOEピークをランダムに間引いたデータセットを
用いた立体構造計算の結果．従来の CYANAによる計算
結果(緑)と新規手法(青)との比較．赤は参照構造．構造は，
ENTH (a,b), GB1 (c,d), TTHA1718 (e,f)を示す． 

図 3. ベイズ推定を用いた立体構造計算と NOE の自動
帰属の繰り返し計算による構造の変化．従来法の構造

(緑)を繰り返し計算により構造最適化することで，参照 
構造(赤)に近づいている． 



の帰属を行い，化学シフトやピーク強度変化
から，距離，角度情報を抽出することを目指
す． 
計算手法開発の観点では，磁化率テンソル
を計算する新規手法を， CYANA に実装するこ
とに成功した．これにより，構造の最適化と
磁化率テンソルの計算を再帰的に行うこと
が可能となり，より高精度の構造情報を習得
できる．シミュレーションデータを用いた計
算実験では，良好な結果を示したことから，
今後はDOTA-M8を用いた実際の実験データを
用いて，本手法の有用性を検証する． 
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