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研究成果の概要（和文）：蛋白質のフェニルアラニン、チロシン残基芳香環は原子が細密充填した分子内部においても
Cベータ-Cガンマ軸周りに反転しており、同反転は蛋白質の大きな構造揺らぎ(large amplitude breathing motion)に
伴う分子内の間隙(Cavity)生成に依存する。本課題では、加圧状態における蛋白質中の芳香環反転速度をSAIL(立体整
列同位体標識)-NMR法を利用して精密に測定し、反転速度の圧力依存性から構造揺らぎにより生じる間隙の大きさ（活
性化体積）を見積もった。本成果は、これまで知見が全くなかった蛋白質の大きな構造揺らぎの研究の礎となると期待
される。

研究成果の概要（英文）：The side-chain aromatic rings of phenylalanine and tyrosine residues in the 
interior of protein frquenty rotate about their Cb-Cg axis, which is assumed to occur when the protein 
undergoes a large amplitude slow breathing motion. In this project, uder varied hydrotatic pressures, the 
ring flipping rates were evaluated by using the SAIL-NMR methds. This study expectedly provides new 
insight into the large amplitude motion of proteins.

研究分野：構造生物化学

キーワード： NMR　SAIL
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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

の進歩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、現在も改良を進めながら構

造決定の分子量限界を押し上げて続けてい

る。しかし、本質的には動的過程である蛋白

質の機能に迫る上では、蛋白質の立体構造決

定に留まらずその動的過程に対する解析技

術の開発も SAIL 法として取り組む必要があ

り、本申請課題はその一環と位置付けられる。 

溶液中の蛋白質は、large amplitude 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、

或いは, 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 C-C軸上に関して

速く反転している事を示している。この反転

運動速度は試料に圧力をかけると変化する

ため、図１に示すように蛋白質全体が過渡的

に大きく揺らぎ、分子内に芳香環の反転を可

能とする間隙が形成されている事が明らか

となった。このような蛋白質の活性化状態に

おいて生じる同間隙の大きさは環の反転速

度の圧力依存性から見積もることが原理的

には出来るはずなのだが、従来の NMR手法

では蛋白質の芳香環シグナルの観測自体が

困難であり、活性化体積の報告は未だに 3例

しかない。また、その測定精度も十分でない

ため、同揺らぎの研究は立ち遅れている。 

申請者は、これまで SAIL 法を利用した蛋

白質動態解析手法の開発を進めており、その

一つとして芳香環の反転運動に焦点を置い

た研究を進めている。SAIL 法では位置選択

的に安定同位体標識された芳香族アミノ酸

を蛋白質に取り込ませることで、従来の均一
13C/15N 標識体において問題となるスピン間

相互作用を完全になくし、芳香族スペクトル

が非常に簡略化される。同手法を利用すると、

従来不可能であった、精密な芳香環反転運動

の解析も実現可能となる。申請者は、SAIL

法と高圧 NMR 実験を組み合わせた本申請課

題の内容の着想を得た。 

 

図１蛋白質の芳香環回転運動と分子揺らぎ 
 
２．研究の目的 
以下の３つの目標を設定した。 
目標１：BPTI 蛋白質内部の Tyr23, Tyr35, 

Phe45 芳香環を解析対象として反転運動の活

性化体積を SAIL Phe/Tyr標識体に対し加圧下

にて NMR交換実験により精密（測定誤差+/- 

2Å以下）に各反転速度を測定し、3者の間で

活性化体積値を比較する。 

目標２：測定温度を 10 度刻みで変化させ

て BPTI 蛋白質内部の芳香環の反転の活性化

体積が、温度に依存して変化するか否かを調

べる。 

目標３：Tyr35 の芳香環反転速度が野生型

に比べて 100 倍程度早い G37A 変異体中の 

Tyr35 を対象として芳香環の反転運動の活性

化体積を見積もり野生型のデータと比較す

ることで、活性化エンタルピー値と活性化体

積との間に相関があるか否かを調べる。（目

標３） 

本申請課題は、セリンプロテアーゼ阻害剤

である BPTI 蛋白質を解析対象とする。同蛋



白質は、４残基の Phe 残基と 4 残基の Tyr

残基を含む。このうち、分子内部に位置する

Tyr23, Tyr35 と Phe45 は常圧でもその芳香環

反転速度が比較的遅く、低温にすると1と2 

(あるいは1と2)とのシグナルが分離観測さ

れる。このうち、Phe45 と Tyr23 については

反転速度の圧力依存性から活性化体積が、50 

Å3と 60Å3見積もられているが、同解析は 1H 

NMR による線形解析に基づいており測定誤

差が±20 Å3と大きい。本申請課題では SAIL

標識試料を利用して加圧下で精密に芳香環

反転速度を解析し、 3残基間での活性化体積

を比較する(目標[１])。また、芳香環の活性化

体積は、蛋白質が活性化状態に移行する際に

増加する体積なので芳香環反転を伴う活性

化状態の揺らぎが大きくなれば活性化体積

は増えると予想される。この点を検証するた

め、活性化体積の温度依存性を調べる（目標

[2]）。また、同 3 残基の環の反転速度は常圧

における温度依存性の比較から、活性化状態

に移行する際に必要なエネルギーが大きく

ばらついており、Tyr35の芳香環は Gly37の

主鎖アミドとAsn44の側鎖に挟まれた形で存

在し、高い活性化エンタルピー値を示してい

る。G37A 変異体では同相互作用がくずれ、

反転速度が大きく上昇する。G37A 変異体に

ついて活性化体積を調べ、蛋白質の活性化状

態に移行する際のエネルギー（活性化エンタ

ルピー）と活性化体積が独立したものか否か

を調べる（目標[3]）。 
 
３．研究の方法 
初年度は、BPTI 蛋白質中の Phe45, Tyr23, 

Tyr35 の芳香環を対象として活性化体積を調

べる。本申請課題では、図２に示す型ある

いは型-SAIL Phe/Tyr により選択標識された

BPTI蛋白質を調製して解析に用いる。同蛋白

質の発現は大腸菌発現システムを用い、蛋白

質発現誘導前に同 SAIL アミノ酸を培養液に

添加して標識試料を発現させる。申請者は、

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、10-15 mg の Phe あ

るいは Tyr を添加することにより標識率が

90%を超える発現量が得られることを確認し

ている。 

 

図２ 型、型 SAIL Phe・Tyr  

 

加圧実験は、DAEDLUS 社製 NMR 用高圧実

験装置を用いて行う。同装置は、試料管、圧

力ポンプおよび両者をつなぐ高圧ラインよ

り構成され、最大 2,500 気圧まで試料に対す

る加圧が可能である。本高圧 NMR 装置の試

料管はセラミックス製で内径が 3 ミリと従

来の装置に比べて比較的太いため、測定感度

が高く SAIL 法と組み合わせることで精密な

緩和解析等が実現可能となる。 

測定は、クライオプローブを備えた 600 

MHz、もしくは 900 MHz 高磁場 NMR 装置

（Bruker 社）を使い実施する。SAIL Phe/Tyr 

により標識された BPTI試料を常圧から 500

気圧刻みで最大 2500 気圧の範位で加圧して

測定を行う。本解析では圧力による化学シフ

ト変化の影響を考慮し、解析は軸反転に関し

て等価なシグナルが分離して観測される温

度領域に限定し、1H-13C Cz 磁化交換実験

(EXSY)を用いて行う。シグナルが分離観測さ

れる温度が互いに異なるため、Tyr23 の位、

Phe45の  位 13C-1Hシグナルは10度、Tyr35

の  位は 40度にて測定する。得られた圧力

と 反 転 速 度 を プ ロ ッ ト し 、 V = 

-kBT(lnk/P) (kB:ボルツマン定数, :温度, k:

反応速度、P：圧力)の関係式に基づき活性化

体積を算出する。 



 

活性化体積の温度依存性の解析： BPTI蛋

白質の Phe45, Tyr23, Tyr35側鎖芳香環反転の

活性化体積の温度依存性を調べる。測定試料、

装置は初年度と変更しない。測定は 10～50

度の温度範囲で 10 度刻みに行い、圧力範囲

は 1～2,500 気圧の範位で 500 気圧刻みで反

転速度の測定を行う。50 度・2500 気圧の過

酷な条件でも BPTI蛋白質は変性せずに立体

構造を保持することは同条件における 1H-13C 

HSQC スペクトルの測定より確認済みであ

る。解析は、芳香族シグナルの1 と2 ある

いは1 と2 のシグナルが分離観測されてい

る場合は EXSY実験を用い、シグナルが平均

化されて観測されている温度領域ではシグ

ナルに対する線形解析により反転速度を調

べる。なお、準備実験より芳香環シグナルの

化学シフト値は 1-2500 気圧の範位における

圧力変化に比べて、10-50 度の温度範囲にお

ける温度変化の方が誘起される化学シフト

変化が小さい観測結果が得られているため、

線形解析において同圧力で低温における化

学シフト値を用いる。 

  

G37A 変異体における活性化体積：本項目

では、反転運動の活性化エンタルピー（H‡）

と活性化体積との間に相関があるか否かを

調べる。G37A 変異体は既に申請者は発現系

を構築している。野生型 BPTI と G37A変異

体について、Tyr35 反転速度の温度・圧力依

存性から活性化エンタルピーと活性化体積

値を見積もる。G37A 変異体では野生型にお

いて存在する Tyr35の芳香環とGly37 のカチ

オン― 相互作用がなく、両者の活性化エン

タルピー値は大きく異なると予想される。こ

の状況にて、活性化体積が野生型と G37A変

異体との間で近い値になるか否かを調べる。

もし、野生型と G37A 変異体との間の比較で

はデータ数が足りないと判断されたならば、

野生型に比べて反転速度が 2 倍程度早い

G36S 変異体についても同様に Tyr35 反転運

動の活性化エンタルピーと活性化体積値を

調べ、相関の有無を調べる。 
 

４．研究成果 

当初目標として設定した３つの目標はおお

むね達成する事が出来た。以下、各項目につ

いて述べる。 

目標１ 加圧下における活性化体積の測定 

DEADALUS 社の高圧 NMR 装置を利用して、１気

圧、５００気圧、１０００気圧、１５００気

圧、２０００気圧、２５００気圧の加圧下に

おいて、Tyr35, Phe45 の反転速度を、NMR 交

換実験により見積もった。この場合、芳香環

の１位と２位のシグナルが分離して観測さ

れているため、またｔ１展開とｔ２展開時間

との間に混合時間を設ける事で両ピークの

間に交換ピークを検出できる。このとき、混

合時間と交換ピークの強度を理論式に当て

はめる事で、交換速度を高い精度で見積もる

事が出来る。実際に、加圧下で実験を行い、

活性化体積を見積もった結果、２Å程度の誤

差で同体積を見積もる事が出来た。これは、

当初設定した誤差の基準を満たしており、本

目標は達成できたと結論した。 

目標２で設定した活性化体積の温度依存性

については、反転速度が比較的遅い Tyr35 

について、温度を１０度変化させて活性化体

積を見積もった。その結果、温度変化の前後

うで優位な変化を検出する事は出来なかっ

た。この事から１０度程度の温度変化では揺

らぎの生成の過程に大きな差は出ないと考

えられる。しかしながら、この結果が幅広い

温度領域にわたり当てはまるかは、更なる検

討が必要であろう。 

目標３で掲げた、変異導入による影響につい

てであるが、Tyr35 の活性化体積について、

野生型に比べて９Å程度の減少が見られた。

野生型 BPTI では３７番目のグリシンの主鎖

アミド基が Tyr35 の芳香環とカチオン―π



相互作用をしている。一方、G37A ではこの

３７番目グリシンがアラニンに置換され、同

残基の２面角が変化し、主鎖アミド基を介し

た芳香環との相互作用が変化している事が

予想される。この事を踏まえると、G37A 変異

体では Tyr35 周辺の原子間相互作用ネット

ワークが緩み、平衡状態において既に活性化

に必要な体積がある程度確保されていると

いうのが一つの解釈としてあり得る。 

 総括すると、今回、SAIL 法と高圧 NMR 法を

組み合わせることで、活性化体積について精

密なデータが取得可能となった。本成果は、

これまで知見が全くなかった蛋白質の大き

な構造揺らぎの研究の礎となると期待され

る。特に、このようなタンパク質の揺らぎは

過渡的であり、かつその前後で構造に差がな

いため、NMR でしか捉える事が出来ない点を

最後に指摘しておきたい。 
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