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研究成果の概要（和文）：本研究では生きている細胞で働いている蛋白質を、そのままの状態で立体構造決定す
るためのNMR技術を開発した。具体的には、目的蛋白質の領域選択的かつアミノ酸選択的な安定同位体標識技
術、還元耐性スピンラベル試薬およびキレート試薬を用いたNMR測定解析技術、生細胞内の蛋白質のNMR測定技
術、全自動NMR構造解析システム、効率的なメチル基間NOEの取得技術、などの開発に成功し、細胞内で働いてい
る蛋白質の立体構造を決定するための基盤を整えた。

研究成果の概要（英文）：For in situ protein NMR structure analysis, we have developed the following 
NMR techniques. Amino acid selective 13C-labeling and 13C-scrambling profile analysis of protein 
alpha and side-chain carbons in E. coli utilized for protein NMR. Protein 19F-labeling using 
transglutaminase for the NMR study of intermolecular interactions. Utilization of paramagnetic 
relaxation enhancements for high-resolution NMR structure determination of a soluble loop-rich 
protein with sparse NOE distance restraints.

研究分野： 構造生命科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
(1)	 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）はこの１０年ほどで開発された新
しい手法である。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、
昆虫細胞では 2013 年に Itoらが、ヒト細胞
では2009年にShirakawaらが細胞内蛋白質
の NMR 検出に成功している（ref.	 1）。細
胞膜上の「膜」蛋白質を原子レベル分解能
で NMR 検出する技術は、我々のグループを
含め世界的に激しい開発競争下にあるが、
2012 年に Baldus らが大腸菌の系で最初の
報告を行っている（ref.	 2）。	 
	 
(2)	 上記のように、In-cell	 NMR 法により
生きている細胞内で蛋白質の NMR 検出が可
能になりつつあるが、立体構造決定は未だ
に極めて困難である。2009 年に 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ものの（ref.	 3）、
未だに他の成功例は報告されていない。さ
らに、真核生物の細胞の系や「膜」蛋白質
では NMR 信号の帰属すら困難であり、これ
らの問題を解決する新規 NMR 手法の開発が
待ち望まれている。	 
	 
(3) 研究代表者は、細胞内で安定な還元耐
性スピンラベル試薬や化学修飾キレートを
用いた NMR 構造解析技術の開発に成功しつ
つある。また、ラトガース大の Inouye教授
と共同で、生きている細胞のままで観測し
たい蛋白質のみをアミノ酸選択的に安定同
位体標識する技術の開発に成功しつつある。
藤原教授（研究分担者）と松木助教（連携
研究者）は高磁場 DNP 法の開発に成功して
おり、従来法に比べて 600 倍の NMR 感度向
上を達成している。さらに、蛋白質研究所
の 950	 MHz	 NMR 装置は世界最高感度を保持
している。そこで研究者代表者は、これら
世界最先端の NMR 技術・装置を In-cell	 NMR
法と組み合わせることで、生きている細胞
のままで蛋白質の立体構造を決定する新規
NMR 手法の開発を着想した。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、従来の In-cell	 NMR 法を改
良しつつ高磁場 DNP 法など世界最先端の
NMR 技術・装置と組み合わせることで、生
きている細胞のままで蛋白質の立体構造を
決定する NMR 技術を開発する。構造解析対
象は In-cell	 NMR と精製蛋白質で異なる化
学シフト値を持つ蛋白質とし、今まで構造
決定例がない真核生物の細胞の系での「可
溶性」蛋白質の構造決定、および、大腸菌
の系での「膜」蛋白質の構造決定を目指す。	 
 

３．研究の方法 
(1)	 目的蛋白質の領域選択的かつアミノ酸
選択的な安定同位体標識技術の開発	 
	 生きている細胞で蛋白質をそのまま検出
するには、目的蛋白質のみを安定同位体標
識する技術が不可欠である。通常のIn-cell	 
NMR 法では目的蛋白質を安定同位体である
13C15N で均一に標識しているが、大腸菌の系
では目的「外」蛋白質も一部標識されてし
まう。そこで、目的「外」蛋白質の翻訳を
完全に阻害できる SPP システム（配列特異
的な RNA 切断酵素を共発現させる低温発現
系、ref.4）を用い、目的「外」蛋白質の標
識を完全に抑制する技術を開発する。	 
	 In-cell	 NMR 法ではNMR 信号の線幅が広
がるため、３重共鳴実験では感度不足から
満足な信号が得られなくなる。一般に線幅
の広い系における帰属では、アミノ酸選択
的な標識が有効であることが知られている。
そこで、SPP システムとアミノ酸要求性株
とを組み合わせ、大腸菌の系でアミノ酸選
択的な標識技術を開発する。アミノ酸選択
的な標識では、比較的安価かつ立体構造情
報の取得が容易な Leu、Ile、Val、Ala、Phe、
Tyr、Thr、Met を用いる。さらに、SPPシス
テムと複数のアミノ酸要求性株とを組み合
わせ、領域選択的かつアミノ酸選択的な標
識技術を開発する。	 
	 
(2)	 還元耐性スピンラベル試薬およびキレ
ート試薬を用いた NMR 測定解析技術の開発	 
	 NMR 構造決定に必要なデータを収集する
には、数日〜数週間の測定時間を要する。
主要な立体構造情報を与える３次元 NOESY
の測定には１週間程度必要であるが、測定
中に無酸素状態となり細胞死に至るため、
In-cell	 NMR 法で構造情報を得るのは極め
て難しい。そこで、比較的短時間で立体構
造情報が得られる、スピンラベル試薬を用
いた常磁性緩和促進（PRE）法、キレート試
薬とランタニド金属を用いた偽コンタクト
シフト（PCS）法を利用する。生きている細
胞は還元条件下にあるため、通常のスピン
ラベル試薬は使用できない。またシステイ
ンとのジスルフィド結合も用いることがで
きない。そこで、PRE 法では細胞内で利用
可能な還元耐性を持つスピンラベル試薬を
用い、マレイミド基を介して不可逆的にス
ピンラベルをシステインに導入し、立体構
造情報を得る。また、PCS 法では目的蛋白
質の N末端選択的に還元耐性を持つキレー
ト試薬を導入し、立体構造情報を得る。	 
	 
(3)	 生きている細胞のままで NMR 信号を帰
属する技術の開発	 
	 生きている細胞の系での NMR 信号帰属に
は、(1)において開発する領域選択的かつア
ミノ酸選択的な標識技術を用いる。様々な
選択標識サンプルについて、1H-15N	 HSQC と
２次元 HNCO を組み合わせて主鎖帰属を、



1H-13C/1H-15N	 HSQCと２次元HCCH-TOCSYを組
み合わせて側鎖帰属を行う。	 
	 
(4)	 生きている細胞のままでの立体構造情
報収集技術の開発	 
	 生きている細胞の系での立体構造情報の
収集には、(3)で得られる NMR 信号の帰属情
報と(2)において開発する還元耐性スピン
ラベル試薬およびキレート試薬を用いた
PRE 法と PCS 法を組み合わせて用いる。	 
	 
(5)	 高磁場 DNP 法などを駆使した、生きて
いる細胞での蛋白質の構造決定	 
	 (3)(4)で得られた立体構造情報を用い、
真核生物の細胞の系において「可溶性」蛋
白質の立体構造決定を行う。	 
	 大腸菌の系での「膜」蛋白質の NMR 信号
帰属や立体構造情報の収集では、感度の悪
い固体 NMR を用いるため、感度不足が予想
される。研究分担者の藤原らが開発してい
る高磁場 DNP 法では NMR の感度が 600 倍向
上する。そこで、大腸菌の系での「膜」蛋
白質の立体構造解析には高磁場DNP 法を適
用する。サンプルとしては大腸菌 SPP シス
テムで良好な結果を得ている pHtrII を用
いる。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 目的蛋白質の領域選択的かつアミノ酸
選択的な安定同位体標識技術の開発では、
目的「外」蛋白質の翻訳を完全に阻害でき
る SPP システムを用いた目的「外」蛋白質
の標識を完全に抑制する技術、大腸菌でア
ミノ酸選択的かつ高効率な 13C 標識が可能
な技術、および、無細胞蛋白質合成系で立
体構造解析のための重水素標識と 13C 標識
を組み合わせるアミノ酸選択標識技術を開
発した。	 
	 
(2)	 還元耐性スピンラベル試薬およびキレ
ート試薬を用いた NMR 測定解析技術の開発
では、PRE 法では細胞内で利用可能な還元
耐性を持つスピンラベル試薬を用い、マレ
イミド基を介して不可逆的にスピンラベル
をシステインに導入し、立体構造情報を得
た。また、PCS 法では目的蛋白質の N末端
選択的に還元耐性を持つキレート試薬を導
入し、立体構造情報を得た。最終的に、細
胞内での立体構造解析に適用可能な PRE や
PCS を用いた精密構造解析法の開発に成功
した。	 
	 
(3)	 生きている細胞のままで NMR 信号を帰
属する技術の開発、および、(4)	 生きてい
る細胞のままでの立体構造情報収集技術の
開発では、電気穿孔法を用いる蛋白質導入
技術によって技術的な問題点が解消され、
従来法の約 2倍の感度で NMR 測定を行うこ
とが可能になった。さらに、生きている細
胞の系での NMR 信号帰属には、(1)において

開発したアミノ酸選択的な標識技術を用い
た。また、生きている細胞の系での立体構
造情報の収集には、(3)で得た NMR 信号の帰
属情報と(2)において開発した還元耐性ス
ピンラベル試薬およびキレート試薬を用い
た PRE 法と PCS 法を組み合わせて用いた。	 
	 
(5)	 高磁場 DNP 法などを駆使した生きてい
る細胞での蛋白質の構造決定では、全自動
NMR 構造解析システムの開発、効率的なメ
チル基間 NOE の取得、その全自動 NMR 構造
解析システムへの組み込みに成功し、細胞
内での蛋白質の構造決定に目処を付けた。	 
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