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研究成果の概要（和文）：細胞内において運動性の高い球状蛋白質などの機能，構造，相互作用，安定性を原子
分解能で解析できるのがIn-cell NMR分光法である。この方法を発展させて運動性の低い生体膜の蛋白質構造や
細胞質の蛋白質集合体構造を定量的高感度でNMR解析可能にした。NMRで細胞内での位置情報を得られるようにす
る。応用としてモデル膜蛋白質についてNMRで得られた蛋白質構造や細胞内位置情報，電子顕微鏡像を組み合わ
せて，0.1nmから1μmの分解能で細胞モデル構造を提示した。このために，多次元固体NMR定量測定法，DNP固体
NMR法，位置情報を与える常磁性造影剤・分極剤の細胞局在法，スピン拡散距離測定法を実施した。

研究成果の概要（英文）：The thermal equilibrium NMR signal intensities give the quantitative 
information for all the cellular molecules at low temperatures where molecular motions are 
suppressed. The molecules for a single cell were counted by combined use of optical and electron 
microscope analyses, which enabled us to trace the biosynthetic processes by using the 13C labeled 
media without the purification. Applications of our magic-angle-spinning DNP NMR spectrometer with a
 closed-cycle He-gas system at low temperature 30 K and 16.4 T are also shown. 

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
細胞を対象にして 0.1nm の分解能で構造
解析を行えると，多種の生体分子が共存す
るため蛋白質分子が揺らぎながらリガンド
分子等と会合し構造変化して，機能を担う
様子を原子分解能で明らかにできる。この
ような細胞内では構造安定性や反応速度が
vitro環境と異なり，クロストークする相互
作用も働く。これらも考慮してはじめて，
細胞として統合して働く生命の活動を構造
から明らかにできる。このような能力を持
ち得る有望で実績のある方法が In-cell 
NMR 法である。これまでこの方法で，細
胞内でリガンドと蛋白質の相互作用・構造
変化など原子分解能情報が得られている。
また，細胞内で蛋白質構造が決定されてい
る。これらの点では，X 線結晶回折法，染
色を要する電子顕微鏡法，表面の情報を得
る高速 AFM 法，標識した蛍光分子から情
報を得るプローブ法など他の方法より，優
れていると言えるだろう。 
優れた In-cell NMR法であるが，不十分な
点は，i)対象が可溶性小型蛋白質であり細
胞内でも運動性の高い分子のみが対象であ
り，存在量計測など定量性に欠ける点，ii)
低感度であり測定に数百ナノモル（細胞当
たり数十万個）の分子数を必要とする点，
iii)細胞内での対象分子位置情報を得られ
ないことである。さらに，iv) 対象の蛋白
質を同位体標識して細胞に導入することも
容易ではない。これらを克服することによ
り，細胞内分子数が少ない蛋白質でも，機
能を細胞・蛋白質構造から明らかする等，
広い構造階層から定量に生命過程を調べら
れる。 
そこで上記の問題点を克服するために，「細
胞を対象にして 0.1nm の分解能で構造解
析」を行うことを目標に「細胞部位選択的
高感度固体 NMR法」の開発とその応用実
証を行う。この課題で重要なのは，最先端
の NMR測定法とその応用に最適な細胞試
料調製法を組み合わせて解析を行うことで
ある。 
 
２．研究の目的 
細胞内において運動性の高い球状蛋白質な
どの機能，構造，相互作用，安定性を原子
分解能で解析できるのが In-cell NMR分光
法である。本課題では，この方法を発展さ
せて運動性の低い生体膜の蛋白質構造や細
胞質の蛋白質集合体構造を定量的高感度で
NMR 解析可能にする。同時に NMR で細
胞内での位置情報を得られるようにする。
応用としてモデル膜蛋白質について NMR
で得られた蛋白質構造や細胞内位置情報，
電子顕微鏡像を組み合わせて，0.1nmから
1μm の分解能で細胞モデル構造を提示す
る。このために，1) 多次元固体 NMR定量
測定法，2)NMR感度を 1000倍向上させた
DNP固体 NMR法，3)位置情報を与える常

磁性造影剤・分極剤の細胞局在法，4)スピ
ン拡散距離測定法，5)対象蛋白質選択的な
安定同位体 13C,15N標識法を実施する。 
 
３．研究の方法 
細胞部位選択的高感度固体 NMR法の確立
するために，初めに次の要素技術を高度化
する。1) 多次元固体 NMR定量解析法，2) 
DNP-NMR 感度向上法，3) 細胞に局在す
る常磁性造影剤・分極剤利用法，4) スピン
拡散距離測定法，5) 細胞内の特定蛋白質選
択的な同位体標識法。例えば，2)では感度
向上 DNP 用分極剤の細胞内局在の実証，
4)では細胞表面に局在する造影剤との距離
を求めるための磁気緩和速度解析である。
これらを標識蛋白質が含む細胞系に適用可
能にして統合する。各要素技術は既に部分
的に開発を進めている。これらを統合して，
膜蛋白質と水溶性蛋白質ユビキチンについ
て，細胞内での蛋白質構造など状態，蛋白
質数，細胞内での存在分布を明らかにする。
これに基づいて，対象蛋白質にフォーカス
した細胞モデル構造を提示する。 
 
４．研究成果 
1)  多次元固体 NMR定量解析法 
1-1) NMR定量法 
1 細胞当たりについて，標識蛋白質数，共
鳴周波数で区別できる他の蛋白質，核酸，
糖，脂質を定量できるようにする。ここで
は NMRのシグナル面積強度は，試料内の
核スピン数に比例することを利用する。定
量性を損なう分子運動に依存した信号強度
変調を除去し，実験中の溶菌を防ぐために，
実験は 250 K以下の低温で行う。装置に依
存した感度の影響を除くために，内部基準
を加える。細胞数については，透過型電子
顕微鏡での細胞の形状測定，光学顕微鏡に
よる細胞数計測も組み合わせることにより，
NMRで求める。 
1-2) 蛋白質立体構造解析 
標識した蛋白質については，13C,15Nにつ
いて一連の多次元マジック角回転固体
NMR スペクトルを測定して，残基分解能
での高次構造を明らかにする。このスペク
トル解析には，我々が開発した NMR蛋白
質情報学に基づく自動構造解析法
RESPLSを用いる。また，シグナルの線幅
から構造の揺らぎ情報を得る。膜蛋白質と
ユビキチンについて，この解析を行う。 
2) DNP-NMR感度向上法  
In-cell 固体 NMRスペクトルは，大量発現
させた菌体であっても，通常固体 NMRス
ペクトルに比べて約 2割程度の感度になり，
測定には数日の積算を要した。DNP 法で
500 倍以上高感度化させることで，1 時間
以下での測定や発現量の低い蛋白質の解析
が可能になる。 
DNP 実験では，ラジカル化合物テンポー
ルなどを用いる。親水性の異なるラジカル



化合物や基剤を試して，NMR 感度が最大
になるよう条件を最適化する。 
DNP による感度向上を行うプロトタイプ
装置は，1H共鳴周波数 600MHzの磁場強
度で 2011 年に完成させ，2013 年からは
13C-高分解能固体 NMR の測定をできるよ
うにした。2013年度末には，ジオルレゾナ
ンス社と開発した磁場強度 700MHz の装
置を蛋白研に設置して，感度と分解能向上
を計った。この装置についてもマシンタイ
ムの一部を本課題に供した。 
2) DNP-NMR 感度向上法 
磁場強度 700MHz の DNP-NMR 装置では，He ガ
スで 30K の極低温下で 1000 倍近い感度向上
を予定している。この世界的にも最高の感度
で，1 細胞当たり分子数 100 の蛋白質まで解
析できる。この感度で，同位体標識化合物の
代謝過程が検出できることを確認する。また，
標識蛋白質と他の細胞成分，例えば膜蛋白質
pHtrII では脂質膜，ペプチドグリカン，リポ
多糖との相互作用の検出を核双極子結合を
利用して行った。 
3) 細胞に局在する常磁性造影剤・分極剤利
用法 
常磁性造影剤は，これまで核磁化緩和促進度
が最も大きい Gd3+イオンを調べた。Gd3+につい
ては弱いながらも，大腸菌の内膜に対する透
過性を示す結果を得ている。この解析では，
細胞内の水の核磁化緩和速度から常磁性種
濃度を見積もった。望ましい毒性の低いキレ
ート錯体 Gd3+-DOTA についても細胞での局在
を調べて応用する。 
また，DNP 用のラジカル分極剤についても，
ニトロキシド・ラジカルのテンポール以外に
寿命の長い炭素ラジカルX63等も利用を試み
た。DNP で分極（超偏極）するのに要する時
間に依存したNMRスペクトルを測定して細胞
での局在性を評価した。 
4) スピン拡散距離測定法 
150K 以下の低温では，磁気緩和はほぼ常磁性
化合物から由来する。1H スピン拡散速度は，
1nm2/ms 程度なので，100 秒程度でサブμmの
範囲の核分極に影響を与える。この原理で
NMR 信号の緩和時間より造影剤・分極剤から
の距離を求める。これにより，常磁性種から
同位体標識蛋白質までの距離を測定した。細
胞内での距離を，モデル細胞として表示する。
モデル細胞を球近似してスピン拡散をシミ
ュレーションすることで距離を求める。磁気
緩和を定量的に解析するため多指数関数的
に変化する信号強度をラプラス変換して緩
和時間の分布を求める。これとシミュレーシ
ョン結果を組み合わせて，標識蛋白質，核酸，
脂質，糖など共鳴周波数で区別できる分子に
ついて，細胞中心からの動径分布関数として
位置を表す。 
5) 細胞内の特定蛋白質選択的な同位体標識
法 
細胞内で特定の蛋白質を同位体標識する。
IPTG 誘導による大量発現法を用いる。すでに

膜蛋白質と水溶性蛋白質ユビキチンについ
ては試料調製できることを確認している。 
この標識方法で，対象蛋白質を標識して細胞
内での蛋白質標識の選択性，蛋白質構造と細
胞での局在を調べる。標識選択性が高く，代
謝によるリークが少ないとする結果を得た。
なお，蛋白質構造が天然状態と同一であるこ
とが実証できれば，この方法で蛋白精製を行
わずにNMRで容易に蛋白質を構造解析できる
ようになる。 
 
最終年度では，上記で得たデータにより細胞
モデルを作成した。 
蛋白質分子では，原子分解能構造が得られる。
蛋白質精製した後 vitro で決めた NMRおよび
X 線構造と比較する。細胞内では，分子間環
境が不均一であるため構造は揺らぎが大き
いと予測された。細胞については，電子顕微
鏡像を参考にして，上記で求めた分布関数に
基づいて，蛋白質の形状や体積を考慮して，
蛋白質を細胞モデルの中に埋め込む。また，
プロテオミクスなどで得られた既知の蛋白
質を大腸菌の中に配置する。今後このモデル
をさらに精密化することにより，大量発現さ
せた蛋白質が存在する密度，膜蛋白質なら蛋
白質密度，細胞骨格との位置関係，蛋白質間
相互作用，リボソームとの位置および量的な
関係，発現量の上限などを評価できるように
なる。さらに，以降にはシステム生物学者と
協力してこのモデル細胞を時間依存的に動
かすことにより，細胞機能を定量的に評価で
きるようになるだろう。これは，細胞機能の
改良に役立てられる。 
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