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研究成果の概要（和文）：人の体の中で様々な機能を果たすタンパク質はそれぞれ特徴的な立体構造を持ってお
り、機能に際して構造が変化することが知られている。しかし従来の研究では単離したタンパク質を試験管内で
解析しており、細胞内のように多種類の分子が存在する環境下でのタンパク質の構造変化を調べる研究は技術的
に難しかった。本研究では、細胞内においてタンパク質を特異的に且つ高感度に測定できるフッ素をタンパク質
に導入し、核磁気共鳴法で測定するための実験系を確立した。またこの方法を活用してタンパク質と基質との相
互作用を観測することにも成功した。本成果は今後のタンパク質科学や細胞生物学の発展に大きく貢献するもの
である。

研究成果の概要（英文）：Fluorine 19 (19F) is a widely used nucleus for NMR because of its high 
sensitivity and large chemical shift dispersion.  In particular, 19F-labeling is useful for In-Cell 
NMR, because most of biological systems contain no fluorine, resulting that 19F-labeled molecules in
 living cells can be selectively analyzed.  In this study, I developed several 19F-labeling methods 
for proteins and effectively incorporated trifluoromethyl-labeled amino acids into proteins.  I 
expressed several kinds of trifluoromethyl-labeled proteins and could observe highly sensitive 19F 
NMR signals both in vitro and in vivo.  I also investigated the interactions of ligands with large 
molecular weight proteins by 19F-NMR and could identify binding sites of the ligands in a short 
time.  These results show that my methods are particularly useful for investigating behavior of 
intracellular proteins or ligand-interactions.  I expect that this labeling strategy is useful for 
wide variety of biological sciences.

研究分野： NMRによるタンパク質の構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）研究開始当初、構造生物学における高
次構造レベルでの機能メカニズムの解析は，
精製・単離したタンパク質を使い，NMR 法
や結晶構造解析などの実験手法を用いて in 
vitroで研究されてきた．しかし，実際の生体
内においては何万種類というタンパク質が
存在し，特に細胞内においては多数の分子が
高密度に存在している．このため，生体内に
おける各種タンパク質の機能メカニズムが，
基質以外の分子との非特異的な相互作用に
よって干渉を受け，in vitro とは異なる振る
舞いをする可能性が指摘されていた．また，
細胞の種類や置かれた環境，さらには刺激の
種類に応じて，様々な翻訳後修飾やサブユニ
ット構成の変化がおこり，複雑かつダイナミ
ックな構造，機能の変化が起こることが想定
されている。 
 
（２）このような変化を観測するため，生き
た細胞内に安定同位体標識したタンパク質
を導入し，NMR 法を用いて細胞内のタンパ
ク質の構造や相互作用を調べる In-Cell 
NMR 法が報告された（ Inomata, et al. 
Nature 2009; Sakakibara, et al. Nature 
2009）．しかし，非特異的な相互作用によっ
て干渉を受ける細胞内環境においては，通常
の in vitroでの NMR構造解析に使用してい
る 13C や 15N 等の安定同位体標識技術は，
感度や分解能，そして測定に要する時間とい
う点で十分ではない．また生体内の他の分子
由来のNMRシグナルも同時に観測されるた
め，濃度が低いと解析が困難な場合が多い．
これらの問題を克服するため，19F-NMR 法
を利用した In-Cell NMR法が報告されたが，
特殊な発現系とアミノ酸が必要なため，普及
していなかった（Li, et al. J. Am. Chem. Soc. 
2010）． 
  
２．研究の目的 
（１）本研究では，これらの問題を克服する
ため，研究代表者が In-Cell NMR 用に開発
した効率的なトリフルオロメチル標識タン
パク質合成技術を活用することをめざした．
19F核は生体内の他の分子には存在せず，高
感度で且つタンパク質の高次構造にほとん
ど影響を与えないため，細胞内におけるタン
パク質の振る舞いを観測するには最適の標
識法である．特に，運動性の高いメチル基の
３つの水素原子をフッ素原子に置換したト
リフルオロメチル基は細胞内の高密度な環
境下においても高感度にタンパク質を観測
することができる利点がある．また 19F核は
周りの環境に非常に敏感に反応しシグナル
が変化する性質があるため，細胞内における
タンパク質の構造変化や相互作用の解析に
適している．この技術により，細胞内におけ

るタンパク質の構造情報，特に外部からの刺
激に応じた動的な構造変化を観測し，生体内
におけるタンパク質の高次構造レベルでの
機能メカニズムや分子認識機構を詳細に解
析する技術を開発することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
（１） 本研究の目標は、19F 標識タンパク
質を用いて，細胞内の高密度状態（クラウド
環境）における目的タンパク質の様々な相互
作用を観測する方法を開発する.そして細胞
内に導入した各種標識タンパク質の19Fシグ
ナルを観測し，in vitro での実験結果と比較
することにより，これまで報告されてきた相
互作用が実際に細胞内でも起こっているか，
また相互作用様式に違いがあるのか明らか
にすることをめざす．一方，19F 標識法も含
めた新しい標識アミノ酸を開発し，より詳細
に且つ多様な条件下で構造情報を得るため
の解析方法を開発する． さらに細胞内にお
ける非特異的相互作用の影響を観測するた
め，19F 標識体を用いた解析法を検討する。 
 
（２）外部刺激に応じて引き起こされる情報
伝達経路の活性化に伴って，細胞内のタンパ
ク質の高次構造がどのように変化するのか
解析する．解析するタンパク質の対象は，申
請者らが以前 NMR を用いて in vitro 環境で
の高次構造を決定したヒトのセリンスレオ
ニンキナーゼ VRK1 の他、酸化ストレス応答
タンパク質 Keap1 や代謝酵素など、マルチド
メインから構成され基質結合に伴い高次構
造が変化することが推測されているタンパ
ク質を対象とする。本研究では，生体内で高
感度に測定することができる19F標識を利用
して，細胞内におけるタンパク質の修飾や相
互作用に伴う高次構造変化を観測する方法
を開発することをめざす。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内タンパク質の In-Cell NMR 法に
よる測定に際しては、高感度な NMR 測定が可
能な19F核を高効率にタンパク質に導入でき
る発現系が必要である。このため、まず高感
度19F標識アミノ酸であるトリフルオロメチ
オニンによるタンパク質標識技術の最適化
を行った。その結果、VRK1 キナーゼタンパク
質にトリフルオロメチオニンを高効率に導
入する標識法を開発した。次にトリフルオロ
メチオニン標識 VRK1 タンパク質の大量合
成・精製に成功し、得られた試料を用いて超
高感度19F-NMRスペクトルの測定にも成功し
た（図１）。このことは、分子量が４万を超
えるタンパク質でも19F標識法で高感度に構
造情報が得られることを明らかにした成果
である（投稿中）。 
 



        19F (ppm) 
図１：トリフルオロメチオニン標識 VRK1 の
一次元 19F-NMR スペクトル 
 
（２）（１）で得られたトリフルオロメチオ
ニン標識 VRK1 タンパク質を培養細胞に導入
する実験を行った。その結果、少量ながら細
胞内に標識タンパク質を導入することに成
功し、生きた細胞内におけるトリフルオロメ
チオニン標識 VRK1 タンパク質の NMR スペク
トルの測定に成功した（図２）。現在導入条
件について引き続き検討を行っている。 
 

              19F (ppm) 
図２：トリフルオロメチオニン標識 VRK1 の
一次元 19F-NMR スペクトル。（上）精製タン
パク質のスペクトル。（下）HeLa 細胞に導入
したタンパク質の InCellNMR スペクトル 
 
（３）新規トリフルオロ標識法を検討するた
め、アミノ酸のフェニルアラニンの側鎖にト
リフルオロメチルを付加させたトリフルオ
ロフェニルアラニンに寄るタンパク質の標
識を検討した。実験に際しては部位特異的標
識技術に定評がある無細胞タンパク質合成
系を開発した理化学研究所の研究者に協力
を依頼した。対象タンパク質として今回新た
にヒトの酸化ストレス応答タンパク質 Keap1
を対象とし、まず通常の発現系を構築した。
次にトリフルオロフェニルアラニンを用い
た部位特異的標識法を検討した結果、特定の
部位にトリフルオロフェニルアラニンを導
入することに成功した。得られた 19F 標識タ
ンパク質の 19F-NMR を測定したところ、高感
度な 1D スペクトルを得ることができた（図
３）。またシグナルは１本のみ観測され、予
定通り選択的に標識されていることが確認
できた。 
 

         19F (ppm) 
図３：Keap1 の部位特異的トリフルオロフェ
ニルアラニン標識体の一次元19F-NMRスペク
トル 
 
（４）（３）で作成したトリフルオロフェニ
ルアラニン標識 Keap1 タンパク質に、酸化ス
トレス因子である各種低分子化合物を添加
しシグナルの変化を観測したところ、化合物
選択的にシグナルが変化することが判明し
た（図４）。この結果はトリフルオロ標識し
たフェニルアラニンの近傍に化合物が結合
（システイン残基への化合物による修飾）し
ていることを示している（投稿中）。このよ
うに部位特異的トリフルオロ標識タンパク
質の合成は、タンパク質と基質との相互作用
を非常に高感度に検出できる系であり、細胞
内におけるタンパク質と基質の相互作用や
他の分子による修飾の解析という本研究目
標において非常に重要な技法を確立した。 
 

        19F (ppm) 
図４：Keap1 の部位特異的トリフルオロフェ
ニルアラニン標識 Keap1 のの一次元 19F-NMR
スペクトル。（上）Keap1 単体（下）化合物添
加後 
 
（５）一方、酸化ストレス応答タンパク質
Keap1は細胞内で転写因子Nrf2を基質として
認識する。Keap1 と Nrf2 の相互作用に各種酸
化ストレス因子が与える影響を細胞内環境
下において高次構造変化の観点から明らか
にすることを目的として、まず２量体で機能
する Keap1 と Nrf2 の相互作用を NMR を用い
て解析するとともに、阻害剤や別の基質タン
パク質の添加に伴うシグナルの変化を観測
した。その結果、別の基質添加に伴い、段階
的に Nrf2 と Keap1 の相互作用が阻害される
こと、その際 Nrf2 の２種類の Keap1 結合部
位に相互作用に違いがあることを構造レベ
ルで明らかにした（投稿準備中）。この結果
は細胞内環境では２量体で働くKeap1とNrf2



の相互作用を分子レベルで初めて明らかに
した成果であり、今後細胞内で同様な解析を
行 う こ と で 細 胞 内 環 境 下 に お け る
Keap1/Nrf2 系の外部刺激（酸化ストレス）に
伴う高次構造レベルでの変化を観測するた
めのデータを習得した成果である。 
 
（６）一方、研究代表者が別途進めているオ
ミックス解析では、代謝に関わる酵素のアミ
ノ酸変異がヒトの代謝環境に大きな影響を
与えていることが判明した。これらの酵素は
マルチドメインタンパク質であり、変異はド
メイン間の相互作用・活性調節に影響を与え
ていることが推測された。本研究で開発した
19F 標識技術と細胞内環境下での測定法を活
用してこれら代謝酵素の動的構造に変異が
与える影響を詳細に分析すべく、該当代謝酵
素の大量発現系を構築し、現在 19F を用いた
実験を進めている。 
 
（７）本研究ではタンパク質の各種 19F 標識
技術を新たに開発し、細胞内環境下でのタン
パク質の動的構造変化の解析に必要な高感
度 19F-NMR 測定法の開発に初めて成功した。
特にトリフルオロメチル標識体の効果は非
常に強力で、分子量が４万を超えるようなタ
ンパク質でもNMRで高感度に測定することが
できる。また本標識法はタンパク質単体の動
的構造変化の解析のみならず、高分子量タン
パク質と基質との相互作用を高感度に測定
できる方法として利用出来ることも明らか
にした。このことは、細胞内環境下のような
低濃度かつ高密度な環境下のタンパク質で
も高感度に構造変化や相互作用の情報を得
ることができることを示しており、今後のタ
ンパク質研究において非常に重要な手法と
して広く活用が期待される。 
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〔その他〕 
ホームページ 
「日本人多層オミックス参照パネル
(jMorp)」 
https://jmorp.megabank.tohoku.ac.jp/201
7/compounds 
 
プレスリリース 
① 「日本人多層オミックス参照パネル、更
に高精度に」東北大学 東北メディカ
ル・メガバンク機構 （2017 年 10 月 03
日） 

② 「日本人多層オミックス参照パネル
（jMorp）を拡張 －メタボロームの解析
人数が 1,008 人に。項目間相関情報・ペ
プチド情報を追加－」東北大学 東北メ



ディカル・メガバンク機構 (2016 年 8
月 29 日) 
 

③ 「ゲノムの違いが代謝物に与える影響
の一端を解明～500 人規模のメタボロ
ーム解析・ゲノム解析が明らかにする代
謝の個人差と病気への感受性」東北大学 
東北メディカル・メガバンク機構 (2016
年 8 月 18 日) 
 

④ 「日本人多層オミックス参照パネル公
開～５００人の日本人集団の血漿のメ
タボローム＆プロテオーム解析が完了」
東北大学 東北メディカル・メガバンク
機構 (2015 年 7 月 2日) 
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