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研究成果の概要（和文）：溶液NMRによる蛋白質の立体構造解析には分子量上限が存在し、分子量10万以上の蛋白質で
構造決定に成功した例は無い。そこで本研究では分子量10万以上の蛋白質の立体構造決定を可能にする新規NMR構造解
析法の開発を目指した。主要な成果としては、1回の測定で2回データを取り込むDouble-acquisition法の開発に成功し
た。これを13C直接観測法に適用することで高分子量蛋白質に適した高感度検出法を確立することにも成功した。さら
に、花成ホルモン受容体の7割の信号帰属にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Protein structure can be determined by solution NMR precisely, however, molecular 
weight is limited to below 100kDa. In this study, NMR method has been developed for protein structure 
analysis, especially for very big protein beyond 100kDa. Here, double-acquisition method was developed to 
acquire twice data within 1 scan. This double-acquisition method was combined with 13C direct detection 
method, and optimized for macromolecular complex. Using these advanced methods, about 70% signals of 
florigen receptor are assigned.

研究分野： 構造生命科学
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１．研究開始当初の背景 
溶液NMR測定では感度の高さから 1Hが用いら
れるが、分子量 10 万を超える高分子量蛋白
質では速い磁気緩和によって 1H 観測が困難
となる。1H 観測が困難な系においては緩和の
遅い 13C が有効で、高分子量蛋白質について
も 13C 直接観測が有効であることは良く知ら
れている（Bermel ら、Concepts in Magnetic 
Resonance 2008）。しかし 13C 直接観測は 1H
に比べて 30 倍以上低感度であり、今まで使
われてこなかった。2010 年に導入された大阪
大学の 950 MHz NMR 装置は世界最高感度を持
ち、13C 直接観測による 13C-13C ２次元スペク
トルが 5分で測定できる。また連携研究者の
藤原らは 13C の感度を 600 倍向上させる DNP
装置の開発に成功している。さらに藤原らが
開発している固体NMRによる蛋白質の立体構
造解析法では、広い線幅や激しい信号の重な
りなどの高分子量蛋白質と同じ問題を持ち
ながら、13C の情報だけから計算機を駆使して
立体構造の構築に成功している。そこで、世
界最高性能の NMR 装置で 13C 直接観測の感度
向上法を開発し、溶液 NMR で測定した高分解
能スペクトルに対して低分解能スペクトル
の解析が可能な固体NMRの構造解析技術を用
いることで、高分子量蛋白質の NMR 構造解析
を実現することを着想した。 
 
２．研究の目的 
溶液 NMRによる蛋白質の立体構造解析には分
子量上限が存在し、分子量 10 万以上の蛋白
質で構造決定に成功した例は無い。そこで本
研究では分子量 10 万以上の蛋白質の立体構
造決定を可能にする新規NMR構造解析法を開
発する。具体的には、高感度 13C 直接観測法
および 13C観測 1H常磁性緩和促進法を開発し、
固体 NMR で成功している 13C の帰属法や構造
計算法を溶液 NMR 用に最適化する。最終的に
は、開発した手法で分子量約 11 万の「花成
ホルモン/受容体/転写因子/DNA」４者複合体
の構造解析を行い、花成ホルモンによる花成
誘導機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
平成２６年度は、(1)高感度 13C 直接観測法の
開発と、(2)13C 観測 1H 常磁性緩和促進法、13C
帰属法、構造計算法の開発を行い、⑶花成ホ
ルモン受容体の構造解析に取り組んだ。平成
２７年度は平成２６年度から引続き技術開
発と花成ホルモン受容体の構造解析を進め、
⑷花成ホルモン受容体転写因子 DNA４者複合
体の立体構造解析に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
(1) 固体 NMRで提案された１回の測定で２回
データを取り込む Double-acquisition 法と
呼ばれる概念（Fukuchiら、J Magn Reson 2008）
を一般化し、溶液固体を問わず、ほぼ全ての
多次元NMR測定において信号強度を２〜４倍
増強させる手法の開発に成功した（古板ら、

投稿中）。さらに 13C 直接観測と組み合わせ、
CACO 法で信号強度を２倍に増強した。 
(2) 各種 Double-acquisition 13C 直接観測法
などを測定し、蛋白質の主鎖及び側鎖の信号
帰属を行った。核間距離はスピンラベルを導
入して 1H の常磁性緩和促進（PRE）効果で得
た。立体構造解析では残余双極子相互作用
（RDC）、1H PRE、13C 化学シフト値などを用い
た（古板ら、J Biomol NMR 2015）。 
(3) (1)(2)で開発した構造解析法を用い、花
成ホルモン受容体の構造解析を行った。重水
素標識、アミノ酸選択標識、TROSY 法など、
従来法を含めた様々な手法を組み合わせる
ことで、最終的に約 70%の信号を帰属するこ
とに成功した。 
(4) 花成ホルモン受容体複合体では結晶が
得られたが、DNA を加えた４者複合体では結
晶が得られていない。そこで X線小角散乱実
験を行い、当初の構造モデルから予測される
より大きな複合体を形成していることが明
らかとなった。 
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