
は じ め に

溶液 NMR法によるタンパク質立体構造解析は，大まか

に１）試料調製，２）各種 NMR測定，３）信号帰属，４）構

造計算の流れで行われる．１）の試料調製では，大腸菌等

の微生物を用いた安定同位体元素１３C／１５Nによるタンパク

質の二重標識化に加え，無細胞タンパク質合成系技術の利

用による多彩な標識体作成が可能になった．２）の測定に

関しては装置開発や測定技術開発が行われ，測定感度の向

上および測定時間の大幅な短縮が可能となった．３）の信

号帰属では主鎖および側鎖帰属の自動化ソフトウェアの開

発とともに，信号帰属とスペクトル閲覧の対話性を向上さ

せたソフトウェアが開発され構造解析の高速化を推進し

た．４）の構造計算では距離情報となる核オーバーハウ

ザー効果（NOE）信号の自動帰属ソフトウェアが広く用

いられるようになり，構造計算にかかる時間が飛躍的に短

縮された．これらの最近の技術革新によって，数年前まで

は１個につき１年から数年程度かかっていた NMR法によ

るタンパク質立体構造解析に要する時間は，約１カ月程度

に短縮され，解析可能な測定濃度・分子量限界も改善し

た．

本稿では，溶液 NMR立体構造解析における最近の技術

革新について実用的な観点より述べるとともに筆者の構造

解析手順について紹介し，実際に解いたいくつかの構造に

ついて紹介する．

１． 試 料 調 製

溶液 NMR構造解析を目的としたタンパク質試料調製で

は，従来の微生物を利用した安定同位体（１３Cおよび１５N）

標識化以外に無細胞タンパク質合成系が用いられるように

なった．無細胞タンパク質合成系では発現を担う遺伝子お

よびアミノ酸を試験管内で混合し，大腸菌やその他の生物

種から抽出した転写・翻訳に必須な成分（リボソームなど）

を添加することでタンパク質を合成する．無細胞タンパク

質合成系では，基質としたアミノ酸がそのまま目的タンパ

ク質中に取り込まれるため，任意のアミノ酸を選択的に標

識化することができる．また，菌体培養や形質転換体作成

が不要であり，さらに鋳型遺伝子に PCR産物を用いるこ

とも可能であるため，遺伝子から目的タンパク質を取得す

るまでの時間を大幅に短縮できる．これは網羅的構造解析

におけるボトルネックとなっているコンストラクトスク

リーニングにおいても非常に有用である．近年，立体特異

的に標識化されたアミノ酸，SAIL（stereo-array isotope la-

belling）アミノ酸合成技術が開発された１）．この SAILアミ

ノ酸を用いた無細胞タンパク質合成系により測定上の様々

な利益がもたらされ，NMR法による高分子量タンパク質

の高精度構造解析が期待される．

２． 測定技術の進歩

溶液 NMR法によるタンパク質立体構造解析における問

題点として測定濃度と測定時間がある．数年前まで NMR

法による立体構造解析に最低限必要なタンパク質濃度は１

mM程度であり，三次元 NMRの測定には３日から１週間

程度かかるため，解析に必要である全スペクトルの測定に

は３カ月程度を要した．そのため，測定試料は溶解度が高

くかつ長期間安定な物に限られていた．測定感度を上昇さ

せる装置開発の成果である低温プローブが広く普及した２）．

検出コイルを極低温（２５K）まで冷却することにより，コ

イルの熱雑音を抑え従来と比較してエチルベンゼンの１H

信号強度比は３から４倍になった．実際のタンパク質測定

においては溶媒中に含まれる塩など伝導性物質の影響から

測定感度の向上は２倍程度のものである．この技術により

もたらされた測定感度の上昇は測定に必要な最低タンパク

質濃度を飛躍的に改善し，天然比で存在する１３Cや１５Nを利
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用した二次元または三次元 NMR測定も現実的な測定時間

で観測可能になった．

測定時間短縮のための新たな測定技術として projection

reconstruction（PR）法が確立されつつある３）．通常の三次

元 NMR測定では二つの間接観測軸の展開時間をそれぞれ

独立に変化させ測定する．これは，周波数軸における三次

元立方体スペクトルをある一定の方向からの視点でスライ

スした複数の二次元平面スペクトルを測定していることに

なる．PR法では二つの間接観測核の展開時間を三角関数

に従って連動させることにより，三次元立方体スペクトル

をある角度から俯瞰した投影二次元スペクトルを得る（図

１）．視点の角度を変更した複数枚の投影二次元スペクトル

図１ Projection Reconstructionの概念図
A．通常の測定手法による三次元立方体スペクトル
一定方向からの視点でスライスした複数の二次元平面スペクトルを得る．三次
元立方体スペクトル上で観測される各信号は直接観測軸と間接観測軸１による
二次元平面スペクトル上に投影される．

B．三次元 Projection Reconstruction法に利用される投影二次元の概念図
Aの三次元立方体スペクトルをある角度から（視点１および２）俯瞰した投影
二次元を得る．
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から三次元立方体スペクトルを再構築する．この技術に

よって観測信号数が少ない三次元測定の場合（例えば

HNCOや HN（CO）CAなど）は，最低３枚の二次元測定を

行うだけですべての観測信号の帰属を行うことができる．

理論上，１０倍程度の測定時間の短縮が期待され，観測信

号数が多い場合を含めても実用的には３～５倍程度の時間

短縮が可能になった．PR法は複数の間接観測核軸の展開

時間を任意の法則に従って変動させる G-matrix Fourier

transform（GFT）法４）の一種である．GFT法を利用した他

の測定手法によって，四次元以上の高次元測定も複数の低

次元測定の組み合わせにより補完することも可能となっ

た．また，１種類の多次元測定による主鎖連鎖帰属も可能

になった．他に測定時間の短縮方法として，複数の展開時

間の間接観測核測定を一度に行う single scan法５）も報告さ

れている．

３． 帰 属 操 作

NMR信号の帰属は，主鎖帰属と側鎖帰属に大別され

る．主鎖帰属では１H-１５N HSQCによって観測される主鎖ア

ミド由来の信号がどの残基に由来するのかを決定する．主

鎖帰属が行われると，測定対象タンパク質とその標的分子

との残基レベルでの相互作用解析や，分子内部の運動性を

議論するための緩和時間解析を行うことができる．側鎖帰

属では主鎖以外の NMR観測可能なほぼ全ての信号につい

て帰属を行い，より詳細な相互作用解析や立体構造計算な

どに用いる．主鎖連鎖帰属用測定（１H-１５N HSQC，HNCO，

HNCA，HN（CO）CA，HNCACB，CBCA（CO）NH，HN

（CA）CO，HN（CA）HA，HN（CO）HAや HBHA（CO）NHな

ど）から得られる信号情報を元にした自動帰属ソフトウェ

アが多数報告されている．さらに，脂肪族側鎖を含めた自

動帰属６）や，すでに X線法などによって立体構造が明らか

になっている場合にその構造情報を踏まえて主鎖の自動帰

属も行えるようになった７，８）．また従来の主鎖連鎖帰属用測

定以外に，パルス系列によるアミノ酸選択的な信号観測

法９）や前述の試料調製の項で述べた選択的にアミノ酸を標

識化したタンパク質を用い，残基特異的に信号を観測する

ことも行われるようになった．現在では１００残基程度の低

分子量タンパク質で良好なスペクトルを与える場合には，

前述の自動帰属ソフトウェアを用いてほぼ完全な帰属が可

能になったが，より大きな分子量を持つ場合や解析が困難

である場合には，解析者の手動による帰属補正が必要にな

る．この帰属補正を支援するソフトウェアがいくつか開発

されている．IBIS１０），Smartnotebook１１），AutoLink／CARA１２）

は主鎖連鎖帰属と各種スペクトルとの相関を支援する．当

研究室で開発中である Olivia（http:／／fermi.pharm.hokudai.ac.

jp／olivia／にて公開）は，主鎖のみならず側鎖も含めた全

ての帰属操作と各種スペクトルとの相関を支援している．

４． 主鎖の帰属補正手法

前述の主鎖連鎖帰属用測定はすべて１H-１５N HSQCを基本

としている．そのため，１H-１５N HSQC上で重なっている信

号に関して信号情報の取り違えが起こりうる．また，高分

子量タンパク質では分子運動性の減少から HNCACBや

CBCA（CO）NHの信号強度，特に Cβの信号強度が極端に
減少することがある．そのため筆者は，連鎖帰属に分子量

によらず測定感度が良好な１H-１３C HSQCや CCH-TOCSY

を用いて信号情報の補正を行っている．１H-１５N HSQC上で

重なりあう信号について HN（CO）CA，HNCA，HN（CA）

HA，HBHA（CO）NHの候補となる Cαおよび Hαの信号情
報の組み合わせの交差信号を１H-１３C HSQCにおいてそれぞ

れ確認する．Cβの情報を補完するためには Cα-Hα交差信
号における CCH-TOCSYを用いる．連鎖帰属の最終確認

には１５N edited NOESYを用いる．互いに隣接する主鎖ア

ミドにおける１５N edited NOESYは，間にある側鎖水素や

互いのアミド水素が共通して観測されるため似た信号出現

になる．

５． 構造計算の自動化／高速化

NMR法によるタンパク質立体構造計算では，計算機上

で疑似高温環境下における伸びたタンパク質構造から，

NOE信号によって得られる距離束縛情報や他の束縛情報

を満たすよう環境温度を下げながら構造を収束させる焼き

なまし法が用いられる．NOE信号の帰属操作は構造計算

に与える原子間距離束縛情報に直接関係しており，ここで

の帰属間違いは計算結果である構造に大きな影響を与え

る．NOE信号を観測する NOESY測定には通常，起点と

なる水素と直接結合する１３Cや１５Nで展開する NOESY

HSQCが用いられる．NOESY HSQCによって観測される

信号数は数千個に達し，手動による帰属操作は解析者の多

大な作業時間と労力を必要とした．この NOE信号の自動

帰属を行うソフトウェアとして，ARIA１３）および CYANA１４）

がある．両ソフトウェアともに，構造計算と構造に基づく

NOE信号の帰属を繰り返し最終構造を得る．また，化学

シフト値が近いために重複した NOE信号に対して，複数

の帰属を試みるアルゴリズムを持つ．これらのソフトウェ

アによって，人為性をなるべく排した NOE信号帰属およ

び構造計算が行えるようになった．各ソフトウェアの特徴

として ARIAは，NOE信号以外の有力な構造計算束縛情

報の一つである残余双極子相互作用（RDC）情報を容易

に計算に組み込むことができる．一方，CYANAは NOE
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信号帰属効率を上昇させる二つのアルゴリズム（network

anchoring, constraint combination）を有しているため初期構

造を求めやすい． 最近公開された CYANA２．０以降では，

化学シフトが未帰属である原子の NOE信号情報からの自

動帰属や光学異性化原子の自動帰属なども可能になった．

また，ARIA２．２においても NOE信号帰属効率を上昇さ

せる２種類のアルゴリズムの実装が今年度の ICMRBSに

て発表されたが，執筆時ではまだ公開されていない．また

ARIA, CYANAともに Linuxおよび構造計算の分散化に対

応している．そのため，高価な UNIX計算機や他の高性能

計算機に頼らずとも安価な複数台の Linux計算機による高

速化が可能である．現在では１台数万円程度の計算機１０

台で構成される構造計算クラスターによって，両ソフト

ウェアともに１回の標準的な構造計算時間は１時間程度と

なっている．

正しい NOE信号情報および正しい帰属情報を揃えるこ

とができれば，どちらの自動構造計算ソフトウェアを用い

ても正しい構造計算結果を与える．しかし実際の NOESY

スペクトル中には測定ノイズが多く含まれており，そのノ

イズを NOE信号情報として与えたがために間違った構造

へ収束することが多い．特に NOE信号帰属効率をあげる

アルゴリズムはノイズの影響を受けやすい．そこでノイズ

除去を含めた NOE信号情報の見直しが必要になる．見直

しには自動構造計算ソフトウェアによる NOE信号帰属情

報，相補性信号の有無，信号の強度および線形などを総合

的に判断しながら修正を行う．前述の Oliviaは構造計算結

果の NOE信号情報および構造情報を取り込むことがで

き，スペクトルを確認しながらの NOE信号情報の見直し

作業を支援する．

６． CYANAによる立体構造決定までの手法

筆者は主に CYANAを用いて構造計算を行っている．

構造計算に与える NOE信号情報は，１）あらかじめ出現

が予測される NOE信号（残基内や隣接残基間）を拾い上

げておき，２）HSQC上に観測される交差信号を中心とし

た短冊状の信号拾い上げを行う（図２A）．このときの信号

拾い上げは，１）ですでに拾い上げた NOE信号を除外し

ている．３）得られた信号情報から構造計算を行い，初期

構造を求める．４）正しく折り畳まれた初期構造および

NOE信号の自動帰属情報から NOESYスペクトル上での

信号情報の見直しを行い，再度の構造計算を行う．３）の

見直し作業では２）で新たに拾い上げた信号について検証

を行う（図２B）．NOESY HSQCから得られるそれぞれ数

千個の信号の大部分は残基内および隣接残基間であり，１）

により見直すべき信号数は劇的に減少する．３）の短冊状

の信号拾い上げによって NOE信号が確実に観測されない

領域におけるノイズを大幅に軽減できる．また，１）で拾

い上げた NOE信号の除去は NOE信号の間違った自動帰

属を防ぐこともでき，安定した初期構造を求める上でも有

用であった．４）の見直し作業はまず CYANAによって構

造計算に利用されなかった NOE信号について検討を行

い，最終的には全ての信号について検討を行う．

７． 立体構造解析例

筆者らがここ数年の間に NMR法によって決定した立体

構造について紹介する．

図３-Aはイネ由来葉緑体局在型 NifU様タンパク質であ

る NifU１Aの domain II（L１５４-S２２６）の立体構造である．

葉緑体局在型 NifU様タンパク質には互いに配列相同性の

ある二つのドメインがある．N末端側ドメインには NifU

様タンパク質の活性部位である鉄硫黄クラスター結合モ

チーフが存在するが，C末端側ドメインにはモチーフが存

在せず機能未知であった．NifU１A domain II表面は，他の

NifU様タンパク質と異なり全体に正の静電ポテンシャル

を持つ．葉緑体局在型 NifU様タンパク質の鉄硫黄クラス

ター移送先であるフェレドキシンが負の静電ポテンシャル

をタンパク質表面に持つことから，domain IIはフェレド

キシンとの相互作用に寄与することが考えられた．

図３-Bはイネ由来チオレドキシン（M１-L１３２）の立体構

造である．１３C／１５N標識タンパク質を取得してから測定時

間を含めて３週間で決定した．この立体構造は既知の大腸

菌由来およびヒト由来チオレドキシンと同じ骨格構造を持

ち，さらに N末端に伸びた構造を持つ．この N末端領域

は，植物内細胞間輸送に関わる構造体である原形質連絡の

透過性に寄与することが報告１５）されており，今後の研究展

開が期待される．

図３-Cはイネ由来ユビキチン結合酵素の一つ，UBC２

（M１-D１５２）の立体構造である．イネ完全長 cDNAデータ

ベースより２０種類を超えるユビキチン結合酵素アイソ

フォームが確認されており，これらアイソフォームの系統

解析により植物固有種の存在が示唆されている．イネ由来

ユビキチン結合酵素アイソフォーム立体構造の網羅解析に

より，植物特有ユビキチン系の原子レベルでの機構解明へ

の寄与が期待される．

図３-Dはマウス由来 NIPP１の FHAドメイン（M１-T１３２）

の立体構造である．Ser／Thr残基特異的プロテインホス

ファターゼ PP１の核内制御サブユニットである NIPP１は，

PP１との結合を介しての遺伝子発現の転写後調節や pre-

mRNAのスプライシング制御に関与している．NIPP１の N

末端に位置する FHAドメインは転写調節因子やスプライ
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図２ NOE信号情報の作成�および見直し作業�
A-１． i番目の主鎖アミドプロトンから１５N edited NOESY上で観測さ

れる信号
A-２．配列および化学シフト情報から出現が予測される信号の拾い上

げ
i番目の主鎖アミドプロトン近傍にある i番目残基の Hα，Hβお
よび i-１番目の Hα，HNについて拾い上げている．

A-３．１H-１５N HSQC上の信号を中心とした短冊状の拾い上げ
A-２で拾い上げた信号を除外している．

B-１．信号の見直しのための参考情報
A-３で新規に拾い上げた信号について検証している．それぞれ
の信号について信号形状，構造計算時の帰属情報，相補性につ
いて検証する．

B-２．次回構造計算に用いる信号情報
B-１の検証から，信号別に可否判断を行う．検証後の信号情報
による構造計算を行い，検証を繰り返す．
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シング調節因子との結合が確認されており，NIPP１ FHA

ドメインの立体構造解析や分子レベルでの認識機構解明に

より，転写やスプライシング調節における新たな知見が期

待される．
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図３ NMR法により筆者らが決定した立体構造
A．イネ由来 NifU１A domain IIの立体構造（PDB ID：１TH５）
B．イネ由来チオレドキシンの立体構造（PDB ID：１WMJ）
C．イネ由来ユビキチン結合酵素，UBC２の立体構造
D．マウス由来 NIPP１の FHAドメインの立体構造
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