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は じ め に

NMR（核磁気共鳴）法は，１９４０～１９５０年代にかけて核

スピンや電子スピンと NMR現象が発見されて以来，５０年

以上の歴史を持っている．しかし，タンパク質の NMR解

析に関しては，１９８０年代に，Wüthrich（２００２年ノーベル

化学賞受賞）等によって世界で初めて NMRによるタンパ

ク質の立体構造の決定が報告１）されてから立体構造レベル

での議論が可能になってきた．その後，タンパク質の

NMR解析はめざましい発展をとげた．特に，１９９０年代に

なって１３C／１５Nの安定同位体標識導入と三次元 NMRによる

解析の開発２）により，解析可能なタンパク質の分子量が数

万までの範囲に広がり，タンパク質の NMR解析に新たな

視点を与えた．また，１９９７年に発表された TROSY（trans-

verse relaxation optimized spectroscopy）法３）により，解析可

能なタンパク質の分子量がさらに増大した．また，残余双

極子相互作用を用いて立体構造情報を得る方法４～６），立体

選択的に安定同位体標識されたアミノ酸を用いることによ

り分子量５万程度のタンパク質でも立体構造を正確に決定

できる SAIL（stereo-array isotope labeling）法７，８）など，現在

でも様々な方法が開発されている．NMR装置自体につい

てもこの間の進歩は著しいものがあり，磁場勾配法による

選択的なシグナル検出の実用化９），９００MHzを超える超高

磁場マグネットの実用化，シグナル検出コイルと増幅器を

極低温にすることにより感度を３倍以上向上させた cryo-

genic probe１０，１１）など，タンパク質 NMR研究を支える様々

な新技術が導入されている．また，タンパク質の NMR解

析には安定同位体標識の導入が必須であり，近年の NMR

の進歩はタンパク質の大量発現・精製技術とも密接に関連

している．本稿では，タンパク質の NMR解析の概略につ

いて述べるとともに，無細胞タンパク質合成系を用いた効

率の良いタンパク質 NMR解析方法に関する我々の研究に

ついて紹介する．

１． タンパク質の NMR解析から得られる情報

NMRには様々な測定法があり，それぞれの測定によっ

てタンパク質の立体構造に関する様々な情報が得られる．

まず，タンパク質の NMR解析を行うにあたり，ほぼ必ず

測定を行う１H-１５N HSQC法１２～１５）について説明する．１H-１５N

HSQC（hetero-nuclear single quantum coherence）法とは共

有結合した水素原子と窒素原子の相関シグナルを検出する
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NMR（核磁気共鳴）法によるタンパク質の立体構造が最初に報告されてから２０年ほど

がすぎた，その間に，装置，試料調製技術，測定技術等が急速に進歩し，タンパク質の

NMRは，さまざまな分野で利用されている．しかし，タンパク質 NMRの技術はまだま

だ発展・改善の余地がある．我々は，これからのタンパク質 NMR技術の発展・改善のた

めには無細胞タンパク質合成系が大きな役割を果たすと考えている．そこで，本稿では，

まず，タンパク質の NMR解析の現状について概説する．そして，現状におけるタンパク

質 NMR解析における問題点を解決するために我々が開発してきた，無細胞タンパク質合

成系を用いた新しいタンパク質 NMR解析技術（無精製測定法，完全選択的アミノ酸標識

法，新規の NMRシグナル帰属方法）について述べる．
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方法である．タンパク質の主鎖にはおのおののアミノ酸残

基にアミド基が存在し，共有結合している水素原子と窒素

原子の組み合わせが存在する（プロリンを除く）．１H-１５N

HSQCを測定することによりそれらの水素原子と窒素原子

の組み合わせ一つにつき一つのシグナルが得られる（図

１）．１H-１５N HSQC測定法をタンパク質に適用するためには

通常１４Nである窒素原子を観測可能な核磁気を持つ１５Nに置

換しなくてはならない．通常，１H-１５N HSQCスペクトルを

測定して目的タンパク質がきちんとした立体構造を持つこ

とを確認した後，問題が無ければ次の NMRシグナルの帰

属のステップに進む．以下に，それらの方法の概略を述べ

る．

（１） タンパク質 NMRシグナルの帰属

タンパク質の NMR解析においては，NMR測定に有効

な原子核である水素（１H），炭素（１３C），窒素原子（１５N）の

情報を最大限に利用するために，目的タンパク質を安定同

位体元素（１３Cや１５N）で標識する．安定同位体標識した目

的タンパク質を精製し，通常は１mM程度まで濃縮し，室

温以上の測定温度でさまざまな三次元 NMRの測定を行

い，それぞれのシグナルがどのアミノ酸残基のどの原子由

来のものであるかを帰属する．この帰属の作業は従来数カ

月から数年かかるような大変な作業であったが，コン

ピュータ上で自動的に行うプログラムが近年開発され１６），

１００残基程度のタンパク質であれば１日で帰属を完了する

ことも可能となった．また，タンパク質中の側鎖の水素原

子を重水素に置換することによってシグナルの感度が大幅

に増大する１７）ので，上記の方法と併用されている．しか

し，２００―３００残基を超えるようなタンパク質に関しては，

シグナルの帰属はまだ大変な作業で，数カ月以上かかるこ

とも珍しくない．

（２） NMRによるタンパク質の立体構造決定

NMRを用いてタンパク質の立体構造を決定する場合に

は，上述した NMRシグナルの測定及び帰属を行ったの

ち，立体構造情報を得るための NMRスペクトルの測定及

び解析を行う．立体構造情報としては主に，NOE（nuclear

Overhauser effect）と呼ばれる各水素原子間の距離情報（５

Å以内）と，分子内の各二面角の角度情報を用いる．そし

て，数百から数千の水素原子間距離情報，二面角角度情報

を抽出し，コンピューターでそれらの測定値を満たすよう

な立体構造を計算する．この NOE情報の帰属について

も，現在では，あいまいな帰属情報をもとに仮の立体構造

を計算し，そこから測定データへのフィードバックをする

ことで自動的に解析を進めていくプログラムが進歩し１８，１９），

２００残基程度までのタンパク質については自動的に計算可

能な状況になっている．最近，目的タンパク質を弱く配向

させることで，タンパク質の中のそれぞれの N-Hの静磁

場に対する角度を得ることができる残余双極子法が開発さ

れ４～６），NOEを用いる従来の立体構造決定法と併用されて

いる．また，立体選択的に安定同位体標識されたアミノ酸

を用いることにより分子量５万程度のタンパク質でも立体

構造を正確に決定できる SAIL法が開発されている７，８）．

（３） NMRによる相互作用解析

NMRの化学シフト（chemical shift）が周囲の環境に応

じて鋭敏に変化することを利用して，１H-１５N HSQCスペク

トルを用いた，タンパク質―タンパク質相互作用，タンパ

ク質―核酸相互作用，タンパク質―低分子相互作用の解析が

広く行われている．タンパク質―低分子相互作用を例にあ

げると，まず目的タンパク質単独での１H-１５N HSQCスペク

トルを測定し，次に結合する低分子を混合した状態で１H-
１５N HSQCスペクトルを測定する．低分子（図２A）が特異

的に結合した場合，結合部位の近傍にある目的タンパク質

のアミド基 N-Hに対応したシグナルだけが移動する（図２

B）．移動したシグナルがどのアミノ酸残基由来のものか

が分かっていれば，低分子の結合に関与する残基が特定で

きる．目的タンパク質の立体構造が分かっていれば，立体

構造上での低分子の結合部位が特定できる（図２C）．この

図１ A．タンパク質の構造式．B．タンパク質の１H-１５N HSQC
スペクトル

Aで○で囲んだ Hと Nの組み合わせ一つにつき Bのスペクト
ルで一つのシグナルが得られる．
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方法を応用して，病因タンパク質に結合する薬のリード化

合物のスクリーニングやデザインにも NMRが用いられて

いる２０，２１）．また，タンパク質―タンパク質やタンパク質―膜

相互作用の解析にはより高精度の結果が得られる satura-

tion transfer法が提案され２２，２３）利用されている．１H-１５N HSQC

法は，タンパク質の NMR測定において最も感度の高い方

法の一つであり，１回の測定が数分から数十分程度で終了

するので，立体構造情報を含む相互作用解析法としては最

もパワフルなものの一つである．しかし，移動したシグナ

ルのアミノ酸残基を特定するためには，前述したシグナル

の帰属が必要であり，上述のように２００―３００残基以上のタ

ンパク質については，シグナルの帰属に数カ月以上かかる

ことが多い．

（４） 運動性やフォールディングの解析

NMRを用いれば，１H-１５N NOE，緩和速度の解析などを

行うことによって，目的タンパク質の残基ごとに詳細な運

動性の解析ができる２４，２５）．X線結晶解析では電子密度が見

えないような運動性の高い部分でも NMRではシグナルと

して観測できるので解析が可能である．また，変性巻き戻

しとアミド水素の重水素置換反応を組み合わせることによ

り，タンパク質のフォールディングの過程をモニターする

ことが可能である２６）．

２． NMR解析のためのタンパク質調製方法

前項でタンパク質の NMR解析について概説したが，そ

れらの解析方法は安定同位体標識の導入の上に成り立って

いる以上，目的タンパク質をいかに調製するかが，最も重

要な課題である．高純度の目的タンパク質をミリグラム単

位で安定同位体標識を行うためには，コストの都合上，組

換え大腸菌を用いた大量発現系が最も多く用いられてい

る．大腸菌の場合には，炭素源としてグルコース，窒素源

として塩化アンモニウムなどの安定同位体源を用いる．大

腸菌以外では，酵母の Pichia pastoris を用いた発現系２７）や

昆虫細胞を用いた発現系２８）などが報告されているが例は少

ない．

これらの，生細胞を用いたタンパク質調製法と比較して

様々な優れた特徴を持つ無細胞タンパク質合成系が次第に

使われ始めている．一般的に無細胞タンパク質合成系は大

腸菌，コムギ胚芽，ウサギ網状赤血球由来であり２９，３０），最

近では昆虫細胞由来の無細胞タンパク質合成系も使われ始

めている３１，３２）．しかし，コストの問題等から，現実的にタ

ンパク質の NMR解析に利用できる無細胞タンパク質合成

系は現在のところ大腸菌由来のものとコムギ胚芽由来のも

のだけである．大腸菌の無細胞タンパク質合成系について

図２ １H-１５N HSQCスペクトルを用いた低分子のタンパク質結合部位の同定
A．１-アセチルプロリンメチルエステル（ACPM）の構造式．B．ヒト FKBP（FK５０６ binding protein）タンパク質の１H-１５N HSQCスペ
クトル及びそれに ACPMを結合させた時の１H-１５N HSQCスペクトルの重ね合わせ．ACPMを結合させた時に移動したシグナルのみ
残基番号を記した．C．Bで得られたシグナルが移動した残基をヒト FKBPタンパク質の立体構造上で表示したもの．影をつけた部
分の残基のシグナルが移動しており，その部分が ACPMの結合部位であることが分かる．

２６５２００７年 ３月〕



は，１９８８年ロシアの Spirinらが発表した連続系無細胞タ

ンパク質合成システム３３）以来，ミリグラム単位のタンパク

質合成系として NMR測定に必要な量を合成することが可

能になり３４，３５），近年ではリボソーム以外の全てのタンパク

質因子を再構成した PURESYSTEMも報告されている３６）．

また，コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系については，４０

年ほど前から報告されている３７）ものの，近年までラジオア

イソトープで標識したタンパク質が検出できる程度の合成

量が低いものであった．しかし，２０００年になってタンパ

ク質合成量が飛躍的に向上する改良が行われ３８～４０），タンパ

ク質 NMR解析に用いられ始めている４１～４３）．大腸菌無細胞

タンパク質合成系はロシュ・アプライド・サイエンス社や

ポストゲノム研究所から入手できる．また，コムギ胚芽無

細胞タンパク質合成系は，東洋紡，セルフリーサイエンス

社，ゾイジーン社などから入手できる．

３． コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系と

タンパク質 NMR

我々は，コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用い，

NMR解析用のタンパク質試料を調製するとともに様々な

技術開発を行っている．このタンパク質合成系の特徴の一

つに，プロテアーゼやヌクレアーゼなどの分解酵素の混入

が非常に少ないことがあげられる．また，コムギ胚芽無細

胞合成系は，大腸菌と違って真核細胞由来であるので，真

核生物であるヒトやマウスなどのタンパク質を合成する場

合において有利であることも特徴の一つである．実際に筆

者らの研究室でも，大腸菌では発現時に凝集してしまうよ

うなヒト由来のタンパク質でコムギ胚芽無細胞合成系では

可溶性として得られるものも多い．また，昆虫細胞を用い

てもマイクログラム程度しか得られないヒト由来のタンパ

ク質がコムギ胚芽無細胞系ではミリグラム単位で得られた

例もある．

（１） コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系と無精製 NMR

解析

我々は，プロテアーゼの混入が非常に少ないコムギ胚芽

無細胞タンパク質合成系を用いれば，目的タンパク質を精

製せずに NMRスペクトルが観測できるのではないかと考

えた．基質のアミノ酸に安定同位体標識されたものを用い

て目的のタンパク質を合成すれば，合成後に安定同位体標

識されているのは目的タンパク質だけであるので，多核

NMR測定法を用いることで目的タンパク質のシグナルだ

けを選択的に観測できるはずである．

我々は，酵母ユビキチンを目的タンパク質の例として，

大腸菌の生合成系で１５N安定同位体標識したのち高度に精

製したもの，コムギ胚芽無細胞合成系で１５N標識されたア

ミノ酸を基質として合成し，無精製のまま測定バッファー

に置換したもの，市販の大腸菌無細胞合成系で同じく１５N 図
３
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標識されたアミノ酸を基質として合成し，無精製のまま測

定バッファーに置換したものの３種類を調製した．それぞ

れについて１H-１５N HSQCスペクトルを測定し比較したとこ

ろ，高度に精製したユビキチンのスペクトルとコムギ胚芽

無細胞系で合成後，無精製のまま測定したユビキチンのス

ペクトルは全く同一であった．しかし，大腸菌無細胞タン

パク質合成系で合成し，無精製のまま測定したスペクトル

においては，ユビキチンタンパク質のものではない NMR

シグナルが観測された．これらの結果より，大腸菌無細胞

タンパク質合成系で安定同位体標識したタンパク質は精製

しなければ多次元 NMR測定が可能ではないが，コムギ胚

芽無細胞タンパク質合成系を用いた安定同位体標識したタ

ンパク質は，精製しなくても数カ月安定であり，長時間に

わたる各種多次元 NMR測定にも耐えられることがわかっ

た４１，４２）．そこで我々は，この系を目的タンパク質がきちん

とした立体構造を持っているかどうかの判定にも用いてい

る．前述のように，１H-１５N HSQCスペクトルにおけるシグ

ナルの分散の仕方はそのタンパク質の立体構造を反映して

おり，特定の立体構造を持つタンパク質の１H-１５N HSQCス

ペクトルではシグナルが良く分散する（図３A）．しかし，

特定の二次構造を持たないタンパク質の１H-１５N HSQCスペ

クトルはシグナルが中心に集まる（図３B）．また，部分的

にあるいは完全に凝集しているタンパク質の場合には１H-
１５N HSQCのシグナルはほとんど見えないか，見えても非

常に線幅の太いシグナルとなる（図３C）．このようにして，

目的タンパク質が解析に適しているかどうかを迅速に判定

することが可能である．

（２） コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用いた完全選

択的アミノ酸標識法
１H-１５N HSQCスペクトルのシグナルの帰属を行うために

は，通常１３C／１５Nで均一標識されたタンパク質を用いて，

三次元 NMR等の測定を行った後に複雑なスペクトル解析

を行う必要がある．しかし，それぞれのシグナルがどのア

ミノ酸に属するものかが分かれば，複雑なシグナル帰属を

単純化することが可能である．そのために，シグナルを観

測したいアミノ酸残基だけに選択的に安定同位体標識を行

うアミノ酸選択的標識法が行われてきた．その例を図４に

示す．従来のアミノ酸選択的標識法は，目的タンパク質を

図４ アミノ酸選択的標識法
A．酵母ユビキチンのアミノ酸配列．フェニルアラニン残基（２カ所）を白抜きで示した．B．１５N全標識した酵母ユビキチンの１H-
１５N HSQCスペクトル．C．フェニルアラニン残基だけを１５N標識した酵母ユビキチンの１H-１５N HSQCスペクトル．
Cでは２残基に対応した二つのシグナルが観測され，Bの１H-１５N HSQCスペクトルと対応させることによりフェニルアラニン残基
由来の HNシグナルが同定できる．
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組換え体として大腸菌で発現させる時に，培地に標識した

いアミノ酸を加えておくものであった．しかし，生きてい

る大腸菌を用いるので，取り込まれた標識アミノ酸は，ア

ミノ酸の代謝経路に入り，目的のアミノ酸以外のアミノ酸

に安定同位体標識が拡散してしまうという問題があり，そ

の用途が限られていた４４）．これを防ぐために，アミノ酸要

求株などアミノ酸のスクランブルが少ない特殊な大腸菌株

を用いるなどの方法がとられていたが，生きている細胞を

用いる以上，完全に拡散を止めることは不可能であり，実

際に使える用途はかなり限られていた．それに対して，コ

ムギ胚芽無細胞タンパク質合成系は，アミノ酸代謝系酵素

が含まれていないか，含まれていても適切な方法を使って

その働きを抑えることが可能であると期待される．

そこで筆者らは，コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を

用い，酵母ユビキチンをモデルタンパク質として，２０種

類のアミノ酸のそれぞれが選択的に安定同位体標識可能か

どうかを調べた．すると１７種類のアミノ酸については，

特に手を加えることなく完全選択的な安定同位体標識が可

能であることがわかった．しかし，アラニン，アスパラギ

ン酸，グルタミン酸の３種類については，コムギ胚芽に含

まれているアミノ酸代謝酵素により安定同位体標識が拡散

してしまうことがわかった．具体的には，アラニンだけ

を１５N安定同位体標識し，他のアミノ酸を標識しないもの

を基質として酵母ユビキチンを合成し，１H-１５N HSQCの測

定を行ったところ，アラニン残基由来のシグナルに加え

て，グルタミン酸残基やアスパラギン酸残基のシグナルも

観測された（図５A）．同様にアスパラギン酸だけを１５N安

定同位体標識したものを基質にした場合は，アスパラギン

酸残基由来のシグナルに加えて，グルタミン酸残基由来の

シグナルも観測された（図５B）．また，グルタミン酸だけ

を１５N安定同位体標識したものを基質にした場合は，グル

タミン酸残基由来のシグナルに加えて，アスパラギン酸残

基とグルタミン残基由来のシグナルが観測された（図５C）．

これらのアミノ酸の変換は，コムギ胚芽抽出液に残存する

トランスアミナーゼ及びグルタミンシンターゼによるもの

と考えられた．そこで，トランスアミナーゼ阻害剤である

アミノオキシ酢酸を，タンパク質合成反応液に添加して選

択的標識を行ったところ，アラニン→グルタミン酸，アス

パラギン酸→グルタミン酸，グルタミン酸→アスパラギン

酸の転移を完全に抑えることができた（図５DE）．また，

アミノオキシ酢酸では，グルタミン酸→グルタミンの転移

を抑えることができなかったが，グルタミンシンターゼの

阻害剤である L-メチオニンスルフォキシミンをタンパク

質合成反応液に添加しておくことにより転移を抑制できる

ことがわかった（図５F）．最終的には，これら２種類のア

ミノ酸代謝酵素阻害剤をタンパク質合成液に添加しておく

ことで，２０種類どのアミノ酸でも完全選択的に安定同位

体標識を行うことが可能になった４５）．

（３） 完全選択的アミノ酸標識法をベースにした新規

NMRシグナル帰属方法

従来の三次元 NMRを用いた NMRシグナルの帰属方法

は，タンパク質の NMRシグナルを全て帰属可能なパワフ

ルな方法であるが，適用可能なタンパク質は，低分子量で

かつ高濃度（３００µM―１mM以上）で溶解し，しかも室温以

上での長時間の測定（数週間）に耐える安定なものである

必要がある．また，高分子量タンパク質になると TROSY

などの方法をもってしても感度の低下が避けられず，さら

に高濃度の試料が必要となり，適用可能なタンパク質が非

常に限られているのが現状であった．また，１００残基程度

の小さなタンパク質については，解析にかかる時間も数週

間程度であるが，３００残基を超えるようなタンパク質の場

合，測定から解析が終わるまで１年以上かかることも珍し

くなく，汎用的な解析手法とは言い難い面もあった．一

方，感度の高い帰属方法として，一つのアミノ酸のカルボ

ニル基を１３C標識し，別の一つのアミノ酸を１５N標識し，C

と Nの相関スペクトルを測定することで帰属を行うダブ

ルラベル法が報告されている４６）が，この方法では全てのシ

グナルの帰属をするのは困難であった．筆者らは，これら

の問題点を解決するために，上述のアミノ酸完全選択的標

識法を基に，三次元 NMR法とダブルラベル法の長所をあ

わせた新規方法（MAGICAL（method for assignment with in-

telligent combinatorial amino acid labeling）法）を考案した．

その方法では，目的タンパク質をアミノ酸の種類ごとに
１３C／１５N標識アミノ酸と１５N標識アミノ酸を系統的に組み合

わせて合成する．このような標識タンパク質を用いること

により，３０―２００µM程度の低濃度で１日程度安定に保てる

タンパク質であれば，３００残基以上のタンパク質であって

も二次元 NMR測定のみを用いて数週間程度でシグナルの

完全帰属が可能になった．以下にその方法の概略を説明す

る．

１種類のアミノ酸残基のみを選択的に１３C／１５N二重標識

し，その他の１９種類のアミノ酸残基を１５Nのみで標識した

目的タンパク質を２０種類調製する．そして，それらの標

識タンパク質それぞれについて二次元 HN（CA）及び二

次元 HN（CO）を測定する．HN（CA）スペクトルでは，
１３C／１５N標識されたアミノ酸残基とその後ろのアミノ酸残

基の HNシグナルが得られる．また HN（CO）スペクトル

では，１３C／１５N標識したアミノ酸残基の後ろの残基の HN

シグナルだけが得られる．図６に具体例を示す．図６A，

Bは，それぞれフェニルアラニン残基を１３C／１５N標識し，

その他１９種類のアミノ酸残基を１５Nのみで標識した大腸菌

チオレドキシンタンパク質の HN（CA）及び HN（CO）ス

ペクトルである．図６Aの HN（CA）で観測されている HN

シグナルのうち，図６Bの HN（CO）で観測されている HN
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シグナルと重ならないものがフェニルアラニン残基の HN

シグナルである．また，図６Cはセリン残基を１３C／１５N標識

し，その他１９種類のアミノ酸残基を１５Nのみで標識した大

腸菌チオレドキシンタンパク質の HN（CO）スペクトル

であり，セリン残基の後ろの残基の HNシグナルが測定さ

れる．そこで，図６Aと図６Bの比較から得られたフェニ

ルアラニン残基の HNシグナルのうち図６Cで得られたセ

リン残基の後ろの残基の HNシグナルと一致するものは一

つだけ存在することがわかる．これは，セリン残基の後ろ

にあるフェニルアラニン残基の HNシグナルであるので，

アミノ酸配列上で，セリン―フェニルアラニンと続く配列

を探すと，Ser１１-Phe１２という配列のみが見つかる．よっ

て，該当する HNシグナルは Phe１２のものであると帰属さ

れる．このようにして，アミノ酸配列の前後関係を用いる

ことにより，かなりの部分の HNシグナルのアミノ酸残基

番号が一意的に特定できる．また，大腸菌チオレドキシン

においてグリシン―イソロイシンのようにアミノ酸配列中

に２カ所現れる（Gly７１-Ile７２，Gly７４-Ile７５．図６Dに下線

で表示）ものについても，同様の標識タンパク質を用いて

別の二次元スペクトルを２種類測定することにより，帰属

が確定できるので，全ての HNシグナルについてアミノ酸

残基番号の帰属が可能である．この方法は，目的タンパク

質を２０種類の異なる標識方法で調製する必要があるが，

従来法とは異なって合成されたタンパク質を精製する必要

図６ MAGICAL法による NMRシグナルの帰属
A．B．フェニルアラニン残基を１３C／１５N標識し，その他１９種類のアミノ酸残基を１５Nのみで標識した大腸菌チオレドキシンタンパク
質の HN（CA）（A）及び HN（CO）スペクトル（B）．C．セリン残基を１３C／１５N標識し，その他１９種類のアミノ酸残基を１５Nのみで
標識した大腸菌チオレドキシンタンパク質の HN（CO）スペクトル．D．大腸菌チオレドキシンタンパク質のアミノ酸配列．
AB両方のスペクトルに観測される HNシグナルを波線で結び，Aで観測され Bで観測されない HNシグナル（フェニルアラニン残
基由来の HNシグナル）を○で囲んで示した．Aにおいて○で囲んだ HNシグナルのうち Cにおいても観測されるものを点線矢印で
結んで示した．このシグナルは Dの配列中白抜きで示したセリン―フェニルアラニンの配列に相当するので，Phe１２のシグナルであ
ると帰属できる（A中に残基番号で表示した）．
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がないのでサンプル調製時間もさほどかからない．そし

て，感度の良い二次元 NMR測定のみを用い，得られるス

ペクトルも非常に簡略化されているので，測定試料の濃度

を下げても必要な情報が短時間に得られ，解析自体も短時

間で行うことができる．

この方法により，分子量４万以上のタンパク質において

も，低濃度のサンプルを用い，簡便にシグナルの帰属を行

うことが可能になり，難溶性の高分子量タンパク質の立体

構造決定，タンパク質―タンパク質相互作用，タンパク質―

薬相互作用などに広く利用可能であると考えている．

お わ り に

NMRによるタンパク質の解析技術はまだまだ向上の余

地がある．タンパク質の NMR解析は，単にその立体構造

を決定するだけでなく，相互作用解析など様々な用途に利

用できるので X線結晶解析とは異なった可能性を秘めて

いる．無細胞タンパク質合成技術を積極的に活用し，さら

に新しい安定同位体標識技術を開発することで，タンパク

質の NMR解析がより広く使われるようになることを期待

している．
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