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4.周 辺科学 との協調 とその将来

NMRと タンパク質結晶学

北海道工業技術研究所低温生物化学部 津田 栄

Sakae TSUDA: Modern NMR Spectroscopy and X-ray Crystallography: a Different 
Approach to Study the Structure and its Function of a Protein.

The NMR spectroscopy has been utilized widely for a elucidation of the structural change 
of a protein caused by the change of pH, ionic strength, temperature, and ligand concentra-
tion in solution. The X-ray was less utilized for these study excutable easily in solution, but 
is utilized much for the structural determination of a protein. Such difference has ever lead 
to the situation that the NMR relied on the structure solved by X-ray and the X-ray argued 
its struture in reference to the conformational change elucidated by NMR. However, recent 

developments of NMR spectroscopy made it possible to determine the three-dimensional struc-
ture, and the X-ray techniques has also been developped to clarify the structural change of 
a protein. This review compares the recent development of these two techniques, and will 
discuss about the future collaborating interaction between NMR and X-ray.

1.は じめ に

1980年 代 中期,ス イス連 邦工科 大学(ETH)の

W�thrich教 授はそれまで構造が未知であったアミノ酸74

残基からなるα-アミラーゼインヒビターテンダミスタッ

ト(α-amylase inhibitor Tendamistat)の 全立体構造 を

NMRの データだけを用いて決定 した.一 方,こ のタンパ

ク質の単結晶X線 構造 もまたまった く同時期に別のグル

ープにより解かれていた .こ れらNMR構 造 とX線 構造

は1986年 の同 じ号のJ.Mol.Biolに 掲載され,両 者の構造

はほとんど同 じであることが分かった.1),2)こ のこと

は,タ ンパク質の三次元立体構造 を,X線 結晶構造解析法

(以下,X線 法と略)と 同様 にNMR法 でもきめられるこ

とを証明 したと同時に,古 くからX線 結晶学者により唱

えられていた通 りタンパ ク質の水溶液中での構造 と結晶

中での構造がほぼ同じである事を示す結果になった.

もともとNMR法 は,リ ガンド濃度,温 度,塩 濃度,pH

等の変化に伴 うタンパク質の状態変化の解析 を得意 とす

る.こ のために旧来のNMR研 究では,す でにX線 法でそ

の立体構造が決定されたタンパク質分子 を研究対象とし,

そのリガンド濃度等の変化 に伴 う状態変化を調べ るとい

う内容の ものが多かった.テ ンダミスタットの構造決定

は,こ のような”NMR研 究のX線 依存”という関係に一

石 を投 じる大 きなで き事 だったと言える.

1995年 現在で,NMR法 により立体構造が決定 された

タンパク質でPDB(Protein Data Bank:http://www.pdb.

bnl.gov/)に 登録されているものの数は約270個 である

(mutantも 独立な1個 として数えた場合.複 数の計算構造

座標 とその平均構造座標が別のファイルとしてある場合

はこれらをまとめて1個 と数えた).こ れに対 し,X線 法

によ り決定 されたタンパ ク質の数は約3,000個 もある

(mutantも 独立な1個 として数えた場合).つ ま り,現 時

点でNMR法 により決定されたタンパ ク質の数はX線 に

よるものの数の1110以 下で しかない.し かし,今 か ら7

年前の時点でNMRに より決定 されたタンパク質個数は

たったの30個 であ り,3)そ の数はわずか数年間で10倍

近 くにも達 していることになる.こ うした現状は,現 在

のNMR法 とX線 法の関係が過去の ものとは異なった内

容に変化 していることを伺わせ るが,果 たして実際はど

うなのだろうか?

本稿では,最 新のNMR法 を用いた新 しいタンパク質構

造研究法が どのようなものかを示す と同時 に,同 法のか

かえる問題点をX線 法 との比較において説明する.ま た,

両法に関する新 しい構造変化研究 と分子運動研究の現状

を検討する.そ うして最後に,NMR法 の長所 とX線 法の

長所を互いに生かせるような両者の共同研究関係 を提案

してみたい.

2.最 新NMR法 によるタ ンパ ク質構造決定 法

最新NMR法 によるタンパク質構造の決定は以下の手

順で進められる.

1)遺 伝子工学 を用いて目的のタンパク質の13C/15Nラ ベ
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ル体 を大量に発現する.

2)得 られたラベル体の高分解能多次元NMRス ペク トル

を得る.

3)ス ペク トルを解析 し,二 面体角情報および何百もの原

子間距離情報 を得る.

4)得 られた情報を満たす構造 を計算 により得 る.

このように,NMR法 では 「結晶化」の過程を必要とし

ない.こ の ことはNMR法 の最大の強みであると言える.

同法においてカギとなるステップは,1)に あるところの

13C/15Nラ ベル体 を得ることである .天 然のタンパ ク質を

構成する主な原子は1H,12C,14N,16Oの4種 類であるが,

この うち12Cと160はNMRを 示 さず14NはNMRを 示す

ものの感度が低い.結 局,こ の中でNMR観 測にかかる

のは1Hだ けである.こ の情報量不足問題を解決する一つ

の方法が,観 測にかからない12C,14Nを 観測にかかる13C,

15Nに 置 き換 える ,す なわち13C115Nラ ベル体 を得ること

とい うわけである.共 有結合でむすばれた(あ るいは空

間的に近接 した)関 係 にある1H,13C,15NのNMR信 号は

磁気的相互作用 を起 こしお互いに混ざり合う.2)の ステ

ップにある多次元NMRス ペク トルとは,こ の混 ざり合い

信号 をフーリエ変換することで得 られる 「相関ピーク」

を,3軸 に1H,13C,15NのNMR周 波数をとった3次 元空

間上に観測するものである.こ の相関ピークはタンパ ク

質分子 内のすべてのア ミノ酸残基について観測 され,

各々の残基がいかなる磁気的環境 にあるかの情報(近 距

離情報)を 与えることになる.こ の情報は,3)に ある二

面体角情報および原子間距離情報ということに焼 き直さ

れ,そ の タンパク質の構造 を計算する上での構造束縛条

件 として用いられる.構 造計算には,多 次元メ トリック

マ トリクス(Embedding)法,4),5)可 変目的関数極小化

法,6)シ ミュレーテッド・アニーリング法7)な どが考案

されている.い ずれの方法 も,い かにローカル ミニマム

に陥 らず に全空間をサーチ した上で束縛条件 を満たす立

体構造 を算出するかを目的としている.現 在はこれらの

手法の併用が一般的である.こ こで注意が必要なことは,

NMR法 では上述のような近距離情報の積み重ねだけで

全体構造 を計算するために,構 造 にはタンパ ク質の形状

に依存 した”構造のズ レ”が存在することである8)(粗

い三角測量の積み重ねから地図を作っていた時代 に,地

図にゆがみが生 じたことと同じ).こ の問題は,よ り正

確な距離情報をより大量に得るとい うことでしか解決で

きない.こ のために,NMR法 では複数の構造を算出 して

間違いの程度を検討することが一般的である.

3.タ ンパ ク質構造 決定 に関 す るNMR法 の問題 点

タンパ ク質の構造決定において旧来の1H-NMR法(1

次元法)が かかえた問題の一つは,決 定で きるタンパ ク

質の大 きさが分子量1万 程度に限定 されていることであ

った.そ れは,“NMR信 号の観測 される周波数範囲は観

測核の種類により決まっている”という事実に起因する.

例えば600MHzの 超伝導磁場を用いた場合,タ ンパク質

を構成する1H-NMR信 号が現われるのは通常6,000Hzの

範囲内である.こ のため分子量が大 きくな り1Hの 数が多

くなると,そ れらのNMR信 号は6,mmHzの 幅の中でどん

どん混み合ってしまう.こ うなると1H同 士の相関信号を

選択的に取 り出すことができない.し かし多次元NMR法

では,1H信 号が重畳 して も1H,13C,15Nの 間の相関信号

が重畳 しない限り解析が進められる.こ うして現在多次

元NMR法 により決定されるタンパク質の分子量の限界

は3万 前後にまでなった.し かし,こ れ以上の分子量にな

ると相関信号 も重畳 してくる.理 屈の上では更に相関の

次元を増やすことや,重 水素置換法9)に より線幅 を狭 く

することでさらに重畳信号は分離で きるといえるが,技

術的な問題があるので,多 次元NMR法 にもやは り構造決

定で きる分子量の限界があると言 うべ きだろう.そ れら

の事情 を考慮すると,今 後全体構造の決定ができるタン

パク質分子量の限界は4～5万 程度であると予想される.

NMR法 における もう一つの問題 は研究に要する費用

である.タ ンパク質の13C/15Nラ ベル体の発現 に必要な

13C-enrichグルコースおよび15N-enrich塩 化アンモニウム

の値段 は1g当 た り各 々約13万 円お よび2万 円である

(1995年 現在).NMR実 験 に必要な量(通 常10～30mg)

の13C/15Nラ ベル体 を得るために仮に2Lの 培養液を用い

たとすると,13C-enrichグ ルコースが約40～60g,15N-en-

rich塩化 アンモニウムが約4g必 要になる.そ うすると

前者の試薬代は520～780万 円,後 者は8万 円になる.培

養実験が一回で成功するとは限 らず総費用はかなりの額

になる.研 究費の捻出 ということをここで問題 にするべ

きではないのかも知れないが,こ のことが多 くのNMRタ

ンパク質構造解析屋の足枷であることには違いない.

X線 法では電子密度図をフー リエ変換することにより

X線 回折パターンを算出することができるが,NMR法 で

は立体構造からNMRス ペ ク トルを算出することができ

ない.こ のことは,NMR法 ではX線 法でいう “分子置換

法”が本質的に使 えないことを意味する.も ちろん,ス

ペク トルの極 く一部に しか変化 を与えないような少数の

アミノ酸残基の置換の場合に,置 換前のNNiR帰 属 ファイ

ルを参照できる場合もある.し か し,例 えば筋肉タンパ

ク質 トロポニ ンCの 場合 をみ ると,カ ルシウム非結合

(アポ)状 態 とカルシウム結合状態のNMRス ペク トルは

大 きく異なってお り(立 体構造上では30%程 度の違いし

かない),10)各 々独立 に一からNMR解 析をする必要が

ある.こ のことは分子置換法の使 えるX線 法 とこれの使

えないNMR法 との共同研究関係を考える上で,一 つのヒ

ントになると思われる.
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4.NMR法 の問題 点 に関す るX線 法 の状況

分子量84万 の巨大タンパ ク質シャペロニ ンの全体構造

がX線 法により解かれたのは1994年 のことである(た だ

し7量 体についての分子量).11)こ の大きさのタンパク質

構造 を決定することは現在のNMR法 には到底不可能で

ある.X線 法においても,回 折強度は分子量にほぼ反比例

して減少するためにこの大 きさのタンパク質の構造決定

は極めて困難なはずだが,そ の問題をどう解決 したので

あろうか?大 きなタンパク質結晶を得るということも回

折強度増大の要因として挙げられるが,や はり決定的な

ことは超強力X線 源の利用 とい うことに違いない.「高

エネルギー物理学研究所 ・放射光実験施設」 も,ま た現

在建設中の 「SPring-8」も,普 通の研究室の中に収 まる

NMR研 究施設に比べ るとその規模はまさに化け物であ

る.一 方,残 念なが らNMR分 野 には共同利用のウル ト

ラ超伝導磁石は存在 しない.ウ ル トラ超伝導磁石の開発

自体は以前から試み られているが,こ れには多 くの技術

的な困難(重 量,発 熱,緩 和時間の増大,等 々)が 伴 う

とされる.し たがって,現 状の磁石を使 って分子量限界

を克服する手法開発(固 体NMR法 の応用等)を 考える

方が現実的だと言える.ち なみにX線 に習 う共同研究体

制作 りとして,例 えば何十台ものNMR装 置を貸 し出す共

同体を作 るとか,共 同大量購入により13C/15Nラ ベル体

にかかる費用を下げる等の研究者同士の協力があるべ き

だという声 も高まってきている.

NMR法 で必須の実験ステップとなる遺伝子発現は,X

線法において も目的タンパ ク質の量的確保 という点にお

いて重要課題 となって きている.ま た位相問題 を解 くた

めにラベル化タンパ ク質 を積極的に利用する方法が考案

されている.12)こ の方法では,ま ずメチオニン残基の側

鎖のイオウ原子(S)を 重原子のセレン(Se)に 置換 し

たセレノメチオニン(Se-Met)導 入タンパク質を遺伝子

工学によ り得る.13)ち なみ に10mgのSe-Met導 入 タン

パク質を得るのに必要なラベル試薬代は10万 円以下です

む.次 にこれを結晶化する.そ うしてこのSe-Met導 入タ

ンパク質結晶か らのX線 回折 をSe原 子 の吸収端波長

(0.9797〓)を 含むい くつかの波長で測定する.こ うする

と,Seの 回折強度の波長依存性からSeの 位置が求ま り,

更 にタンパク質結晶か らの回折線の位相が求まることに

なる(多 波長異常分散法).14),15)Metを 持たないタン

パ ク質に対 してはアミノ酸置換を行 うことでSe-Metを 導

入すれば良い.セ レノシステイン(Se-Cys)も 発現系が

確立すれば利用できると思われる.こ ういった同位体ラ

ベルの手法を用いれば ,旧 来の重原子置換 に費やしてい

た時間と手間が不要になるため,今 後X線 法の主流にな

ってい く可能性がある.

X線 法では分類学上異なる種(source)か ら精製 され

た同族の タンパ ク質の構造解析を行 うような場合,そ の

位相 を解 く上ですでに構造の解かれたタンパ ク質の座標

を使 うことがで きる.こ の方法は上でも述べた分子置換

法 とよばれ,こ れに用いるタンパク質の構造骨格 は部分

的にかなり異 なっていても正 しい結果が得 られることが

知 られてい る(例:Thermos Themophiles Elongation

 Factor Tu(Nature(1993)365,9-10)の 解析).16)こ の

方法を用いると目的のタンパク質の重原子置換体などを

得 る必要がない.そ のために,極 めて迅速に目的 タンパ

ク質の構造決定に至 ることがで きる.分 子置換法は,タ

ンパク質のア ミノ酸置換体(mutant)の 構造解析などに

も多用され,そ の優れた迅速性を発揮 している.

5.構 造変化 の研 究に対 す るNMR法 とX線 法の状況

タンパ ク質の構造の リガン ド濃度,温 度,塩 濃度,pH

依存性に関する知見は,そ のタンパク質の物理化学的性質

や機能 を論 じる上で欠くことができない.こ れらの依存性

解析実験のNMR法 によるや り方は,以 下の通 りである.

1)わ ずかずつの濃度あるいは温度の変化に伴 うスペクト

ルの位置(化 学 シフ ト)や 線幅の変化 を観測 し,リ ガ

ンド濃度依存性曲線や温度依存性曲線を得る.

2)得 られた曲線に対 し仮定に基ず く理論曲線の最小二乗

フィットを試みる.

3)2)の 結果から,求 めたいリガンド結合定数(105M-1

以下の弱い定数のみ可)やpKa値,活 性化エネルギー,

熱力学的変数を誤差 とともに見積 もる.

4)見 積 もった値 を基 に,そ のタンパク質の性質を議論

する.

無論このようなや り方はNMR法 に限らず,Fluorescence

やCDな ど水溶液状態のタンパク質を扱 う一般的な分光学

的手法についても当てはまる.ち なみに現在の13C/15Nラ

ベル体 を用いたNMR法 では,タ ンパク質を構成する一つ

一つのアミノ酸残基について上記の依存性解析が行えるよ

うになっている.17)一 方,X線 法の場合にはそういった

依存性解析実験の内容は大きく異なる.す なわち,タ ンパ

ク質単結晶を少 しずつ温度などを変えた状態(水 溶液)に

さらして,そ のときの立体構造決定(精 密化)を 行 うとい

うものになる.し たがってX線 法でいう依存性実験では,

例えばコマ送 りのビデオ画像のように視覚的に追える詳細

な立体構造変化 として結果を示そうという方針になる.例

としては,Frauenfelderら が1979年 のNature誌 に発表 し

た温度変化に伴 うミオグロビンの立体構造変化の解明等が

挙げられる.18)た だし,こ れはタンパク質構造の天然状

態から熱変性状態へのダイナミックな構造変化を調べたの

ではな く,結 晶格子を壊すような構造変化の起 きない液体

窒素温度から室温の間での変化を解析 したものである.リ

ガンド濃度依存性に関 しては,X線 法ではタンパク質結晶

をリガンド水溶液に浸すことでタンパク質一リガンド複合
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体を得てその構造を解析するのが一つのやり方である.し

かしこれは依存性の解析ではないので結合定数を与えるこ

とにはならない.し か し,結 合定数が立体構造(リ ガン

ドー基質間の距離など)か らきちんと説明されるようにな

ればもちろん話は違ってくる.

結晶中におけるリガン ド結合等に伴 うタンパク質構造

変化の解析 を目指 したもう一つの新 しいX線 の手法は

「時間分割ラウエ法19)-22)」と呼ばれるものである.普 通

のX線 法では単色光をX線 源に用いるが,ラ ウエ法では

多色光を用いる.そ うすると,逆 格子点は厚みのある反

射球表面 と交差するため,結 晶を連続的に回転 させな く

ても沢山の数の回折が得 られることになる.こ のラウエ

法にシンクロ トロン放射光の強いX線 源 を用いた場合,

実験に要する時間はミリ秒 オーダーですむ.こ れにより,

結晶中で起 こるタンパ ク質の構造変化をミリ秒 オーダー

で時間分割 して解析できるというわけである.し か しこ

の場合,結 晶中のタンパ ク質が位相 をそろえて全部一度

に構造変化 を起こす ことが大前提 となる.ま たラウエ法

で得た回折点の強度には波長依存性があるために,通 常

はこれを単色X線 の強度データに補正する必要がある.

また,ラ ウエ法では多数の重畳回折点(低 角の反射デー

タ)の 強度読みが困難であることも問題 となる.18)

いずれにしても,い ま調べ ようとしているタンパ ク質

の構造変化が結晶を壊 さないことが,こ れ らX線 法によ

る実験の前提 にある.し かし,特 に温度,塩 濃度,pH依

存性の実験は結晶の格子定数を変化 させ結晶にひび割れ

を生むとされる.23)つ まり,単 結晶の生成条件 に外部か

ら影響 を与えるような依存性解析実験は,や はりX線 法

には極めて難か しい.一 方,NMR法 では,pHや 室温以

上での温度を自由に細か く変えてのタンパク質立体構造

の決定が十分に可能である.今 後はこういったX線 法で

は困難な研究をNMR法 が積極的に行 ってい くものと思

われる.現 時点では,異 なる2,3点 のpH条 件下でのNMR

立体構造決定がPDBに 報告 されているだけであ り,例 え

ば立体構造 の温度依存性の解明などはまったくなされて

いない.

6.タ ンパ ク質 の分 子運動研 究 に関 するNMR法 と

X線 法 の比 較

ラジオ波磁場の照射により非平衡状態にされた核スピ

ンが,そ の後再び元の平衡状態に戻 るまでの時間を緩和

時間と呼ぶ.緩 和時間は核の分子内回転運動(運 動の相

関時間)の 項 を直接含むため,NMR法 では主鎖 と側鎖

の1つ1つ の原子の運動の速 さや,こ れらを取 りまく局

所構造の束縛の大 きさを見積 もることがで きる.24)

一方 ,X線 法においては,タ ンパ ク質の分子運動に関す

る情報は温度因子(B-factor,Debye-factorと も言 う)で 与

えられる.温 度因子は,分 子運動(dynamic fluctuation)

の項の他 に結晶格子の乱れ(static disorder)の 項(実 際

にはそれらの長時間平均)を 含むため,こ れから分子運

動 だけを議論す るには注意を必要とする.し かし,先 に

も紹介 したFlauenfelderら(1979)18)に よる結晶構造の温

度依存性実験およびArtymiukら(1979)25)ら の異なるリ

ゾチーム結晶構造に対する温度因子比較実験の結果は,

温度因子からで も積極的に分子運動 を議論できることを

示 している.ま た,木 寺 ら(1992)は,運 動のモデルを

立て,基 準振動動的因子法(normal mode refinement)と

いう手法によりX線 結晶構造データを調べることで,タ

ンパク質分子内の さまざまな運動 を解析できると報告 し

ている.26)こ の点に関連 して,NMR実 験から算出された

構造の間のRMSD(root mean square deviation)が,X

線から得 られる温度因子 と似た傾向を持つ例が見いださ

れている.図1に 示すのが,NMRか ら算出された30個 の

ニワ トリ骨格筋 トロポニンC(TnC)のN末 端側 ドメイ

ン(1-90;Ca2+非 結合状態)の 立体構造の間のRMSDプ

ロファイル(主 鎖炭素,窒 素,酸 素原子 について)(上)

と,同 タンパ ク質のアミド基の15N核 の横緩和時間(下)

である.ま ず図1の 上を見ると,N末 端 とC末 端の各々

数残基のRMSDが 大 きいほか,32番 目(Ca2+結 合ルー

プ1),50番 目,お よび69番 目(Ca2+結 合ループII)付

近に大 きなRMSDが 見いだされる.こ の傾向はX線 解析

か ら明らかにされた同タンパク質のN末 端側 ドメインの

図1NMR実 験 か ら算出 されたニワ トリ骨格筋 トロポニ

ンC(TnC)のN末 端側 ドメイ ン(1-90)の 構 造 の

間のRMSDプ ロ ファイル(上)と,同 タンパ ク質の

主鎖ア ミ ド基15N核 の横緩和時間(下).
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温度因子 プロファイル(Herzberg, O and James, M. N. G.

(1988))27)と まった く同じである.し たがって,温 度因

子が分子運動を反映 しているならば,RMSDはCa2+結 合

ループ1とIIの 部分の運動が他 よりも速いことを示すこ

とになる.と ころが緩和時間プロファイル(下)に は2

つのループ部分に相当するピークが現れていない.緩 和

時間が このタンパク質の真の分子運動 を反映 しているな

らば,RMSDお よび温度因子は分子運動ではな く格子の

乱れを反映することになって しまう.こ の問題は現在検

討中であ りまた機会 を改めて検討 したい.い ずれにしろ,

温度因子とNMR緩 和時間の関係解明 も興味深い研究課

題であることに違いない.

7.NMR法 とX線 法の関係

本稿をまとめると次の事柄に要約 される.

1)NMR法 ではタンパク質の分子運動や構造変化の解析の

他に,全 体構造決定ができるように研究 を進めている.

2)X線 法ではタンパク質全体構造決定の他に,分 子運動

や構造変化の解析ができるように研究を進めている.

つまり,現 在のNMR法 とX線 法は,タ ンパク質構造の

研究に関して基本的に同 じ内容の情報提供 を目的に独立

に発展 し続けていると言える.た だ,” 構造決定のX線,

構造変化(運 動)のNMR” という各々の特徴に事実上の

変化はない.

NMR法 とX線 法の共同研究の一つ として,あ るタンパ

ク質のアポ状態 とリガン ド結合状態 を各々が分担 して解

くというプロジェク トが考えられる.例 えば,あ る種の

Ca2+結 合 タンパク質の場合,Ca2+結 合状態 については結

晶が得られるがアポ状態については得 られない.こ のよ

うな場合,ま ずアポ状態のタンパク質構造をNMR法 を用

いて解 く,次 に,こ の構造を分子置換法に用いてX線 法

によりCa2+結 合状態の構造を解 くとい うわけである.こ

うすると,NMR法 では分子置換法が使 えないことによ

るタイムロスが解消でき,X線 法ではCa2+結 合状態の重

原子置換 を行わな くて済むことになる.

本稿 を書 くにあた り,北 海道大学大学院理学研究科の

田中 勲教授,中 川敦史助教授,そ して引地邦男教授か

ら御助言 を頂 きました.ま たPDBの 検索に関して北工研

研究生の三浦和紀君に御協力を頂 きました.こ こに深 く

感謝致 します.
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