
実施課題名：タンパク質における特異なプロトン化状態の、NMRによる直接観測とそのための手法開発

Fig.1

Fig.1 13C detection CGCBCOスペクトル。pH滴定による

カルボキシ基の化学シフトを容易にモニターできる。

Fig.2 13C detection CGCBCOによるpH滴定の結果。Asp119の
カルボキシ基が特異な挙動を示している。

【背景】

生化学においてリジン、アルギニン側鎖はプロトン化状態にあり、アスパラギン酸、グルタミン酸の側鎖は脱プロトン化しているということは教科書的
な常識である。しかし例えば、AADase (acetoacetate decarboxylase)では、以前の生化学的解析から中性付近でも活性残基のリジンが脱プロトン
化した状態であることが提案されている。結晶構造解析が行われたものの（Nature 2009, 459: 393-397）、通常のX線結晶構造解析ではプロトンの
存在が議論できないため、プロトン化状態の直接の決定はなされていない。また他にも、近年の高分解X線結晶構造解析や中性子線結晶構造解析

から、脱プロトン化したアルギニン側鎖やプロトン化したアスパラギン酸、グルタミン酸等、特異なプロトン化状態が続々と報告されつつある。そこで本
申請研究では、光受容体タンパク質(GAFドメイン)において、色素とその近傍のリジンの側鎖のプロトン化状態について解析する。また その他のタ
ンパク質内において存在する特異なプロトン化状態を、先端NMR施設を用いて観測する。またそのために必要な測定法の開発を行った。

【実施内容】
光受容体タンパク質のGAFドメインの発色団とその近傍のリジンのプロトン化状態の観測を行った。GAFドメインでは、ε-13C,D2リジンを取り込ませた
試料を用いて、温度変化と線形の解析を行い、リジン側鎖のNHの交換速度を調べたころ、溶媒のプロトンとの交換が極めて遅いことが明らかとなっ
た。またAADaseでは重水素化、選択的リジンε−13C標識、コア部分を残してトリミングされたAADase発現系構築、試料調製を行い、リジンの観測を
試みた。しかし、リジンのプロトン化状態の解析に使用できるNMR信号は観測されなかった。その他の特異なプロトン化状態である、プロトン化した酸
性アミノ酸側鎖については、抗がん剤クリゾチニブが結合する修復酵素タンパク質MTH1等を試料に、13C直接観測による観測法の開発も行い、ア
スパラギン酸側鎖のpKaの効率の良い観測に成功した。測定法として、13C detection CGCBCO (13C aliphatic decoupling during acquisition)を
デザインし(Fig.1)、クリゾチニブ結合型で「COOH」形で存在すると示唆されるAsp119のpKaが異常であることが明からになった(Fig.2) 。この測定法
が有効であったので、GAFドメインにフィードバックし、発色団近傍のGlu217のpKaの解析も行った。
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本課題の概要・目的 

（字数制限はありませんが

400 字～600 字以内(程度)で

お書きください。） 

生化学においてリジン、アルギニン側鎖はプロトン化状態にあり、アスパラギン

酸、グルタミン酸の側鎖は脱プロトン化しているということは教科書的な常識であ

る。しかし例えば、AADase (acetoacetate decarboxylase)では、以前の生化学的解

析から中性付近でも活性残基のリジンが 脱プロトン化した状態であることが提案

されている。結晶構造解析が行われたものの（Nature 2009, 459: 393-397）、通常

の X 線結晶構造解析ではプロトンの存在が議論できないため、プロトン化状態の

直接の決定はなされていない。また他にも、近年の高分解 X 線結晶構造解析や中

性子線結晶構造解析から、脱プロトン化したアルギニン側鎖やプロトン化したアス

パラギン酸、グルタミン酸等、特異なプロトン化状態が続々と報告されつつある。 

そこで本申請研究では、光受容体タンパク質(GAF ドメイン)において、色素とそ

の近傍のリジンの側鎖のプロトン化状態について解析する。またその他のタンパク

質内において存在する特異なプロトン化状態を、先端 NMR 施設を用いて観測す

る。またそのために必要な測定法の開発を行う。 
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利用期間 7:2019 年 9 月 30日～2019 年 10 月 6 日(1 週間利用） 

利用期間 8:2019 年 11 月 25 日～2019 年 12 月 1 日(1週間利用） 

利用期間 9:2020 年 1 月 6日～2020 年 1 月 13 日(1 週間 1 日間利用） 

利用期間 10:2020 年 2 月 3日～2020 年 2 月 9 日(1 週間利用） 



その他の 
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特になし。 

成果の 

概要 

 

実施内容 

（字数制限はあり

ませんが 400 字～

800 字以内(程度)で

お書きください。） 

光受容体タンパク質の GAF ドメインの発色団とその近傍のリジンのプロトン化

状態の観測を行った。GAF ドメインでは、ε-13C,D2 リジンを取り込ませた試料を

用いて、温度変化と線形の解析を行い、リジン側鎖の NH の交換速度を調べたこ

ろ、溶媒のプロトンとの交換が極めて遅いことが明らかとなった。また AADase で

は重水素化、選択的リジンε−13C 標識、コア部分を残してトリミングされた AADase

発現系構築、試料調製を行い、リジンの観測を試みた。しかし、リジンのプロトン

化状態の解析に使用できる NMR 信号は観測されなかった。その他の特異なプロト

ン化状態である、プロトン化した酸性アミノ酸側鎖については、抗がん剤クリゾチ

ニブが結合する修復酵素タンパク質 MTH1 等を試料に、13C 直接観測による観測法

の開発も行い、アスパラギン酸側鎖の pKa の効率の良い観測に成功した。測定法

として、13C detection CGCBCO (13C aliphatic decoupling during acquisition)をデ

ザインし、クリゾチニブ結合型で「COOH」形で存在すると示唆される Asp119 の

pKa が異常であることが明からになった。この測定法が有効であったので、GAF ド

メインにフィードバックし、発色団近傍の Glu217 の pKa の解析も行った。 

（研究の過程において、GAF ドメインの発色団のプロトン化状態の解析のために

1D-15N の測定が必要となり、15N コイルが内巻きのクライオプローブが理研になか

ったため、蛋白質研究所の超高磁場 NMR 共同利用研究課題として、蛋白質研究所

にて測定を行った。これは課題の重複申請には当たらないと考えている。） 

本課題により得ら

れた成果と当初目

標との比較 

（字数制限はあり

ませんが 400 字～

800 字以内(程度)で

お書きください。） 

光受容体タンパク質の GAF ドメインの解析ではリジンのプロトン化状態につい

て、予定した測定法で期待通りの成果が得られた。また発色団においては、NH の

交換が極めて速く異種核 NMR による感度上昇が使えなかったが、1D-15N を 15N コ

イルが内巻きのクライオプローブを使用することにより測定に成功し、その化学シ

フトから脱プロトン化が明らかとなった。AADase では当初の計画した実験方法で

はリジンの観測に成功していない。 

その他の特異なプロトン化状態である、プロトン化した酸性アミノ酸側鎖につい

ては、抗がん剤クリゾチニブが結合する修復酵素タンパク質 MTH1 等を試料に、

13C 直接観測による観測法の開発も行い、アスパラギン酸側鎖の pKa の効率の良い

観測に成功した。測定法として、13C detection CGCBCO (13C aliphatic decoupling 

during acquisition)をデザインし、クリゾチニブ結合型で「COOH」形で存在すると

示唆される Asp119 の側鎖の pKa が異常であることが明からになった。この測定

法が有効であったので、GAF ドメインにフィードバックし、発色団近傍の Glu217

の pKa の解析も行った。 
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今後の展開 

（字数制限はあり

ませんが 300 字～
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今後 GAF ドメインでは、ε-13C,D2 リジンを取り込ませた試料を用いて、温度変化

と線形の解析を行い、リジン側鎖の NH の交換速度を更に詳細に調べる。ダイナミ

クスに関する情報は、脱プロトン化、プロトン化の意義を考察する上で貴重な知見

となる。さらに測定の難易度の高い AADase(12 量体、分子量 300 kDa)のリジンの

観測を行う。重水素化、選択的リジンε−13C 標識、コア部分を残したトリミングに

加えて、あえて全長を用いた測定にチャレンジしたい（特異な環リジンの環境には

全体が必要な可能性もあるため）。天然タンパク質におけるリジンのプロトン化状

態の解析は未だ報告がなく、GAF ドメインに加えて AADase でも観測に成功すれ

ば、このような特異なプロトン化状態のリジンの存在を、十分な証拠をもって世界

に先駆けて示すことが出来る。また可能であれば、その他の特異なプロトン化状態

である、脱プロトン化したアルギニンやプロトン化した酸性アミノ酸側鎖の観測を

行う。脱プロトン化アルギニンの観測については、T4 リゾチーム等を試料に、プ

ロトン化した酸性アミノ酸側鎖については、修復タンパク質 MTH1 等を試料に、

13C 直接観測による観測法の開発をさらに継続して推進していく。 



社会・経済への波及効果の見

通し 

（字数制限はありません 300

字～600 字以内(程度)でお書

きください。） 

本申請研究で、タンパク質の特異なプロトン化状態を観測する方法の開発に成功

し、効率よく明確に観測ができるようになると、現状では曖昧さが残る特異なプロ

トン化状態の報告例に対して、溶液状態での観測として貴重な判断材料を提供でき

るようになる。これにより、タンパク質の構造形成、リガンドの分子認識に関する

理解が進む。ひいては、創薬における SBDD の効率、正確性の向上などにつなが

ると期待できる。また理学的観点からは、プロトン化状態の解釈が曖昧であったた

めに、詳細が不明であった種々の酵素の反応機構や、光受容体における極大吸収波

長のチューニング機構の解明に大きな貢献をすることが期待できる。 

利用における感想 

（改善要望等を含む） 

利用周辺環境に関する希望 

NMR 装置はいつも整備された状況にあります。また測定に際して、対応してく

ださる担当者の方々には大変お世話になっており、とても気持ち良く利用させて頂

いています。稀に NMR 装置にトラブルが発生した際にも、復旧、修理等も極めて

迅速です。深く感謝申し上げます。またリモートで測定も試験的にはじまり、幸い

にもリモートでの測定も行わせていただきました。ソフトウェアの若干のタイムラ

グが気になりますが、概ね便利でした。以下、希望を述べます。クライオプローブ

全盛ですので、プローブ交換は大変だと思いますが、もう少しプローブの種類が多

いと良いと思います。13C 内巻き(DCH 等)の数は１本では少ないと思いますし、

31P,15N,13C,1H が使える QCI，15N の観測ができるクライオプローブ（例えば BBO）

があると良いと思います。 

今後の NMR 共用プラットフォ

ームに対する期待 

 

コストや汎用性の観点から大学等では設置が困難な、高磁場のマグネットや、DCH

のような特殊なプローブを利用することができ、これらが研究の進展を促進してい

ます。むしろ、これらなしでは研究が不可能といえる状況です。是非とも NMR 共

用プラットフォームの継続的な運営、外部利用のためのマシンタイムの提供をお願

い致します。 

成果公開延期の希望の有無 (   ) あり  ：  （ 〇 ）なし 

「あり」の場合理由： 

 

その他 特になし。 
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