
実施課題名：NMRを⽤いたウイルス蛋⽩質のドメインの⽴体構造及びフォールドの検証

図2:H1N1型インフルエンザ

ウイルスRBDドメインの

HNCACBスペクトルの一部

簡易的帰属（理研・山崎氏

より）。ピークが分離してお

り、帰属も可能ということか

ら天然構造を維持している

と強く示唆される

【背景】

本研究ではウイルス由来の蛋白質を分子量1～3万のドメインに大腸菌を宿主として発現し、ワクチン抗原に用いることを試みている。蛋

白質ドメインを抗原に用いるためには立体（天然）構造が維持されていることが必須条件となる。そこで、我々は種々の分光学的手法（蛍

光分光法、熱測定法、解析遠心法など）・生化学的手法（限定分解法、LC-MSによるSS結合同定など）を用いて天然構造維持の有無を

検証している。しかし、分光学的手法では立体構造が残基レベルで維持されているか否かを検証することはできない。そこで、我々は

NMR（1次元や2次元の予備実験は東京農工大学で実施し、高磁場多核NMRは理研プラットフォームの高磁場装置を利用）を用いて、

「高分解能」で構造が維持されているかを検証した。

【実施内容】

１．新型コロナウイルス（ Wuhan、Omega型）の1次元NMR及び15N-HSQCの測定。その際に温度、pHまたは資料濃度を多数条件試した。

事前に行っていた分光学的実験では天然構造の維持が示唆されていた。しかし、NMRに於いて構造が維持されている可能性は否定で

きないものの、かなりダイナミック（動的で揺れが大きいい）と判断し、いわゆるフォールドは維持されているが、揺らぎが大きいMolten

Globule（MG)的な状態であると判断した（図1）。

2.インフルエンザウイルス（H1N1とH3N2）の1次元NMR及び15N-HSQCの測定。 H1N1は天然構造を示唆するスペクトルを得た（図2）。一

方で、配列類似性が高いH3N2においては上記の同様のMG状態が示唆された。

現在、新型コロナウイルス（Wuhan、Omega型）に於いては、免疫応答を検証し、研究成果を発表済みである。インフルエンザに於いても

免疫実験の一部を終了し、論文を一報発表，もう一執を筆中である。
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図1:新型コロナウイルスWuhan

型の2次元（NOESY）スペクトル。
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あるためfoldしている（赤円）。
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(推定＜10 ms） 。
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1. 本課題の概要・目的 

本研究では、NMR を用いてフォールド判定を行っている（2022 年には構造決定に関する共同研究を実施し、共

著論文を 3 報ほど発表している。ただし、2022 年発表分のため成果リストには含めていない）。フォールド判定

においては、天然構造を維持していないサンプルのデータは発表が難しい。そのため、今回検討した 4 種類の

タンパク質のうち、高品質なスペクトルが得られ、天然構造を有すると判断できたのは 1 変異体のみであった。

したがって、見かけ上の研究成果は少なく見えるが、未発表データの中にも研究遂行上で重要な知見を得たス

ペクトルが多多く存在する。 

2. 成果の概要 

実施内容 

１．新型コロナウイルス（ Wuhan、Omega 型）の 1 次元 NMR 及び 15N-HSQC の測定。その際に温度、pH また

は資料濃度を多数条件試した。 

2.インフルエンザウイルス（H1N1 と H3N2）の 1 次元 NMR 及び 15N-HSQC の測定。 

本課題により得られた成果と当初目標との比較 

 

1． 事前に行っていた分光学的実験では天然構造の維持が示唆されていた（新型コロナウイルス）。しかし、

NMR に於いて構造が維持されている可能性は否定できないものの、かなりダイナミック（動的で揺れが大き

いい）と判断し、いわゆるフォールドは維持されているが、揺らぎが大きい Molten Globule（MG)的な状態で

あると判断した（図 1）。 

2． インフルエンザ H1N1 は天然構造を示唆するスペクトルを得た（図 2）。一方で、配列類似性が高い H3N2 に

おいては上記の同様の MG 状態が示唆された。現在、新型コロナウイルス（Wuhan、Omega 型）に於いて

は、免疫応答を検証し、研究成果を発表済みである。インフルエンザに於いても免疫実験の一部を終了し、

論文を一報発表，もう一執を筆中である。 
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今後の展開 

今後も、同様の方法で立体構造の有無を検証することには意義があると考えている。 

一方で、大量のサンプルを必要とする点については、今後改善を図りたい。現在、これらの資料を用いた免疫実

図 1:新型コロナウイルス Wuhan 型の 2 次元

（NOESY）スペクトル。 Aromatic と methyl 間

の NOE があるため fold している（赤円）。ま

た、beta sheet は HN と methyl 間の NOE が

観測（緑円）。Beta sheet 構造は短時間で壊れ

る(推定＜10 ms） 。 

図 2:H1N1 型インフルエンザウイルス RBD ドメイン

の HSQC スペクトル。ピークが分離しており、帰属

も可能ということから天然構造を維持していると強

く示唆される。 
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験を進めており、免疫応答と構造の有無の関係を解明することを期待している、 

 

3. 社会・経済への波及効果の見通し 

我々の研究は蛋白質ドメインをワクチンの抗原に用いた低下額で低環境負荷のワクチンシーズを開発すること

を目指している。 

 

4. 利用における感想（改善要望等を含む） 

共同研究者と通じて利用したこともあり、非常にスムーズに研究を遂行できた。機会があったら今後も NMR プラ

ットフォームを利用したい。 

 

5. 今後の NMR プラットフォームに対する期待 

• サンプルは継続的に準備できないこと（分光学的に立体構造を持っていない場合、その後の NMR 実験も進

めない）。 

• 安定同位体の提供があると助かる。少量しか使わない研究者においては、有料でも歓迎されると思う（実

際、10g 購入しても 1g しか使わないことがある）。 

• フォールド判定、大量調製、試料精製などの支援があることを知らなかったが、機会があれば利用したいと

考えている。 

 

6. 成果公開延期の希望の有無 

 (   ) あり  ：  （ 〇 ）なし 

「あり」の場合理由： 

 

 

7. その他 

 

 

8. 利用施設 

理化学研究所 

溶液 900MHz 

利用期間 1 : 2023 年 08 月 03 日 17 時 ～ 2023 年 08 月 03 日 19 時 (2 時利用) 

利用期間 2 : 2023 年 08 月 30 日 14 時 ～ 2023 年 08 月 31 日 12 時 (22 時利用) 

利用期間 3 : 2023 年 09 月 29 日 13 時 ～ 2023 年 10 月 02 日 9 時 (2 日 20 時利用) 

利用期間 4 : 2023 年 10 月 27 日 14 時 ～ 2023 年 10 月 27 日 16 時 (2 時利用) 

利用期間 5 : 2024 年 01 月 22 日 10 時 ～ 2024 年 01 月 29 日 10 時 (1 週利用) 

 

9. その他の利用施設 
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