
実施課題名： SAIL-NMR法を利用したアルギニン，リジン残基の側鎖と
芳香環との原子間相互作用の解析方法の開発

Fig. 1

重水素同位体シフトを利用したNH2型リジン側鎖の同定

【背景】リジン残基の側鎖アミノ基は，生理条件下において通常プロトンが３つ結合して正電荷を帯びたNH3
＋の状態で存在するが，疎水

性環境下におかれ，電荷の影響が少ない場合，脱プロトン化して水素が２つしか結合しない中性のNH2型になり得る（Fig.１）．これまで，

天然のタンパク質において， NH2状態のリジン残基側鎖アミノ基が存在するとの報告例はなかった。代表の武田は、SAIL法と13C NMR 

を利用して，リジン残基側鎖の立体帰属を含めた完全帰属および側鎖アミノ基のプロトン化/脱プロトン化状態を解析するＮＭＲ法を開発

した（Magn. Reason. (2021) ２，２２３） ．しかし，これまで，安定に存在するNH2型のリジンは，分子内の疎水性コアに位置するバリンを

Lysに置換して人工的にLys-NH2を形成させたスタフィロコッカスヌクレアーゼの変異体の例しかなく，自然界に存在する野生型タンパク

質においてNH2型が実際に存在ことは示されていない状況であった．本課題では，自然界に存在する天然のタンパク質に含まれるNH2

型のリジン残基側鎖アミノ基を同定し，それらの生理的機能への関与を解析することを目的とする．

【実施内容】

・シアノバクテリアの補色順化の制御を担う緑赤色光吸収型タンパク質RcaEの緑色光吸収型（Pg）において，アミノ基に隣接した13Cに誘

起される同位体シフトの解析に基づいて，安定に存在する NH2型のリジン側鎖アミノ基を見出した（図２）（Proc. Natl Acad. Sci, USA 

(2024) 121, e2404472121） ．自然界に存在する天然のタンパク質に含まれる安定したNH2型のリジンを世界で初めて同定した事例となる．

・RcaEの類縁タンパク質において，アミノ基に隣接した13Cに誘起される同位体シフト解析を行い，水との交換は速いながらNH2型をとるリ

シンの存在を明らかとした．
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1. 本課題の概要・目的 

本課題は，SAIL アミノ酸を利用してリジン，アルギニンのメチレンプロトンのＮＭＲシグナルを観測して，周囲

の側鎖芳香環との原子間相互作用を解析することを当初計画していたが，原料価格高騰や試料調製体制の変

更等により，脱プロトン化したリジン残基側鎖アミノ基の解析へと実施内容を変更した.リジン残基の側鎖アミノ基

は，通常は正電荷を帯びているが，時に脱プロトン化して中性の NH2型となり機能発現において重要な役割を

果たす場合もある。本課題では，シアノバクテリアの補色順化の制御を担う光センサータンパク質ＲｃａＥにおい

て安定に存在するＮＨ２型のリジンを世界に先駆けて同定した．同定した NH２型は，RcaE に結合した発色団フィ

コシアノビリンの NH 基との間でアクセプターとして水素結合を形成していた（Proc. Natl Acad. Sci, USA (2024) 

121, e2404472121）．ＲｃａＥの類縁タンパク質についても，アミノ基に隣接した炭素に誘起される重水素同位体シ

フトを利用した NMR 解析（Magn. Reason. (2021) 2，223）を活用して，プロトンの脱着が速いがＮＨ２型をとるリジ

ン側鎖を同定した．本成果は，これまで知見に乏しかったタンパク質中の脱プロトン化リジンについての同定と

解析の道筋を示し，基礎研究，創薬開発に資することが期待される． 

 

2. 成果の概要 

実施内容 

当初，SAIL アミノ酸を利用して，リジン，アルギニンの側鎖メチレンプロトンを観測し，NOE，環電流シフトに基づ

いて周囲の環境を解析することを計画していたが，原料価格高騰や試料調製体制の変更等により，初年度の時

点で，脱プロトン化したリジン側鎖アミノ基の同定と解析へと計画を変更した．以下解析対象としたタンパク質ご

とに分けて記述する． 

【RcaE】：シアノバクテリアの補色順化の制御を担う緑赤色光吸収型タンパク質 RcaE の緑色光吸収型（Pg）につ

いて，1H-15N 相関スペクトル上において，1H 軸が 0.69 ppm 15N 軸が 27.4 ppm の特異な位置にシグナルが検

出されたことで NH2型のリジン側鎖アミノ基の存在を見出した．帰属の結果，K261 の側鎖アミノ基が NH2型をと

り，さらに同 NH2基は，RcaE に結合したテトラピロール構造を持つ発色団ＰＣＢのＮＨ基との間で，アクセプター



として水素結合を形成することを明らかとし（Proc. Natl Acad. Sci, USA (2024) 121, e2404472121）．また，RcaE

は赤色光吸収型（Pr）に変換すると，K261 の側鎖は NH3
＋型となり PCB のカルボキシ基に対してドナーとして水

素結合を形成することも見出した． 

【RcaE 類縁タンパク質】：RcaE の類縁タンパク質である緑赤色光吸収型タンパク質の一つについて，RcaE と同

様にリジンの脱プロトン化が生じるか解析した．RcaE の K261 に対応するリジンの側鎖アミノ基に結合したプロト

ンは水との交換が速く 1H-15N 相関測定では直接そのシグナルを検出できなかった．我々の開発手法である 13C

同位体シフト解析（Magn. Reason. (2021) 2，223）により，同リジンが NH2型をとることが明らかとなった．また，Ｒ

ｃａＥと同様に PCB の NH 基との間でアクセプターとして水素結合を形成することも見出した． 

【グリコシダーゼ J】：緑赤色光吸収型タンパク質以外で，脱プロトン化の可能性があるリジン側鎖アミノ基を結晶

構造のデータベースに基づいて選定した．その候補の一つであるバクテリア由来のグリコシダーゼ J 蛋白質中

の N 末端ドメインに含まれるリジンの解析を進めた．グリコシダーゼ J の N 末ドメイン標的の側鎖アミノ基は交

換が速く直接 1H-15N 相関シグナルを検出できなかった． 

 

本課題により得られた成果と当初目標との比較 

本課題ではリジン，アルギニンの側鎖メチレン基を介した原子間相互作用の解析を当初の目標としていたが，

初年度の時点で計画を見直し脱プロトン化状態にあるリジン側鎖の同定と解析を目標とした．リジンは塩基性残

基だが，周囲の局所環境により脱プロトン化して中性の NH2型となり，機能発現において重要な役割を担う場合

もある．これまで，安定に存在する NH2型のリジンは，分子内の疎水性コアに位置するバリンを Lys に置換して

人工的に Lys-NH2を形成させたスタフィロコッカスヌクレアーゼの変異体の例しかなく，自然界に存在する野生

型タンパク質においてＮＨ２型が実在するか分からない状況であった．本課題では，シアノバクテリアの緑赤色光

吸収型タンパク質において，天然に存在する NH2型のリジンを世界に先駆けて同定した．さらに，同定した NH2

型は，発色団 PCB の D 環の NH 基との間で，アクセプターとして水素結合を形成しており，新しい原子間相互

作用様式の存在を明らかとした（Proc. Natl Acad. Sci, USA (2024) 121, e2404472121）．また，RcaE の類縁タン

パク質においては，我々が開発した 13C シグナルに誘起される同位体シフトの解析（Magn. Reason. (2021) 2，

223）に基づき，水との交換が速くて直接直接 1H-15N 相関シグナルを検出できないが脱プロトン化したリジン側

鎖アミノ基を同定した．本課題は，自然界に存在する野生型タンパク質においても NH2型が存在しアクセプター

として水素結合を形成する事例を世界に先駆けて同定するとともに，新たなＮＨ２を同定する道筋を示した点にお

いて，当初の目標を十分に達成したと考える． 
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今後の展開 

本課題において，緑赤色吸収型光センサータンパク質において，脱プロトン化状態が保持されたリジン側鎖が

実在しアクセプターとして水素結合を形成することが示された．今後は，どのような局所環境においてリジンの脱



プロトン化が促進されるか明らかとするため，緑赤色光吸収型の光センサータンパク質以外の機能性タンパク

質についても，ＮＨ２型のリジン側鎖アミノ基を探索・同定し，周囲の局所環境に関するデータを蓄積する必要が

ある．また，中性のｐＨ付近でＮＨ２型になるリジンは数が限られている可能性もあるため，pH を９付近まで上げ

て解析を行うことも検討する．pKa が７～９程度のリジンも含めて解析対象を拡張することで，データの蓄積が促

進されると考えられる． 

 

3. 社会・経済への波及効果の見通し 

本課題により道筋が示されたリジン側鎖アミノ基の脱プロトン化の研究が進展し，脱プロトン化が促進される

周囲の局所環境の要件が明らかとなれば，リジンの脱プロトン化が関連した反応機構の理解が深まり，酵素機

能の改変等の産業応用に利用できる．また，ｐＫａが低く求核性の強いリジンは共有結合型薬剤の標的となるた

め，例えば，キナーゼの活性化部位付近の反応性が高いリジンは，キナーゼ阻害剤の標的として注目されてい

る(J. Am. Chem. Soc. 2019; 141, 6553)．現状，タンパク質の立体構造解析技術は高度化しているが，機能

発現において重要な役割を担う反応性の高い側鎖官能基を同定・解析する術は限られている．pKa の低いリジ

ンの実験的同定と解析法の開発は，酵素や創薬等の産業に貢献すると考えられる． 

 

4. 利用における感想（改善要望等を含む） 

利用施設である理化学研究所においては，13C, 15N 核の直接観測が可能な装置が利用できる．このような，通

常の研究機関にはない先端的装置は技術開発において極めて重要である．また，オンサイトでの測定は，時間

の制約上困難が多い複数のサンプル測定も，リモートでサンプルチェンジャーを操作して実行できる点は便利で

ある．新規測定を試す際に，測定用の標準サンプルとして，13C, 15N ユビキチン等のサンプルが常備されている

と便利と思われる．タンパク質の NMR 測定に習熟した運営スタッフが常駐し，アドバイスしてくれる体制もとても

頼もしい． 

 

5. 今後の NMR プラットフォームに対する期待 

高磁場ＮＭＲ装置は，日本の生体系 NMR 研究において必要不可欠であり，その維持管理は今後とも維持し続

けてもらいたい．日本のＮＭＲ測定の最先端施設であるため，ハードウエアのみならず測定法やパルスプログラ

ムといったソフト面の更新の継続も期待したい． 

 

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 

特になし 

 

8. 利用施設  

理化学研究所 

溶液 600MHz 

利用期間１：2025 年 7 月 28 日～2025 年 7 月 31 日 

溶液 700MHz 

利用期間 2: 2025 年 5 月 28 日～2025 年 6 月 2 日 

溶液 800MHz 

利用期間 3: 2024 年 4 月 16 日～2024 年 4 月 19 日 



溶液 900MHz 

利用期間 4: 2024 年 6 月 10 日～2024 年 6 月 11 日 

利用期間 5: 2024 年 6 月 17 日～2024 年 6 月 20 日 

利用期間 6: 2025 年 6 月 2 日～2025 年 6 月 5 日 

 

9. その他の利用施設 

なし 
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