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N�[R is one ofthe rnost po■ verfultools to deternline protein structure,function,

一    and its biding interface in solution.In structural genorrllcs studies,the

solubility and purification of overproduced proteins are serious problerns.

Here we succeeded the NNIR analysis of a glutathione― S―transferase(GSTh

tagged small protein,ubiquitin,without removing tag,which enables the

easier purification and the higher solubility of proteins.The lH-15N HSQC

spectra of GST―tagged human ubiquitin恥″ere measured in solution and also on

the glutathione sepharose column resin where the target protein was

irnmobilized.The rneasuredい″o spectra、vere different in linewidth,however,

quite similar in resonance position.Site specific interaction with yeast

ubiquitin llydrolase was not inhibited by the GST― tagging as well as the

_     irnlnobilization on resino These results indicated that the ubiquitin portion of

GST―ubiquitin retained the same conformation as the isolated ubiquitin,and

thatits rnotion was independent of that of GST.This technique■ vill be

applicable for hardly soluble proteins that tend to forrn aggregates,such as

membrane protein.

研究 目的

レジン上に固定 した化合物を NMRに よって解析する Gel phase NMR法 は、固相

合成において反応生成物が レジンか らの開裂によ り不安定になる系での構造決定や、

反応生成物をレジンか ら開裂させ解析する'cleNe and ana�ze'法で多 く利用される。



この Gel一phase NMR法 は、溶液 NMRの 溶媒条件を適切なバッファーで膨潤させ

た gelに変更したものであり、それ以外は溶液 NMRの 測定と何ら変わるところが

無い。しかし固体/溶液という不均一系では、個々の分子が受ける静磁場の影響に均

一性を求めることは難しく、特にlHに関しては NMRシ グナルの線幅の顕著な増

大 (lH;≧ 100～300Hz)が生じ、13c、 19F、 31P等が主に観測されてきた。このた

め、 lHが重要な役割を果たすタンパク質の解析に Gel―phase NMR法を応用する事

は難 しいものと考えられてきた。しかし、Gel―phase NMR法 をタンパク質等の生

体高分子に応用できれば、単純な溶液状態では測定出来なかった膜タンパク質など

の難溶性 。会合性タンパク質の溶液 NMRに よる解析が可能になる。

本研究では Gel―phaseに おけるタンパク質の NMR測 定系の確立を目指し、レジ

ン吸着条件下でのタンパク質のlH 15N HSQCを用いて測定条件の検討を行った。

また吸着状態でのタンパク質が溶液状態とどの様に異なるのか、物性 (運動性、化

学シフト)および活性 (特異的な分子間相互作用)か ら見積もることとした。

研究経過と考察

1.試料

本研究では、GST融合ヒト由来ユビキチン (GST―Ub)を用いた。GSTおよび Ub

間のリンカー長はアミノ酸残基数 10、 15、 20、 25および 30と した。これらリンカ

ー長の異なる 5種類の GST融合 Ubを 15N均一標識化タンパクとして大腸菌内で発

現させ精製し、溶液条件およびレジン固定条件で lH-15N HSQCを測定した。Buffer

条件は 10 mM Phosphate(pH6.5)、 50 mM KClである。溶液条件においてそのサ

ンプル濃度は 1.3 mMで あり、レジン固定化条件では 0.8 mMである。レジンは

Glutathione Sepharose 4 Fast Flo■ v(Pharmacia)を 使用した。また、レジン上で

のタンパク質問相互作用検出の可否を検討するため、Yeast Ubiquitin Hydrolase l

(YUHl)を大腸菌内で発現させ、精製した。

2.レジン上でのユビキチンのlH-15N HSQCス ペクトル

GST融合ヒト由来 Ubiquitin(GST一 Ub)をバッチ法によリレジンに吸着させ、

Bruker社製 DE侶00を用いて lH-15N HSQCス ペクトルを測定した。分解能はサ

ンプルと同量の 10%D20を含む純水を用いて調整した。Fig。 1に リンカー長 15 aoa。

GST一Ubの、溶液条件及びレジン吸着条件での lH-15N HSQCス ペクトルを示す。



これらスペクトルの比較から、レジン吸着条件下でもタンパク質のシグナルが観測

可能であることが確認された。また溶液条件と吸着条件で化学シフトの値に差が無

いことから、吸着条件においても溶液中の立体構造が保持されていることが明らか

となった。

溶液条件下でのGST―Ubの lH-15N HSQCで 、GST由来のシグナルはほとんど観

察されなかった。これは、(1)GSTが 2量体であり、 2量体形成に由来する運動性

の減少によって GST由来のシグナルの線幅が広がったこと、および、(2)リ ンカー

の存在によって Ubの運動性が GSTよ り増加しUb由来シグナルの線幅が減少した

ことが原因と考えられた。またこの結果から、小さなタンパク質やペプチドでは GST

融合条件下において、そのまま立体構造解析が行えると考えられる。
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Fig■ .Comparison of HSQC Spectrum of GST―Ub.

lA)Ub with 15a.a.linker in solution,(B)GST一Ub

、vith 15a.a.linker in solution and(C)GST― Ub with

15a.a.linker on Glutathione Sepharose 4 Fast Flo、 v

resln.

3.リ ンカー長とユビキチンの運動性の相関

レジン吸着条件下での GST一Ubのより良好なスペクトルを得るため、最適リンカ

ー長の決定を試みた。リンカー長とUbの運動性の相関を調べることを目的として、

リンカー長 10、 20および 30aoaの、GST融合 Ubにおける Ubの Tl、 T2を測定

し、回転相関時間 τcを求めた。GST―Ubが示す τc値から算出した Ubの見かけの

分子量は、 2量体を形成する GST―Ubの実際の分子量とは異なり、1/2以下の値を



示した。また、リンカー長は τcに影響を与えず、リンカーを構成するアミノ酸残基

数が 10か ら 30の間においてリンカーの長さと Ubの運動性には相関が無いことが

示唆された。この結果から、レジン吸着条件下での Ubシグナル観測には、レジンー

Glutathione間 、および GSTと Ub間のリンカーの存在自体が重要であり、リンカ

ー長はほとんど影響を与えないと考えられる。

4.レジン上での UbttYUHl相互作用の検出

レジン吸着条件下におけるタンパク質問相互作用の検出の可能性を検討するため、

レジン吸着条件下のリンカー長 30a.a.GST― Ubに対し、10:1と なるようYUHlを

加えて lH-15N HSQCスペクトルを観測し、溶液条件下で同様にして測定したスペ

クトルと比較した (Fig.2)。 溶液条件下における GST―Ubと YUHlと の間の相互

作用によって生じるシグナル変化のパターンが、レジン吸着条件下で再現された。

この結果はレジン吸着条件下においてタンパク質が活性 (特異的な結合能)を維持

していることを示す。また Ub YUHl複合体が約 35kDであることを考慮すると、

本手法は Ubよ り大きなタンパク質へも適用可能であろう。
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Fig.2.lH-15N HSQC spectruⅡ l of GST―Ub involeved 30a.a.hnker、 、/ith or

obtained solution condition and absorbed on resin condition. Cヽ )GST―Ub

without YLIHl

in solution,(B)

ξ矮鍾餐子_



(B)GST一 Ubvハ th YUHlin solution,(C)GST― Ub on resin and(D)GST― Ub on resin vvith YUHl.

5。 まとめ

今回、我々はリンカーの存在および分解能調整の工夫によって lHの線幅を抑え (≦

50Hz)、 レジン吸着条件下でタンパク質のシグナルの観測を行うことに成功 した。

またレジン吸着条件下でのタンパク質は、構造的にも活性的にも溶液状態とほぼ同

じであることを明らかにした。本手法は、このように従来法で測定出来なかった膜

タンパク質などの難溶性・会合性タンパク質に新たな解析法を与えるだけでなく、

HPLC等 のフローシステムとの組合せで、立体構造に基づくタンパク質問相互作用

を high throughputに 検出する非常に有望な手法となる。
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