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研究成果の概要 

本課題では、①細胞内タンパク質の構造ダイナミクス情報の取得、②細胞内制御因子の影響の

定量、③細胞内局所環境における観測、を可能とする新規 in-cell NMR 計測技術を開発し、④

LLPSなどの細胞内高次構造体の解析に適用し、in vitroでは再構成が困難な細胞内環境依存的

に起こる生命現象の解明を目指している。今年度の主な成果を以下にまとめる。 

 

①がん関連タンパク質HDM2のmulti-state構造平衡に対し、分子混雑環境が与える影響をNMR

により定量した結果、排除体積効果によって閉じた構造（closed 1）の存在比が上昇し p53 との結合

能が抑制されることを示した。 

②RAS 変異体に対する新たな GTP 加水分解促進因子（non-RAS GAP）を無細胞発現系で探索

する系を確立し、既存の RASGAPが作用しない変異体 RASに対しても活性を持つ因子を同定す

る道が拓かれた。 

③19F プローブを利用した in-cell NMR 手法を確立し、KRAS の GDP/GTP 結合状態を高感度か

つ特異的に観測する技術を開発した。これにより、細胞内での活性化状態の定量が容易となり、動

的構造解析も可能となった。 

④FUSの LLPS形成機構を細胞内で観測し、分子混雑環境が液滴形成を大幅に促進すること、ま

た液滴が時間と共に rigidな状態に成熟する様子を in-cell NMRにより経時追跡することに成功し

た。さらに、Protein Trans-Splicing を用いた区分標識法により、これまで困難だった低複雑性配列

タンパク質の残基分解能の向上を実現し、FUS の相互作用部位同定への道を拓いた。加えて、

GRB2 と SOS1 の多価相互作用に基づく LLPS 形成の分子機構を解明し、新たな結合モードとそ

の影響を提案した。 
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