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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
疾患に関わる幾つかのタンパク質について in-cell NMR を試行した。In-cell NMR スペクトルの質は

タンパク質によって大きく左右され、十分な量の安定同位体標識タンパク質が細胞内に存在していても

良好なスペクトルが得られない場合があった。これは、非特異的な相互作用が強かったからだと考えら

れる。細胞内外で NMR スペクトルが異なるものがあったが、これは細胞内外で構造状態に違いがある

ことを意味しており、興味が持たれる。また、ドメイン配向を in-cell NMR で調べるために、二つのド

メインからなるタンパク質をヒト由来の培養細胞に導入し、その NMR スペクトルを得る条件を検討し

た。電気穿孔の条件や培養条件などを検討した結果、良好な in-cell NMR スペクトルを得ることがで

き、当該タンパク質の細胞内での構造に関する情報を得た。これまでの in-cell NMR 実験は培地に懸濁

した細胞の測定に限られていたが、接着状態の細胞で in-cell NMR 測定を行う方法を開発した。モデル

タンパク質においては、接着状態と懸濁状態でスペクトルに明確な差異が見られ、培養形態に由来する

細胞質環境の違いが、内部タンパク質の NMR スペクトルに反映されたものと考えられる。 
 
 

We performed in-cell NMR experiments on several disease related proteins. The quality of the 
obtained spectra varied one protein to the next. NMR signals of some proteins were too weak to be 
detected, even sufficient amount of isotope-labeled proteins existed in the cells. This may be due to 
extensive non-specific interactions in the cells, which can broaden NMR signals resulting in poor 
signal to noise ratio. Some proteins showed spectral differences between in-cell and in vitro, 
reflecting structural variances. A two domain protein was subjected to in-cell NMR experiments to 
obtain relative domain orientation in the cells. After exploring parameters for electroporation and 
cell culturing, analyzable in-cell NMR spectra were successfully recorded, which provided us with 
structural information of the protein in the cells. Although application of in-cell NMR had been thus 
far limited to cells suspended in culture media, we have developed a novel technique tailored for 
NMR measurement on adherent cells. The obtained in-cell NMR spectra somewhat differed from 
those measured in suspended cells. This would reflect different cytosolic states among these two 
different culturing modes.  
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