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理研ＮＭＲ施設利用報告書 

（産学連携無償利用） 

13-700-003                          平成 26年 5月 14日 

利用機関名 東北大学  

実施部署名 医学系研究科 

実施責任者管理職名・

氏名 

 教授 ／ 山本 雅之 

実施部署所在地   宮城県仙台市青葉区星陵町２－１ 

東北大学大学院医学系研究科医化学分野 

利用課題名 NMRを用いたストレスセンサーKeap1の構造解析  

利用目的・内容 

 

 

 

ストレスセンサーKeap1 は転写因子 Nrf2 のユビキチン化反応を制御

し酸化ストレス防御機構の中心的役割を担う鍵因子である。Nrf2 は酸

化ストレス・異物代謝に関わる遺伝子群を統一的に制御し生体防御に

働くため、様々な疾患の予防・治療への応用を目指して多くの Nrf2 誘

導剤の開発が進んでいる。Nrf2 活性化に重要な Keap1 分子のセンサー

システイン残基は同定されているものの、その構造解析は蛋白質結晶

化が困難なため滞っている。Keap1 分子の構造が明らかになれば、創

薬研究に非常に有益な情報を与える。そこで、本申請課題では、NMR
を用いた構造解析により Keap1 の構造解析を行い、ストレス感知の分

子機構を明らかにすることを目的とする。 

利用実施時期及び期間 平成 25年 9月 24日～平成 25年 12月 27日 

 

当初計画どおり・当初計画変更 

 

（変更理由） 

 

利用施設 

 

ＮＭＲ

装置 

（該当

部分に

○） 

 

利用装置① 

・(  )600MHz、(  )700MHz、(  )800MHz､( ○ )900MHz 

( ○ )低温プローブ付 (  )固体プローブ付 

 (  )ｻﾝﾌﾟﾙﾁｪﾝｼﾞｬｰ付 

利用期間 1：平成 25年 10月 7日～平成 25年 10月 9日 

利用期間 2: 平成 25年 10月 16日～平成 25年 10月 18日 

利用期間 3：平成 25年 10月 24日～平成 25年 11月 5日 

利用期間 4: 平成 25年 11月 14日～平成 25年 11月 17日 

利用期間 5：平成 25年 11月 19日～平成 25年 11月  24日 
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利用期間 6：平成 25年 11月 26日～平成  25年  12月  1日 

利用期間 7: 平成 25年 12月 24日～平成 25年 12月 27日 

利用装置② 

・( ○ )600MHz、(  )700MHz、(  )800MHz､(  )900MHz 

( ○ )低温プローブ付 (  )固体プローブ付 

(  )ｻﾝﾌﾟﾙﾁｪﾝｼﾞｬｰ付 

利用期間 1：平成 25年 10月 23日～平成 25年 10月 27日 

立体構

造解析

パイプ

ライン

・発現確認 ： 利用回数  4回 

・フォールド判定 ： 利用回数 12回

・大量調製 ： 利用回数  3回 

・構造決定 ： 利用回数  回 

利用満足度 

（複数選択不可） 

(○ )大いに満足、(  )ほぼ満足、(  )やや不満、 

(  )大いに不満

研究チームの構成 東北大学大学院 医学系研究科 医化学分野 山本雅之 （代表） 

東北大学大学院 医学系研究科 医化学分野 鈴木隆史 （担当

者） 

持田製薬株式会社 創薬研究所 古迫正司 （代表） 

持田製薬株式会社 創薬研究所 生物研究室 生物３ 白水郁也 

（担当者） 

成果の概要 実施内容 Keap1 蛋白質の立体構造を明らかにするために、大腸菌由

来の無細胞蛋白質合成系を用いて、全長タンパク質を発現

させ、可溶性を確認した。また各種の部分領域タンパク質

の発現系も構築し、同様に可溶性を確認した。次に可溶性

の良いタンパク質を選んで安定同位体標識を行い、精製後、

2D 1H,15N-TROSY スペクトルを測定した。得られたスペ

クトルを解析し、構造解析に適した発現系を探索した。

mailto:taka23@med.tohoku.ac.jp
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本課題に

より得ら

れた成

果、当初

目標と結

果との比

較 

Keap1 蛋白質全長に関しては、無細胞蛋白質合成系で発現

した結果、可溶性が低いことが判明した。次に各種の部分

領域タンパク質の発現系を構築した結果、システイン残基

が多く存在する N 末端領域に関して、比較的可溶性の良い

発現系を複数構築した。これらのタンパク質の安定同位体

標識体を作成し、2D 1H,15N-TROSY スペクトルを測定し

た結果、高次構造を形成していることを確認した。ただし、

安定性が良くないため、構造解析には至らなかった。 

 

今後の展

開、課題 

Keap1 蛋白質の発現系をさらに改良し、より可溶性の良く

且つ安定なタンパク質が得られる条件を探索することによ

り、Keap1 の構造解析を目指す。 

 

社会・経済への波及効

果の見通し 

 

構造解析まで至らなかったため、社会・経済への波及効果

は、現時点ではあまりないと考えられる。 

 

成果公開延期の希望の

有無 

 

（ ）あり ： （ ○）なし 

「あり」の場合理由： 

 

理研 NMR 施設利用にお

ける感想 

 

Keap1 蛋白質の各種発現系を検討できたことは、Keap1 の

構造解析を進める上で、非常に役に立ったと考えておりま

す。 

利用周辺環境に関する

希望 

特にありません。 

 

今後の利用形態の予定 ( ○)再度本事業への申請を考えている。 

(  )成果の非公開を前提とした「外部利用」（有料）を考えてい

る。 

(  )その他理研との共同研究等を考えている。 

具体的に： 

 

 

 

( )未定 

今後期待するその他の

サービス 

（  ）NMR 装置利用の教育（これまで NMR を使用した経験の無い

方に対する教育も含む） 
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（  ）NMR装置利用の技術的なサポート 

（  ）その他 

具体的に 

 

特にありません。 

文部科学省の共用ナビ 

（研究施設共用総合ナ

ビゲーションサイト）

に対する感想・改善に

ついて 

（http://kyoyonavi.mext.go.jp/） 

（○）見た ： （  ）見ていない 

感想等： 

 

その他 （上記の項目以外でご意見等お願いします。） 

 

 

http://kyoyonavi.mext.go.jp/

