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AAddvvaannttaaggeess  aanndd  ddiissaaddvvaannttaaggeess  ooff  aa  hhiigghh  
mmaaggnneettiicc  ffiieelldd  NNMMRR  aanndd  1133CC  ddeetteeccttiioonn  

IInnssttiittuuttee  ffoorr  PPrrootteeiinn  RReesseeaarrcchh		
OOssaakkaa  UUnniivveerrssiittyy		

TTaakkaahhiissaa  IIKKEEGGAAMMII		
池池上上貴貴久久		

22001122  JJaann..  2255--2266tthh		
AAkkiihhaabbaarraa  SSaatteelllliittee  ccaammppuuss		
ooff  TTookkyyoo  MMeettrrooppoolliittaann  UUnniivv..		

TThhee  1133tthh  RRRRRR--wwoorrkksshhoopp  22001111//1122		



AAddvvaannttaaggeess  ooff  aa  hhiigghheerr  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd  NNMMRR		

HHiigghheerr  sseennssiittiivviittyy  ∝∝  BB00
33//22		

　　　　　　　　　　mmaaggnneettiicc  mmoommeenntt 		∝∝  BB00		
　　　　　　　　　　LLaarrmmoorr  ffrreeqquueennccyy 		∝∝  BB00		
　　　　　　　　　　nnooiissee		 		 		 		 		∝∝  BB00

11//22  　　		
　　　　　　　　　　((SS//NN))995500MMHHzz  //  ((SS//NN))660000MMHHzz  ==  ２２		
		
HHiigghheerr  rreessoolluuttiioonn  iinn  tthhee  ddiirreecctt--ddeetteeccttiioonn  ddiimmeennssiioonn  ((FFIIDD))		
		
TThhee  11HH--1155NN  TTRROOSSYY  ccrroossss  ccoorrrreellaatteedd  rreellaaxxaattiioonn  eeffffeecctt		
		
AA  hhiigghheerr  ddeeggrreeee  ooff  aalliiggnnmmeenntt  bbyy  aanniissoottrrooppiicc  mmaaggnneettiicc  
ssuusscceeppttiibbiilliittyy		
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NNuucclleeaarr  mmaaggnneettiicc  mmoommeennttss		

N 

S 

static magnetic field, B0 

energy		
Zeeman energy 

ββ  ssttaattee		

αα  ssttaattee		

nuclear spins		

ω==Δ hvE



Comparison of particular regions in 2D NOESY spectra 

on Avance-III 950 
98.3ms (t1) × 240.3ms (t2) 

Ns = 16	

on Avance-I 800 
116.7ms (t1) × 239.6ms (t2) 

Ns = 16	



on Avance-III 950 on Avance-I 800 

on Avance-III 950 on Avance-I 800 



DDeetteeccttiioonn  ooff  llaarrggee  pprrootteeiinnss  bbyy  TTRROOSSYY		
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aa  22DD  11HH--1155NN  ccoorrrreellaattiioonn  ssppeeccttrruumm		

aapppplliiccaabbllee  ttoo  aammiiddee,,  mmeetthhyyll,,  aanndd  aarroommaattiicc  ggrroouuppss		

available to 800 kDa?	
the maximum on 1 GHz NMR?	

1JHN	  

1JHN	  

1JHN	  
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cross-correlation between DD and CSA 
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! XX

TTRROOSSYY--ppeeaakk		

! XX ! = 90°( )

S 

dd instead of J	

lleessss  sshhiieellddeedd		
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magic angle 

Sα 
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! ZZ

TTRROOSSYY--ppeeaakk		

when the molecule rotates by 90° (I-S on the horizontal) 

! ZZ ! = 0( )

S 

dd instead of J	

mmoorree  sshhiieellddeedd		
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系列1	  

系列2	  

系列3	  

1H resonance frequency (MHz)	 
τr = 20 ns (~50 kDa), θcsa-dd = 15°	

TThhee  DDDD//CCSSAA  TTRROOSSYY  eeffffeecctt  ooff  1155NN--11HH  ddeeppeennddss  oonn  BB00..		
rree

llaa
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R2(DD) 15N-1HN	

R2(CSA) 15N	
TROSY	

TROSY !!! R2 CSA( ) " R2 DD( )#
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cchheemmiiccaall  sshhiifftt  aanniissoottrrooppyy22		

ddiippoollee--ddiippoollee  iinntteerraaccttiioonn22		

ddiippoollee--ddiippoollee  iinntteerraaccttiioonn  xx  cchheemmiiccaall  sshhiifftt  aanniissoottrrooppyy		
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Co 15N 

1H 
Cα 

Cβ 

Dα 

Dβ Dβ 

DD 1Hn-1Hn	

DD 1Hn-15N	

DD 1Hn-1,2Hβ	

CSA 1Hn	

The dd relaxation rate with 2Hα is ~1/7000 ? 
A longer repetition-delay is required.	 	 

ddeeuutteerraatteedd		

pprroottoonnaatteedd		

lloonnggiittuuddiinnaall  aauuttoo--rreellaaxxaattiioonn  rraattee  ρρ11  ((11//sseecc))		
((aassssuummiinngg  nnoo  ccrroossss--rreellaaxxaattiioonn  aass  iinn  SSOOFFAASSTT  HHMMQQCC))		

((550000  MMHHzz  11HH))  τrr  ==2200  nnss  ((̃̃5500  kkDDaa))		

TThhee  TT11  rreellaaxxaattiioonn  ooff  11HHNN  bbeeccoommeess  sslloowweerr  iinn  ddeeuutteerraatteedd  pprrootteeiinnss..		

DD 1Hn-1,2Hα	

Good for TROSY, since the αα and ββ states 
of 1HN are maintained for a long time.	 	 



AAddvvaannttaaggeess  aanndd  ddiissaaddvvaannttaaggeess  ooff  1133CC--ddiirreecctt  ddeetteeccttiioonn  ((FFIIDD))		

TThhee  ggyyrroommaaggnneettiicc  rraattiioo  ooff  γγ1133CC		
iiss  aabboouutt  11//44  ooff  γγ11HH..		
		
GGoooodd  →→　　TThhee  ddiippoollee--ddiippoollee  TT22  rreellaaxxaattiioonn  iiss  ssllooww,,  ppaarrttiiccuullaarrllyy  wwhheenn  22HH  iiss  
bboouunndd..  TThheerreeffoorree,,  tthhee  1133CC  ddeetteeccttiioonn  pprroovviiddeess  nnaarrrroowweerr  lliinnee--wwiiddtthhss,,  bbeeiinngg  
ssuuiittaabbllee  ffoorr  llaarrggee  aanndd  mmeettaalllloo--pprrootteeiinnss..		
		
		
BBaadd  →→　　TThhee  sseennssiittiivviittyy  iiss  llooww..		
　　　　　　→→　　SSlloowweerr  TT11  rreellaaxxaattiioonn  rreeqquuiirreess  aa  lloonnggeerr  rreeppeettiittiioonn--ddeellaayy..		
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ττcc  ((nnss))		

RR22
DDDD  ((11//sseecc))		

rroottaattiioonnaall  ccoorrrreellaattiioonn  ttiimmee		
ssttaattiicc  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd  ssttrreennggtthh		

((MMHHzz))		

TThhee  TT22  rreellaaxxaattiioonn  bbyy  DDDD  ddooeess  nnoott  ddeeppeenndd  ssoo  mmuucchh  oonn  BB00..		

13Cαα-1Hαα 2-spin system 1.09 Å 
DD alone is considered. 

IIff  1133CC  FFIIDD  iiss  ssaammpplleedd  ffoorr  aa  ssuuffffiicciieennttllyy  lloonngg  
ttiimmee,,  tthhee  rreessoolluuttiioonn  rreepprreesseenntteedd  bbyy  ppppmm  iiss  
hhiigghheerr  uunnddeerr  aa  hhiigghheerr  ssttaattiicc  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd..		

R2
DD =
!2! I

2!S
2

8r6
µ0
4"
!

"
#

$

%
&
2

4J 0( )+ J ! I '!S( )+3J ! I( )+ 6J !S( )+ 6J ! I +!S( ){ }

J !( ) = 2
5

! c
1+" 2! c

2 I (13Cαα) is observed.		
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DDiissoorrddeerreedd  pprrootteeiinnss  eexxhhiibbiitt  aa  nnaarrrroowweerr  
ddiissttrriibbuuttiioonn  ooff  11HHNN  cchheemmiiccaall  sshhiiffttss..		

aa  cclliiffff  aatt  88..66ppppmm		

1HN chemical shift (ppm) 
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1HN chemical shift (ppm) 

寒川作	

22DD  11HH--1155NN  HHSSQQCC		

folded	unfolded	



TThhee  hheetteerroo--nnuucclleeii  lliikkee1155NN  aanndd  1133CC  hhaavvee  wwiiddeerr  CC..SS..  ddiissttrriibbuuttiioonnss  
eevveenn  iinn  uunnffoollddeedd  pprrootteeiinnss..		

13Co chemical shift (ppm) 
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13Co chemical shift (ppm) 

22DD  CCOONNCCOO		
TThhee  pprroojjeeccttiioonn  aalloonngg  tthhee  11HHNN  ddiimmeennssiioonn		

iinn  33DD  HHNNCCOO		

folded	unfolded	

Pro	  (15N	  ~134ppm)	



at 310K	

at 293K	

SSiinnccee  11HHNN  iiss  llaabbiillee,,  iittss  cchheemmiiccaall  
eexxcchhaannggee  wwiitthh  wwaatteerr  iiss  aa  
pprroobblleemm  iinn  11HH--1155NN  HHSSQQCC  ooff  
uunnffoollddeedd  pprrootteeiinnss  aatt  aa  hhiigghh  ppHH..		

TThhee  11HHNN  tthhaatt  iiss  eexxcchhaannggiinngg  
ffaasstteerr  wwiitthh  wwaatteerr  eexxhhiibbiittss  aa  
ssmmaalllleerr  ppeeaakk..		



LLooww  sseennssiittiivviittyy  iinn  tthhee  1133CC  ddeetteeccttiioonn		

S
N
!!!Conc "!exc "!obs

3
2 "B0

3
2 "Nscan

1
2

start with 1H 
end (FID) with 1H 

B0: 600 MHz 
a normal probe 

end (FID) with 13C 
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start with 13C 

B0: 950 MHz 

a cryogenic probe 
(inverse) 

 FID)  

tart  

B :   

 gen   

100	
12.6	

3.2	  =	  100/32	

6.3	

25.4	

44  xx  hhiigghheerr  ccoonncceennttrraattiioonn		
　　　　　　　　　　oorr		
1166  xx  ddaattaa  aaccccuummuullaattiioonn  ((NNSS))		
　　　　　　　　　　oorr		
ssttaarrttiinngg  wwiitthh  11HH  （（nnoott  aapppplliiccaabbllee  ttoo  110000%%  ddeeuutteerraattiioonn））		



in-‐phase	 an�-‐phase	

IIPPAAPP--pprroocceessss  iinn  1133CC  ddeetteeccttiioonn		
13Co 15N 
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D 
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D 



in-‐phase	  +	  an�-‐phase	 in-‐phase	  -‐	  an�-‐phase	
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vviirrttuuaall  ddeeccoouupplliinngg		
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SQ	  CON	  
with	  IPAP	

1mM	  [13C,15N]-‐ubiqui�n	

provided	  from	  K.	  Furuita	
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ττcc  ((nnss))		

RR22
CCSSAA  ((11//sseecc))		

rotational correlation time		
static magnetic field (MHz) 

TThhee  TT22  rreellaaxxaattiioonn    bbyy  CCSSAA  iinnccrreeaasseess  iinn  pprrooppoorrttiioonn  ttoo  BBoo
22..		

R2
CSA =

! II !! "( )2 ! I2B02

18
4J 0( )+3J ! I( ){ }

J !( ) = 2
5

! c
1+" 2! c

2 TThhee  CCSSAA  ooff  1133CCoo  aalloonnee  iiss  ccoonnssiiddeerreedd..		

!xx = !115.6ppm,!!yy = !48.6ppm,!!zz = 40.6ppm



Takeuchi, K. et al. (2008) J.Am.Chem.Soc. 130, 17210.	

M9-‐minimum	  medium	  for	  E.coli	  expression	  
　　[2-‐13C]-‐glycerol	  (or	  [1,3-‐13C]-‐glycerol)	  
　　NaH13CO3	  
　　D2O		

Proline can be detected, which has no amide 1H. 
IPAP is not needed in 13Cαα-FID. 
Sensitivity loss due to 1JCαCβ coupling does not occur. 
The T1 relaxation of 13Cαα can be enhanced by doping of paramagnetic metals. 
The sequential assignment of main-chains is possible with 2D COCA.		
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ττcc  ((nnss))		

RR11
DDDD  ((11//sseecc))		

rroottaattiioonnaall  ccoorrrreellaattiioonn  ttiimmee		
ssttaattiicc  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd  ((MMHHzz))		

A tiny contribution of dd (13Cαα-1Hαα) to the 13Cαα T1 
relaxation in a high field and high M.W.		

13Cαα-1Hαα 2-spin system 
DD alone is considered. 
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I (13Cα) is detected.		

Is starting with 1H, having faster T1, better 
than starting with 13C?  However, samples 
must be protonated.		

T1=15	  sec!	



ττcc  ((nnss))		

RR11  ((11//sseecc))		

rroottaattiioonnaall  ccoorrrreellaattiioonn  ttiimmee		
ssttaattiicc  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd  ((MMHHzz))		

The contribution from homonuclear dd (13Cα-13Co) and dd 
(13Cα-13Cβ) may become more dominant to the 13Cα T1 relaxation 
for the increasing M.W.		
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DDeeuutteerraatteedd  13Cα  iiss  ddeetteecctteedd..		
CCrroossss--rreellaaxxaattiioonn  iiss  nnoott  ccoonnssiiddeerreedd  aass  iinn  1133CC  SSOOFFAASSTT..		

The flip-back of 13Co and 13Cβ to z would be a 13C version of SOFAST. 
The effect of deuteration is tiny (dd (13Cα-1Hα) accounts for ¼ of R1).		



ττcc  ((nnss))		

R1
CSA (13Co) 

rroottaattiioonnaall  ccoorrrreellaattiioonn  ttiimmee		

R1 
（（1/sec））		

ssttaattiicc  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd  ((MMHHzz))		

UUnnlliikkee  TT22,,  TT11  rreellaaxxaattiioonn  bbyy  CCSSAA  ddooeess  nnoott  ssoo  mmuucchh  ddeeppeenndd  oonn  BBoo..		

13Co is detected.		

If 13Cα is flipped-back to z, dd (13Cα-13Co) 
becomes larger with the increasing M.W.		

R1
CSA =

! II !! "( )2 ! I2B02

3
J " I( )

J !( ) = 2
5

! c
1+" 2! c

2

!xx = !115.6ppm,!!yy = !48.6ppm,!!zz = 40.6ppm

R1
DD(13Co-13Cα) 
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1
4JNCo
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Should we put	 to flip back 13Cα to the z-direction?	

2D SOFAST CONCO ?	
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eβ eα 

ωs 

αα	


ββ	


βα	


αβ	


eβ eα 

ωs 

Dipole-dipole coupling interaction 

Sx 

Sx 
eα 

when the relaxation of e- is slow（（Gd3+, Mn2+）） 

The large splitting is averaged out by the slow molecular rotation. 



B0 

eα 

αα	


ββ	


βα	


αβ	


eβ eα 

ωs 

Dipole-dipole coupling interaction 

Sx 

eβ 

Sx 

ωs 

when the T1 relaxation of e- is fast（（Ni2+）） 

The large splitting is averaged out by the fast e- T1 relaxation 
rather than by the slower molecular rotation. 



WWhhaatt  iiss  mmoorree  aaddvvaannttaaggeeoouuss  ffoorr  1133CC--NNMMRR  oovveerr  11HH--NNMMRR		

u SSiinnccee  γγ11HH  iiss  llaarrggee,,  tthhee  dddd  rreellaaxxaattiioonn  iiss  aaccccoorrddiinnggllyy  ffaasstt..    BByy  ccoonnttrraasstt,,  ssiinnccee  γγ1133CC  iiss  
ssmmaallll,,  tthhee  lliinnee  wwiiddtthh  ooff  1133CC  iiss  nnaarrrrooww  eennoouugghh  ttoo  bbee  ddeetteecctteedd  eevveenn  ffoorr  hhiigghh  MM..WW..  aanndd  
mmeettaalllloo  pprrootteeiinnss..		

		
u UUsseeffuull  iinnffoorrmmaattiioonn  ccaann  bbee  oobbttaaiinneedd  eevveenn  ffrroomm  ddeeuutteerraatteedd  pprrootteeiinnss  hhaavviinngg  lleessss  

nnuummbbeerr  ooff  11HH  aanndd  ffrroomm  qquuaatteerrnnaarryy  ccaarrbboonnss..		
		
u FFoorr  uunnffoollddeedd  pprrootteeiinnss  1133CC  eexxhhiibbiittss  aa  wwiiddeerr  ddiissttrriibbuuttiioonn  ooff  iittss  cchheemmiiccaall  sshhiifftt  tthhaann  11HH..		
		
u WWaatteerr  ssuupppprreessssiioonn  iiss  nnoott  rreeqquuiirreedd..  NNoo  aarrttiiffaacctt  ccoommeess  ffrroomm  wwaatteerr..		

u TThheerree  iiss  nnoo  iinntteennssiittyy  lloossss  dduuee  ttoo  eexxcchhaannggee  wwiitthh  wwaatteerr..  SSiinnccee  11HHNN  iiss  llaabbiillee,,  11HH--1155NN--
HHSSQQCC  sshhoowwss  wweeaakk  ssiiggnnaallss  ffoorr  11HHNN  tthhaatt  iiss  eexxcchhaannggiinngg  wwiitthh  wwaatteerr  ffaasstt..		

u  1133CC  tteennddss  ttoo  bbee  mmoorree  ttoolleerraanntt  ttoo  cchheemmiiccaall  aanndd  ccoonnffoorrmmaattiioonnaall  eexxcchhaannggeess  tthhaann  11HH..		
		
u AA  hhiigghheerr  sseennssiittiivviittyy  aanndd  rreessoolluuttiioonn  ccaann  bbee  oobbttaaiinneedd  iinn  tthhee  FFIIDD  ddeetteeccttiioonn  aatt  aa  hhiigghheerr  

mmaaggnneettiicc  ffiieelldd,,  ssiinnccee  tthhee  TT22  rreellaaxxaattiioonn  bbyy  tthhee  dddd  iinntteerraaccttiioonn  ddooeess  nnoott  ssoo  mmuucchh  
ddeeppeenndd  oonn  tthhee  ssttaattiicc  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd..		

		
u SSiiggnnaall  lloossss  dduuee  ttoo  hhiigghh  ssaalltt  ccoonncceennttrraattiioonn  iiss  ssmmaalllleerr??		



DDiissaaddvvaannttaaggeess  iinn  1133CC--NNMMRR		

n  LLooww  sseennssiittiivviittyy  dduuee  ttoo  tthhee  ssmmaallll  γγ1133CC..		

n  11JJ1133CC--1133CC  sshhoouulldd  bbee  rreemmoovveedd  iinn  tthhee  ddiirreecctt  ddiimmeennssiioonn..		
		
n  BBeeccaauussee  ooff  aa  lloonngg  TT11  rreellaaxxaattiioonn,,  aa  lloonnggeerr  iinntteerrssccaann--

ddeellaayy  iiss  rreeqquuiirreedd..		

n  DDeetteeccttiioonn  ooff  1133CC  iiss  ssuuiittaabbllee  ffoorr  ddeeuutteerraatteedd  aanndd  llaarrggee  
pprrootteeiinnss  uunnddeerr  aa  hhiigghh  mmaaggnneettiicc  ffiieelldd..  SSiinnccee  hhyyddrrooggeenn  
iiss  ddeeuutteerraatteedd,,  tthhee  TT22  rreellaaxxaattiioonn  bbyy  dddd  iiss  ssmmaallll,,  aanndd  
tthhuuss  tthhee  lliinnee  wwiiddtthh  iiss  nnaarrrroowweerr..		

		
n  CCoonnssiiddeerriinngg  tthhee  ccuurrrreenntt  tteecchhnnoollooggyy  iinn  tteerrmmss  ooff  tthhee  

sseennssiittiivviittyy,,  hhoowweevveerr,,  tthhee  sseeqquueennccee  ssttaarrttiinngg  wwiitthh  11HHNN  
aanndd  eennddiinngg  wwiitthh  1133CC  ((FFIIDD))  mmaayy  bbee  aa  ccoommpprroommiissee,,  
wwhhiicchh  rreeqquuiirreess  aa  sshhoorrtteerr  iinntteerrssccaann--ddeellaayy??		

FFuuttuurree  pprroossppeeccttss  ooff  1133CC--NNMMRR		
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