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高高磁磁場場  NNMMRR  のの利利用用	
	

1133CC  検検出出へへのの期期待待  

大大阪阪大大学学蛋蛋白白質質研研究究所所	
	

構構造造ププロロテテオオミミククスス研研究究系系	
	


池池上上貴貴久久	
	


22001122  年年  １１月月  2255--2266  日日	
	

首首都都大大学学東東京京秋秋葉葉原原ササテテラライイトトキキャャンンパパスス	
	


第第  1133  回回  RRRRRR--wwoorrkksshhoopp  22001111//1122	
	




NNMMRR  のの高高磁磁場場化化にに伴伴うう利利点点	
	


感感度度のの上上昇昇  ∝∝  BB00
33//22	
	


　　　　　　　　　　磁磁気気モモーーメメンントト　　　　∝∝  BB00	
	

　　　　　　　　　　ララーーモモアア周周波波数数　　∝∝  BB00	
	

　　　　　　　　　　ノノイイズズレレベベルル　　　　　　∝∝  BB00

11//22  　　	
	

　　　　　　　　　　((SS//NN))995500MMHHzz  //  ((SS//NN))660000MMHHzz  ==  ２２	
	

	
	

直直接接測測定定軸軸（（FFIIDD））ににおおけけるる分分解解能能のの増増加加	
	

	
	

交交差差相相関関緩緩和和にによよるる  11HH--1155NN  TTRROOSSYY  効効果果	
	

	
	

磁磁化化率率のの異異方方性性にによよるる磁磁場場配配向向のの増増加加	
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核核磁磁気気モモーーメメンントト	
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静静磁磁場場 B0 

エエネネルルギギーー	
	

Zeeman energy 

ββ  状状態態	
	


αα  状状態態	
	


核核ススピピンン	
	


ω==Δ hvE



Comparison of particular regions in the 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 



TTRROOSSYY  パパルルスス系系列列にによよるる高高分分子子量量へへのの挑挑戦戦	
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二次元 1H-15N 相関スペクトル	


アミド基、メチル基、芳香環に適用可	


800 kDa 高分子量でも観測可？	

1 GHz NMR が理想的？	
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交差相関 cross-correlation between DD and CSA 
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TROSY-peak	


! XX ! = 90°( )
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J	
  ではなく dd	


遮蔽が小さい	
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magic angle 

核磁気の永年項（Bo方向成分）	
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Ωs 

! ZZ

TROSY-peak	


分子が 90° 回転して I-S 結合が横を向くと … 

! ZZ ! = 0( )

S 

J	
  ではなく dd	


遮蔽が大きい	
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系列1	
  

系列2	
  

系列3	
  

1H 核の共鳴周波数 (MHz)	
 

1155NN--11HH  のの  DDDD//CCSSAA  TTRROOSSYY  効効果果はは静静磁磁場場強強度度  BB00  にに依依存存すするる	
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化学シフトの異方性2	


双極子双極子相互作用2	


双極子双極子相互作用	
  ×	
  化学シフトの異方性	


τr = 20 ns (~50 kDa), θcsa-dd = 15°	
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Co 15N 

1H 
Cα 

Cβ 

Dα 

Dβ Dβ 

DD 1Hn-1Hn	


DD 1Hn-15N	


DD 1Hn-1,2Hβ	


CSA 1Hn	


Hα との	
 dd 縦緩和速度が 1/7000 になる ? 
（欠点）repetition-delay を長くしないといけない	
 

重水素化	


軽水素化	


自己縦緩和速度	
  ρ1	
  (1/sec)	
  
（ただし、SOFAST-­‐HMQC	
  のように交差緩和は無視）	
  

(500	
  MHz	
  1H)	
  	
  τr=20	
  ns	
  (~50	
  kDa)	


重重水水素素化化にによよりり  11HHNN  核核のの縦縦緩緩和和がが遅遅くくななるる	
	


DD 1Hn-1,2Hα	


exp !18"0.05( ) = 0.41,!!exp !3"0.05( ) = 0.86
15N の展開時間を 50ms とすると	


の割合で 1HN(α) と 1HN(β) が維持される	




13C 核の直接測定（FID） の長所と短所	


磁気回転比γ13C は γ1H の 1/4	

	

	

長所→　双極子相互作用による T2  緩和が遅い（特に 2H が付いている場合）。
したがって、線幅が狭く、高分子や常磁性金属を配位した蛋白質に適している。	

	

	

	

	

短所→　感度が小さい。	

　　　→　T1 緩和も遅いので、repetition-delay を長く待つ必要がある。	
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600	
  MHz	
  1H,	
  	
  τr=20	
  ns	
  (~50	
  kDa)	
  	
  13C-­‐1,2H	
  (1.08	
  Å)	
  	


13C-­‐2H	
  の双極子双極子 13C	
  横緩和	
  
半値幅 2	
  Hz	
  =	
  0.015	
  ppm	
  
alipha�c	
  13C:	
  10~80ppm	
  とすると、0.0002	
  

13C-­‐1H	
  の双極子双極子 13C	
  横緩和	
  
半値幅	
  27	
  Hz	
  =	
  0.18	
  ppm	
  
alipha�c	
  13C:	
  10~80ppm	
  とすると、0.0026	
  

13C-­‐1H	
  の双極子双極子 1H	
  横緩和	
  
半値幅 27	
  Hz	
  =	
  0.046	
  ppm	
  
alipha�c	
  1H:	
  0~6ppm	
  とすると、0.0077	
  

1H	
  化学シフト	

0	
6	
  ppm	


10	
  ppm	


80	
  ppm	


化学シフト分布の広がりを考慮す
ると、13C よりも 1H のピークの方
が３倍幅が広く見える。	


重水素化により、13C の線幅は、
さらに 1/12 程度に細く見える。	


半値幅を 30 倍に拡大した等高線	


13
C	
  

化
学

シ
フ

ト
	


13C 核の化学シフト値の広い分布により、線形が先鋭に見える	




ττcc  ((nnss))	
	


RR22
DDDD  ((11//sseecc))	
	


回回転転相相関関時時間間	
	


横横緩緩和和速速度度	
	


磁磁場場強強度度　　((MMHHzz))	
	


DDDD  にによよるる横横緩緩和和はは、、静静磁磁場場強強度度ににそそれれほほどど依依存存ししなないい	
	


13Cα-1Hα　　２２ススピピンン系系  1.09 Å 
双双極極子子相相互互作作用用ののみみをを考考慮慮	
	


FFIIDD  ののよよううにに、、充充分分にに長長くくササンンププリリンンググをを行行ええばば、、HHeerrttzz  
でで表表ししたた線線幅幅はは磁磁場場強強度度にによよっっててああままりり変変化化ししなないいたためめ、、
ppppmm  表表示示ででのの分分解解能能がが上上昇昇すするる。。	
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立立体体構構造造をを保保持持ししてていいなないい蛋蛋白白質質でではは、、
11HHNN  のの化化学学シシフフトトのの散散ららばばりりはは小小ささいい	
	


いいわわゆゆるる？？ハハムムのの崖崖	
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寒川作	


22DD  11HH--1155NN  HHSSQQCC	
	


folded	
unfolded	




たたととええ立立体体構構造造のの無無いい蛋蛋白白質質ででもも	
	

1155NN  やや  1133CC  ななどどのの異異種種核核でではは、、化化学学シシフフトトががままだだ散散ららばばるる	
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13Co 化学シフト値 (ppm) 

2D	
  CONCO	
 3D	
  HNCO	
  の 1HN	
  軸に沿った圧縮投影	


folded	
unfolded	


Pro	
  (15N	
  ~134ppm)	




at 310K	


at 293K	


11HHNN  はは交交換換性性（（llaabbiillee））ななののでで、、
11HH--1155NN  HHSSQQCC  ななどどでではは、、水水のの  
11HH  ととのの交交換換がが問問題題ととななるる	
	


水と速く交換する 1HN は
ピーク強度が小さい。	




1133CC--検検出出にに伴伴うう感感度度のの低低下下	
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磁磁化化移移動動のの開開始始::  11HH	
	

FFIIDD  検検出出::  11HH	
	

BB00::  660000  MMHHzz	
	


ププロローーブブ::  室室温温	


FFIID  検出出::  1133CC	
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磁磁化化移移動の開始始::  1133CC	


B0: 95500  MMHHzz	


ププロローブ:  極極低低温温	
	

（（iinnvveerrssee  かかどどううかかはは無無視視））	
	


D 検

の開

B :0

ーブ

100	

12.6	


3.2	
  =	
  100/32	


6.3	


25.4	


濃濃度度をを４４倍倍にに濃濃くくすするる	
	

　　　　　　　　　　oorr	
	

積積算算時時間間をを  1166  倍倍ににすするる	
	

　　　　　　　　　　oorr	
	

磁磁化化移移動動をを  11HH  かからら始始めめるる  （（110000%%  重重水水素素化化でではは××））	
	




1133CC--極極低低温温検検出出器器にによよりり  1133CC--直直接接  FFIIDD  検検出出がが実実現現可可能能にに	
	


13Co 15N 

1H 
13Cα 
13Cβ 

Dα 

1Hβ Dβ 

13C の化学シフト値のスペクトル分布は、1H 
よりも広いので、13C の線幅は	
 1H の線幅の 
1/3 になったかのように見える。 

分分解解能能のの向向上上　　（（測測定定時時間間にに支支配配さされれなないい））	
	


超超高高磁磁場場	
	


感感度度のの上上昇昇	
	

分分解解能能（（@@ppppmm））のの向向上上　　（（磁磁場場がが高高いい程程良良いい））	
	




in-­‐phase	
 an�-­‐phase	


1133CC--検検出出  FFIIDD  のの  IIPPAAPP--pprroocceessss	
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だけ移動させる	


±
1JCC
2

vviirrttuuaall  ddeeccoouupplliinngg	
	




170	
180	

13Co	
  (ppm)	


120	


130	

15
N
	
  (p

pm
)	


SQ	
  CON	
  
with	
  IPAP	


1mM	
  [13C,15N]-­‐ubiqui�n	


古板恭子、藤原敏道、児嶋長次郎	
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ττcc  ((nnss))	
	


RR22
CCSSAA  ((11//sseecc))	
	


回回転転相相関関時時間間	
	


横横緩緩和和速速度度	
	


磁磁場場強強度度　　(MHz) 

CCSSAA  にによよるる横横緩緩和和はは、、静静磁磁場場のの二二乗乗でで速速くくななるる	
	


Trosy 効効果果、、方方向向情情報報ななどど 
positive なな面面をを逆逆にに利利用用すするる。。	
	


R2
CSA =

! II !!"( )2 ! I2B02

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

J !( ) = 2
5

! c
1+" 2! c

2

1133CCoo  化化学学シシフフトトのの異異方方性性ののみみ考考慮慮	
	


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



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


大大腸腸菌菌培培養養ののたためめのの	
  M9-­‐最最少少培培地地	
  
　　[2-­‐13C]-­‐glycerol	
  (or	
  [1,3-­‐13C]-­‐glycerol)	
  
　　NaH13CO3	
  
　　D2O	
	


アアミミドド  1H	
  のの存存在在ししなないい	
  Pro	
  ででもも問問題題無無しし	
  
13Cα-­‐FID	
  ででのの	
  IPAP	
  不不要要	
  
1JCαCβ	
  カカッッププリリンンググにによよるる損損失失無無しし	
  
13Cα	
  のの縦縦緩緩和和速速度度をを金金属属でで促促進進	
  
2D	
  COCA	
  とと組組みみ合合わわせせてて、、主主鎖鎖のの連連鎖鎖帰帰属属がが可可能能。。	
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ττcc  ((nnss))	
	


RR11
DDDD  ((11//sseecc))	
	


回回転転相相関関時時間間	
	


縦縦緩緩和和速速度度	
	


磁磁場場強強度度　　((MMHHzz))	
	


高高磁磁場場、、高高分分子子量量でではは、、dddd  ((13Cα-1Hα) はは  13Cα のの縦縦緩緩和和
ににははああままりり寄寄与与ししなないい	
	


13Cα-1Hα　　２２ススピピンン系系 
双双極極子子相相互互作作用用ののみみ考考慮慮	
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2 I (13Cα) 側側をを観観測測	
	


13C-開開始始よよりりもも、、縦縦緩緩和和のの速速いい  1H-開開始始測測定定のの方方がが
有有利利でではは？？ししかかしし、、重重水水素素化化試試料料でではは駄駄目目。。	
	


T1=15	
  sec!	




ττcc  ((nnss))	
	


RR11  ((11//sseecc))	
	


回回転転相相関関時時間間	
	


縦縦緩緩和和速速度度	
	


磁磁場場強強度度　　((MMHHzz))	
	


13Cα のの縦縦緩緩和和でではは、、同同種種核核のの  dd (13Cα-13Co), dd (13Cα-13Cβ) がが
分分子子量量ととととももにに支支配配的的ににななっっててくくるる	
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重重水水素素化化さされれたた  13Cα  をを観観測測	
	

交交差差緩緩和和をを無無視視	
	


13Co, 13Cβ をを z にに flip-back すするるとと、、SOFAST のの  13C 版版がが可可能能 
重重水水素素化化にによよるる影影響響はは小小ささいい（（dd (13Cα-1Hα) はは  R1 緩緩和和のの ¼ 程程度度のの寄寄与与））	
	




ττcc  ((nnss))	
	


R1
CSA (13Co) 

回回転転相相関関時時間間	
	


縦縦緩緩和和速速度度 
（（1/sec））	
	


磁磁場場強強度度　　(MHz) 

CCSSAA  にによよるる縦縦緩緩和和時時間間はは、、磁磁場場強強度度ににああままりり依依存存ししなないい	
	


13Co 化化学学シシフフトトのの異異方方性性  ああるるいいはは 
13Co-13Cα のの双双極極子子相相互互作作用用をを考考慮慮	
	


dd (13Cα-13Co) がが分分子子量量ととととももにに効効いいててくくるる。。	
	


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) 

13Cα をを z にに flip-back すするるとと仮仮定定	


13Co をを検検出出	
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13Cα 磁化を z 方向に flip-back するために、ここに　　　　を入れると良い。	


2D SOFAST CONCO ?	
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eβ eα 

ωs 
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eβ eα 

ωs 

双双極極子子双双極極子子相相互互作作用用 Dipole-dipole coupling 
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電電子子のの緩緩和和がが遅遅いい場場合合（（Gd3+, Mn2+）） 

分分子子のの遅遅いい回回転転運運動動にによよりり大大ききなな  splitting がが平平均均化化さされれるる。。 
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11HH--NNMMRR  よよりりもも  1133CC--NNMMRR  がが有有利利なな場場合合	
	


u  γ1H は大きいので、それに伴って双極子相互作用による緩和も大きい。γ13C は小さ
いので、線幅が狭く、高分子や常磁性金属を配位した蛋白質に適している。	


u  重水素化した大きな蛋白質では検出すべき 1H の数が少ない。四級炭素からも情報
を得れる。	


	

u  構造をとっていないような蛋白質においては、1H の化学シフト値の散らばりが小さい

のに対して、13C ではそれほどでもない。	

	

u  水溶液の場合、水の信号を消す努力が不要。したがって、水消しに伴うアーティファク

が無い。	


u  1HN は labile なので、1H-15N-HSQC などでは、水との交換が問題となる。例えば、水
と速く交換する 1HN は感度が悪い。	


u  化学交換や構造交換においても、1H は幅広化が顕著な場合が多い。	


u  双極子相互作用による横緩和は、磁場強度にあまり依存しないので、高磁場の直接
測定（FID）による高い感度と分解能を享受できる。	


u  高塩濃度による感度の低下の率が小さい。	




逆逆にに  1133CC--NNMMRR  のの方方がが不不利利なな点点	
	


n  γ13C が小さいので、感度が小さい。	


n  FID の検出の際に、1J13C-13C を除く必要がある。	

	

n  T1 緩和が長いので、interscan-delay を長く待つ必

要がある。	


n  重水素化した高分子量の蛋白質を高磁場で 13C-検
出するのが適しているであろう（水素が 2H 化されて
いるので、dd による T2 緩和は遅く、線形が先鋭化さ
れる）。	


n  現時点での感度を考慮すると、1HN から磁化移動を
開始し、13C で検出するのが妥協策か？（その方が 
interscan-delay も短くて済む？）	


1133CC--NNMMRR  のの将将来来	
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