
NNMMRR  にによよるる蛋蛋白白質質とと低低分分子子リリガガンンドドととのの		
相相互互作作用用のの解解析析法法		

池池上上貴貴久久		

大大阪阪大大学学蛋蛋白白質質研研究究所所		

22001122  年年  弥弥生生  88--99  日日（（木木・・金金））		
蛋蛋白白質質研研究究所所		
先先端端研研究究施施設設共共用用促促進進事事業業		
先先端端核核磁磁気気共共鳴鳴装装置置群群のの産産業業利利用用支支援援ププロロググララムム		
「「NNMMRR  にによよるる蛋蛋白白--薬薬剤剤相相互互作作用用検検出出実実験験法法」」		



分分子子運運動動のの回回転転のの速速ささのの分分布布		

高高分分子子		

中中分分子子		

低低分分子子		
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高高分分子子ででははゆゆっっくくりり回回転転ししてていいるる分分子子のの割割合合がが大大ききいい		

高高分分子子でではは	  W0	  過過程程	  (ααββ  →	  ββαα))  のの方方がが  W2	  過過程程	  (ββββ	  →	  αααα))  よよりりもも多多いい。。	  

2ω0 2ω0 

分分子子のの回回転転のの周周波波数数 
 
　　　　　  　　　　呼呼応応 
 
ススピンンのの回回転転のの周周波波数数		



NNOOEESSYY  ((NNuucclleeaarr  OOvveerrhhaauusseerr  EEffffeecctt  SSppeeccttrroossccooppYY))		
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高高分分子子量量のの場場合合、、TTOOCCSSYY  とと同同じじ正正符符号号ののピピーーククがが現現れれるる。。		

（（対対角角ピピーーククとと同同符符号号））		

mixing 
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空空間間内内  ５５ÅÅ以以内内のの距距離離にに２２つつのの  11HH  ががああれればば、、		

異異ななるる分分子子間間ででもも  NNOOEE  交交差差ピピーーククがが生生じじるる。。		



22DD  NNOOEESSYY  ((mmiixx..  110000mmss))		22DD  TTOOCCSSYY  ((mmiixx..  4400mmss))		

5120* x 900* on DRX-600 at 303K 5120* x 500* on DRX-600 at 303K 

蛋蛋白白質質のの場場合合、、NNOOEE  交交差差ピピーーククはは

対対角角ピピーーククとと同同じじ正正符符号号		



ωI	

ωS	

ωI	ωS	

ωI	

ωS	

ωI	ωS	

負負のの  NNOOEE		 正正のの  NNOOEE		

l   高高分分子子量量		

l   化化学学交交換換		

l   構構造造交交換換		

l   ススピピンン拡拡散散		

l   低低分分子子量量		

l   柔柔軟軟なな構構造造のの部部位位		

11HH  @@  660000MMHHzz  のの場場合合、、ττcc  <<  00..33  nnss		



RROOEESSYY		
((RRoottaattiinngg--ffrraammee  OOvveerrhhaauusseerr  EEffffeecctt  SSppeeccttrroossccooppYY))		

xI 

yI 
-Iy 

zI 

tt11		
tt22		

x/y y 

空空間間ににおおけけるる磁磁化化のの交交換換		

　　NNOOEESSYY　　----  （（zz  方方向向にに揃揃っったた））縦縦磁磁化化		

　　RROOEESSYY　　----  （（xx  かか  yy  方方向向にに揃揃っったた））横横磁磁化化		

蛋蛋白白質質ななどどのの高高分分子子でではは、、横横緩緩和和がが速速いいののでで、、感感度度がが低低いい。。		

TTOOCCSSYY  とと比比べべてて、、ssppiinn--lloocckk  のの強強度度がが
弱弱いいだだけけ。。		



ωI	

ωS	

ωI	ωS	

ωI	

ωS	

ωI	ωS	

TTOOCCSSYY		

NNOOEESSYY（（高高分分子子））		

交交換換  ssppeeccttrroossccooppyy		

RROOEESSYY		

NNOOEESSYY（（低低分分子子））		

l   交交換換ピピーークク		

l   TTOOCCSSYY  ピピーークク　　　　　　　　　とと区区別別ででききるる。。		

l   ススピピンン拡拡散散		



22DD  RROOEESSYY		
((mmiixx..  220000  mmss))		

1mM 糖糖ペペププチチドド in CDCl3 

4096* x 600* on DRX-500 at 298K 

対対角角線線近近くくにに		
TTOOCCSSYY  ピピーーククがが
出出るるここととがが多多いい。。		
		
（（ススピピンンロロッッククがが
効効率率良良くく起起ここりり過過
ぎぎてて、、RROOEESSYY  効効
果果よよりりもも  TTOOCCSSYY  
効効果果のの方方がが勝勝っっ
ててししままううたためめ。。））		

1H 化学シフト (ppm)	
1 H

 化
学
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フ

ト
 (
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m
)	



Saturation transfer difference (STD) 法法 
飽飽和和移移動動差差ススペペククトトルル法法 
 
Transferred cross-saturation (TCS) 法法	 	 
転転移移交交差差飽飽和和法法	 	 



負負のの  NNOOEE  （（高高分子子全体にに、、ススピピンン拡拡散散にによよりり広広ががるる））		

SSTTDD  ((SSaattuurraattiioonn  TTrraannssffeerr  DDiiffffeerreennccee))  		
高高分分子子量量のの複複合合体体をを通通ししたた受受容容体体かかららリリガガンンドドへへのの負負のの  NNOOEE  のの伝伝播播		

遊遊離離ししててもも、、そそののリリガガンンドドにに負負のの  NNOOEE  がが
蓄蓄積積すするる（（強強度度がが落落ちちるる））		

ssaattuurraattiioonn		

kkoonn		

kkooffff		

受受容容体体かかららリリガガンンドドへへのの負負のの  NNOOEE  のの伝伝播播		



10～1,000 等量	

kkoonn		

kkooffff		

e.g. [protein (25-70 kDa)] : [ligand] = 0.5-5 µµM : 500 µµM		

（例 on 500MHz）	
50ms Gaussian-G3	
on 0.4 ppm for 3 sec	

methyl hump	



～～
		

reference	

saturated	

difference	

～～
		



kkoonn		

kkooffff		

kkooffff  >>>>  RR11  ((ffrreeee  lliiggaanndd))		

kkooffff		 相相互互作作用用		 観観測測すするる側側		

>>  11  HHzz		 弱弱いい		 リリガガンンドド		

<<  11  HHzz		 強強いい		 受受容容体体		

リリガガンンドド側側のの縦縦緩緩和和がが速速いい場場合合はは、、リリガガンンドドにに  ssaattuurraattiioonn  がが蓄蓄積積ししなないい		

KKdd  ：：1100--44～～1100--33  がが適適当当		

（（注注））感感度度をを上上げげよよううととししてて、、受受容容体体
のの比比率率をを多多くくしし過過ぎぎるるとと、、リリガガンンドドのの
磁磁化化がが飽飽和和しし過過ぎぎてて、、定定量量性性をを失失うう。。		



EEppiittooppee--mmaappppiinngg  ににおおいいてて受受容容体体ととのの接接触触部部位位にに近近いいとと勘勘違違いいししててししままううケケーースス		
		
１１））  リリガガンンドドのの中中でで  RR11  のの遅遅いい個個所所		
２２））  受受容容体体かかららのの  ssaattuurraattiioonn  のの転転移移がが効効率率良良くく起起ここるる個個所所		
３３））  相相互互作作用用ししたたリリガガンンドドのの中中でで分分子子内内のの  ssppiinn--ddiiffffuussiioonn  がが速速くく起起ここるる個個所所		

saturation 時間	

ピ
ー

ク
強

度
	

stdmax	

= stdmax (1-exp(-ksat tsat))	

SSaattuurraattiioonn  時時間間がが００とと仮仮定定ししたた時時のの曲曲線線のの傾傾きき==  ssttddmmaaxx  kkssaatt		

iinniittiiaall--ssllooppee  ををととるるとと、、
定定量量性性がが増増すす。。		



Satura�on	  transfer	  method	  飽飽和和転転移移法法	 	 

Cross Saturation 

-15N1H 
-C2H 

-C1H 
-N1H 

Donor Acceptor R.F.電電磁磁波波��

1155NN,,  22HH  でで標標識識		

CC--11HH  ののみみをを照照射射		

1155NN--11HH  をを検検出出		

CC--22HH  はは影影響響ななしし		

非非標標識識		

11HH  化化学学シシフフトト  ((ppppmm))		
44..77		 00..00		1100..00		
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Residue number	


experiment	

simulation 

CAD	
ICAD 

CAD-ICAD complex (1F2R.pdb)	
2D (15N, 1H) HSQC spectrum	


R.F. 

1155NN,,  22HH  でで標標識識ししたた蛋蛋白白質質ののアアミミドド基基ののううちち、、相相互互作作用用部部位位のの強強度度がが下下ががるる		



αααα	  

ββαα	   ααββ	  

ββββ	  

αααα	  

ββαα	  

ααββ	  

ββββ	  

Satura�on	  transfer	  （（定定常常状状態態  steady-‐state	  NOE））		
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2
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2

n+ da
2da

Donor	  側側のの  1H	  のの磁磁化化をを飽飽和和		

n+ da
2

da

da

dadd

dd

平平衡衡状状態態		



ボボルルツツママンン平平衡衡をを回回復復ささせせよよううととすするる  （（ccrroossss--rreellaaxxaattiioonn,,  交交差差緩緩和和））		

W2	  過過程程:	  ββββ	  →	  αααα	  
da	  増増加加	  

正正のの  NOE	  
（（flip-‐flip））	  

W0	  過過程程:	  ααββ  →	  ββαα	  
da	  減減少少	  

負負のの  NOE	  
（（ススピピンン拡拡散散,	  flip-‐flop））	  

運運動動性性がが高高いい場場合合（（低低分分子子））		 運運動動性性がが低低いい場場合合（（高高分分子子））		

ααα	  

ββαα	  

αββ	  

ββββ	  

n! da
2
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2
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2
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2
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2
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2
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2
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αα	  

ββαα	  
ααββ	  

ββββ	  

リガンド	   受容体	

αααα

受受容容体体側側をを飽飽和和		平平衡衡状状態態		

αααα	  

ββαα	  

ααββ	  

ββββ	  

da	  増増加加	  
正正のの  NOE	  
（（flip-‐flip））	  

da	  減減少少	  
負負のの  NOE	  

（（ススピピンン拡拡散散,	  flip-‐flop））	  

運運動動性性がが高高いい場場合合（（低低分分子子））		 運運動動性性がが低低いい場場合合（（高高分分子子））		

W0	  過過程程:	  ααββ  →	  ββαα	  W2	  過過程程:	  ββββ	  →	  αααα	  

da	  

da	  



負負のの  NNOOEE  （（高高分分子子にに観観らられれるる））（（正正ののピピーークク））		

WWaatteerrLLooggssyy::  高高分分子子量量のの複複合合体体をを通通ししたた、、水水かかららリリガガンンドドへへのの負負のの  NNOOEE  のの伝伝達達		

-OH	 

-NH	 

-OH	 

-NH	 

-NH	 

正正のの  NNOOEE  （（低低分分子子にに観観らられれるる））		

N

交交換換ピピーークク		
（（負負のの  NNOOEE  とと間間違違いい易易いい））		
（（RROOEE  版版ででもも正正ののピピーーククととななれればば交交換換ピピーークク））		

N---NHH

-O-OH

HHN---

HHO---O-

HHHHNN--NN



Dalvit, C. et al. (2001) J. Biomol. NMR 21, 349.	

11HH		

PPFFGG		

eePPHHOOGGSSYY		
水水だだけけをを選選択択的的にに  ±±zz  にに置置くく。。		

eexxcciittaattiioonn  ssccuullppttiinngg  ((wwaatteerrggaattee  もも可可））		
水水をを  ssuupppprreessss  すするる。。		

τm	



水水和和水水ととのの  NNOOEE  おおよよびび  eexxcchhaannggee  rreellaayyeedd  NNOOEE		

11HH22OO		

--OOHH		

--CCHH		

交交換換≅≅負負のの  NNOOEE		

正正のの  NNOOEE		

低低分分子子リリガガンンドド		

水水とと  ‒‒CCHH  ととのの間間はは、、正正のの  NNOOEE  （（負負ののピピーークク））ののよよううにに見見ええるる。。		

11HH22OO		

HHCC--		

正正のの  NNOOEE		

→→　　WWaatteerrLLooggssyy  のの正正ののピピーーククをを小小ささくくししててししままうう。。		



HSA	

1H22OO		

交換換（（≅≅負負のの  NNOOEE））		
正正の  NOE		

1H

交

[Trp]	

ピ
ー

ク
強

度
	

Dalvit, C. et al. (2001) J. Biomol. NMR 21, 349.	

0	
蛋蛋白白質質無無しし（（負負ののピピーークク））		

蛋蛋白白質質無無ししをを差差しし引引いいたた結結果果		

蛋蛋白白質質有有りり（（正正ののピピーーククだだがが、、だだんんだだんんとと下下降降））		

直直線線のの場場合合、、リリガガンンドドのの凝凝集集ななしし		



HHaa		

Ha	  とと  Hb	  のの間間にに負負のの	  NOE	  がが速速くく育育つつ。。		

HHbb		

HHaa		

HHbb		

Ha	  とと  Hb	  のの間間のの正正のの	  NOE	  ははほほんんのの少少しし。。		

ωτc	

N
O

E
	

0	
1.12	

11HH  @@  660000MMHHzz  のの場場合合、、ττc  ≅≅  00..33  nnss		

TTrraannssffeerrrreedd  NNOOEE		

速速いい交交換換	  
（（弱弱いい相相互互作作用用））		

感感度度のの良良いい遊遊離離状状態態のの方方をを観観測測すするる。。		

[protein]:[ligand] = 1:10 ~ 1:30		



Cross-correlated relaxation rates between HN and CααHαα	
	

（（交交差差相相関関磁磁気気緩緩和和速速度度））		

reference cross-correlated 1H	  

15N	  13Cαα	
	
 13Co	
	


1Hαα	
	


ψ	
 ω	


Ir      K[exp(-ΓΓT) + exp(ΓΓT)]      cosh(ΓΓT) 

Ic      K[exp(-ΓΓT) - exp(ΓΓT)]      -sinh(ΓΓT) 

ΓΓ ~ (3cos2θθ–1)/2 * Ja(0) 

If (ωω = 180), then 
cosθθ = 0.163 + 0.819 cos(ψψ-119) 

---- = ----------------------------- = -------------- =  -tanh(ΓΓT) 



受受容容体体		
（（ii..ee..,,  GGPPCCRR））		

Transferred cross-correlated relaxation 
（（転転移移交交差差相相関関磁磁気気緩緩和和））		

mmiicceellllee		
mmiinnii--bbiicceellllee		

速速いい交交換換 NN		

HH		

HH		
CC		

NN		

HH		

HH		
CC		

θθ  ((複複合合体体))	
	


θθ  ((単単量量体体))	
	


ΓΓ　　（（単単量量体体））　　<<<<　　  ΓΓ　　（（複複合合体体））		

リリガガンンドド		
((ii..ee..,,  ホホルルモモンンペペププチチドド))		

検検出出側側 

多多量量にに存存在在すするるリリガガンンドド側側ののピピーーククをを検検出出すするる。。ししかかしし、、そそれれはは結結合合状状態態ででののリリガガンンドドのの
構構造造をを反反映映ししてていいるる。。		

ももしし相相互互作作用用ししてていいれればば、、二二次次構構造造特特有有ののθθがが観観測測さされれるる。。		



INPHARMA  
高高分分子子量量のの受受容容体体をを中中継継ししたた２２種種類類ののリリガガンンドドのの間間のの負負のの  NNOOEE  のの伝伝達達		

Haa	 	 

Ht	 

H

Ht

Ht	 	 Ht

HHbb	 	 

HHa	 

Hb	 	 

Ha	  とと  Hb	  のの間間にに負負のの	  NOE	  のの
交交差差ピピーークク（（正正））がが観観らられれるる。。		

a

Hb

Ha	  とと  Hb	  がが空空間間的的にに近近くく
ににああるるわわけけででははなないい		

Sanchez-Pedregal, V. et al. (2005) Angew.Chem.Int.Ed. 44, 4172.	



Paramagnetic relaxation enhancement 法法	 	 
常常磁磁性性緩緩和和促促進進法法	 	 

常磁性金属	常

・・　　金金属属周周りりのの緩緩和和がが速速くくななるる（（常常磁磁性性緩緩和和））		
・・　　方方向向とと距距離離にに応応じじてて化化学学シシフフトトががずずれれるる（（ppsseeuuddoo--ccoonnttaacctt--sshhiifftt））		
		
　　　　（（相相互互作作用用がが強強いい場場合合））		
・・　　受受容容体体ももいいっっししょょにに磁磁場場配配向向すするる。。		



Lanthanide ions ラランンタタノノイイドド金金属属		

44dd	 	 

f-block transition elements 

55ss	 	 

55pp	 	 

66ss	 	 

44ff	 	 

            4f 5d 6s 
57 La   0   1  2 
58 Ce   1   1  2 
59 Pr   3   0  2 
60 Nd   4   0  2 
61 Pm   5   0  2 
62 Sm   6   0  2 
63 Eu   7   0  2 
64 Gd   7   1  2 
65 Tb   9   0  2 
66 Dy  10  0  2 
67 Ho  11  0  2 
68 Eu  12  0  2 
69 Tm  13  0  2 
70 Yb  14  0  2 
71 Lu  14  1  2 

44ff	 	 

44ff	 	 

44ff	 	 Yb3+ 

Eu2+ , Gd3+ 

no PCS 



N	  

S	  

µµ1	  

µ2	  

θθ	  
!!µ1µ2

r3
3cos2! "1( )

電電子子ススピピンン  µµ11　　　　　　にによよりり生生じじたた双双極極子子磁磁場場　　　　　　　　　によよりり		
核核ススピピンン  µµ22　　　　　　　　　　が影響を受けるる。。		

µ2

に
影響を受け

核核ススピピンンのの横横緩緩和和ににももっっとともも	  
影影響響をを与与ええるる双双極極子子磁磁場場		

分分子子のの回回転転にによよりり、、双双極極子子磁磁場場のの向向ききとと大大ききささがが変変化化すするる。。	  

分分子子のの回回転転にに応応じじてて、、電電子子ススピピンンのの大大ききささままでで変変わわるる場場合合はは、、核核のの化化学学シシフフトトのの平平均均値値もも変変わわるる（（ppsseeuuddoo--ccoonnttaacctt--sshhiifftt））。。		
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11HH--１１５５NN  HHSSQQCC　　相相関関ススペペククトトルル		

静静磁磁場場		
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リリガガンンドド		

化化学学シシフフトト摂摂動動法法		
CChheemmiiccaall  sshhiifftt  ppeerrttuurrbbaattiioonn  eexxppeerriimmeenntt		

蛋蛋白白質質（（観観測測対対象象））		

接接触触領領域域のの磁磁気気的的環環境境ががリリガガンンドドのの結結合合にによよりり変変化化		

→→　　化化学学シシフフトト（（共共鳴鳴））値値がが変変化化		



1H-１５N HSQC　スペクトル	

赤色：0 

橙色：0.6 

水色：1.2 

紫色：2 

青色：6.5 

Hex の当量数　	

可可溶溶性性六六単単糖糖キキチチンンととキキチチナナーーゼゼととのの相相互互作作用用のの解解析析		

1H　　化化学学シシフフトト　　（（ｐｐｐｐｍｍ））		
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Kd ~ 1.57 mM  

化化学学シシフフトト（（共共鳴鳴））値値のの変変化化ししたた残残基基をを立立体体構構造造上上にに表表示示		
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Fawzi, N. et al. (2011) Nature 480, 268.	

Dark-state exchange saturation transfer (DEST)		

巨巨大大ななアアミミロロイイドドとと、、そそのの要要素素ででああるる単単量量体体ののどどのの領領域域がが相相互互作作用用ししてていいるるののかかをを観観るる。。		



1155NN  磁磁化化（（横横磁磁化化））		 単単量量体体		 複複合合体体		

TT22  緩緩和和		 遅遅いい（（22  //sseecc））		 速速いい（（2200,,000000  //sseecc））		

1155NN  周周波波数数オオフフセセッットト　　（（kkHHzz））		

ピピ
ーー

クク
強強

度度
		

1155NN  周周波波数数オオフフセセッットト		

1155NN  ススピピンンロロッックク強強度度		



Fenwick, R.B. et al. (2011) J.Am.Chem.Soc. 133, 10336.	

Ensemble refinement for native proteins using a single alignment tensor (ERNST)		

蛋蛋白白質質内内のの動動ききががおお互互いいににどどののよよううにに相相関関しし合合っってていいるるののかかをを調調べべるる。。		

allosteric 効果	
effector 分子	

基質分子	

？？		



eennsseemmbbllee  MMDD  ssiimmuullaattiioonnss  ooff  uubbiiqquuiittiinn    ((CCHHAARRMMMM2277))		

++  22666633  NNOOEE		
++  11997711  NNHH--RRDDCC  ((3366  種種類類のの配配向向剤剤))		
++  eexxpplliicciitt  wwaatteerrss		

664400  個個のの  EERRNNSSTT  構構造造をを得得、、ここれれをを基基にに相相関関ししたた動動ききががなないいかかをを調調べべたた。。		

ここれれららのの構構造造アアンンササンンブブルルはは、、どどのの過過去去のの構構造造よよりりもも良良くく、、		
CCCCRRNNHH--NNHH,,  CCCCRRNNHH--CCaaHHaa,,  

33hhJJNNCC''  のの実実験験値値をを再再現現ででききたた。。		
		
CCCCRR  はは  RRDDCC  とと同同じじくく、、ササブブミミリリ秒秒程程度度のの動動ききをを平平均均化化ししたた結結果果をを反反映映ししてていいるる。。		
		
RRDDCC  をを除除いいてて計計算算ししたたアアンンササンンブブルルでではは、、長長距距離離のの相相関関ししたた動動ききはは全全くく見見らられれなな
かかっったた。。		

Fenwick, R.B. et al. (2011) J.Am.Chem.Soc. 133, 10336.	
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