
2014年度 分子機能化学特論 第５回目 ５月２日

１．多核多次元ＮＭＲによる生体関連物質の分子構造解析

担当：生物応用化学専攻 前田史郎

【授業の目標】
化学・生化学の分野で広く用いられているＮＭＲ法の原理と，タン

パク質およびその生体関連物質との分子間相互作用を解明するのに用

いられている各種ＮＭＲ法を理解する．
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【授業の内容（進展度合等）】
１．ＮＭＲの発展史 －どのように発展し，何を知ることができるか－

２．ＮＭＲの原理と装置 －量子力学的な基礎と測定装置のしくみ－

３．２次元ＮＭＲの原理と応用 －COSY，J－分解，NOESYなど－

４．多核２次元ＮＭＲの原理と応用 －HETCOR(CH-COSY)など－

５．インバース法の原理と応用 －HSQC，HMQC，HMBCなど－

６．多核多次元ＮＭＲによる生体関連物質の分子構造解析

７．固体高分解能ＮＭＲの基礎およびその高分子化合物の物性評価への応用

55月月2121日日
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Assign.     Shift(ppm)
A             2.36
B             2.094
C             1.96
D             1.848
E             1.68
F             1.37
G             1.37
J             0.961
K             0.915
L             0.838

THE SHIFT VALUES WERE OBTAINED 
AT 400MHZ.
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Eidgenössische
Technische
Hochschule (Swiss 
Federal Institute of 
Technology) 
Zürich, Switzerland

1938 -

「生体高分子の同定および構造解析のための手法の開発」

"for the development of methods for identification and structure
analyses of biological macromolecules“

「溶液中の生体高分子の立体構造決定のためのNMRの開発」

"for his development of nuclear magnetic resonance 
spectroscopy for determining the three-dimensional structure of 
biological macromolecules in solution"

2002年度ノーベル化学賞

Kurt Wüthrich（クルト・ビュートリッヒ）

•• 19861986年年

NMRNMRを用いたを用いた

タンパク質の構造決定タンパク質の構造決定

The Nobel Prize in Chemistry 2002

NMRを用いたタンパク質の高次構造決定法
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ウシ・プリオンのNMR構造

F.L.García, R. Zahn, R.Riek, and K.Wüthrich (2000). 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(15), 8334-8339

R.Zahn, A.Liu, T.Lührs, R.Riek, C.Schroetter, F.L. Garcia, 
M.Billeter, L.Calzolai, G.Wider, K.Wüthrich (2000). 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(1), 145-150. 

ヒト・プリオンのNMR構造

NMRによって決定されたプリオンの３次元構造
α－へリックス構造：緑色またはオレンジ色

β－シート構造：水色

C末端ドメインの不規則な二次構造：黄色

フレキシブルな「しっぽ」：黄色の点線 14
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文科省タンパク質
関連プロジェクト紹
介パンフレットより

19

（１）Ｘ線結晶構造解析

タンパク質結晶のＸ線回折パターンを解析する．

タンパク質の構造を調べる方法
文科省タンパク質
関連プロジェクト紹
介パンフレットより

20
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（２）ＮＭＲ（核磁気共鳴）

タンパク質試料を強い磁場中に置き，電磁波をあてて得られる
原子核からの信号を解析する．

文科省タンパク質
関連プロジェクト紹
介パンフレットより
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23

タンパク質におけるアミノ酸の１次配列を決定するための連鎖帰属法

24

文科省タンパク質
関連プロジェクト紹
介パンフレットより
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5月22日

Wüthrich教授のノーベル賞受賞講演 26

5月22日

(1)連鎖帰属法を用いて1H信号を帰属する．

(2)NOESY測定を行って，原子核間距離の制限情報を得る．

(3)ディスタンス・ジオメトリ(DG)を用いて３次元構造を得る．

(4)エネルギ－が最小となる最安定構造を得る．

27

Wüthrichの業績

(1)多次元NMRを用いた連鎖帰属法の確立

NMRの素晴らしい特徴の１つは，分子の中の１つ１つの水

素原子からの信号を区別できることにある．しかし，タンパ
ク質は数千個もの水素原子を含むので，どの信号がどの原子
によるものであるかを帰属することは困難であった．
Wüthrichは個々の信号をそれぞれの水素原子に帰属する系統
的な方法を確立した．その方法は，３種類の核種（1H，13C，
15N）に対する３次元NMRを組み合わせて１つ１つのアミノ

酸残基の信号を順番に帰属することである，

Wüthrich の方法を用いて，水溶液中のタンパク質分子の３次
元構造をNMRによって決定することが出来るようになった．
Wüthrichの発見によって，タンパク質の自然な環境中での，す

なわち細胞の中で水に取り囲まれている環境での構造を知るの
にNMRを用いることが出来るようになった．

28

核オーバーハウザー効果(NOE)

核オーバーハウザー効果(NOE)
とは，空間的に近い距離にある原
子対の片方の原子核にラジオ波を
照射すると，他方の原子核の信号
が大きくなることである．NOEは
原子核間距離をrとすると1/r6に比

例している．

右の図はNOESYと呼ばれる２次
元NMRスペクトルである.空間的に

近い位置にある原子核の間に，交
差ピークが現れる．

交差ピークの強度は，NOE効果の

大きさを表わしており，空間的に近
いほど信号強度が大きい．したがっ
て，信号強度から原子核間距離情
報を得ることができる．
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(2) 立体構造決定のNOE-DG法の開発

Wüthrichは，多数の水素原子核間距離を決定することにより，
タンパク質分子の3次元構造を計算することを可能にした．それ

は，ある建物の中の多数の距離を知ることによって，建物の絵を
描くことが出来るようなものである．ディスタンス－ジオメトリ
(DG)法は，２点間の距離情報を各点の位置ベクトル情報に変換

するアルゴリズムである．

NOEによる距離制限情報を抑制条件として分子動力学計算

によるエネルギー最適化を行うことにより、分子の３次元構造を
決定することができる。 30

(3) 高分子量のタンパク質に対するNMR法（TROSY)の開発

NMR構造解析法の最大の弱点は，緩和時間が短い大きなタンパク

質では線幅が広くなるために分解能が低下し，信号の分離が悪くなる
ことである．NMRで決定されたタンパク質構造も多くはアミノ酸残基数
100前後の小さなタンパク質であった．分子量50kDaを越える大きなタ
ンパク質に対してはNMR構造解析法を適用できなかった．

Wüthrichは，最近，超高磁場NMR（1H共鳴周波数で800MHz，
磁場強度で19T以上）に適した方法であるTROSY(transverse
relaxation-optimized spectroscopy)を考案し，100kDa以上の大き
なタンパク質にもNMR構造解析法が適用できるようになった．

分子量の大きな分子では，核磁気緩和を支配するのは，①磁気
双極子相互作用と，②化学シフト異方性である．超高磁場では，
化学シフト異方性が非常に大きくなるために，緩和時間が短くな
り，線幅が広くなる．TROSYは，これら2つの相互作用を相殺す

ることによって緩和時間を長くし，線幅を狭くする方法である．

31

双極子相互作用と化学シフト異方性の相殺によって抑制された

T2緩和は，非常に大きな生体高分子の溶液中でのNMR構造へ

の道筋を示している．

32TROSYタイプの1H-15N化学シフト相関2次元NMRのパルス系列
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図2．15N-1Hスピン系の相関スペクトル．
(a)は広帯域デカップリングを行った場合

であり，信号は１本だけである．

(b)はデカップリングを行わない場合であ

り，スピン－スピン相互作用によって信号
は４本に分かれる．

(c)はTROSYタイプのシフト相関2次元
NMR(COSY)スペクトルであり．(b)で見ら

れる４本の信号のうち１本だけが観測され
る．

3434

図3. 図2の等高線プロットス

ペクトルのある方向での断面．
例えば，

右下は図2 (c)の（c2）方向の

断面スペクトルであり，

線幅が狭いことが分かる．
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TROSYタイプの2次元NMRスペクトルの線幅の磁場依存性

1H共鳴周波数1GHz（約24T)のときに線幅が最小となる．
36

○溶液中での運動性の低下→NMR信号の速い減衰→低いS/N

○多数のシグナル→NMRスペクトルでの信号の重なり

分子量の増大にともなう問題
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2H(D)同位体標識 1H→2H(D)

交差ピークの減少

スピン拡散の抑制

緩和の抑制→S/Nの改善・分解能向上
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タンパク質の構造解析では、スピン結合を利用するために、13C
および15Nでフルラベルした試料が必要となる。

タンパク質のNMRにおけるシグナル帰属の手順

天然存在比

1H:100%
１３C:1.1%
15N：0.37%

42

種々の３次元NMR法

43

Hαからスタートする
HNで終わる

44

5月22日

直接結合している

Ｈ－Ｎ－ＣＯ

の間だけに交差ピーク
が現れる．

HMQC

HN→15N(t1)→13CO(t2)→15N→HN(t3)
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（スライスしたアミドN
と同一残基内のHN）

（スライスしたアミドN
の隣の残基のCO）

着目したアミノ酸残基のアミド15Nシグナル

アミノ酸残基１つあたり１つのアミドNHシグナルがある。

HN→15N(t1)→13CO(t2)→15N→HN(t3)
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（同一残基内および隣の残基のCα）

（スライスしたアミドN
と同一残基内のHN）

Hα →13Cα(t１)→15N(t2) →HN(t3)

47

（隣の残基のCα）

（スライスしたアミドN
と同一残基内のHN）

48

（同一残基内および隣の
残基のCαおよびCβ）

（スライスしたアミドN
と同一残基内のHN）

同一残基内のCα・Cβ隣の残基のCα・Cβ
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（隣の残基のCαおよびCβ）

（スライスしたアミドN
と同一残基内のHN）
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N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H

・・HSQCHSQC測定でアミド結合の測定でアミド結合の 11H H とと 1515N N ピークを帰属するピークを帰属する

タンパク質中のそれぞれのアミド基が２Dスペ
クトルに１つの1HN-15N相関ピークを与える.  
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○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関

N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H

あるアミノ酸残基 隣のアミノ酸残基
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○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関

N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H

あるアミノ酸残基 隣のアミノ酸残基



53

N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H

○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関
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○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関

N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H
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○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関

N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H
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N
Cα

C’
N

Cα
C’

H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3

N

H

○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関



57

○残基内および残基間の相関シグナルの帰属

3D TOCSY-HSQC(intra)

3D HCC(CO)NH-TOCSY(intra)

3D CBCA(CO)NH(inter)

3D CBCANH(intra)

2D HSQC(intra)

intra:残基内相関
inter:残基間相関

N
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C’
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H O

H OH CH3

HCH
CH3CH3
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5月22日

CBCA(CO)NH

CBCANH
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i i i
i+1

i+1

i+1

i+1

i+2

i+2

i+1

i+1

i-1i-1i-1

i-1 i-1 i-1

i-2i-2i-2

i-3

i-3 CBCANH
残基内のシグ
ナルCα(i)と
Cβ(i)は強い．

隣の残基のシ
グナルCα(i-1)と
Cβ(i-1)は弱い．

グリシンにはCβはない

NHと隣の残基のCαとCβ NHと残基内および隣の残基のCαとCβ

i

i+1 i+2i-1
i-2：残基内相関

：残基間相関
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5月22日

ロイシン アラニン トレオニン トレオニン バリン トレオニン グリシン

601
Cβ

601
Cα600

Cα

600
Cβ

602
Cα

602
Cβ

CH3

隣の残基のCαとCβ

残基内および隣の残基の
CαとCβ

603
Cα

603
Cβ

605
Cα

604
Cα

604
Cβ

605
Cβ

606
Cα

グリシンにはCβはない

L:-CH2-CH(CH3)2, T:-CH(OH)CH3, A:-CH3, V:-CH(CH3)2, G:-H
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Tyr19

Tyr19

Glu20

Glu20

Arg21

Arg21

Leu22

Leu22

Arg23

Arg23

6262

6363

5月22日

6464

5月22日
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5月22日

6666

5月22日

6767

5月22日

6868

5月22日
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5月22日

CBCA(CO)NH

CBCANH

7070

5月22日

7171

5月22日

7272

5月22日
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5月22日

ロイシン アラニン トレオニン トレオニン バリン トレオニン グリシン

601
Cβ

601
Cα600

Cα

600
Cβ

602
Cα

602
Cβ

CH3

隣の残基のCαとCβ

残基内および隣の残基の
CαとCβ

603
Cα

603
Cβ

605
Cα

604
Cα

604
Cβ

605
Cβ

606
Cα

グリシンにはCβはない

L:-CH2-CH(CH3)2, T:-CH(OH)CH3, A:-CH3, V:-CH(CH3)2, G:-H

５月２日 学生番号 氏名

（１） CBCANHスペクトルとCBCA(CO)NHスペクトルの1H-13C
スライスを特定のアミノ酸残基のアミドプロトンの化学シフト位置
で切り取って並べた短冊状のスペクトルが６枚ある。左側が
CBCA(CO)NH，右側がCBCANHである。

A，G，L，T1～T3，Vの６個のアミノ酸残基の１次元配列を決定

せよ（連鎖帰属せよ）。


