
図1  アルブミンの結晶構造 

（ Protein Data Bankより） 
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【序】 

近年、タンパク質は食品の分野だけでなく、様々な機能を持つ

ことから医療や新規機能性材料開発など幅広い分野で活用され

ている。タンパク質の構造や機能には水和している水分子が大き

く影響しており、タンパク質を解析するためには水和水の状態を

知る必要がある。しかし、軽水では水分子の運動性の解析が困難

であるため、当研究室では 2H NMRを用いてタンパク質結晶中

の水分子の運動状態や温度による運動性の変化を調べてきた。 

その１つに、牛血清アルブミン結晶中に運動状態の異なる水分子があることを明らかにしてきた。 

そこで本研究では、タンパク質分子に近接している水分子の運動だけを選択的に見るため、タ

ンパク質内の軽水素と水分子の重水素との双極子相互作用を利用する交差分極法によって 1H-2H

間の磁化移動を利用した 2H NMR測定法の温度変化測定を行った。この手法で得られたスペクト

ルを用いて、アルブミン分子と近接した局所的な水分子の各温度におけるダイナミクスのシミュ

レーション解析を行った。 

 

【実験】 

測定試料は水和水を重水置換した牛血清アルブミン結晶で行った。固体NMRの測定には JEOL 

ECA-300を用いた。2Hの共鳴周波数は 45.28 MHz、1Hの共鳴周波数は 294.98 MHzで測定し

た。磁化の励起には 1H-2H 間の磁化移動を利用した交差分極法[1]を用いた。また、前述の方法で

得られた NMRスペクトルの線形を比較するため、磁化の励起に 90°パルス法を用いた場合の 2H 

NMR測定を行った。なお、2Hの観測のために四極子エコー法[2]を両方の励起法に対して用いた。 

 

【結果と考察】 

解析にあたって、タンパク質結晶中の水分子の運動状態を、静止状態、2 回軸回りの振動を伴

った 180°フリップ、回転運動の 3種類を用いてスペクトル解析を行った。(図 2参照) 

 

図 2  水分子の運動状態のモデルとその状態

のシミュレーションスペクトル。左から順に

静止状態、180°フリップ、回転運動をそれぞ

れ図示している。 

 

図 3に 90°パルス法を用いた場合を、また図 4では交差分極法を用いた時の各温度に対する 

実測スペクトル(実線)とシミュレーションスペクトル(破線)の解析結果を示した。実測スペクトル

は 3種の運動状態のスペクトルの足し合わせにより、シミュレーション解析ができた。 



90°パルス法は直接全ての 2H を励起させる

方法である。一方で交差分極法は 1H 核と 2H

核の双極子-双極子相互作用を利用して 1H の

磁化を 2H に移し換え、間接的に 2H の磁化を

励起させる方法である。つまり、前者ではアル

ブミン結晶中の全ての 2Hの運動状態を見てい

ることに対し、今回用いた後者ではアルブミン

分子内の 1H に近接した 2H の運動性を抜き出

して観測している。 

図 5，図 6に 2つの測定法におけるシミュ 

レーションで得られた各運動状態の面積強度

比の温度変化を示した。まず図 5 から、温度低下により回転運動の強度比は大幅に減少し、対照

的に、より低温ほど静止状態の強度比は増加した。これより 90°パルス法では、降温に伴って回

転運動の大部分が静止状態に移ったと考えられる。次に図 6 では、低温においても 3 種の状態の

強度比に大きな変化が見られなかった。このことから、90°パルス法で強度比が増加した静止状態

は、交差分極法からはその増加が見られなかったため、増加した静止状態は 1H から遠いところ

にあると考えられる。一般に、互いに静止している 1Hと 2Hの方が双極子相互作用が大きいため、

運動性の低い 2Hの方が交差分極法で 1Hからの磁化が移動しやすい。しかし、温度低下にも関わ

らず 3種の強度比の変化がほとんどないことから、1Hの周りにある水分子の状態の割合は変化し

ないことが考えられる。以上の点から、回転運動から静止状態への凍結の多くがアルブミン分子

から遠いところで起こっており、またアルブミン分子の 1H の周囲では、温度低下に伴った運動

状態の割合の変化が起こりにくい。その原因を、タンパク質の周りに不凍水があるため、1Hの周

囲にある速い回転運動が静止状態へ凍結しにくいからではないかと考察した。このように、アル

ブミン分子内の 1Hに近接した 2Hの運動性だけを抜き出して解析することができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 90°パルス法の面積強度比の温度変化       図 6 交差分極法の面積強度比の温度変化 

（●＝静止状態、■＝180°フリップ、▲＝回転運動）面積強度比は 2 つの測定法とも、その温度における 3 種の

運動状態の面積強度の総和を 1とした。 
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