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はじめに

• 核磁気共鳴(NMR)法は原子1個の分離能を有する．
いくつかのNMR実験を組み合わせることにより，低分
子のNMRシグナルの帰属を比較的容易に行うことが
できるようになってきている．

• NMRシグナルの帰属が完了したのち，次のステップと
して，分子のダイナミクス(運動性)の解析を行うという
道がある．弊社はダイナミクスの解析を行うソフトウェ
アDynamics Centerを開発した．これを用いて，緩
和時間および拡散係数の解析を簡便に行えるように
なった．

• タンパク質では，15NのT1，T2緩和時間および異種核
間NOE実験からオーダーパラメータを，また，横緩和
分散法から交換速度を求める．Dynamics Center
の中のProtein Dynamicsというツールを用いてタン
パク質のダイナミクスの解析を行えるようになった．
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本Webinarの内容

• 緩和時間と拡散係数のNMR実験のイントロダクション

• ソフトウェアDynamics Centerの機能の説明

• T1緩和時間の解析

• 拡散係数の解析

• タンパク質のダイナミクス解析のイントロダクション

• タンパク質のダイナミクス解析
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単一の周波数をもつ電磁波: パルス
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T1緩和時間

• 縦緩和時間とも言う．

• 縦緩和またはスピン-格子緩和とよばれる時定数．

• 熱平衡状態にあるスピン系に，180度パルスにより反転させた後，熱平衡状態(静磁場

方向)に向かって回復する過程．

• 積算の繰り返し時間の参考になる．

• 教科書的に，磁化が完全に回復するには，待ち時間=T1の5倍以上 (90度パルスのとき)

待ち時間=T1の2.5倍以上 (30度パルスのとき)
• 分子内の運動性を議論できるようになる．

• 生体高分子と低分子の相互作用解析に用いられる．
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T2緩和時間

• 横緩和時間とも言う．

• 横緩和またはスピン-スピン緩和とよばれる時定数．

• 磁化ベクトルの横軸成分が指数関数的に減衰して，熱平衡状態に近づいていく過程．

• シグナルの線幅・線形に関与する．

• FIDの取り込み時間はT2を参考にする．

• 低分子の場合，T2≒T1となる．
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• 拡散係数を求める．

• NMRチューブにおいて，鉛直方向の運動性を議論できる．

• 分子が伸びているか，または，丸まっているか

• 混合物の場合，拡散係数の違いにより，シグナルを分離できる．

拡散係数 Diffusion-Ordered SpectroscopY (DOSY)
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Inversion Recovery法

pulprog： t1ir 

シグナル強度:
ࡵ ࣎ ൌ ሾࡵ െ ࢞ࢋ െ ࢚

ࢀ
ሿ

T1緩和時間測定

• -z方向へ反転された磁化の熱平衡状態へ回復する時間がシグナルごとに異なる．
• シグナルごとに(原子レベルの分解能で)T1緩和時間の解析ができる．
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（VDリストの作成方法は巻末に添付しました)

Impossibile v isualizzare l'immagine.
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ࡵ ࣎ ൌ ࢞ࢋሻ࢚ࣇ࢙࣊ࢉሾሺࡵ െ ࢚
ࢀ

ሿ

T2緩和時間測定
CPMG法

pulprog： cpmg

• (d20 – p2 – d20)配列の回数によって，シグナルごとに減衰が異なる．
• シグナルごとに(原子レベルの分解能で) T2緩和時間の解析ができる．

180°90° 180° 180°

FID
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∆が非常に短いとき，分子は同じ平面に存在するので，
シグナル強度はほとんど減少しない．

拡散係数 Diffusion-Ordered SpectroscopY (DOSY)
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⑤

∆が長いとき，分子は別の平面に移動する．
シグナル強度は減少する．

DOSY - 拡散時間∆を長くする
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分子(拡散係数)の違いにより，シグナル強度の減少が異なる．

DOSY – シグナル強度の違い
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グラジェントパルスを強くすると，各平面における回転が速くなるために，
上下方向の運動の変化に対して敏感になる．

DOSY – グラジェントパルス(磁場勾配)の強度

シグナル強度の減少
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Diffusion-Ordered SpectroscopY (DOSY)

I ൌ	I0expሺ–ሺγGδሻ2ሼΔ–δ/3ሽ	D ሻ

δ: グラジェントパルスの長さ

G: グラジェント強度

∆: 拡散時間

D: 拡散係数

化学シフト(ppm)

逆ラプラス変換
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ソフトウェアDynamics Center 2.3の機能
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• General Dynamics Method Center

• T1, T2緩和時間

• 拡散係数

• 固体NMR関連

• Protein Dynamics (別途ライセンスが必要)

• 15N T1, T2緩和時間

• 1H-15N 異種核間NOE

• タンパク質のダイナミクスのモデリング

• T1ρ

• Rex (緩和分散)



実際の手順

• T1

• DOSY
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実際の手順 – T1

• 標準パラメータセット: PROTONT1

• VDリストの作成とその行数をTD1に入力する．

• レシーバゲインを調べて，積算を開始する．rga, zg

• F2方向のフーリエ変換，位相補正とベースライン補正．xf2, phase, abs2.

• 自動測定用のソフトウェアIconNMRを用いて測定が可能．
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TopSpin → Analyse → Dynamics →
Prepare for Dynamics Center
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TopSpin 3.2 pl-7またはTopSpin 3.5以降のバージョンで， TopSpinとDynamics Centerの連携が強化されました．



Auto Process - F2方向のフーリエ変換，位相補正
を行っていない場合
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Manual Peak Picking – 解析するシグナルの選択
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Manual Peak Picking – 解析するシグナルの選択
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Manual Peak Picking – ピークピッキングの保存
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Manual Peak Picking – Dynamics Centerの起動
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Dynamics Center -
TopSpinでピークピッキングしたシグナルが解析された
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1Dスペクトル

カーソル位置の
T1緩和曲線のフィッティング



Dynamics Center – Reportボタンで報告書の作成
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1Dスペクトル

カーソル位置の
T1緩和曲線のフィッティング



Dynamics Center – T1値の一覧
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Dynamics Center – T1緩和曲線

Impossibile v isualizzare l'immagine. Impossibile v isualizzare l'immagine.

31



T1を用いた蛋白質と低分子の相互作用解析

TrpとLysの混合物 TrpとLysの混合物に蛋白質(BSA)を加えた

Trp Trp

Lys

Lys
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T1値はほとんど変わらない
↓

蛋白質に結合していない

T1値が小さくなった
↓

蛋白質に結合している



実際の手順 – DOSY

• 標準パラメータセット: DOSY

• レシーバゲインを調べて，積算を開始する．rga, dosy

• F2方向のフーリエ変換，位相補正とベースライン補正．xf2, phase, abs2.

• 自動測定用のソフトウェアIconNMRを用いて測定が可能．

• T1の手順と似ている．
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TopSpin → Analyse → Dynamics →
Prepare for Dynamics Center
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TopSpin 3.2 pl-7またはTopSpin 3.5以降のバージョンで， TopSpinとDynamics Centerの連携が強化されました．



Auto Process - F2方向のフーリエ変換，位相補正
を行っていない場合
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Manual Peak Picking – 解析するシグナルの選択
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Manual Peak Picking – 解析するシグナルの選択
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Manual Peak Picking – 解析するシグナルの保存
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Manual Peak Picking – Dynamics Centerの起動
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Dynamics Center – TopSpinでピークピッキング
したシグナルの拡散係数が解析された
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1Dスペクトル

カーソル位置の拡散係数の
フィッティング

2D DOSYスペクトル



Dynamics Center – Reportボタンで報告書の作成
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Dynamics Center – Reportボタンで報告書の作成
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はじめに - NMRによるタンパク質のダイナミクス解析

PDB : 2BMI

タンパク質の構造上の揺らぎや動的な性質を調べる上でNMRは最も有力な手法である．

ダイナミックな領域

• タンパク質のダイナミックな性質を理解することは，
例えば酵素と基質の結合や，タンパク質-タンパク質
相互作用などの解析において重要である．

• タンパク質は溶液中において構造の揺らぎを持つこ
とが多い．
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タンパク質には様々なタイムスケールのダイナミクスが存在し，
それらを解析するためのNMR法が開発されてる．

はじめに – ダイナミクスのタイムスケールとNMR法

ps ns s ms sTime

分子の回転

内部の局所的な運動

化学交換(構造変化)

拡散

T1，T2，NOE T1, CPMG ZZ exchange etc.

速い領域(ピコ-ナノ秒) 遅い領域(マイクロ-数秒)

解析のためのNMR法
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本webinarの内容

• 15N T1，T2緩和と 1H-15N 異種核間NOE (hetero NOE) の測定．

• 主鎖アミドのダイナミクスの解析 (モデルフリー解析)．

主鎖アミドの速いタイムスケール(ピコ-ナノ秒)のダイナミクスの解析．
例えば，あるアミノ酸残基がタンパク質の溶液構造中において
どの程度揺らいでいるか，といった情報を反映している．

• Dynamics Center のProtein Dynamicsを使った実際の解析手順．
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測定に必要なサンプルとハードウェア

• 15N標識したタンパク質と二重共鳴用のNMR分光計．

• 13C，15N標識したタンパク質と三重共鳴用のNMR分光計．

• 磁場を変えて測定するとより良い結果が得られる．

タンパク質の主鎖アミドの緩和測定に必要なサンプルとハードウェア．
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15N T1 : hsqct1etf3gpsi3d (HSQCT1ETF3GPSI3D)
15N T2 : hsqct2etf3gpsi3d (HSQCT2ETF3GPSI3D)
Hetero NOE : hsqcnoef3gpsi3d (HSQCNOEF3GPSI (interleave 2D版))

TopSpin標準装備のpseudo 3Dのパルスプログラム
とパラメータセット

パルスプログラムとパラメータセット

簡単なセットアップ手順 : • パラメータセットを読み込む．

• “getprosol“でパルス長とパルスパワーを設定．

• 必要に応じてd1を長くする(1秒間では不十分．5秒間程度必要かも)
• “rga“でレシーバゲインを調整して測定．
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1H-15N HSQCベースのPseudo 3D実験

 Pseudo 2D実験を用いた15N直接観測ではシグナルの分離が不十分．

 HSQCベースの1H-15N相関実験の方が分離能および測定感度が高い．

ユビキチンの15Nの一次元スペクトル ユビキチンの2D 1H-15N HSQCスペクトル



49

15N T1，T2 測定: 主鎖アミドの15Nの緩和時間の測定．

• T1 • T2

緩和のブロック

緩和ブロックの長さを変えた複数の2Dを一つの
実験として測定 (pseudo 3D実験)．

I(t) = I0exp(-t/T1)
I(t) = I0exp(-t/T2)

各ピークの強度変化をフィッティングし，T1，T2を
求める．
R1，R2 (1/T1，1/T2)で表すことも．

15N T1とT2のPseudo 3D実験とパルスシーケンス
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hetero NOE : 主鎖アミドの1H核を飽和し，そこから15N核へのNOEを観測する．

飽和パルス on / off

15Nのパルスから
始まる

飽和パルス off / on の2つの2Dを一つの
実験として測定 (pseudo 3D測定)．

各ピークのシグナル強度の比をとる．

(飽和パルス		୭୬	
飽和パルス	୭

)

hetero NOE実験とパルスシーケンス
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• T1，T2

T1/T2 (R2/R1)の値と，NOEの値はそれぞれ回転相関時間に関係している．

例 : 構造的に柔らかい部分 → T1/T2，NOEの値が小さくなる．

• {1H}-15N hetero NOE

Grzesiek S., EMBO practical course, 2005

T1，T2，hetero NOEの結果と回転相関時間

回転相関時間 : 分子の回転運動(回転拡散)の速さの目安．

が大きい． → 回転が遅い． → 分子量が大きい，構造的に固い．

Kechari KR. and Wilson DM., Chem. Soc. Rev., 
2014, 43, 1627-59
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タンパク質の構造とT1/T2，hetero NOEの値

転写コアクチベーターSHARPのSPOCドメイン(青)と
リン酸化SMRTペプチド(緑)の複合体の溶液構造
(Mikami S., et al, Structure, 2014, 22, 35-46)

PDB : 2RT5

提供 : 首都大学東京 三島准教授

ペプチド側のC末端領域はタンパク質との
結合が弱いため，構造的に柔らかい． amino acid residues

T1/T2
NOEの値

複合体中のペプチド部分の緩和解析結果

タンパク質との結合が弱い領域はT1/T2，
NOEの値ともに小さくなっている．



考えられる緩和機構

どのようにNMRスペク
トルに現れるのか?
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モデルフリー解析の概念

ダイナミクス解析の手順．

内部運動の
物理モデルを仮定

スペクトル密度関数を
決定

緩和速度計算

実際の緩和測定

最適化

モデルフリー解析では具体的な物理モデルに依らない，一般化されたスペクトル
密度関数を使用．内部運動を揺らぎの大きさ(S2)と，速さの目安 (e)で表す．

モデルフリー解析による主鎖ダイナミクスの解析

最初に仮定した物理モデルが正しいとは限らない．

実際の緩和現象を説明できているか?
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• Order parameter S2

0から1の値を取り，内部運動の揺らぎの大きさの指標にすることが出来る．

Ishima M. and Torchia DA., Nat. Struct. Biol., 
2000, 9, 740-3

S2の値が大きい :
内部運動が小さい．

S2の値が小さい :
内部運動が大きい．

• Effective correlation time e
内部運動の回転相関時間．速さの目安になる．

モデルフリー解析ではR1，R2，NOEの値から，S2，e (とRex)が得られる．

解析から得られるパラメータ

S2 = [cos(1+cos)/2]2

Lipari G. and Szabo A., J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 4546–59
Clore GM., et al, Biochemistry, 1990, 29, 7387-7401
Clore GM., et al, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 4989-991
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タンパク質の立体構造とオーダーパラメータ

Dynamics of GCN4 facilitate DNA interaction:
a model-free analysis of an intrinsically disordered region.
Michelle LG., Byrd RA. and Palmer AG. III, Phys. Chem. Chem. Phys. 2015

転写活性化因子GCN4のbZip
ドメイン(図はdimer)

DNA-complex

Free

DNAとの結合領域(N末端側)は
Partially disordered．

モデルフリー解析の結果

構造がないN末端側に向かうに
つれてS2が小さくなる．
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モデルフリー解析のストラテジー

オリジナルのモデルフリー解析のスペクトル密度関数

J() ൌ ଶ
ହ
ൈ ௌଶఛ

ଵାఛ
ଶఠଶ 

ଵିௌଶ ఛ
ଵାఛଶఠଶ

Lipari G. and Szabo A., J. Am. Chem. Soc., 
1982, 104, 4546–59

タンパク質分子全体の運動 主鎖アミドの局所的な運動

最終的にはS2 やe の値を求めたい．

二つを分けて表現

1/ = 1/m + 1/e

実験値T1，T2，NOEの値から

• Reduced spectral density : J(0)，J(N)，J(0.87H)

• Global isotropic correlation time : c (m)

• Diffusion tensor : DllD٣

を計算し，フィッティングを行う．

PDB : 2RT3
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Reduced spectral densities
J(0)，J(N)，J(0.87H)

R1，R2，NOEの値をスペクトル密度関数で表すと

R1 = R1
DD + R1

CSA
= (d2/4)[J(H-N)+3J(N)+6J(H+N)]+c2J(N)

R2 = R2
DD + R2

CSA (+Rex)
= (d2/8)[4J(0)+J(H-N)+3J(N)+6J(H)+6J(H+N)]+(c2/6)[3J(H)+4J(0)]

NOE = 1+(d2/4)(H/N)[6J(H+N)-J(H-N)]T1

Farrow NA., et al, Biochemistry, 1995, 34, 868-78

※J(0.87H)はNOEの式の 6J(H+N)-J(H-N) から．

Farrow NA., et al, J. Biomol. NMR, 1995, 6, 153-62

J(H-N)，J(H+N)をJ(H)と近似

J(H) = (4/5d2)(N/H)(NOE-1)R1

J(N) = {R1-(7/4)d2J(H)}/{(3d2/4)+c2}

J(0) = {R2-(3d2/8 + c2/2)J(N)-(13d2/8)J(H)}/(d2/2+2c2/3)

Abragam A., The Principles of Nuclear Magnetism, 
Clarendon Press, Oxford, 1961

R1，R2，NOEの値から0，N，(0.87)Hにおけるスペクトル密度関数の値を計算．
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Global isotropic correlation time と
Diffusion tensor

分子全体の回転相関時間．
各残基のT1，T2の値から回転相関時間を計算し，その平均値になる．
(T2が小さい残基と，NOEの値が小さい残基は計算から除外)

• フィッティングから計算 (J(i) = S2m / [1 + im]を使ってT1/T2を表す)
(Kay LE., et al, Biochemistry, 1989, 28, 8972-9)

• T1/T2の値から計算 (c = 1/(2N) x {(6T1/T2)-7}1/2)
(Fushman D., et al, J. Biomol. NMR., 1994, 1, 61-78)

分子の回転運動が異方的な場合，各アミノ酸残基の
cを計算するときに使用．

• Diffusion tensor : DllD٣

• Global isotropic correlation time : c

T1，T2の値を基に計算される．

(Fushman D., BioNMR in Drug Resaerch, 294)

等方的 異方的
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Protein Dynamicsのモデルフリー解析でフィッティングに用いる数学的モデル．

• Isotropic tumbling 球状タンパク質(DllD٣≦ 1.2)に適用する．
(M1-M5)

• Anisotropic tumbling 球状ではないタンパク質に適用(DllD٣ > 1.2) ．
構造情報(PDB file)とDllD٣を使用してcを計算．
(TM1-TM5)

フィッティングに用いるモデル

それぞれのモデル(M1-M5，TM1-TM5)についてフィッティングを行い，
各アミノ酸残基のS2，eを算出する．
最後にモデルの評価を行い，どのモデルを採用するかを考察する．

M1 : S2

M2 : S2，e
M3 : S2，Rex
M4 : S2，e，Rex
M5 : S2，S2

f，s

TM1 : c，S2

TM2 : c，S2，e
TM3 : c，S2，Rex
TM4 : c，S2，e，Rex
TM5 : c，S2，S2

f，s

フィッティングパラメータ緩和測定の実験値



60

• pseudo 3D測定のプロセスはTopSpinで行う．

① ftndコマンドでF3方向の処理を行う．

② ftndコマンドでF2方向の処理を行う．

③ プロセスが完了．F1方向(緩和ブロックの展開に対応)の処理は行わない．

• 続いてProtein Dynamics を立ち上げ，解析を行う．

pseudo 3D の処理

① ③②

1H

15N

緩和ブロック
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T1，T2，hetero NOEの解析

※手順の詳細は補足スライド参照

Protein Dynamicsを用いた解析 : フローに従って情報を入力

• Sample : サンプル情報の入力．

アミノ酸配列ファイル(.fasta)，構造ファイル(.pdb)

• Data : プロセスファイル(3rrr)やピークリストの場所を入力．

ピークリストは.xmlファイル(TopSpin形式)の他，.peaksファイルを
読み込むことが出来る．

実際のスペクトルに合わせてピーク位置の自動調整が可能．

• Analysis : フィッティングやエラーを付ける方法を選択．

• View : 表示項目の選択．

• Report : 結果のPDFファイルを作成．

• Export : 結果の数値データのエクセルファイルを作成．
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T1，T2，hetero NOEの解析

15Nラベルの Thioredoxinを用いた解析結果．

Hetero NOE

T1

T2

PDB : 1XOB

スペクトル ヒストグラム

サンプル提供 : 大阪大学蛋白質研究所 服部博士，古板博士，児嶋准教授

全体的に固いが
フレキシブルな部分も
持っている．
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主鎖ダイナミクスのモデルフリー解析

先ほど得られたNOE/T1/T2の結果を用いて主鎖のモデルフリー解析を行う．

• Data : hetero NOE，T1，T2解析の.projectファイルを指定．

異なる磁場強度で測定したデータを同時に扱うことが出来る．
フィッティングパラメータが増えるM4，M5やanisotropic tumbling を
採用する場合に特に重要になる．

• Analysis : フィッティング回数，条件を選択．

• View : 表示項目の選択．

構造上への結果のマッピングのon/off等．

• Report : 結果のPDFファイルを作成．

AIC値等によるモデルの評価を行う．

• Export : 結果の数値データのエクセルファイルを作成．

※手順の詳細は補足スライド参照
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はじめにOverall correlation time c
とDiffusion tensor の計算結果が表
示される．
Diffusion tensor が1.2より大きい場
合はanisotropic tumblingの使用を
推奨．

計算を実行する．

主鎖ダイナミクスのモデルフリー解析
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主鎖ダイナミクスのモデルフリー解析

各残基のS2，e，Rexが計算される．
図ではM2:S2とT1/T2のヒストグラムを表示．

M2:S2 T1/T2
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分子構造へのマッピング．青→白→赤の順で値の大きさを示す．(灰色はプロリンなど帰属が無い残基)

主鎖ダイナミクスのモデルフリー解析

M2のフィッティングから
除外された残基

G21，A22

L94

G74
Thioredoxin
M2 : S2

活性部位にオーダーパラメータが小さい残基が存在している．
(チオレドキシンのダイナミクス解析 : Stone MJ., et al, Biochemistry, 1993, 32, 426-435)
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AIC
(= 2 + 2k ;
: 緩和パラメータの計算値と実測値の差

k: フィッティングパラメータの個数)

AICが小さいと，計算値と実測値が
良く一致していることを表す．

最後にフィッティングモデルの検証を行う．
ReportのPDFファイル内にフィッティングモデルに関する評価が記述されている．

*マーク
R1，R2の計算値が実測値とよく一致
していることを表す．
※NOEの値は計算値と実測値が合
いにくいため，AICが大きくても*が
付いていれば信頼できる．

Report – モデルの評価

AIC値や*を目安に，残基ごとにどのモデルを
適用するかを選択し，S2やeを決定する．



まとめ

• Dynamics Centerを用いて簡便に解析できた．

• General DynamicsではT1緩和時間および拡散係数の解析例を示した．

• Protein Dynamicsではタンパク質のダイナミクスの解析例を示した．

• NMRによるダイナミクスの解析は，有機化合物，タンパク質，固体材料など幅広い分野に
おいて活用されている．

• Dynamics Centerは簡便な操作でありながら多彩なオプションをもって測定データを分析する
ことができるため，ダイナミクス解析において強力なツールとなる．
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www.bruker.com

ご清聴ありがとうございました!
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Q & A

Any questions?
Please type any questions 
you may have for our 
speakers in the Q&A panel 
and click Send．

How did we do?
Shortly after the webinar，
you will receive our 
evaluation survey，please fill 
it to let us know． We 
appreciate your feedback．

Thank you!



T1 - VDリスト

• 標準パラメータセットPROTONT1には標準のVDリストが設定されている．

① AcquParsタブをクリックする

② Listsというリンクをクリックする

③ VDLISTにt1delayというファイルが設定されている

④ Eボタンをクリックして，リストの中身を確認する

⑤ td(F1)の数とリストの行数を一致させる．
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①

②

③ ④

④

⑤



T1 - VDリストの作り方

① AcquParsタブをクリック

② Listsをクリック

③ VDLISTに新規に名前(たとえば，webinar_t1)を入力する

④ Eボタンをクリックする

⑤ エディターが起動するので，数値を入力する．単位は秒．
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①

②

③ ④

⑤



T2 - VCリストの作り方

① AcquParsタブをクリック

② Listsをクリック

③ VCLISTに新規に名前(たとえば，webinar_t2)を入力する

④ Eボタンをクリックする

⑤ エディターが起動するので，数値を入力する．単位は回．

⑥ td(F1)の数とリストの行数を一致させる．
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⑤

④

⑥

①

②

③

TopSpinを用いたT2の解析には，VCリストをもとにVDリストを作成しておく必要があったが，
Dynamics Centerを用いたT2の解析では，VDリストを計算しておく必要はない．
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2Dスペクトルのシリーズ vs Pseudo 3D

Pseudo 3Dスペクトル

F2(15N)

F3(1H)

F1(vd)

 各2Dの1ポイントずつを順番に測定す
るので，タンパク質やハードウェアを取
り巻く環境が不安定な場合でも，悪影響
を最小限に抑えられる．

 一つのデータセットとして処理ができる．

2Dスペクトルのシリーズ

 各2Dスペクトルは短時間で測定できる．

 不安定なタンパク質の場合，2Dピークがずれ
たり，強度が変化してしまう．

 空調などによりハードウェアの環境が変化して
しまう可能性がある．

 各実験ごとに処理を行う必要がある．位相補正
やベースラインが異なってしまう恐れがある．

それぞれの緩和ブロックが異なる．15N

1H

緩和ブロックが異なる複
数個の2Dスライスを，一
つの実験として測定．



75

15N T1測定でのVDリストの作成

1．測定のAcquParsタブを選択し、lists内のVDLISTの欄に新規のリストの名前を入力し、 をクリック．

2．VD listを作成し，Save． 3．AcquParsのTD1とNBLをVDリストの行数の値にする．
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15N T2測定でのVCリストの作成

VCリストの作成手順はT1のVDリストの作り方とほぼ同じ(VCLISTの項目を選択して作成)．
TDやNBLの設定も同様にVCリストの行数と同じ値を入力．

パルスプログラム(hsqct2etf3gpsi3d)の下の部分がCPMGのパルス(緩和ブロック)になる。

補足

デフォルトの設定ではCPMG 1ブロックの長さは 16.96 msecになり，
VCリストの数字はCPMGの繰り返し回数になる．
増やしすぎると発熱が生じる恐れがあるために注意する．最大16で十分．
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Protein Dynamicsの操作の補足
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T1，T2，hetero NOEの解析

• Dynamics center を立ち上げる．

• を選択し，Protein Dynamicsを立
ち上げる．

• T2 (T1，hetero nOe)を選択する．

• フローに従って情報を入力し，解析を行う．



Sample - サンプル情報の入力
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サンプル情報を入力する． • General
サンプル名など

• Preparation
緩衝液，nmrチューブの条件

• Properties
サンプルの情報(濃度，分子量等)

• AA sequences
アミノ酸配列ファイル (.seq，.fasta)

• Structure
構造ファイル (.pdb)．モデルフリー解析で構造
情報を使用する場合に指定．Anisotropic 
tumblingを用いる場合は 1Hの情報が必要．

MQIFVKTLTGKT…



Data - データの入力
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測定データの指定．

プロセスディレクトリの3rrrを指定．
ディレイの情報は自動で読み込まれる

• 標準のpseudo 3Dのパルスプログラムを用いた場合

• 一連の2D測定として解析する場合

それぞれの2Dデータとディレイを入力



Data - データの入力
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自作のpseudo 3Dのパルスシーケンスを用いた場合のデータの読み込みについて.

Protein Dynamics はF1を実数としてpseudo 3Dのデータを読み込む．
→ F1でvd (vc)の展開を行っていれば，自作のパルスでもpseudo 3Dとして読み込む
ことが出来る．

vcを用いている場合1 blockあたりの時間を
入力する．
(標準のT2測定のパルスだとCPMG 1 block 
が16.96 msecとなる．これが初期値として
入力されているため，設定の必要はない．)



82

Data - データの入力

ピークリストの読み込み．

Peaksタブを選択し，
ピークピックの方法や，
ピークリストを読み込む
かどうか，読み込む際の
オプションを指定．
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ピークリストの読み込み．

• TopSpin形式のリストファイル(.xml)を読み込む場合

帰属の入ったリストファイルの場所を指定

Data - データの入力

ピークリストを移す際にピーク位置の微調整を行う．
Snap using a local neighbor searchではそれ
ぞれの平面において調整，first spectrum/plane 
…では最初の平面を用いて調整を行う．
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ピークリストの読み込み．

• XEASY形式(.peaks)のファイルを読み込む

# Number of dimensions 2
1     104．3127       9．5146 1 - 0．000E00    0．000E00 - 0     0     0     0
# G84
2     107．9689       8．0696 1 - 0．000E00    0．000E00 - 0     0     0     0
# T8
3     108．5314       8．0422 1 - 0．000E00    0．000E00 - 0     0     0     0
# G21
4     108．5314       7．5559 1 - 0．000E00    0．000E00 - 0     0     0     0
# G74
…

ピークピックの時に .peaksファイルから
帰属を移すことが出来る．

ピークピックを選択し，import assignments で.peaksファイルの場所を指定

Data - データの入力

TopSpinで.peaksファイルを読み込み，.xmlファイルを作成することも可能．

しかし、リストにないピークについても自動でピックされてしまう…

ここ(SparkyでいうNote)に帰属を書く
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Data - データの入力

TopSpinで.peaksファイルを読み込む．

Peaksタブをクリック

右クリックし，プルダウンメニューから
import を選択，.peaksファイルの
場所を指定．

.xml ファイルが自動で作成される
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スペクトルと帰属が読み込まれる．

Data – データの入力



87

Data – データの入力

ピーク位置の調整．

ずれているピーク上で右クリックし，プルダ
ウンメニューの Move this peak

ドラッグしてピークを動かして調整．
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Analysisから演算を開始する．

フィッティングのエラーを
付けることが出来る．

Analysis - 解析

ピークピックした信号に対して演算が行われる．
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結果を表示する

エラーバーを付けた
ヒストグラムを表示

View - 結果の表示
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結果が表示される．マウスで選択したピークについての結果がハイライトされる．

View - 結果の表示

フィッティングカーブ

ヒストグラム
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Reportからヒストグラム
などの図を含む結果の
PDFファイルを作成．

Exportから詳細な数値
データのエクセルファイル
を作成することが可能．

Report，Export - 結果の出力
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T2 (T1，hetero nOe)を右クリックし，プルダウンメニューからSave又はSave Asを
選択し，projectファイル(.project)を保存する．

Projectファイルは主鎖運動性
のモデルフリー解析を行う際に
使用する．

projectファイルの保存
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Hetero NOE，T1 およびT2 の解析結果を用いて
主鎖のモデルフリー解析を行う．

Dataの項からhetero NOE，T1,T2のプロジェクトファイルを指定する．

異なる複数の磁場強度で測定を行う事で，より確かな解析が可能になり，
そのようなデータを同時に取り扱うことが可能．

Data – データの入力
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解析パラメータを設定する．
Number of Iterations
フィッティング回数
500～1000くらい．

NOE / T1 / T2 : 主鎖のモデルフリー解析
Analysis – データの解析
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解析パラメータを設定する．

c の計算に用いる残基の
選定基準を設定する場合は，
こちらから設定が可能．

NOE / T1 / T2 : 主鎖のモデルフリー解析
Analysis – データの解析
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解析パラメータを設定する．

モデルフリー解析のフィッティングに使うモデルを選択する．

Isotropic Anisotropic

NOE / T1 / T2 : 主鎖のモデルフリー解析
Analysis – データの解析
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表示する項目を選択する．（後から変更可能）
初期設定では全項目にチェックが入っている．

NOE / T1 / T2 : 主鎖のモデルフリー解析
View – 結果の表示
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選択した項目が表示される．

NOE / T1 / T2 : 主鎖のモデルフリー解析
View – 結果の表示

T1/T2，S2(M1)


