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研究成果の概要：固体重水素の核磁気共鳴（NMR）スペクトルのシミュレーション解析法を開

発し、これらを用いて卵白リゾチーム結晶，アルブミン結晶，フェリチン結晶の水和水のダイ

ナミクスの解析を行った。その結果，これらの結晶中には運動性の低い水分子と低温（200K 付

近）まで速い運動をしている水分子が存在することが確認された。200K 以下では速い運動をし

ていた水分子の速度が急激に遅くなり，水分子の構造（H-O-H 角）に分布が生じることが明ら

かになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 タンパク質結晶は，X線や中性子線による

タンパク質の立体構造決定という立場から重

要視されてきたが，構造が解析されたタンパ

ク質の結晶においても，その機能性が注目さ

れるようになってきた。タンパク質の構造や

特異的な機能を理解するためには，周囲の水

和水の挙動を明らかにすることが極めて重

要である。水和水のダイナミクスの解析には

中性子散乱法，振動分光法，誘電緩和法，磁

気共鳴法，分子動力学計算など様々な方法が

用いられている。 
 このうち，核磁気共鳴（NMR）法は解析
したいローカルな環境をダイレクトに観測
できることや他の分光法に比べて遅い運動
の解析ができることが特徴である。特に固体
2H NMR 法はスペクトルの線形から分子運
動のモードや速さを詳細に調べることがで
きるため，これらを用いたタンパク質中の水
和水のダイナミクスの研究はこれまでに数
多く行なわれてきた。しかしながら，タンパ
ク質結晶の物性発現のメカニズムを解明す
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る上で十分な情報が得られているとは言い
難い。それは，タンパク質の水和水のように
運動の速さやモードに広い分布がある場合
に，これらを詳細に調べることができる固体
NMR の測定法及び解析法の開発が行なわれ
ていないからである。 
 これらの状況を踏まえ，独自の固体 NMR
のシミュレーション解析法を発展させ，タン
パク質結晶の水和構造の高精度の解析を行
うことにより，これらの特異的物性を利用し
た機能性材料開発に役立つ情報を得るとい
う着想に至った。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は固体 NMRの解析法を開発し，
これらを用いて，タンパク質結晶中の水分子
のダイナミクス，及びタンパク質と水分子の
相互作用を調べ，タンパク質結晶の構造の制
御に役立つ情報を得ることであった。  
 固体 NMR の解析法の開発に関しては，複雑
な構造及びダイナミクスを有するタンパク
質結晶中の水和水の挙動を解析できる固体2H 
NMR の測定法及び得られたスペクトルの線形
を解析するコンピューターシミュレーショ
ンのプログラムを開発し，新規の固体 2H NMR
のシミュレーション解析法を開発すること
を目指した。また，タンパク質結晶の温度や
水和量の変化に伴う，構造の変化と水分子の
ダイナミクスの関係を詳細に調べ，タンパク
質結晶のガラス転移などマクロな物性への
水分子の影響を明らかにすることを目指し
た。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 固体 2H NMR の解析法については以下
の内容の開発を試みた。 
① 分子運動の回転角に広い分布がある場合
のスペクトルのシミュレーションプログラ
ムの開発 
② 非常に遅い分子運動（相関時間 10~10-3  
s）を解析することができる二次元交換スペ
クトルについて，複数の運動が同時に起こっ
たときのスペクトルの線形変化をシミュレ
ーションできるプログラムの開発 
③ 非常に遅い分子運動（相関時間 10~10-3  
s）を解析することができる Stimulated echo
のシミュレーションプログラムの開発 
④ 常磁性試料について，試料のマジック角
回転（MAS）を利用した固体 2H NMR スペ
クトルの分子運動による線形変化をシミュ
レーションできるプログラムの開発 

⑤ 常磁性試料について，異なった環境に存
在する水分子の固体 2H NMR スペクトルを
分離解析する測定法及び得られたスペクト
ルのシミュレーションプログラムの開発 
 
(2) タンパク質結晶の水和水のダイナミク
スの解析は以下の方法で行った。 
試料：タンパク結晶には卵白リゾチーム，ウ
シ血清アルブミン，ウマ脾臓フェリチンを用
い，重水で再結晶して，それぞれのタンパク
質について水和量の異なった試料を調製し
た。 
熱測定：各試料について，示差走査型熱量計
（DSC）を用いて，ガラス転移温度や水和水
の凍結温度を調べた。 
固体 NMR：固体 2H NMR を用いたタンパク
質結晶の研究においては広幅スペクトル，
QCPMG(Carr-Purcell-Meiboom-Gill)スペク
トル，試料をマジック角回転させて得られる
MAS スペクトル，スピン－格子緩和時間(T1)
の温度変化を測定した。広幅スペクトルにつ
いては多重パルスによって運動性の低い水
和水のスペクトルを消去し，運動性の高い水
和水のスペクトルだけを選択的に取り出す
ことも行なった。測定したスペクトルは(1)
で開発したシミュレーションプログラムに
よって解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 固体 2H NMR の解析法の開発 
① 本研究で開発した分子運動の構造や運動
性に広い分布がある場合のスペクトルのシ
ミュレーションプログラムをタンパク質結
晶の水和水のダイナミクスの解析に応用し
た [研究成果（2）参照]。 
②二次元交換スペクトルのシミュレーショ
ンプログラムを開発し，水和物イオンの回転
と水分子の 180°フリップが同時に起こる複
雑な運動を解析することに成功した。   
③ Stimulated echo のシミュレーションプ
ログラムを開発し，タンパク質結晶でも起こ
ることが予想される，結晶中の水分子など小
分子の遅い拡散の解析に有効であることを
示した。 
④ 常磁性相互作用を考慮した 2H NMR の
MAS スペクトルの分子運動による線形変化
をシミュレーションできるプログラムを開
発し，分子運動の解析が困難な常磁性物質に
おいても広い速度領域で，水分子のダイナミ
クスの解析を行うことができるようになっ
た。 
⑤常磁性シフトを利用した二次元スペクト
ルの測定法及び解析法を開発し，常磁性イオ
ンと直接結合した結晶水と結合していない



配位水を分離し，それぞれの水分子の運動モ
ードや速さの解析に成功した。 
 これらの内容は，The Journal of Physical 
Chemistry A などの欧文誌に掲載された。 
 
(2) タンパク質結晶の水和水のダイナミク
スの解析 
 リゾチーム結晶・アルブミン結晶 
 リゾチーム結晶及びアルブミン結晶につ
いて，固体 2H NMR の広幅スペクトルを室温
から 173 K までの温度範囲で測定し，スペク
トルのシミュレーション解析を行った。図１
にリゾチーム結晶の広幅スペクトルの温度
変化を示す。図 2に水分子の運動と得られる
スペクトルの線形を示す。これらのシミュレ
ーションから，リゾチーム結晶の 2H NMR 
広幅スペクトルの温度変化は図 2に示す水分
子の運動で説明できることがわかった。 
273 Kではほとんどの
水分子が速い等方回
転を起しシャープな
スペクトルを示して
いるが，223 K 付近か
ら温度が下がるにつ
れて，ブロードな成
分の割合が増大して
いった。低温では回
転的振動だけが起こ
っている運動性の低
い水分子と回転的振
動と 180°フリップ
が起こっている運動
性の高い水分子が存
在することが明らか
になった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

スペクトルのシミュレーション解析により，  
運動性の高い水分子の回転的振動の振幅及
び H-O-H角には分布が存在することが明らか
になった。 
 図 3に水分子の回転的振動の振幅φlib，図
4に H-O-H 角βの分布を示す。200 K 以下で
φlibの分布の中心が低角度側にシフトし，β
の分布が著しく大きくなることがわかった。
同様の結果はアルブミン結晶においても得
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また，QCPMG スペクトルの温度変化の測定
及びシミュレーション解析により 200 K 付近
で凍結する水和水の存在を明らかにした。リ
ゾチーム結晶及びアルブミン結晶では 200 K
付近にガラスが報告されているが，このガラ
ス転移は本研究で明らかになった水分子の
構造変化及び運動の凍結と密接に関係して
いることが予想される。 
 
フェリチン結晶 
 フェリチン結晶
においては，室温
から 243 K までの
温度領域において
2H NMR の広幅ス
ペクトルに顕著な
温度変化は観測さ
れなかった。これ
に対し， 2HNMR
の MAS スペクト
ルには図 5 に示す
ように，温度低下
に伴うピークの線
幅の増大が観測さ
れた。本研究(1)④
で開発したシミュ
レーションプログ 
ラムにより解析した結果，水分子の 180°フ
リップの活性化エネルギーが 19kJmol-1と見
積もることができた。 
 
 本研究では， 2H NMR スペクトルのシミ
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図 1 リゾチーム結晶の 2H NMR

広幅スペクトルの温度変化。
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図 2 速い水分子の運動が起こったときの 2H NMR 広

幅スペクトルのシミュレーション。(a)等方回転，

(b)C2軸周りの回転的振動，(c)180°フリップ，(d) C2

軸周りの回転的振動を伴った 180°フリップ 
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図3 C2軸周りの回転的振動を伴った180°フ

リップにおける回転的振動の角度分布 
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図 4 水分子の H-O-H 角(β)の分布 
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図 5 フェリチン結晶における
2H NMR MAS スペクトルの温度

変化。赤線はシミュレーション 



ュレーション解析法を開発し，従来よりも広
いダイナミックレンジでより複雑な水和水
の運動や構造を解析することができた。開発
した解析法により，タンパク質結晶中の様々
な水和水のダイナミクスについてモードや
速さを明らかにすることができた。また，こ
れらの水和水のダイナミクスや構造とガラ
ス転移との関係を見出すことができた。 
 今後は本研究で開発した 2H NMR スペク
トルの分離解析法や 17O NMR を用いてタン
パク質結晶の水和水の解析を行うことによ
り，タンパク質結晶の機能と直接結び付いた
水和水の構造やダイナミクスを明らかにし
たい。また，水分子の 2H とタンパク質の 13C
や 1H の相関を解析できる二次元 NMR 法を
発展させ，タンパク質と水和水との相互作用
を明らかにしたい。 
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