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本日のトピック

• ITCについて



熱分析と熱量測定

熱分析とは？

熱分析は温度を変化させたことによっておこる物理的変化を測定する
手法

例：示差走査熱量測定（Differential scanning calorimetry、DSC)

示差熱分析 (DTA), 熱重量測定(TGA)

熱量測定(カロリメトリー)

熱量測定は温度と時間の観点から、熱生成の比率、熱および熱容量な
どを直接決定する測定手段

例：DSC, 等温熱量測定(TAM), 等温滴定熱測定(ITC)



結合に関与する相互作用とは？

親水基グループによる非共有結合による相互作用

特異性：形状、相補的な極性、水素結合、静電的相互作
用等に由来

結合は、エンタルピック成分、およびエントロピック成
分双方の影響で起こる

エンタルピック成分：水素結合、ファンデルワールス力、
静電的相互作用等。

エントロピック成分：構造変化や疎水性相互作用による
脱水和が影響

2分子の結合がある場合：溶媒の影響よりも、2分子間の
親和性のほうが優勢



DNAと小分子の相互作用

化合物 結合モード ΔG
(kcal mol-1)

ΔH
(kcal mol-1)

-TΔS
(kcal mol-1)

Berenil Groove binder -8.0 +0.6 -8.6

DB75 Groove binder -9.0 -2.2 -6.8

Propamidine Groove binder -7.0 -1.1 -5.9

Distamycin Groove binder -10.5 -5.8 -4.7

Netropsin Groove binder -8.7 -5.8 -2.9

Doxorubicin Intercalator -8.9 -7.4 -1.5

Propidium Intercalator -7.5 -6.8 -0.7

Chartreusin Intercalator -7.4 -7.1 +0.3

Daunorubicin Intercalator -7.9 -9.0 +1.1

Ethidium Intercalator -6.7 -9.0 +2.3

ΔG=-RT lnKa=ΔH-TΔS

Arch. Biochem. Biophys., 2006, 453, 26-31.

Groove binderは、
エントロピーの寄

与が大きい

Intercalatorは

エンタルピーの寄
与が大きい



インターカレーションと
グルーブバインディング

Annu. Rev. Biophys. 2008, 37, 135-151.
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DNAの水和状態

DNAはリン酸骨格の周りが水和されている

Groove binderは、リン酸骨格と相互作用するため、
DNAの周りの多くの水を脱水和する必要がある
→エントロピックな変化となる

Intercalatorは、塩基対間に平行挿入し、
塩基とπ-πスタッキングによる相互作用(疎水性相互作用)
→エンタルピックな変化となる



Annu. Rev. Biophys. 2008, 37, 135-151.



等温滴定カロリメトリー(ITC)とは？

滴定カロリメトリーとは、一方の
基質を制御された添加によって加
え、その時に起こるHeat flow変化
を測定する手法。液-液滴定は最も
一般的ですが、固-液測定や気-固測
定も滴定法の一つと考えることが
できる。

<特徴>
• 汎用的
• 化学修飾等が不要
• 固定化も可能だが不要
• 平衡化状態をモニタリング



ITC概略図

Nano ITC 説明書より



ITCで得られるデータ

Annu. Rev. Biophys. 2008, 37, 135-151.



ITCでわかること

Nano ITC 説明書より



装置や濃度の最適条件

Nano ITC 説明書より
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• 一度の実験から、ストイキオメトリー(n)、エンタルピー(∆H)、結合定数(Ka)の情報
が得られます。

• エンタルピーはITCより直接測定できます。
• Kaを得るための指標は、10 ＜Ka[M]T< 1000： [M] T, セル中のトータル初期サンプル濃度

• [M] Tは10-100 μM, Kaは103 to 109 M-1に設定
• 解離定数： KD =1/Ka



データの特徴
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結合定数の決定方法

Nano ITC 説明書より

熱
量

変
化

n
ストイキオメトリー
(結合比）

Ka
アフィニティ

ΔH
エンタルピー

モル比

• ΔG=-RT lnKa=ΔH-TΔS より、
ΔG、-TΔS も算出できます。

• 正しい濃度を使用してKaを予想
することが重要です。
Ka：10 ＜ Ka[M]T < 1000

• [M]Tは、たいてい10-100 μM,
Kaは103-109 M-1のオーダーとな
ります



結合定数の決定方法

滴定のデータから結合定数Kを以下のように求めることができます。 化学量論的に1：1の反応に対して、M+X＝
MXの結合平衡は次式で記述されます。

ここでKは結合定数です。
MX濃度の変化は、熱変化として次式と関連付けられます。

ここでΔHoは結合のモルエンタルピー、Voはセル容積、Qは吸収または発生した熱量です。
(f16)、(f17)、(f18)、(f19)式より次式が導かれます。

ここで、r＝1/(K Mtot)、Xr＝Xtot/Mtotです。
滴定型熱量測定装置で測定される実験的パラメータは示差熱dQ/dXtot（実際にはΔQ/Xtot）です。ΔH

oは滴定曲線
下の総面積から得られます。上記のようにして、測定値としてΔHoとKが求められるので、(f21)式よりギブスエネ
ルギーΔGoとエントロピーΔSoが算出されることになります。

https://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/road/road01_07.html



熱力学的プロファイル

Nano ITC 説明書より



サンプル調整の注意点

すべての反応には熱の発生を伴います。目的の反応の熱のみを
測定する必要があります。

サンプルの希釈は熱を発生させます

緩衝液の希釈熱を最小にするために
1) サンプルを透析

2) リガンドの希釈は、サンプルと同じ組成の緩衝液を選ぶ

3) 緩衝液にリガンドを滴下するblank測定を行い、実測データを補正する

還元剤や有機溶媒の使用を避ける

最適な温度やバッファーを選択する

温度：ΔHは温度や測定系に依存し、ΔCpで変化する。結合測
定できる最適な温度を探す必要がある

異なるバッファーは異なるイオン化エネルギーを持っています。
これは結合エネルギーに影響します。



サンプル調整条件

Nano ITC 説明書より



ITCを使ったアプリケーション

 分子間の結合反応：結合定数, 結合個数、熱力学パラメータの算出

結合の周囲への影響

蛋白質の力価測定

蛋白質-蛋白質間相互作用

高分子-低分子相互作用

結合様式の決定

臨海ミセル濃度の決定

酵素キネティクスの測定



測定例： RNase Aに結合するリガンド
2’-CMPとの相互作用解析

Nano ITC 説明書より



測定例： RNase Aに結合するリガンド
2’-CMPとの相互作用解析

Nano ITC 説明書より



測定例:蛋白質の品質管理

Nano ITC 説明書より



測定例：結合機構の測定

Nano ITC 説明書より



測定例：臨界ミセル濃度の算出

Nano ITC 説明書より



測定例：蛋白質蛋白質相互作用

Nano ITC 説明書より



測定例: 酵素キネティクス

Nano ITC 説明書より



測定例: 酵素キネティクス

Nano ITC 説明書より



測定例: 酵素キネティクス

Nano ITC 説明書より



テロメア

染色体の末端で見られる特徴的な繰
り返し配列。ヒトの染色体では、
TTAGGGの繰り返し配列

K+存在下あるいはNa+存在下で右図
のような四本鎖DNA構造を形成す
る。

テロメラーゼ
テロメア配列の鋳型となるRNAと逆転写酵素
(hTERT), その他の制御サブユニットからなる複合
蛋白質.

癌細胞において高い活性が見られている.

テロメラーゼ活性を調べることによって癌診断が
可能.

迅速かつ簡便な検出方法が望まれている.

ＴＴＡＧＧＧ繰り返し配列を伸長する酵素

テロメアとテロメラーゼ

31



1min (検出)30 min (伸長反応)

Step 1：テロメラーゼによる
テロメアDNA繰り返し配列の
付加

5’-AATCCGTCGAGCAGAGTT ag (ggttag)n -3’

TS プライマー

2.5 h (増幅反応)1 h (伸長反応)

既存のテロメラーゼ活性検出法 (Telomerase Repeat Amplification Protocol:
TRAP)

テロメアDNA

6 bp

6 bp

6 bp

6 bp

Step 2：PCRによる増幅

1.5 h (検出)

長さの異なる
2本鎖が増幅

Step 3：ゲル電気泳動
6 bp毎に異なる
長さのラダーに
よって活性確認

時間がかかり
煩雑な操作が必要

PCRが必須

電気化学的テロメラーゼ活性検出法 (ECTA)
電流増加率の算出

Δi:電流増加率
I  : 伸長反応後電流値
i0 : 伸長反応前電流値

Δi(%) = (i-i0)/i0×100

i i
0

電気化学測定結果

迅速かつ簡便
PCR不要

定量的データによ
る評価可能

Analytical Chemistry, 77, 7304-7309 (2005).
分析化学, 61, 243-250 (2012).

TS プライマー固定化電極

テロメラーゼ活性測定方法
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N-Methyl-caFc

         6

N-Methyl-proFc

          3

Piperazine-proFc

        5

N-Methyl-acFc

         1

Piperazine-caFc

          2

Piperazine-acFc

        7

N-Methyl-Fc

Different linker chain Different redox potential

ECTA指示薬としてのフェロセン化ナフタレンジイミド
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1 2 3* 4 5 6 7
NaCl1) 10-5K/M-1 4.55 2.17 86.9 7.59 7.59 61.2 5.71

n 3 2 3 2 2 2 2
ΔH / kcal mol-1 -2.92 -7.92 -15.7 -5.04 -5.07 -4.40 -4.11
-TΔS / cal mol-1 -4.93 0.52 6.11 -3.12 -3.09 -5.02 -3.88
ΔG / kcal mol-1 -7.85 -7.40 -9.63 -8.16 -8.16 -9.42 -7.99

KCl2) 10-5K/M-1 9.75 6.16 57.3 7.52 8.34 27.9 9.99
N 3 2 2 2 2 2 2
ΔH / kcal mol-1 -3.74 -7.60 -9.40 -3.57 -6.91 -5.11 -3.72
-TΔS / cal mol-1 -4.57 -0.43 0.03 -4.58 -1.30 -3.83 -4.60
ΔG / kcal mol-1 -8.31 -8.03 -9.37 -8.15 -8.21 -8.94 -8.32

1) 0.10 M AcONa-AcOH(pH 5.5), 0.10 M NaCl, 30°C
2) 0.10 M AcOK-AcOH(pH 5.5), 0.10 M KCl, 30°C
* Reverse titration was carried out to avoid to aggregation.

KCl, NaCl存在下における熱力学的パラメータ
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FND2, 3においては大きなエンタルピーへの寄与と
わずかなエントロピーの寄与が見られた。

複合体形成後に、効果的なπ-πスタッキング相互作用をしていることを示唆。

KCl, NaCl存在下における熱力学的パラメータ



Double strand

G-quadruplex
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Strategy of designed tetraplex DNA specific binder

Double strand G-quadruplex

DNAs
10-6 K/M-1

NDI-DM3) cNDI-NMe-ch3)

A-core 1.6 8.6

ds-oligo 0.60 0.033

Table 1. Comparison of binding affinity between 
cyclic and acyclic nalthalene diimide.

TA-core…G-quadruplex DNA,  ds-oligo…Double strand DNA

N

N

N

N

O O

O O

NDI-DM

Acyclic Cyclic

High preference for tetraplex DNA (Ca. 260-times)
Need to improve an affinity for tetraplex DNA

3) Y. Esaki et al., Chem. Common., 50 5967-5969 (2014).
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cNDI-NMe-ch



Design of new cyclic naphthalene diimide (cNDI)



cNDI-Nme-C3

cNDI-Nme-C3DM

cNDI-Nme-mPry

Design of new cyclic naphthalene diimide (cNDI)



cNDI-Nme-
pBen4)

cNDI-Nme-mBen

cNDI-Nme-mPry

Design of new cyclic naphthalene diimide (cNDI)

4) M. M. Islam et al., Molecules, 20, 10963-10979 (2015).

N

N

O O

O O

N

N

HN

HN O

OcNDI-Nme-mBentBu
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Interaction of ｃNDI with varied DNAs

• Structural stabilizing evaluation based on melting temperature 
(Tm)

• Binding affinity evaluation using absorption titration
• Binding affinity evaluation using isothermal titration calorimetry 

(ITC)

DNA DNA sequence

TA-core 5’-TAG GGT TAG GGT TAG GGT TAG GG-3’

c-myc 5’-TGA GGG TGG GGA GGG TGG GGA A-3’

ds-oligo
5’-GGG AGG TTT CGC-3’

5’-GCG AAA CCT CCC-3’

TA-core; G-quadruplex of telomeric region.
c-myc; G-quadruplex of promoter region in cancer gene.

ds-oligo; Double strand DNA.

TA-core

c-myc



41

Binding ability evaluation using absorption titration

Table 2. Binding affinity (K) and binding number (n) of NDIs with 
several DNAsa

Condition: 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25oC. Scatchard analysis, aBenesi-Hildebland analysis.

*Result for A-core

3) Y. Esaki et al., Chem. Common., 50 5967-5969 (2014). 4) M. M. Islam et al., Molecules, 20, 
10963-10979 (2015).

NDI-DM NDI-CD2 cNDI-ch cNDI-C3
cNDI-
C3DM

cNDI-pBen
cNDI-
mBen

cNDI-mPry
cNDI-

mBen-tBu

TA-core 10-6 K/M-1 1.6 0.043a 8.6* 2.8 1.3 11 13 8.9 4.9
n 2 n.d. 2* 2 2 2 2 2 2

c-myc 10-6 K/M-1 1.5 0.89 2.2 2.5 3.7 1.6 5 2
n 2 1 2 2 2 3 2 2

c-myc/TA-core 0.9 21 0.8 1.9 0.3 0.1 0.6 0.4

ds-oligo 10-6 K/M-1 0.60 0.096a 0.033a 0.015a 0.017a 1.1 0.55 0.39 0.024a

n 3 n.d. n.d. n.d. n.d. 2 2 3 n.d.

TA-coreに選択的に結合： cNDI-pBen, mBen
TA-core, c-myc同等に結合：NDI-DM, cNDI-C3, C3DM, mPry, mBen-tBu
c-myc選択的に結合：NDI-CD2

いずれの化合物も、2本鎖DNAよりも4本鎖DNAに対して、高い結合能を有した。
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ITCとSPRの比較



12/25 宿題について

出欠および評価のため、
Moodleの課題を提出して下さい。

課題提出締め切り： 1/8


