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1 1月 17日〈火〉

9 : 1 0 ~ 1 2 : 0 0 

座 長 高橋憲助

一般講演発表 14分

討論 4分

特別講演発表 45分

討論 5分

1. 溶液中の立体化学における lHBi-selective Tlの利用(その 3) 

(神戸女薬大・阪大薬) 0杉浦真喜子・高尾楢雄・市丸百代

加藤 篤・藤原英明 ...... 1 

2. 緩和時間法によるストリキニーネの溶液内化学構造と動的性質の研究

(阪大薬分析) 0渡辺 昌幸・藤原 英明・佐々 木喜男・・・・・・ 5

3. Histamineの溶存構造に関するNMR及び計算化学的考察

(阪大薬分析) 0谷 美香・高木達也・藤原英明

渡辺 昌幸・前崎博信・永井 1申二

佐々木喜男 . 9 

座 長 佐々木喜男

4. アジトラセン誘導体ジアニオンの lH、1.3t NMR 

(茨城大理) 0小林 正明・平山 昌甫・・・・・ 13

5. S 0 S -C 1法による核スピン結合定数の計算

(北見工大) 0福井洋之・三浦 宏一・松田 弘喜・・・・・ 17

6. ナフチルアミンアニオンのNMR (名工大) 0横山三幸弘・高橋 憲助・・・・・ 21

座長 鵜沢 淘

1 サイクロデキストリン誘導体ーアゾ色素錯体の化学シフトと運動性 i

(阪大薬NMR室) 0鈴木美代子・佐々 木喜男・・・・・ 25

8. .}H-NMRによるカルボン酸型イオノホアの構造解析

(東工大工) 0久保庭均・斉藤義治・山口和夫

中浜精一
... 29 

9. 新規免疫抑制物質 FR900506の構造に関する研究(1)-13C-NMR法による解析一

(藤沢薬品物性研) 0島谷憲司・佐藤明啓・藤岡 守

羽根一輝・森本行洋 ・・・・・ 33
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13:00--14:55 

座 長 瀬戸治男

10. 酸素を含有したC6F6及びC6H4CCF3)2の19Fnmrの研究

(三菱製紙感材研・京都産大・立命館大) 0山本京之介・遠藤一央・門 良一

鈴木啓三 ・・・・・ 37

11. シクロヌクレオシドのN-15NMRスペクトル

(理研) 0鵜沢 淘・安斉謙太郎.....41

12. セルロースアセテートの lH及び 13C-NMRスペクトル帰属の戦略

(北大理・花王和歌山研) 0加藤 徹・伊倉光彦・引地邦男・・・・・"45

座 長 引地邦男

13 異種核問デカップリングと同種核開交差分極の効率一多重ノ'i)レスにおける長時間特性と短時間

特性一

(日本電子) 0藤原敏道・永山国昭・・...49

14. 二次元NMRにおけるゴースト信号の消去法

(日本電子・東大応微研) 0大内宗城・河野静江・今成 司

降旗一夫・瀬戸治男 …一 53

15. Time sharir返照射磁場を用いた新しい差スペクトJレ法

(東大応微研・日本電子) 0降旗 一夫・瀬戸 治男・大内 宗城・・ー・ 57

15:00--15:50 

座長 稲垣冬彦

特別講演-I. New Two-Dimensional NMR Techniques for the Study of 

Organic and 8iomolecules 

(N I H) A. 8ax ..... 61 

一休 憩ー

16: 00--1 8 : 3 5 

座長 竹内 敬 人

16. MEMのNMRへの応用

(阪大産研) 0高井嘉雄・沢田正実・山田 等

( ;福岡 房子・田中 高紀・花房 昭静・・・・・ 63
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17. NMR用対称型ミクロ試料管による水溶液NMRスペクトル

(日女大・日本電子) 0高橋 征三・永山 国昭・・・・・ 67

18 常用基準法の落とし穴と理想的外部基準法の提案

(元横浜国大工・神奈川県工試) 0桃木 弘三・深沢 宜行・・・・・ 71

座 長 永 山 国 昭

19. ハロゲルマンの 13Geの緩和機構へのスカラ」緩和の寄与

(東大教養) 原圏としえ・田中 克己・ O竹内 敬人・・・・・ 7fi

20. イオン交換膜中における 23Na-NMRケミカルシフトの磁場強度依存性

(旭硝子開発研〉 実桐幸男・O米森重明・能代 誠

西 村 啓 道 ・・・・・ 79

21. モリブデン、タングステン、及びその混合金属クラスター錯体の95Mo及び183W NMR 

(東北大理) 0永津 明・佐々木陽一・王巴特爾

猪狩伸治・伊藤 翼 ・・・・・ 83

座 長 藤 原 英 明

22. 四重結合を持つMoクラスター化合物のDiamagneticAnisotropy 

(近畿大理工・テキサスA&M大) 0北川 進・ F.A. Cotton ..... 87 

23. 113Cd NMR.速い化学交換反応を有するCd(II) 錯体の溶液内平衡の研究

(近畿大理工) 0宗像 恵・北川 進・田村義隆・・・・・ .91
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1 1月 18日〈水〉

9 : 0 0 ~ 1 1 : 5 0 

座 長 下川 繁 一

24. 溶液内化学交換効果を考慮した核磁気共鳴における縦磁化回復と吸収スペクトル

( 北 大 理 ) 0市川和彦・神 隆.....95 

25. 溶液内化学交換反応のキャラクタリゼーションー多核の縦磁化回復とNMRスペクトルー

(北大理) 0神

26. 高圧NMR法による金属イオンの溶媒交換反応の活性化体積の測定

隆・市川 和彦・・・..99

(名大理) 0石井雅男・舟橋重信・田中元治・・・・ 103

座 長 安藤 勲

27. 室温から超臨界域を含む有機液体の自己拡散系数

( 北 大 工 ) 0下川 繁三・・・・ 107

28. メタルフリーフタロシアニンのβ型結品相における分子内水素のスイッチング運動

〈阪大理) 0宮久保圭祐・武田 定・千原秀昭一..111

29. 固体高分解能 13CNMRによる液品の研究(第2報〉一強誘電性液晶のCP-MAS法によ

る13C-NMRの温度変化一

(化技研〉 早水紀久子・ O松村和紀・植村寿公

柳沢勝 ・・・・ 115

座長 早水 紀 久 子

30. 含水試料に対するVT/MAS13C NMR 

(京大化研) 0伊藤 司・堀井文敬・北丸竜三・・・・ 119

31. ポリプロピレン等温結晶化物の相構造に関するVT/MA S 13C NMR研究

(昭和電工大分研・京大化研) 0斉藤茂樹・茂木義博・中川 将

堀井文敬・北丸竜三 -・・ 123

32. シクロパラフィン結晶のVT/MAS13C NMR 

(京大化研・東農工大工・三菱化成総研) 0中川 将・堀井文敬・北丸竜三

問中康之・佐藤寿弥・坂田育幸

早瀬哲郎 ...127 

一昼 食
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12: 5 0 ~ 1 4 : 4 5 

座 長 北丸竜三

33. 固体状態における高分子鎖の13CNMR化学シフトと電子構造;ポリオキシメチレンの鎖間相

互作用

(東工大工・東工芸大工) 0黒子弘通・山延 健・甲本忠史

安藤 勲 …・ 131

34. ポリカルボシランの不融化機構の固体 29Si高分解能NMRによる解析

(徳島大工短大・東北大金研) 0多木 敏彦・岡村 清人・佐藤 光彦・・・・ 135

35. 皿~V族化合物半導体のNMR-InX(X=Sb. As. p)を中心としてー

(キャノン中研・日本ブルカー・北海道工大工) 0櫛引 信男・恵良田知樹・相馬 純吉・・・・ 139

座長 赤坂一之

36. 無機ガラスの 19F MAS NMR 

(化技研・イリノイ大・トロント大) 0林 繁信・ R.J. Kirkpatrick 

D . B. Dingwell • E.Oldfield.... 143 

37. 粉末試料における双極子相互作用測定のための 2次元及び 3次元NMR

(京大理) 0中井利仁・寺尾武彦・雑賀亜幌・・・・ 147

38. α-Dーグルコースー 1 ーリン酸二カリウム二水塩単結晶の 13C及び 3~p化学シフトテンソル。

13C一 {lH. 31p}三重共鳴の応用

(ブリティッシュコロンビア大・京大理) C. A. McDowell・O内藤 晶

D. L. Sastry・竹腰清乃理・・・・ 151

14: 5 0 ~ 1 5 : 4 0 

座 長 官認争地机氏九

特別講演 II.緩和時間測定による国体の動的構造

〈阪大理〉 中村亘男・・・・ 155

一休 憩ー
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15: 5 0 ~ 1 8 : 1 0 

座 長 斉藤 肇

39. 取り消 し

40. 血祭アルブミンの溶液、ゲJレ状態における水及び蛋白質構造の研究

(岐阜大医・生理研・京大理) 0恵良聖一・桑田一夫・藤井裕子

曽我美勝・鈴木英司・亘 弘

赤坂一之 …・ 159

41. 固体アミノ酸，タンパク質の重水素NMR

(京大理・日本電子〉 内藤 品・田村厚夫・O赤坂一之

清水章三 ・・・・ 163

座 長 神藤平三郎

42. 高出力 2HNMR. Choleic Acidsにおけるホストーゲスト相互作用

(国立がんセ研) 斉藤 肇・ O横井もと子・・・・ 167

43. 13C CP -MAS NMR.βー(1→3)グJレカンの固体構造におけるNMR、X線の比較

(国立がんセ研・日本ブルカ-) 0斉藤 肇・多部田涼子・横井もと子

恵良国知樹 ・・・・ 171

44. 15N NMR法による合成ポリペプチドの国体構造の研究

(群馬大工短大・日本電子・東工大工) 0荘司 顕・尾崎拓男・藤戸輝昭

出口縫三・安藤 勲 ・・・・ 175

座長 ポ坤ヤ柑~次羊正日、L

45. 絹フィプロインの構造と利用に関するNMRによる研究

(東農工大工〉 朝倉哲郎・ O平野幸喜・吉水広明・・・・ 179

46. 配向DNAIこ及ぼす結合低分子の影響-31PNMR による検討

(東薬大・中央大理工) 0杉沸j 直文・神藤平三郎・絵本 潮

千 喜 良 誠 ・・・・ 185

18:30~20:30 

懇 親 会 〈千里阪急ホテル〉
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1 1月 19日〈木〉

9 : 0 0 ~ 1 1 : 5 0 

座 長 旦 弘

47 NMRによる病態解析 (Vill)ー遅延型アレルギ」反応巣の解析

(熊本大医) 0山崎 政城・石松 隆志・・・・ 187

48. 殺菌剤処理による菌糸細胞の生理変化と水のTl、T2の変化

(農業環境技研〉 0吉田 充・能勢 和夫・・・・ 191

49. 差分NMR法による左右大脳半球機能差。一次視覚野の時間応答

(電総研 〉 0亀井裕孟・片山義朗・横山 浩…・ 195

座 長 亀 井 裕 孟

50. In. situラット心の31p-NMR 

(京都府立医大・武田薬品中研) 0西川 弘恭・嶋本典夫・新谷 元章

沈 行良・吉崎和男 ・・・・ 199

51. 31p -NMRによる軟体動物平滑筋の catch収縮機構の検討

(国立公害研・東大理) 0三森 文行・石井直方・高橋景ー・・・・ 203

52. 31p -NMR化学シフト・イメージング法の生体組織への応用

〈京都府立医大生理・脳外科) 0吉崎 和男・西川 弘恭・成瀬 昭二・・・・ 207

座長 西川弘恭

53. DESPOT法を用いた 31p-NMR T1緩和時間測定

(生理研 ) 0鈴木英司・村上政隆・前回宗宏

瀬尾芳輝・亘 弘 ...211 

54. 13C 標識フラピンを用いたフラビン酵素の複合体及び反応中間体の 13C-NMR

(国立循環器病セ研) 0三浦 測・・・・ 215

55. 酸化型と還元型Thioredoxinの構造の比較

(北大工・カルガリ}大) 0平沖敏文・ H.J. Vogel ...・ 219

一昼 食ー
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12:50--14:25 

座長 森島 績

56. 常磁性へムタンパク質の 13C-NMR

(東工大工) 0山本 泰彦・・・・ 223

57. lH-NMRでみたmesoーテトラプロピルヘミンを含むミオグロビンの構造

(京都薬大) 0根矢 三郎・舟崎 紀昭・・・・ 227

58. 多ヘムタンパク質の酸化還元電位のlH-NMRによる決定

〈横浜国大工・阪大蛋白研) 0阿久津秀雄・蒐 可君・仁木克己

京 極 好 正 -・・ 231

座 長 阿久津秀雄

59. 転移リボ核酸の動的構造と機能との関連性の解析

(東大理) 0河合剛太・横山三紀・横山茂之

宮津辰雄 一一 235

60. 完全緩和行列法による 2DNOEスペクトルの解析一DNAオリゴマーの詳細な分子構造一

(カリフォルニ7大サンフランシスコ} 0鈴木栄一郎・ N.Pattabiramari 

G. Zon . T. L. James ....239 

14:30--15:20 

座長『京極好正

特別講演-m.Determination of Three-Dimensional Structures of Proteins 

in Solution. 

〈マックスブランク研〉 A • L. Gronenborn.... 243 

一休 、憩一

15:30--18:05 

座 長 荒 問 洋 治

61. 計算機実験によるタンパク質のプロトン緩和機構の研究

(京大理・近畿大医) 0伊島理枝子・柴田 進・赤坂 一之・・・・ 245

62. 微生物起源蛋白性プロテアーゼ・インヒビタ -SS1立体構造の揺らぎに関して

(都立大理) 0甲斐荘疋恒・長尾洋昌・広沢敦彦

佐藤晴哉・内田健一・三宅洋子

細谷仁子

-VIII-

-・・・ 249
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63. トリプトフ 7ン合成酵素のプロトンNMRスペクトルに及ぼすアミノ酸置換の影響

(阪大蛋白研・横浜国大工) 0油谷 克英・阿久津秀雄、・漂回慎太郎

小笠原京子 ...253 

座 長 横 山 茂 之

64. ヒトおよびマウス上皮成長因子 (EGF)の連鎖帰属 (sequencespecific resonance 

assigrtment)と高次構造

(都臨床研・東大理・湧永製薬・岐阜薬大) 0稲垣冬彦・神田 大輔・宮津辰雄

三宅哲雄・不破 亨・林 恭三・・・・ 257

65. 糖一蛋白質問相互作用のTRNOEと量子化学計算による研究

(国際基督大・千葉大・理研・国立がんセ研) 0梅本公子・笈川 節子・菅原洋子

相田美砂子 ...261 

座長 甲斐荘正恒

66. TRNOEによるイソロイシル tRNA合成酵素に結合したアミノ酸のコンホメーション解析

(東大理〉 0横山茂之・河合剛太・神田大輔

宮津辰雄 ...265 

67. lH NMRによる多機能巨大タンパク質の高次構造研究法

(東大薬〉 回中俊之・西村実和・矢田信久

遠藤聡史・ O荒田洋治 -・・ 269

68. 免疫グロプリンのCPMG法による解析

(阪大蛋白研・東大薬〉 0林 文品・京極好正・遠藤聡史

荒 田 洋 治 ...273 
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溶液中の立体化学に於ける 1H Biselective T1の利用

くその 3) 

(神戸女葉大・阪大薬・ o杉浦真喜子・高尾檎縫

市丸百代・加藤篤・藤原英明・

Application of 1H Biselective T1 Data on Stereochemistry in Solution. (No.3) 

盟主主主2 呈旦旦主旦 Narao Takao， Momoyo 工chimaru，Atsushi Kato， and Hideaki 

Fujiwara* 

(Kobe Women's College of Pharmacy and *Faculty of Pharmaceutical Science， 
Osaka Un工versity)

Selective (T1
S) and biselective relaxation times (T

1
BS) have been measured 

for several protons of Guinesine A， B， and C which are stereoisomers of the 

structure as shown in Fig. 1. The cross-relaxations (口i守) for some proton 

pairs have been obtained from T1 S and T1 BS by using 長quation (3)， and 

correlated with H-H distances (rij)' The configurations and conformations of 

these alkaloids have been discussed based on the estimated values of rij and 

are suggested as shown in Fig. 3. 

fはじめに]

化合物の立体化学(立体配置、立体罰~)を議論する際に、 H-H 聞の空間的距般は、有

用な情報となる。 しかし湾液状態で、 H-H 聞の空間的~l!献を得る方法はそう多くはない。

持uclearOverhauser Effect (NOE) は、相対的に H-H 関の距離を得るの~<:有用であり、

これまでにも多く利用されてきている加、定量的議論に耐えうるデータを得るのは、そ

れ軽容易ではない。

我々はこれまで、 Biselective T1 の有用牲について、議論をしてきたが、今闘は、

Biselective T・と Selective T1 の組み合わせにより、交差緩和 C1ijが得られることよ

り、それによって H-H 問の顕離 (r( J )を求める試みを行った。さらにそれを利用して、

天然物の立体化学についての議論を行った。

l/T~ R工 (i) l:N~p"~ + p* (1) 
ム...J' ~J 

川 is=RL(ij) 二N
j
C1
ij

+ R工(i) '" NjC1ij +印jPij + p* (2) 
3 

Ri(ij) -Ri(i) = N・C1.， (3) j V ij 

ui3=l/10yVrij-6{〈j/{H4ムジ2)

4...2_ ..，6 ~ij 
i.j 1/2 Y も rij

(ω2ず2 << 1 ) 

ーJ・1
c

T
 

(4) 

(5) 

1 H の Selective 及び Biselective T1 は、それ

ぞれ (1)，(2) 式で表され、それらの逆数の業は、

(3) 式のようにロij となる。さらに ロij は、

(4) または (5) 式で示されるように r I J -6 に比例

する。従って糊定された 2穏類の緩和時間より い く Guinesine A， B， and C 

- 1 -



Fig. 2 

出5b子iiH占"出。
cis-erythro cis-threo trans-erythro trans-threo 

つかの H-H 聞の ci1を得、更にそれから必要な H-H 関の距離(rlj) を得ることが t士，来

れば、溶液中での立体化学を議論出来る。 この方法の特徴は、測定で得られる緩和時

間に、分子内双板子緩和以外の寄与( p* )が存者Eしでも問題のない点であ認。

対象とした天然物は、アマゾン産、 ヒルギ科機物 Cassiporirea guianensis の樹皮よ

抽 le1. No国 elective(T1
NS)，Sel配 tive(T1

S)，副 Bi田 l田 tive(T1
凶

)pro七四財閥tionTimes (5配・}

for Guinesine A， B副首 C.

H T1
NS 

2 4.48 

3a 

3b 

G. A 

T1s T1BS 

6.14 5.56 6.06 
(H-6) (H-10) 
5.59 
{払恥}

5a 2.45 3.46 2.64 
(H-5b) 

5b 2.65 3.95 2.93 
(H-5a) 

6 5.10 7.06 6.19 6.41 

9a 

9b 

10 

3.56 

3.50 

(H-2) (H-10) 
6.29 

(N-Me) 

3.93 5.47 5.26 5.06 
(H-2) (H-6) 

N-Me 1.94 

T，NS 
1 

4.78 

2.78 

2.83 

G. B 

T1
S T1

BS 

6.39 6.15 5.78 
(H-3a) (H-3b) 
5.86 6.30 
(H-6) (H・10)
5.80 
(N明政三}

3.00 4.22 3.25 
(H-5b) 

3.49 4.91 3.62 
(H・5a)

5.29 7.18 6.55 6.97 
(H-2) (H-3a) 
7.06 6.33 
(H-3b) (H-10) 
7.0。
(N~治}

3.27 

3.25 

4.42 5.82 5.69 5.14 
(H-2) (H-6) 
5.76 
(N弛}

2.22 

- 2 -

NS T1 

3.51 

G. C 

s T1 

4.88 

BS T1 

4.37 4.50 
(H-6) (H-10) 
4.31 
(N-Me) 

2.44 3.42 2.67 
(H-5b) 

2.41 3.48 2.74 
(H-5a) 

3.98 5.56 5.05 5.28 
(H-2) (H-10) 
5.13 
(N-Me) 

2.71 

2.54 

3.90 5.19 4.73 5.05 
(H-2) (H-6) 

1.86 



り得られ、殺虫効果を有する含イオウアルカロイド、 Guinesine A. B. Cである。 こ

れらは、 F' i g. 1 tこ示される平面構造式を持つ立体異性体であるが、 10位の水酸系の配

置及び、 2位、 6i立での配措置の組み合わせにより、 F' i g. 2に示すような 4織の異性体

が考えられる B. C については、本研究と平行して行われた、 X線構造解析で、それ

ぞれ cis.threo. trans'erythroであることが最近判明した。

f実験]

サンプルは、それぞれ CDC13 に溶解し、脱ガス、溶封した。濃度は、それぞれ

A: -0.16 門. B: - 0.1 M， C: -0.1 刊で調轄した。 ilO定は、 Varian XL-200 

(200.06円Hz) を用い、 'H Selective， Biselective T，の測定は、前聞の本討論会で述

べたパルス系列;を用いた。 Selective及び Biselective T，は、シグナルが、単独で観

察されるものについてのみ測定を行った。 すべて、測定は 2回文は 3回行いその平均

値を観測僚とした。

[結果と考察]

Tab 1 e 1 tこ、 Gui nes i ne A， B. Cの観測可能なプロトンの Nonselective (T，NS)， 

Selective (T‘S) 及び BiselectiveT， <T，8S) の観測値を示した。 NonselectiveT，の

データは、直後今回の取扱には、必要ないが、参考のために測定を行っている。 Bが、

スベクトルの関係から一番多くのデータを得 ることが出来たが、他のものも距離が問題

になりそうな H-H 間については T，B S を得~ことが出来ていお。 これら T，S，T，BS よ

り、式 (3) tこしたがって σij を計算し、その{直を Table2に示した。(il)または

(5) 式から解おように、 (Jijとロji !ま等しくなるはずであるが、 Table 2 に示された値

は、 お互いにほぼ近い値になっている。このことは、 T，BS， T，s の観測{直の妥当性と、

さらにそれから得られが σ・・の憾の妥当性を示すものである。-~J 

Table 2. 他国inedσijvaluesfor several proton戸 irsof Guinesine A， B and C. 

G. A G. B G. C 

Hi Eち (J， j10-3 
(J"" /10-3 σij/10-3cji/10-3 σii10-3 (J

ji/10-3 ij"V Vji 

2 3a 6.2 

2 3b 16.4 

2 6 17.1 20.0 14.2 13.2 20.4 18.1 

2 10 2.6 7.4 2.3 3.8 14.0 18.8 

2 N-~ 5.3 5.3 7.9 

5a 5b 90.4 88.5 70.4 72.7 82.1 83.9 

6 3a 4.2 

6 3b 2.3 

6 10 14.3 14.8 18.6 22.5 9.5 5.3 

6 N-Me 5.7 1 .1 5.0 

q
J
 



ここで、立体配積、配躍には衡係なく回定されており、なおかつ滋知の「りがあれば、

その ri.iと (Jij の値から、 τcの{直が得られるはずである。その条件を満たてものと

しては、 H-5a. H-5b が最適であると考えられ、 分 子 モ デ ル か ら rS..5b = 1.8 Aとし

た. いま、 これらの化合物が、等方性運動をしていると仮定すると、 0'5a，5b または

c とこの rS .・ Sb の値より、 (5) 式を使 って、それぞれの化合物の悶転相関時間
5b，5a 
τc を計算することが出来、 A τ=  10・70xl0-12sec. B てC =8・56X 10-12 

c 
sec， C τc 9.92 x 10-12secの備を得ることが出来る。 Aと B(こ於け~j]長は濃

度の楚を反映しているものと思われるが、 C の舗が比較的大きいことについては、現売

のところ原因が不明である。

これらの値を用いて逆に、 (5) 式によって、それぞれのO'ijから「けを得ることが

できる。そのよう にして得られた ri J の値を、 Table3に示した。 得られた r6: . ~ o の

値を見ると、 H-6 と H.10の配置は、 Bが cis、Cjs transであることが解り、 X線嫌

遺骨毒析の結果と一致している. 又、 A については、その健から、 8 同様 CIS 配置が示

唆される。また F i g. 2に示される、 4種の異性体について、得られた Table3の

r i ;を満足する立体配置を、分子モデル

を使って検討すると、 A cis-erythro， 
B cis-threo. C trans-erythro と

なる。 又その時のす体配躍を、 F'ig. 3 

1こ示したが、それらは、これらアルカロ

イドの CDCI1 中での 1:'-iIl.iT.依配慮である

と言うことが出来る。

以と、 T，BS， T1s の 2積のれの測定

から σ..を求め、 さらに r'J と関連づけ
1.J 

て昇華液中でのな体化学が議論出来ること

を明らかにした。 対 象 と す る 化 合 物 が 等

方特運動を仮定出来るか、又得られた T，
績の繕度等、今後さらに検討を加えなけ

ればならない点もあるが、ここで示した

ように、この方法は、条件を選べば、中

手重度の大きさの天然物の構造決定文は、

溶液中のす:体配底解析に十分適用可能と

J思われる。
Fig. 3 

Table 3. Est却at剖 r討{五)val田 S
for several-tro出npairs 
of Guir泡 sineA， B and C. 

民
J、‘

H
 

G.A Ci.C G.B 

2 3a 2.7 

2 3b 

2 6 

2.3 

2.4 2.3 

2.4 

2.8 

2.3 

2 10 2.9 

2.9 

3.0 

2.8 

2.9 

3.2 

2.2 2.7 

2.9 

2 N-除2

6 3a 

6 3b 

6 10 

6 N-~ 

2.4 

2.9 >3.5 

hd Tを心ぐ H竹dp
G. A 

(cis-erythro) 
G. B G. C 

(trans-erythro) (cis-threo) 
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経io時閣議によるストリキニーネ的発来内化掌構造と
動的性質の調究

(阪大薬分析)0馳畠寺・聯英明・佐々木喜男
Molecular Dynamics and Chemical Structure of Strychnine in Solution 

Determined from Relaxation Time Analysis 

Masavuki Watanab~ ， Hideal屯iFujiwara and Yoshio Sasaki 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences， Osaka University) 
We studied the molecular dynamics and chemical structure of strychnine in 

13 CDC1
3 

by measuring the'JC T
1
data. The data was analyzed based on the 

three models of overall molecular reorientation， i.e. isotropic model， 

symmetric top model and fully anisotropic model. As the result of this 

analysis，strychnine is found to exhibit a degree of anisotropy in solution. 

The difference between the principal axes of rotational diffusion and those 

of the moment of inertia is discuised in relation to the solvation of 

strychnine by CDC1
3・

1.序
老来状態イのNMR又ピンー格ヰ緩h鳴閉T，t念、骨子の動的性寝l之tiきな関係行“

怠リ、 11ヂー守よリ~占ちられ3 回転拾故主義D( 事 3 いは相関時期τ) よリ、伶子
11動1の齢的性質を論ず3 こにザ‘イき ~o -~援にスピンー椅子緩和様裁は裁維の寄与
ょっな 3台、\奴格予奴棒二子相亙作用によ 3 寄与ザ主配的イ~~ ::とザ勾くの化念物

-i~ られてÌ)リ、ま fこ衣極手双栓手緩和時期1iÞb I~N 0 E困ご子左利用 Lて求めらM
~t~ め長宅事1 用され~\.'o 'tτ防 I~. ~めのように表わされ 3 。

~ "Y~"Y伊z
13CT?Dτ あてET[J(ω口 Hi)川町)吋J(ωc叩)) )

 
-(
 

さて、緩舟時閉干一守の解析kは分与の霊動を単純化したモデJI..--fJヲl用され5ザ、
義主海単なモ干}¥，広寄芦運動左行なラてい3主義令のモデ!し，すなわち警告モヂlして
きち')、 1 つめ回転~~諏主教が与えられ3 。 しかしなザら、骨子の的あ~ ¥、lま様々 な
実験デー守行う、令子η回転軸の宵白ザ等角的ずなnヒ予想され回転に裏汚性を
含ませ 3 ことは当然』克零とな ~o 裏官モギ!しヒは軸対合格同体モ宇‘/1..- ζ先企裏告モ
デlしずあり、極月E尖鋭，化の条件下 (ω1:<<1)イl急、スペワトル者援T{ω)I主、そ
れぞれ長(l)~ (3)のように表わされる。

J(ω ごー+-=-ヱー+一一三-6D1 5D1+D2- 2D1+4D2 
(2 ) 

-5 



c. c内 C句

J(ω 一一一-一一+一一一一一ニ一一+一一--一一40.+0_+0_ ' 40_+0.+0_ ' 40_+0.+0 1 ~~2' ~3 ~~2' ~1 . ~3 ~~3 '-1 '-2 

C4 cs 
+ ，n2 .2，1/2， + "'n ，n2 .2，1/2 6[R+(R~-L~)"~1 6[R-(R~-L-)"-1 

(3 ) 

)
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こζ-t:.式{ユ)のAιC，式(3)のc，'" Cslま幾何掌嗣な関数イあ~.ま1::..これらのモ
干!しの解析には令子に固定L1ミ産穂軸芝田島稔散の軸ヒのず引をホす角高t/¥Oラチー
ヲザ央零とな~ff'¥売の訟は軸対仇椅同'{.$モ干‘11;i'ユ個 (8とゆ )I 完全実芳モず
/し13個(オイラー角ふ，s，r)τ. ð?>~。
今回~~It、猛毒性アル力ロイドf あ 3 ストワキニーネ!こつ\\¥:緩h時間玄!とよ
る解析を絢t~. ストリキニーネ I~. 緋縛j朔ヒし甘用いられその議議糾
鎖的忠良の栃を長。3 うえず、緩和時院去は有用イ~~と.fえ 5 骨1~o

2.文験
ßCNM~侮nス/でつト!レは、日本寄与県以-5'00型FTNMR粧lζ j:.， """{， 

T-~dて- t -~OO If I~ ス系列 -f免全プロトン穂射!こより室遁吃測定し?と。棲樹博成
訟は 115.72MHミーで‘古~~o 車リ込ヨト憶は 200 伊仇， ，~OO 1¥" 1["スの照射時間!な24.i.メ4
sec..， 128回希望し、 fbK.点 f フーリエ変換した.主主菱肱東友化成工業史(純注9~
省)を用い~.該耕l主 C Oct3 I之毒儒 l~毒桑l主同党tr 又 L、護主ザ0泊附ヒ O.46M
のZ種を調製Lt::.また、 τの事負に際L、付属のコンピ;z.-'1-を用いて縦磁也
仰が回復まずのヂーヲについてtノの長，h=新を童同し1と。尚、 4縦患の1i
芳l主ーはFI R. FT去によリ行なヲ色。 5制定設差 1;' 士写%イあ ~o
T.解析¥-;、専首長よu軸対鉢塙同体モヂlしに勺¥¥ '"tはプロザラムT1 A NS Õ~) 

完全裏肯モ干・1レ!こっ l¥-Zはずロヴ‘ラムMOLDYN2
)を使用した。ま?と、+貫性モー

メントの計'11こはずロゲラムメy~')を-tf修正した後使用 L1ミ.計事!主大阪大学
計事機セ;，lJ -A c. o S 6， N E A C -1000会よぴペワト 1レ計事務sX -II~ l:: ~ 
4守な，七.

3. T，解析
解析に用 t、た産枠、{私、 ~ì"ストうキネ玉水

iD鞠の結晶構造解析ヂーヲ仰を剰用 Lt::.o また、
回転議散の主軸と慢性宅ーチシトの主軸との閉に
l怠令干のmiJ'ら相関げあ3ヒj考えられ3ため.?l ~) ノ23

与を悟性毛 F チシトの主軸条に長いて解析を特な 11 

守 t。解析!三l弘、水素息子炉直魯付加L¥:いない Fig.1 Molecular structure of 

ため‘掠極手探極手緩和グ混とりにくいと考えら Strychnine. 
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れる斗む紙時、逆意の1;千-'7 (怠省くことにした。また、 NOEデー守期($.，勺lk=直ザ1，7主 0.4
乙完，¥ げ、大きく、 NOE因子体最大値をヒJ，すなわち-rjc7) ~il\{IiÐ"~。を表
わす毛のと L て解析を作なヲ t~

4.結果ヒ考課

TABLE 1 13CT1 ANALYSlS FOR ISOTROPIC MODEL.SYMMETRI~ Top MODEL AND' FULLY 
ANlSOTROPIC MODEL FOR STRYCHNINE 

0.29M 0.46阿

CHEMICALトb. T1OOSD.(SEC) T1cALCD.(SEC) T 10BSD. (SEC) T1cALCD.(SEC) 
SHIFT 

肋DEL1 肋DEL2 t-bOEL3 ト'oDEL1 ト切EL2 MoDEL3 

26.7 15 0.605 0.632 0.613 0.568 0.537 0.589 0.542 0.492 
31.4 14 1.302 1.202 1.347 1.352 1.194 1.120 1.358 1.254 
42.2 11 0.753 0.643 0.695 0.688 0.714 0.599 0.636 0.647 
42.6 17 0.654 0.634 0.636 0.650 0.622 0.591 0.586 0.599 
48.0 13 1.234 1.214 1.213 1.168 1.085 1.132 1.106 1.128 
50.1 18 0.643 . 0.631 0.579 0.566 0.618 0.588 0.609 0.6∞ 
51.7 7 12.530 13.080 
52.4 20 0.654 0.640 0.667 0.641 0.561 0.596 0.574 0.564 
59.8 16 1.211 1.216 1.101 1.134 1.3∞ 1.133 1.069 1.125 
59.9 8 1.229 1.252 1.309 1.301 1.174 1.167 1.126 1.197' 
64.3 お 0.676 0.640 0.706 0.707 0.587 0.596 0.610 0.631 
77.3 12 1.328 1.2∞ 1.322 1.324 1.212 1.118 1.292 1.176 
115.8 4 1.010 1.273 1.177 1.069 1.163 1.186 1.334 1.211 
121.9 1.邸9 1.264 1.150 1.114 0.991 1.178 1.110 1.074 
123.8 2 1.041 1.237 1.108 1.127 1.041 1.153 1.057 1.106 
126.8 22 1.∞8 1.2∞ 1.134 1.031 1.184 1.119 1.152 1.082 
128.1 3 1.025 1.235 1.105 1.036 0.889 1.151 1.042 0.930 
132.4 8.635 7.913 
140.2 21 4.548 4.379 
141.8 5 8.639 8.017 
168.8 10 9.072 8.583 

THE NUMBERING IS SHOWN IN FIG.1. 
MODEL1: !SOTROPIC MODEL.MoDEL2: SYMMETRIC Top MODEL.MoDEL3:FuLLY ANISOTROPIC MODEL 

解析紘累をTa.ble.1ヒ2に示す。この紘呆よリ‘辱芦モデ}しよリ毛異う町壬デJ/.，-の
方F支験値の傾鼠主主 ι再規し'"Z. l\~ こにがれb' ~、又トリキニーネの分与量動の
回転軸の角陶 lミ I~ 2ι31も縫援の裏方性Fあ3こヒザ見出さ剣士。

ストリキニーネの I~性壬ーチントの主軸すの大きさをゑメ軸め回ると、国I(輯X)ず= 13千3.2，
1 (Y)= 2022..守 I Hl)= 2 守 13.0 之島~o なわち、 リ句 長毛起こ')
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TABLE 2 CALCULATED PARAMETERS BY THE 13CT1 ANALYSIS BASED 
~\、と予想イ芝!1..--完全実

側 THEVARI∞S [)YN附 ICS~伽ELS FOR STRYCHNINE 角モデルによ 3解析によ')

得られた}長は毛、田弘L~l、軸
( D，軸 X軸iこ近1'.由

iもDEL PARAMETER 0.291'1 0.4倒 イ高リ、これらの計事結果
の妥当性を裏付Ittl¥~o 

!SOTROPIC ttmEL D 4:6x109SEC・1 4.3x109s ・1
また、崎性モーチントの主

回 0.11sEC O.13sEC 軸と回制筒kの主軸の総ず合4べ
ょっ、 CDct311、水泰

SY附 ETRICTOP 

D D 1/2 D 2 

5.8x109s印 5.6xl0
9
sEC 

・1 にど)川lζ耕ザ
ト加EL 0.47 0.44 ヒ;tぇ;t\ ~o ストリニ

日 45.3
0 

35.9
。

，ネのIHT.千ーザ iζつI，-C 
中 28.6

0 

68.3
。

軸-て対鱗和祈格芝f
肉

T
体な
t
ヲ

'F 1[，を開"
田 0.12sEC 0.09SEC た結果、 D，

FULLY ANlSOTRO・ 0
1 

6.8x109SEC.1 
6.6xl0

9
sEC

・1 /01の値広 O.明Mぜl主0.32.

PIC陀氾EL D 

D 
32//D 

D 
1 

1 

0.74 0.59 
主0.16I 0.46 M ，'i Ii O.46:t 

0.32 0.37 α訴えなリ、 I主唱の鱗析結
q 9.49。 -26.4

0 畢と誤差i囲内-t-~'す餓3え. 
自 12.6。 8.13。 このこヒより、 'Hτ ぞの
Y .41.2

0 
-29.4。 析も実う可霊街lE:言Bバ3う

部 0.09SEC 0.07SEC て布切1イあラうヒ考え5#¥
~ .. 

Y 

X 

Z (a) 
Z 

(b) 

Fig.2 Determination of the principal axes for the rotational diffusion of 
strychni ne (0.29M).(a )Syminetri C Top Model {b )Ful ly Ani sotropi C Model 
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H i s t a m n eの溶存構造に関する NMR及び計算化学

的考察

〈阪大薬分析 )0谷 美香・高木達也・藤原英明・渡辺昌幸・

前崎博信・永井伸二 ・ 佐 々 木 喜 男

H門R and Co圃putational Studies on the Confor圃ation of Hista圃ine i n 

Solution 

旦i主主工呈旦1.. Tatsuya Takagi， Hideaki I'ujiwara. 円asayuki lIatanabe， Hironobu 

門aezaki， Sh i nj i Naga i， and Vosh i 0 Sasak i 

(I'acu 1 ty of Phar圃aceutical SCiences， Osaka University) 
Confor圃ational energies of hista田 ine were studied using the SI門P syste闇 of

calculation. They predict a strong preference of gauche confor圃er for the 

圃onocation. In order to predict the confor・ation in solution， hydrated 

species were calculated using the sa圃e syste.. The results indicated a 

decrease in the energy difference b~tween the gauche and trans confor聞ers 

suggesting a 圃 ixture of the two confor.ers in solution. These 

co圃putational results are supported by the confor圃ational analysis based 

on the 1 H N門R spectroscopy. Also. N門R spectroscopy using 1 iquid crystal 

phases is appl ied to si岨ulate a state of hista圃 ine dissolved in 

bio ・e圃brane，and the solution structure and orientation 乱re discussed. 

ヒスタミンは生体内活性物質として知ら れているが、 アレルギー性反応や胃液分

泌に重要な役割をもつことが明らかとなっ ている。 ヒスタミンにはアレルギー反応

等の発現を介する H"胃液分泌の促進等を介する H2 の 2種類の受容体が確認され

ており、 H，-blockerとしてはクロルフェニルアミン等が、 H 2・blockerとしてはシ

メチジン等が知られている。現在ではヒス タミンはこれら 2種類の受容体にそれぞ

れ異なったコンフォメーションで結合すると考えられているが、 X線回折や MO計

算では側鎖が折り畳まれた形の gauche 型が圧倒的に優勢であることが示されてい

H 

H¥3N/L、1Jn821634 ノH

i 、c十 C
IJ十 C

U十 N二--H

/ 匂C¥4/i i¥H口

C也 c也 C
s也

F i g. 1.ヒスタミンモノカチオン

-9 

る。 そこで我々は、 当研究室で関

発された分子関相互作用シミュレ

ータ一、 SIMpl)(Si剛ulater

of 1 nter・olecuLar Potential8) 

によりヒスタミンの水溶液中のコ

ンブォメーションを推定、 NMR  

法による実験結果との比較検討を

行った。 S 1 M P とは M N D 01:去

に分子関パラメーターを導入する

ことにより、 MNDOで成功して

いる単一分子系の分子定数の計算

に加え分子関相互作用についても

良好な再現性を有するように改良



日2/degree

F i g. 2.孤立系

由。

360 

与180
0 
司、、

同

qコ

。。

F i g.3. 4水和系

由

由
同
口、

360 

由 180
qコ、、、

戸吋

dコ

。

F i g. 4.5水和系

白2/degree

360 

したものである。 ヒスタミンは pH7 符近にお

いて、 聞onocationの 形 を と っ て い る こ と が

知 ら れているので今回我々はこの圃ono

cationの形を計算に用いた。結合距離、 及び、

結合 角度は MNDO MO法により主主適化を

行った。 ヒスタミンには flexible な twist

angle が 3種類考えられるが、今回は Fi g. 1 

のように定義し、 このうち 81，8 2 を変数と

して confor闘ational energy圃apを描いた。

8 3 は逐次最適化した。 ここで 82が 120.-

240。のときを trans型、 0・- 120¥ 及び、

240.- 360。のときを gauche型と定義する。

孤立系における confor圃at i ona 1 energy 

掴ap を Fig.2 tt示した. こ れ に よ り 側 鎖 が 折

り畳まれた形の gauche型のほうが側鎖が伸

びた形の tra ns型 よ り も 優 勢 で あ る こ と が わ

かる。実際、最安定構造は gauche型(8 1= 

146.，82=61・〉に現れ、 trans型における最

安定構 造とのエネルギー差は 28 kJ/圃01 であ

った。 また、水溶液中のコンフォメーション

を知るために、氷を 4分 子 配 位 さ ぜ た 4水和

系 及 び 5分子配位させた 5水和系についても

悶様な計算を行った。 この際、 8 3及びヒスタ

ミ ン 分子と水分子との距緩は逐次最適化した。

得られた結果を Fig.3.， Fig.4. tこ示す。 水

干日系ではエネルギー的 tこ安定な部分がわずか

ながら tra ns型へと移行している。 水干日系

においても最安定構造は gauche型 (4水和

8 1= 242， 8 2 263・ 5水和系 8I = 

245¥82 = 218・〉であるが、 trans型 と の

エネル ギ ー 差 は そ れ ぞ れ 26 kJI圃01，16 

kJ/圃01 となる.つまり、孤立系では gauche

型 が優勢であるが、水和系では gauche型が

trans型よりも若干安定ではあるものの、 そ

の差は孤立系に比べて縮まっており、 水溶液

中では 両者が共存していることを示唆してい

る。 また、先に得た energy 掴ap からスプラ

イン関数により各系における 82 の平均角度

を求めた結果を Table 1ζ 示した。 水 和 分

-10一



子の増，大に伴い、 trans型へと移行していることがわかる.次に、種々の湾媒中で

側鎮の IH-NMR測定を行い LAOCON52
)によりスベクトル解析した。 また得られた

間接結合定数を 用い、稜々の溶媒中での優勢なコンブォメーシヨンを求めた。結果

を Table 2 lこ示 す 。 溶 媒 の 極 性 が 下 が る に連れて gauche型の存在確率が増大して

おり、 これは先に述べた S 1 M Pによる計算結果と良好な一致を示している。

system  

次 lこ、 生体膜中でのヒスタミンの

コンフギメーシヨン及び配向を推定する

82/degreel目的で、 液晶 NMR法 に よ る 検 討 を 行

った。 これまでに種々の液晶相が知ら

れているが、今回液晶相として用いた

のは配向性の点から生体践に近いモデ

ルと考えられるリオトロピック液晶相

6 2 

Table 1.θ2の 計算値

H i stn i ne 

Histnine + 4H20 

Hista掴 ine + 5H20 

9 3 

9 9 

である。 sodiu・dodecyl sulfate 

Table 2.コンブォーマーの存在比〈実験値) (SDDS)系としては、 sodiu圃

dodecyl sulfate， decanol， sodiu岡

山 lfate，water を重量比 14:1 : 1: 20 

で用い、 potassiu圃 laurate(PL)系

としては、 pohssiu圃 laurate，deca-

nol， potassiu圃 chloride，waterを重

量 比 7.5:1.5:1:15 で用いた .3)P H値

は前者が 7.2、 後者が 11.3であるが

solvent gauche/% trans/% 

D20 6
'
5
1
 

R
U
R
U

守

e

3 4  

C D 30 D 

(C D3)2C 0 

3 5 

2 9 

ヒスタミンの pKat，pKa2 が 5.80，9.40であることから SD D S中では圃ono

ca t i on、 PL中では neutral として存在する。液晶中での NMRスベクトルを解析

するに当たって必要な独立可変パラメーターは化学シフトでは ν(1)=11 (2)，11 (3) 

Table 3.配向スベクトルの解析結果(単位は H2) 

S D D S P L 

D (12) -134.98:t {).01 -70.66:t 0.10 

D (13)(24) 12.78:t0.63 2.77:t0.14 

D(14)(23) 16.94:t0.74 -6.94土 0.14

D (15)(25) 26.74:t0.06 -14.12:t0.07 

D (34) -30.50:t 0.07 6.20:t 0 . 08 

D (35)(45) 42.04:t 0.06 -25.17:t0.07 

ν(1)(2) 1052.65 913.96 

11(3)(4) 1022.87 880.39 

ν(5) 1832.99 1694. 04 

r.園 .s. error 0.48 0.59 

Hs 

H. J' H3 Hl ー

¥γ¥-J-J-v 
H/c、N/LJ2¥H口

噌
'
&

噌

E
A



=ν (4)，11 (5)の 3種類が、直接結合定数では D(12)， D (13) = D (24)， D (14) =D (23) 

D (15)=D (25)， D (34) の 6種頴がある。又、解析に使用した間接結合定数の値は

5 D D 5， P L系 液 晶 の 高 温 で の 等 方 相 中 の値を用いた。測定温度はそれぞれ 31.0

・C，24.4.C であり、各々の実験スベクトルについて LA03D9削により繰り返し

計 算を行うことによりスベクトル解析を行った。結果を Table 3 に示す。 又、 それ

らの値を用いて、再現したスベクトル老実験スベクト)!-と共に Fig.5 に示した。 こ

れ らの スベ クトル解析では Jを繰り返し計算で決めることは未完成であるが、 それ

はスベクトルが一 次 分 裂 パ タ ー ン に 近 く Jと Dを同時に可変にした繰り返し計算が

重量しいこと、 及び、 大きな Dに比べ Jが小 さいため Jの精度が上がらないことなど

による. この問題は測定磁場を下げることや液晶の外部磁場に対する配向方向をマ

ジック角度に近づけることにより克服されると思われる。液晶中のスベクトルが等

方相 中 の Jを用いることにより再現できることから、液晶中のコンブオメーシヨン

も等方相中と、大きな栂違は無いと予想されるが、 さらに精密な解析を継続中であ

る.液晶中のヒスタミンの配向については D(12)が負で絶対値が大きいことから、

H 1 - H 2 方向が外部磁場に並行方向を取り易いことがわかる。 リオトロピック液晶

中では長いアルキル鎖が柱状に集まってヘキサゴナル格子を形成し、 それが外部磁

場に垂直に配向し易いことが知られている.従って、 ヒスタミンの長舗がヘキサゴ

ナル 格子 の長 輸に垂直方向に埋め込まれた配向状態を取ると考えられる。

ilJJlI I iuLl 
780 Hz 

5 D D 5 系液相中 P L系液柑中

fig・5.ヒスタミンの実験スベクトル〈上〉と計算スベクトル〈下) .200MHz 
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NMR  lH、 13C アントラセン誘導体ジアニオンの

昌甫

13 H and ~JC NMR of Dianions of Several Anthracene Derivatives 

担盟主主巴担担虫主 andrlasatoshi Hirayama 

(Department of Chemistry， Faculty of Science，工barakiUniversity) 

The formation of n-dianions of 9-phenyl-(よ)， 9， lO-diphenyl-(え)， and 9，lO-bis-

(phenylethynyl)anthracene(]) by alkali metal reduction of its precursor in 
1.. .13 vacuo was confirmed by ~H and ~JC Nt¥R， its quenching products vlith 0勺， H

2
0， and 

D
2
0， and the reduction of a reducible aromatic compound，. while for!~ the 

monoanion was also formed by subtraction of a deuteron from DHF.-d、ηor '!'H~-d8 ・
2-工twas suggested that for 1.- the ion-pairing occurs ¥a th Li'， Na'， and K' ， 

where i ts tightness of interation differs between in Dm:: and THF. It was 

proposed by comparing with CNDO excess charge-densities that the shift pattern 
，-

of .J"'-rnay be interpreted in terrns of a large contribution of paratropic ring 

current of the central ring of anthracene. 

平山正明O小林(茨城大理)

[ J'f J 

n-荷電分子{多縮合環芳香族化合物、アヌレン等)の生成、反応性、およびそれらの ESR、

NMRとMO計算との対応等については、現在もなお研究が進展しているが口、 特に、最近、

trianio日、 tetraanionが、いわゆる新分子種として大変興味が持たれている .dianionの生成の場

合、その量産易度は炭素原子 1i函あたりの共鳴エネルギーから予想されているが2¥実際は、平衡

浪皮としての、アニオンラジカルとの電子交燥、 counter100効果による安定化等、個々の場合に

より異なる.

今回、過剰電子密度の特に高い 9、 10位に芳香環を置換した anthracene

について、その生成と電子密度分布に関して報告する.

[実験]

取り扱った化合物は 9-phenyl- (P A) (よ)、 9、10-diphenyト (D P A) (ゑ)、

9、10-bis(phenylethynyl)ー(B P E A) (1. )aothraceneであり、溶媒は、 THFーの、 DME-d
1
Bで

ある. di an i onの生成は、常法 (NMR管上部にアルカリ金属を封入したもの)により真空中、

室温あるいは、低温でアルカリ金属(Li 、Na，K)と接触させた. N M R (or E S R )をモニター

しながら最良の状態で、 NMRを測定した. 'H一、 '3C-NMR測定は、 30 o 101Hz、75101Hzで

行い、帰属のために H一日、 C-Hシフト相関 X 
二次元 NMRも測定した. MO計算はプログラ

ム.Y4CB04" <:東大計算機センターライブ

ラリー)を利用し、 HITACM-240H (茨城大)で行

なった.

3種類dianion3l 

X=phenyl， X・=H
x=x・=phenyl
X=X'=phenylethynyl 

-
N
2
N
3
d
 

内べ

υ

唱
E
E
a

まさとしひらやままさあきこばやし



[結果と考察]

[よ] 長時間(2週間以上)接触により、

Na/THF、および、 K/THFの系において、

よ2ーのみが得られた. 他の系(Li/T師、

Li/D師、Na/D師、 K/DME)では、溶媒から垂

水素の引き欽きによる肘noanion よ-Df
とみられる吸収線がスペクトル上に重畳し

ている.これは、 H1 a、Cげのシグナルが、

aliphatic領域に移動し、 D川による H1 aの

3!i線が観測され、 'H、 13C共にムd'0 b ~ 

(よよりのシフト、高磁場を十)が 全般

的によ2・とのシフト差より小さくなってい

ることからわかる.

dianion生成は、以下の笑験により確認さ

れた.

( a )還元過程において、 ESR吸収が消

失した後に、 NMRが観測される.

( b )スペクトルパターンに、1.2ーとして

の矛盾がない.

( c )期待どうりのquenchingproductが、

得られること.

( O2でよが再生、 H20、D20で、

M/e= 2 5 6、 258のものがマススペ

クトルにより検出された. ) 

( d) 2当星のdinitrobenzeneとの反応で、

これのanionradicalのESRシグナ

ルが得られる.

t:. (J . ..は、 THFの場合、 Na>K>>Li(phenyl 

のm、 p -位を除いて)であり、 1-・ M+

との類推により contact ion pair 1. ト

. 2 M + (あるいはMφが l個ずつ入れ替わ 7.' 

る)が存在し、 M+のイオン半径によりクー

ロン相互作用が大きく異なるものと予想さ 1.1 

れる.また、 DMEでも Na>Liであるが、溶媒 日

間で比較すると、 Na/THF>Na/DME、Li/THFく u 

Li/DME ( H t1、H1.では、 Na.Liいずれも M 

DME>THF)となり、 ionとの相互作用が THF ・・
とは異なっている.つまり、 S0 1 ve n t •.• 

separated ion pair 一般にTHFよりも '・
DMEの方がイオンとの相互作用が強い) の " 

生成が考えやすい.

よ/THF-d.

よ2・

Li/THF-d. 

よ2・

Na/THF-d. 

竺:iiJUbjLiuJjJf;
7.1 

.. 
1. .. 

1.' ..司b1l.. .-. . 
•• • 

~g 

.・- ;土
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一方、 (よ -D)ーでは、ム 80bsは、 Li/THFと、Li/DMEが同程度、 Na/DME>Li/DME であるが、

よ2ーほど顕著ではないことは、 M"が 1個であることを考えれば、つじつまが合う.次に、

anthracene環と phenyH束とのie隊、角度を変えながら.d.q:f (よからよ2ーへの1&-電子密度変化)

のCNDO計算を行ない、.d.() = k . .d. q~( k H = 10. 1、 kc包 160ppm/e)から求めたム fica1cと
c 

比較したが、 counterion効果、 ring current effect等を合理的に説明するには至っていな

h、.
[主]Li /THFて¥ゑ2ーに同定されるスペクトルが得られた.1/とほぼ同じ状況であるので省略

する. Li/DME、K!THFでは、垂水素を、 l個、及び 2個引き抜いたと思われる分子穫の重なりが

得られており、解析が完全になされていない.

[乏]Na/THFて'は、1-2・以外に、重水素引き抜きによる monoanion は認められない.

2.>ーであることの確認には、 [よ]と同様(a) ー(d )により行なった. 4級炭素は、関連化

合物、過剰電子密度等を考慮して tentativeに帰属した. それ以外は、 立、 1.2 -ともに、

coupl ing patter目、 H-H、 日一 C COSY等により帰属を行なった¥3Cの.d.;5oTs 

の平均値(シフト値重心の乏からのシフト) 5. 2 6 ppm!立、 kc "" 1 60 ppmたから得られる

催、 1o. 6 7 ppmの約半分であり、 monoanionの生成を思わせるが、これは偶然の一致である.

El iasson" らにより、 4nπ 系における、環プロトンの paratropic ring currentによる、

anisotropic highfield shiftと、実測値による kc値との相関関係から anthraceneでは、 89

pPII/eが与えられている.立2 でほぼ. 80%の過剰電荷が anthracene環により占められてい

るので、 partially paratropic effectにより、上述の炭素原子のdeshieldingが説明される.

次に、 CNDO法による、.d.0-..，.との対応を考える. (l)phenyl基のプロトンに比べて、

anthracene環の 1、 2-protonは、異常に企d'0 b sが、.d.o-..，.よりも大きい. (J22-~JZの間

で3重結合の anisotropyの差は無視する. ) 

( n ) C 1. C 2では、異常deshieldingがみられないが、一方C.、C11では非常に大きい.

(m) C'7~C2. では.ð. 0-0" と.d.0-. ・1.との対応がよい.

( IV) C " 、C1. (sp混成)では、適切な kcが見つかっていないので、比較できない.

Ft 伊P叫L..W...LO. はし.UJ
7.' 

7.0 I I 
6.' 11， I 
6.0 

... 

I I I 
'.0 

，.. 
'.0 
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'.0 

'50 "0 130 120 110 '00 90 80 70 &0 !50 ‘。
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このことから、 antnracene環の中心環が主に、 paratropic ring currentに寄与しているを考え

られる.
Table • Comparlaon of Change8 of Calculated and Observed 111 and 

13C Shifts of l2-froml叫

ðq~ 冒b)
d6calcd 

c) 
d60bsd 

d) 

“l 
0.92 2.70 

"2 0.46 1.90 

"18 0.50 1.07 
20 

"19 0.04 0.63 

"20 
1.17 1.07 

C1 
0.0059 13. 73 12.51 

C2 0.0429 6.06 O.‘6 

Cg 0.4700 75.20 63.60 

m 
Cu 0.0349 5.50 -2.94 

o C15 -0.0450 1-7.33)e) -12.69 

C16 0.1310 121.09)e) -16.63 

C17 ー0.1037 -16.59 -15.05 

C10 
0.0543 0.69 7.36 

C19 
0.0041 0.66 1.06 

C
20 

0.1090 17.4‘ 11.60 

a) In p凹・ b) Exce.8 lT・chargeden8ity of !.2・日lativeto that of l・

c) ShHts of :!.2・fromthose of i calculated uSlng k
ll・M ・7ppm/electron 

冒
and kc.160 ppm/electron 10 A6H-kll.ðq~ and d6c・kc'ðq~ ， respectively. 

d) "iqh-fie1d shift8 are denoted by po・itiveoi9n8. e) Shift 

values in parentheaea ar・notreliable because the standard kc 

value 1160 ppm/e1ectron) may not be applied to・p-hybridizedcarbons. 

ユ2-

Na/THF-d. 

立
THF-d， 
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8 0 8  - C 1法による 核 ス ピ ン 結 合 定 数 の 計 算

( 北 見 工 大 )0福井 洋之・三浦宏一・松田弘喜

Calculation of the nuclear spin-spin coupling constants by SOS-CI meせlOd

Configur百tioninteraction calculation of d-and n-electron contributions 

巴~主主 E主旦， Koichi Miura， and Hiroki Mats凶 a (Kits皿iInstitute of T田 hnology)

瓦民主tract: Configuration interaction calculation for d-and n-electron contributions to the 

nuclear spin-spin coupling constants in acetylene and ethylene molecules is presented. 百四

calculation is performed by sum-over-states configuration interaction (SOS-CI) meth臼j with the 

two kinds of electron correlation approximations， which use singly and doubly excited 

configuration inter百ction (SD-CIl calculation for t，he ground state出.dus巴 S-CI or SD-CI 

calculation for the excited triplet states. Quantitative agreement between the calculated 

and experimental coup1ing constants is not good， but the n-electron contribution Jn shows the 
sru肥 trendsfor a11 the used basis sets and the approxin且 tionsof electron corre1ation. Jn 

contributes negligibly to the one-bon.d coupling constants 1J∞ and 1Jα'1' but it makes 

imp<コrtantcontributions to the two-bond coup1ing constants 2JHH， 2Jαl' and 2Jαァ

1. :rN'rnJIXL1'ION 

In 廿leprevlous戸 .pers，1，2 we reported on the semi-empirica1 ca1cu1ations fo1' σ-and n-

e1ectron contributions to nuclear spin-spin coupling constants. A striking feature of the 

results was the prediction of 1arge n-e1ectron contributions to the two-bond coupling 

constants2Jmv2JCH，and 2J∞ whereas Pop1e and Bothner-By3 assumed no contribution of n 

orbitsls to the geminal proton-proton coupling const町 lts"JHH inα12 groups H工th sp2 2 

hybridization. Given the resu1ts by the semi-empirica1 method， one is pr四nptedto ask if 

the sru田 trendn且y国 obtainedfr日nnon-日npirica1calcu1ations. 

切le non-四 lpirica1coup1ed Hartree-F∞:k (αIF) or finite pertur凶 tion(FP) method ha.s been 
4，5 successfully used to calculate nuc1ear spin-spin coup1ing constants in hydrogen 耳目1ecu1e，

the simp1e hydrides，6-9町Jdthe singly bond日j methy1 derivatives.10-12 However， the non-

目npiricalαIF method is not applicab1e to ca1culations of the nuc1e唖r spin-spin coupling 

constants in the molecu1es with mu1tip1e bonds 1ike acety1ene， ethy1ene or hydrogen cyanide. 

百le reason for this is the fact that for these un戸 rturbedsystem.s the 10間 st energy spin 

unrestricted Hartree-Fock (UHF) solution is not usual1y an eigenfunction of g2 with the 

8，13 eigenva1ue 8=0. That is， the systems display the so-called trip1et instabi1ity. 

The problem of th日 triplet instabi1ity wou1d be circumvented (i) by using a well 

correlated zeroth order Wave function or (ii) by using a nonrelaxed mo1ecu1ar orbital system 

in吋，ichthe orbitsls themselves are assumed to be independent of the presence of the external 

戸 rtur凶 tion field. 沼田 fon肥 r category inc1udes e.g. the finite perturbation-

multiconfigurational SCF (F宵~) method14，15 and equations-of-motion (区別)or higher r国 対 四n

phase approximation (higher RPA) method.16，17 旬le1atter includes e.g. sum-over-ststes 

configuration interaction (S侶ーC王)配thod，18，19doub1e戸 rturbationl/lethod，20，21 and coupled 

c1uster singles and doubles (αコSD)meth日iusing unre1axed SCF orbitals.22 

In this paper， we report the resu1ts provided by an ab initio SOS-CI ca1cu1ation for d一

面 ldn-electron contributions to the nuclear spin-spin coupling constants in廿len旧1eculeswith 
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multiple bor吋s. 1n Sec. 11， an outline of cornputational meth日iis given. Sectfもn1II is 

devoted to presentation and discussion of the theoretical results. 

II. MIITl葺)J)OF CAUヌ瓦AT100

If the coupling bet日eentwo particular nuclei A and B is investigated. the form of the 

h田niltonian加 c四 回8

白=品(0) +す .t.+す.tn+ t.Vmt A-~A T vB-~B T ~AvAB~B (1) 

加 国ey2，3 showed that there are f口町 distinct田 chani叩 th抗 contri加 teto the nuclear spin-

spin coupli唱・ τT町 efore すA' 九 andVAB should， in principle， cover all of th叩・

However， in this study we limit ourselves to the Fermi contact interaction which is 

overwhelmir叫 ydominant. 1n this叫 eVAB=O， andすA'九canth四 be附 itten

九=(8砂川/3)(均/4zips(宇T/i)Si' N=A，B・ (2) 

古田 phenomenological isotropic coupling cαlstant J AB is defined fr叩 1世田 secondorder energy 
(2) EAB' by 

ロU
ザ
ム

A
A
 

ψ
i
 

m旭
v
d
 

h
u
 

は
山
崎wu 

(3) 

Using the conventional second order perturbation theory， J AB can be wri tten wi th only one 

C叩悶lent，田yz， of the vectors守A叫すBas 

JAB = (2/h) <¥11(0) IVAZI場)>， (4) 

由 ere 軍鼓 isthe first order correction to the ground state wave function caus吋 by VBZ・
曹長)叩国他国in吋 by回 lvingthe eq国 tion

(白(0)ーE(O))叫1)ー -Vnry1jl(0)
''13Z - 'BZT (5) 

出 cause凶 efirst 0吋 erenergyず iszero. 

両国tion(5)町』叫V凶 byexpa.凶ng甲(0)叩 d叫)in so冊目thonormalfunction sets 

1n Eq. (5) 宙(0) is sufficiently well ex戸 ndedin all singly 叩 d doubly excited singlet 

configurations generated from a doubly OCCl王piedreference configuration. According to 

Kowalewski et al.，山9the expa.田ionof 'lIei) is四 rriedout at凶 etwo kin由 of levels of 

el配 troncorrelation approxinlation， J3国対 J4，presented below. 

(a) J3; 世)expanded in si唱 lyexcited 凶 pletconf問，tions.

(b) 匂;坂)expanded in all singly叫 do叫 lye悶xci此t吋凶ple坑tc∞口∞n凶figuぽura江z

The σ-electron∞ntribl則 onJ1s is団 lculat国 byexcl凶 ngIr-orbitals from the hole and 

particle ぬ tes in expansions of ¥11(0)副場 T hetotal co時 li珂 constant J品 is

e，~luated by including the configurations with even numbers of Ir-orbitals in the hole plus 

particle states in e耶 nsionsof 曹が刊(刊川O的) 阻叫d甲唱曜1品trι)人. τ百恥'he児eIr'日一噌elec配 t凶ro∞nい c∞口on山1
defined by 

J:fo = Jm  -J'! AB -"AB -"AB (6) 

1II. RESULτ'S AND DISα氾81α河

We calculated .;d， JIr， 副 xlJ for the two simple unsaturated hydr∞arbons， i.e.， acetylene 

。。
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国1CI ethy1ene mo1ecules using the ab initio S四ーCIrneth吋 atthe J3 and J4 1eve1s in terms of 
24 __.... " 0，....25 Ko日alewskiet a1.'s theory. 古1ebasis sets ernp10yed arethe 4・31G~~ and 6-31G~v sets with 

26 the optirnurn sca1e factors and the doub1e-zeta one~v ， and the experirnenta1 equi1ibriurn 

ge世 間tries27 were used. The spin unperturbed ground state SCF-CI ~岨ve function ~(O) is 

given as the lowest eigenva1ue function of a 1arge sca1e CI rnatrix， which was ca1cu1ated 

iterative1y by the rnethod of Shavitt et a1.28 The first orせerwave function correction ~(1) 
29 was deterrnined by solving iterative1y the 1inear equation s~stern derived fr日nEq. (5). 

g 

加工、 calcu1ated resu1ts are presented and compared with experimenta1 va1ues in Tab1e 1. 

官官 calcu1atedresults show a rather剖田11de戸 ndenceon the 国 sissets used and the 1eve1s of 

CI ca1cu1ation for trip1et states. However， this does not mean adeq国 cyof the basis sets 

used回 dunnecessity of inclusion of trip1y excited triplets. The calculated tota1 coupling 

constants are considerably srr凪11erin 1阻 gnitude than the experimental values. M<コreover，the 
2 opP'コsitesign is predicted for the ~JHH of ethylene. Quantitative agreement of the resu1ts 

'olI th experirnent is not goαi. The reason for廿lIsis not ∞田pletelyclear， but one can 

suspect that a rr町 or re出 onis referred to inadequacy of the basis sets used. The 

calculations using rnuch larger t.詔issets wou1d be necessary to get a quantitative agreement. 

1 η1e serni-ernpirical resu1ts by us' are a1so presented in the 1ast three co1urnns in 

Tab1e 1. The serni-ernpirical values for ~ and J differ from the non-岨 piricalresults， but 
bコth calculations for the n-electron contribution show the s田netrend in the signs and 

rnagnitudes. That is， Jn contributes negligibly to the one-bond coupling constants 1JCC加 d

1J叩 but it叫 esimpo巾 ntcontributions to the two-加 nd∞upli珂 cons凶 ts2JHH， 2JCH'胡 d

z J ぽ・
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TABLE 1. Calculated and Experimental Values of the Nuclear Spin-Spin Coupling Constants (Hz) 

4-31G 6-31G DZ E却，tla IN以コb

J σ J11: J y Jll J y J11: J J y J11: J 

Acetylene 

1J 
J3 85.7 8.1 93.8 102.3 9.7 111.9 110.0 7.6 117.6 171. 5 143.7 20.1 163.7 

cc J4 86.4 8.9 95.3 103.2 10.6 113.8 110.3 7.4 117.7 

1J 
J3 136.2 4.4 140.6 154.0 4.9 158.8 171.6 4.5 176.1 248.7 226.9 5.7 232.6 

CH J4 137.8 5.3 143.2 155.7 5.7 161.3 173.2 5.0 178.1 

2J αf 
J3 21. 2 -4.2 17.0 25.2 -4.6 20.6 28.3 -4.0 24.3 49.3 8.2 -5.7 2.5 
J4 22.1・2.9 19.2 26.2 -3.1 23.1 29.3 -2.3 27.0 

3J 
J3 3.0 2.4 5.4 2.9 2.4 5.3 2.3 2.3 4.6 9.5 9.4 1.6 11.0 

HH J4 3.1 2.4 5.5 3.1 2.4 5.4 2.4 2.4 4.8 

Ethylene 

1J αコ
J3 43.8 4.1 47.9 52.7 4.7 57.4 58.1 3.0 61.1 67.6 67.2 14.9 82.1 
J4 43.6 3.9 47.6 52.3 4.6 56.9 56.8 2.6 59.4 

1J αf 
J3 99.4 2.1 101.4 109.7 2.2 112.0 111.7 1.8 113.5 156.4 152.3 4.4 156.7 
J4 99.8 2.3 102.0 110.1 2.4 112.5 112.2 1.8 114.0 

2
JCH 

J3 0.5 -2.0 -1.5 0.8 -2.1 -1.3 0.3 -1.6 -1.3 -2.4 ー7.2 句 4.4-11.6 
J4 0.9 -1.8 -0.9 1. 3 -1. 9 -0.7 o . 9 -1. 3 -0. 5 

2
JHH 

J3 -2.4 -1.0 -3.5 -2.3 -1.0 -3.3 ー2.2 目 0.9 -3.1 2.5 4.5 -1.3 3.2 
J4 -1.8 -0.8 -2.5 ー1.6-0.7 -2.3 -1.7 -0.7 -2.3 

3Jmf J3 5.8 1.0 6.8 5.8 1.0 6.8 6.0 0.9 6.9 11.7 8.0 1.3 9.3 

(~U{s) J4 6.3 1.2 7.5 6.4 1.2 7.6 6.5 1.0 7.6 

3uy Ef Jd η 
9.4 1.0 10.4 9.5 1.0 10.5 9.5 0.9 10.4 19.1 23.9 1. 3 25. 1 

(tr田~s) J4 10.2 1.3 11.5 10.3 1.3 11.6 10.2 1.2 11.4 

a J. A. Pople and D. L. Beveridge， Approxin血teMolecular Orbital τheory， McGraw-Hill， New York， 

1970; pp 154. 

b Taken fr由 nRef. 1. 
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ナフチルアミンの NMR

(名工大 ) 0横山幸弘・高繕憲助

An HHR Study of the NaphthYla闇ineAnions 

日記且旦担出目~ and Kensuke lakahashi 

(Oepart田entof Applied Chem.istry. Nagoya Institute of lechnology) 

The oroton and carbon-1~ NHR spectra were observed for the organol ithiu阻 co田poundsproduced 

fro圃 1・. 2-a田ino-and 1.5・ .1.8-dia回inonaphthalenesin HHPA and/，or lHF-HHPA眠ixedsolvents. 

The formation of the anionic species by the deprotonation of the neutral precursors causes 

significant changes in their .NHR paralReters. The delocalization of the excess charges into 

the whole naphthalene ring of the anions was confirmed fro田 theHHR che圃ical-shiftdata. The 

results are discussed in co田parisonwith the NHR parameters of the delocal ized benzyl type 

organlc anlons. 

(序) 有機アニオン種の研究は アニオン中心の構造や電荷分布，対カチオンとの相互作用を中心に，

この種の研究に極めて有効である NMR分光法を用いて行なわれてきた。 従来の研究対象のほとんどは，

炭素原子をアニオン中心とする，いわゆるカルバニオンであったが患近炭素以外の元素を含む有機分子か

1) 巴

ら生成するア二オン穫にその対象を拡大している 。しかしながり.ヘァロ原子をアニオン中心とするア

ニオン種に関する種々の課題について，充分な議論ができるほど，研究されていない o 我々はヘテロ原子

を含む有糧費アニオン種に構造化学的興味をもって.アニリドリチウム.フ工ニルホスフィン頬から生成す

るアルカリ金属塩に関する NMR研究を行ってきた 2)。本報告で!<I;， 1・及び2・アミノナフタレン並びに 1.

ト及び1.8・ジアミノナフタレンから生成するアニオン種の NMRスベクトルから得られる知見，特にナフ

チル纂の過剰電荷の非局在化能及び，アニオン中心としての雪草案原子の特徴について述べる。

(実験) 出発物質は，真空中で昇華精製し，充分に乾燥した THFまたは DMEに溶解する。この溶液

に出発物質の NH 2墓と当量のn-または tert-プチルリチウムを加え.充分に反応させる。次いで，揮発

性物質を真空下で除去し残漕を HMPAまたは THF-HMPA混合溶媒に溶解し.油過して NMR試料

管に封入した。滋度はこれらのリチウム塩の溶解度が低いので 0.2~ 0.5mol/1とした。 NMRスペクト

ルの測定はVarianXL-200.一部VXR-300で行った。化学シフトは，溶媒として用いた HMPAの高磁場吸

1" ._ ~. _.. ^ ." _ _ _ 13 
収援を 'Hに対しては 2.5800冊. ，vC 1.:対しては 37.00 pp闘として測ったロスペクトルの帰属は 1H

{ 1 H }ホモデカップリングおよび 13C{ 1H}選択的デカップリングより確かめた。
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(結果と考察・7ミノナフタレン (l-ANlアニオン

1HNMRスペクトルを闘 1に示す。 また他の化

13 
学種とともに，表 1および表 2に HitJよび C化学

シフトを示してある。 NHプロトンおよびナフタレン

環プロトンは脱プロトン化に伴う遮般の淘加を受け.

中性分子鍾より全て高磁場シフトしている.これらの

高磁場シフトのうちで NHプロトンのものが最も大きい

けれども{約2仰・1.窒素原子がアニオン中心であるか

ら当然といえる。環プロトンでは. 4位のプロトン(

約1pp・12位{約 O目 7抑制，次いで 7位{約 O.5p問)

3. 5位{豹 O.4pp圃)の高磁場シフトを示しτおり.

NHIIで置換された環部分ばかりではなく他方の環もか

なり過剃電荷が非局在化していることが分る。表 2か

13 
ら分るよう1.:"'C化学シフト変化は. 4位が最も大き

く(約 14pp圃1.次いで 7位(約6pp田)であり 1H化学

シフトと周緩にこのァーオンがナフタレン環全体に過

剰電荷が非局在化した種であることを示している。図

1のb1 . d 1はそれぞれ24及び80"Cのアニオン種のス

ペクトルであるが24"Cのスペクトルにおいて. 8位と

2位のプロトン吸収はかなり広緬化している。この広

幅化の現象は，アニオン化に伴う N-C総合が部分二重

結合性を裕びる結果，コンホメーションが区別されつ

つあることを示唆している。図 2に. THF-HHPA混合溶

13 
.中のアニオンの CNMRスペクトルを示す。 alの

スベクトルでは，ほほ平均化したコンホメーション

を示している。他方. -50"Cのスペクトルでは.alに

おける各々の吸収はコンホーマーのシフト差に応じて

広編化したり. 2つに分裂している様子が見られる。

η
4
 

0
4
 

NH 

NH 

5.日 b . S 4. S 

Figure 1. lH NMR spectra of l-amino-
naphthalene and i ts anion in H~lPA. 
(a) neutral molecule at 24'C， (b) anionic 
molecule at 24・C，(c) neutral molecule at 
80'C and (d) anionic molecule at eo'c 
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Tqhle 1 The Proton Chemica1 Shifts ot Naphthy1amine Anions and lts Precursor ln ppm 

':υmp. Solv巳nt Temp. 

/・C H-1 H-2 H-3 H司 H・5 日開 H-7 H-8 NH 

6.15
aj 

6.75 6.00 7.26 7.00 6.82 8.29 4.33 e・AUr.i HNPA 24 

2-ANLI 

THf'-HMPA 

Ht-1PA 

80 6.16 

24 6.16 

24 6.05 

80 6.06 

6.75 6.02 7.26 6.98 

6.73 '6.03 7.24 6.96 

6.8
b
) 6.9b) ・08 6.32 

6.7
b
) 6.9b) 7.08' 6.32 

6.81 8.20 4.24 

6.81 8.21 ‘.14 
b) • "b) 6.8-' 6.9-' 3.63 
b) • "b) 6.7-' 6.9-' 3.56 

1.5-DANL1 THF-HMPA 80 ー 6.2‘ 6.64 7.08 6.24 6.64 7.08 4.03 

1.8目 DANL1 IIMPA 80 5.46 6.30 5.75 5.75 6.30 5.46 3.34 

1-AN HMPA 24 ー 令。，，
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i-AN HMPA 24 6.91 
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:..5-DAN THF-lIt-1PA 80 ー町 6.69 7.00 7.29 6.69 7.00 7.29 5.17 

1.6-0AN 1It-1PA 80 6.73 7.00 6.94 6.94 7.00 6.73 5.56 

_1) f¥road signal b) With large error becauce ot overlapping ot the slgnal 

Table 2. The Carbon-13 Chem.ical Shifts of Naphthy1amjne Anions and Its Precursor ln ppma) 

Co凪p.

1-ANLI 

Temp 

/・C c-1 c-2 c-3 c-4 c-5 c-6 c-1 c-8 c-9 c -1 0 

24 163.39 107.41 128.60 100.60 126.4Sb)123.60 118.03 125b，c) 127b，C) 137.79 
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2・ァミノナフタレン(2・AN)アニオン

表 1及び 2のシフト変化から分るように，このアニオンもまた過剰負電荷がナフタレン環全体に非局在

化した化学種である。 2・ANの脱プロトン化に伴う環プロトンの高磁場シフトは 1位が鰻大(約 0.9pp田)で

あり，次いで 6 位が 0.7pp圃，他の位置でも約 O 田 6~ 0.4ppmもある。 13C化学シフト変化からみると .6 

位が最も大きく (7.5pp臨l.次いで 10位{約4pp圃)が大きい。従って，このアニオン種では. 1-ANアニオ

ンの場合より更に NH基の置換されていない方の環ヘ大きく過剰電荷が非局在化している。

1，5-ジアミノナフタレン (1，5・OAN)ジアニオン

13 
CNMRスペクトルを図 3に示す。 24"cに於いて 1・ANアニオンと周様に広幅化吸収線を与える o ジア

ミノナフタレン績のリチウム塩は溶解度がかなり低いので低温調IJlEは出来ない。しかしながら. 80"Cの

スペクトルがシャープな吸収線を見せることから. 1・ANの場合と同様に N-C回転が束縛されていると考え

内
《

υ
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られる。 1H及び 13C化学シフト変化は.他の種と比

較して患も小さい。これは .2つのHH基のもたらすナ

アタレン環への非局在化が環上で相殺されているから

である。しかし，この場合にもNH基と向い合う 4.8 

位の電荷分布が高いことが分る。

1，8ージアミノナフタレンジアニオン

この場合に1;1;.鋭プロトン化によって大きなシフト

変化を見せる。これは 2つの NH基の環への非局在化

が環上で相殺されることなく.アニリドリチウムの場

2a) 
合と同様の情況にあるためである 。過剰電荷分布

190 日日
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の高い位置は. 4. 5位及び 2. 7位である。

アミノナフタレンアニオン類における過剰電荷分布の非局在化の指僚及びベンジル型アニオンとの比較

フ工ニルメチルカルバニオンでは α位，イプソ位はそれぞれ 15目 4，23.0 ppm低磁場シフトし，オルソ，

ーー 3) 
メタ.パラ位はそれぞれ 12目 0，1.1.21.4pp園高磁場シフ卜する」とが知りれている 。個々で α炭素の混

13 ~ ._ _ .. _ ~ .. .~ 
成変化を約 100pp圃の低磁場シフトとすれば，一般1.:，vC 1.:ついて用いりれている。 1電子当たり 160pp聞の

高磁場シフトを治定する。 一方， α位がヘテロ原子の場合には，ヘテロ原子のもたらす効果の見積りが

できないために， α位ヘテロ原子から遣いパラ位の炭素のシフト変化の大きさを非局在化の指標としてき

た。しかしながら，アミノナフタレンアニオンのようなナフタレン環上の非局在化の指標は知られていな

い。今回の報告で. 1位ー置検体の場合では. 4. 7位. 2位一置換休では 6. 1 0位が. 1. 5位 -2

置援体及び 1. 8置換体ではNH基と向い合う位置がその指標となることが確認された。

尚，一部の NMRスペクトルを測定して競いたバリアン祉のE羽田氏に深謝いたします。
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13C Chemical Shifts and Molecular Dynamics of CyclodextrinDerivative.sand 
Their Complexes with Azo Dyes 
m位回包辺住iJYoshio Sasaki 
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The molecularmotions of the inclusion complexes of 5 kinds of cyclodextrin 
13 with azo dyes have been studied by lJC nuclear relaxation. Upon inclusion. 

the complex formation ratio. the lengthening of the hydrophobic torus of 
cyclodextrin by substituting with methyl groups gave large influence to 
overall correlation times of azo dyes and cyclodextrin. The ratios of the 
overall correlation times of azo dyes to those of cyclodextrin in the complexes 
were 0.3......0.9. Those values suggest that azo dyes reserve an independent 
motion in the cavity. 

(安終方北〕
13c. TI (;.s:i. R-1'1o 

NMR frutl'O例 l-Mレz伺¥1 

l悦ノ1胤 .fl恥 /tt.to!I仏匁 í~ ず
う星崎ti --.亨試料rrf.ty.u....η 

れoç t"， 俳A~乙sf 伝子 1'\ 全寸 1 '1.
11-pO'C'{¥.お111f)‘けんか111

9也知/多去{争l丈つ ¥11.11穆1j

定しゅうと(1，合子。'./1'1， 1也11.

f). / t""何と l 60セ/'-1f.11 y%包
1'P1ゑちイモE宇待?パ i主l久

伐 ，?t品l1..揚;1免(i ¥. . 
アヅ“も号れの的ρ.owムp.stU.kr' 
の場r~l事 C川ph. S" I.IAO<. t t I 

喜三CrA 'X 1¥ ~ 11 fr:e.l1. ("Pfi 11，U.Q-

下
旬rus円高き

7.SA 

L 

(a) (b) 

図 3.5 s-CD分子

(. )分子形顧の模式図{分子町寸法を示したもの) (b) 分子構造

a-CDX=すZ令;t6
S-CDX= ・ 7

Y-CDX= " 8 

DMs=2，6・D1刊ETHYLs ・CDX
TMs=2，3，6-TR1METHYL s ・CDX

-25-

takai
鉛筆



た叫I5'.dl.eAi仰向仰仇1-rl;t吋フ

( !-tt栗t寿晃子、〕
i， .. :t毒ゐ呼i主lt.a11詞，毒剤

Ja縁体内 λヘ，OIトnノ11./~"μ4て
川段、フτ¥1dので l、包内税制係:'0.

1造ζ77.み?

い晶ji-1~ (i" tJHR. r~る 5血iιlτ ÍÞ ¥11，早
、、 ι宏t うれ~， Tr..bh工tτ か4 仏ズ ι7ゾ

Azo Dyes Used 

附 3-o-N=NφMe2

N 

も意，~字きらわれ多売呼司 ;;1瓦 L .fl 可. l可etanilvellow (111) 
dく~〆:Lrさr;-急会 lτ\' ~無意 a nuMiA  YUA 

τイ五d とl"'t.明感王&季初宍ょっτ町三 ⑦一州WNH⑪ 12
れ Tτ13ζ-H奴砂子ーね祐子縁ゑ;J" ~1t Nf1~()ノゴ
形うれ L.j手~.r't 毛ずjv!tJLと ーコ

y"，可SFK2.ddゎth-Z44出・・・・・・... (1) 

争計P令的代内昔骨r咽恥恥唱!.(門τ、け， 'lAダ守れ内川苅
{代tフ、¥1τ11:I 
YWT，=抗予JJJJPJA-246(AfB・6l命/(れが7.1&)t'C・3Zfir/(]Z守十22ifオ---(2) 

A=ル{J似品。-(だち=]sVH!()ωs玖 ι=必S'c:..t4.8 •. ， 

争p分自守(，肉手?明私る lて¥I ~ /-(ι基lτっけ之 IJ:.

YNT，= 1'¥..2，付，'ttr-Zft (A/6D t' 8/{ 6D-t R Ma)十 ι.jlbD1'4R河 ))・・・・・ー(3)

1J~'~'?z. r 3 • 
ラ砂|われ f，古{白川 τ 仰の~.f'!'ル~nk-H Ill=i¥"/司じ'(1c.. 

ね“仰lまわほl量動るl'1.¥11.ι帥酬の川l亙iけれらよ1ヤゑυi互
Eネいで乙-t-“特」酌lてfr<LM<"ð.iみもが'悲t~れしみ，p， f"-α州内 ;'1亙iス
払売れらの洛鴻と{句特しτぃ B ・ P.:.(fÁタ itMeZPZ検eれμ 内叫例S~ ム守
的川 fあばれ頑歩、する. 1 、j・を 1'1-1;~嘉納 ïí 11J. j什-zTiω .tんみ1-l)H.ffi仰心

円、h内実刑U戦場手作ふ官場I~脅パ桑l‘{亙るネレ， ZJEJp仰匂1 1-
今日れぬJ制ω/百(~ん)1 1- 1 ，1 内又δ く I 工の Nþ{o!.:z.1;;.も字、、白崎 i冨手Eλ( "Z.
l ¥ ~， 

Z7'/色~ヒM'Xの少み直撃17 ，-:.瓜 lずす貌係者I~ Gいち家
(()， (2.~ 0)試、れれわれ仰/ァ、f色意，歓呼の~r田争z"，弁会崎弘

l重馬勾相f苅阿南~ ~161 τ守) I fr~ι汗犬、終 1'\.1才れ紘体封丈;悠n氏， I 孝義t手肘

の仰， rγ・ι号r.~ L量動収、〈τ仰，悠/1単1>1/1..μ)るTT-bム正('-ネわ
包U手を
t単邸(Z，今仔t/九1lO(迎必 lは~ r>以&介川司イPわ〉附仰'p""O，例門p内内 I~喝守 "[."J為かうhフZ 印F事銭鍬兎危l呼手勾 (左あ.バ、丈対~\けE ♂ 

?れlは玄 2幻Jl川伺 鉱 t呼手奇引jp同完釘附‘wのf"え内ず~う弘Eし. ~ト-c“dタのM仰£言袴壱;毎を恥l呼手{代'¥{調安刻]l令叫!爪本

門'¥A.仰5ιM4JM4尾美，-;，包淀川込者ilP~1危色"おまけ・ c.-' HJPHの

t々 は電動 11¥"7 "7に， τ刷出~・/7.仰弘之且れ dずれ 11.~川ヲ U 伺胡閣恥 E

-26一



13 C Relaxation Ti圃esfor Cyclodextrin， Azo Oyes and 
Their Inclusion Co圃plexes

Tabte 1. 
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旦二三也(0.1)0.33 
旦二三虫， 11 0.15 
皇二主虫， 111 0.14 

五二三昼亙 0.27 
立ニcdx.1 0.11 
Aエ也， 11 0.13 

盟主 0.10

2旦皇，1. 0.07 
阻且.11 0.07 
~a 0.12 

1旦企， 1 0.08 
L二cdx 0.22 

~虫.1 0.07 

12 
0.62 
0.56 

0.05 

0.29 
0.33 

11 
2.00 
1.08 

0.16 

0.47 
0.91 

何e
2.33 
1.09 
0.91 

1.02 

0.75 
10 

1.89 
0.98 

0.14 

0.51 

1.04 

7 
0.70 

0.37 
0.1!S 

0.35 

0.11 
7 

0.79 
0.51 

0.08 

0.19 
0.36 

3 6 
0.97・ 0.62

0.51 0.36 
0.28 0.19 

0.45 0.32 

0.17 0.13 
3 6 

0.98. 0.90 
0.60 0.46 

0.15 0.08 

0.21 
0.36 

2 

0.90 
0.49 

0.25 
0.42 

0.19 

2 
0.86 
0.58 
0.16 

1 
1.β-cdx 

1.0門n
1.T門n
1. r -cdx 

11 
U.α-cdx 
ι，開β

111 
111 .α-cdx 
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Table 11. Rotational Correlation Ti.es T eff and T G of Cyclodextrin， 
Azo Oyes and Their Inclusion Co聞plexes
Correlation Ti酬es(1O・IISec)

Co闘pound

α.cdx(0.05) 

立エ虫(0.1) 
立 .cdx.11

立二国主.1 " 
五エ虫
五二三星K.I
五二主虫.11
阻1J.
E旦1J..1
E旦1J..11 

TI!.s. 
TI!.s. . 1 

L二盛亙

Lエ虫.1

cdx overa 11 

T eff 

13 
14 
33(2.4) 
35(2.5) 

17 
45(2.6) 
38(2.2) 

62 
70( 1.1) 

70(1. J) 
38 
41(1.1) 

22 
70(3.2) 

CH20H internal 

TG 

14 
34 
27(0.8) 
32(0.9) 

40 
30(0.8) 
31(0.8) 

62 
62(1.0) 

213 

56 
45(0.8) 

Substrate overall Phenyl internal 

T eff T G T cdx.血豆/T cdx.dye 

8 
1.β.cdx 13(1.6) 0.29 
1.0門p 26(3.3) 0.37 
l，T門p 14(1.8) 0.34 
1. r .cdx 41 (5.1) 0.59 

" 6 
U.α.cdx 11(1.8) 3.0(3.0) 0.33 
il.O門n 62(10) 13(13) 0.89 
ill 25 7 
_"_1.α.cdx 14(0.6) 2(0.3) 0.40 

28 -
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I H -N M R に よ る カ ルボン酸型イオノホアの構造解析

(東工大・工 )0久 保庭 均・斎藤義治・山口和夫・

中浜精一

Conformational Analysis of .Carboxylic Ionophore by 'H-NMR 

Hitoshi Kuboniwa， Yoshiharu Saito， Kazuo Yamaguchi， Seiichi Nakahama 

(Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute 口、.f Technology) 

We have prepared the synthetic ionophores with ether oxygens and aromatic 

rings. The solution conformation of the synthetic ionophores are investigated 

based on lH_NMR. Assignment was carried out using 2DNMR methods. Rotamer 

population analysis ，ト~E experiment and T1measurement were employed to 

estimate the solution conformation. The ionophore which has long polyether 

chain L has coiled conformation and encapsulates potassium ion in chloroform. 

On the other hand， another ionophore with shorter polyether chain込has

pseudo cyclic conformati~n.. The relationship between the solution conformation 

and ion transport are discussed. 

はじめに 生体膜、有機液膜を通して金属イオンを選択的に輸送するモネン

シン、ニゲリシンなどのカルボン酸型イオノホアは、末端にカルポキシル墓、他末

端に 水酸 基を 持つポリエーテルで、疎水性のフラン環、ピラン環等を持っている。

これらのイオン輸送機構は、図 1の様に考えられている。カルポキシル基と水酸基

の head-to-tail水素結合によって環状コンホメーションをとり、金属イオンはその

環の空孔に入ることにより脂溶化される。イオン選択性は、空孔と金属イオンの適

合により発現する。 我 q は、カルボン駿型イオノホアの合成類似体による有機液腹

中 でのイオン輸送について検討し、 1 ， 2が K'イオンに対して高い選択性を示すこ，、〆 r、〆

とを明らかにした K/Na=10 ， 2. jK/Na=4.6) 日。一方 2のカルボキシル基置
~ /"v' --. r./ 

換 位置異性体である 3 は、全くイオン輸送能を示さない事も示した 2)。本研究では
r、，

L，ん及び jLの アルカリ金属錯体の IH-NMRをクロロホルム中で狽u定し、錯体構造と

、イオン輸送能及び選択性との関係を調べた。

Alkaline Or9. Acid 
layer Hen也rane layer 

由。
step 1 

もJtu
step 3 

山 J
flg.1 "'on transport mechanlsm 

'0以後Bリ。μむし，
α;OJ O ¥o O o e…H 

~; R =孔〈32
ト HC凶 1

代将判A:H
之;R-426mH
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」ょ~
2-Jに
44」川ムi-

Flg.3 GJmbined 2DCOSY-2~コESY
of l-K 

，-v 

o 

He‘......-L-... .He・

HA'、叶./-HA 

O 

o 

o......./'"¥/He 

HAr¥ド、HA

He' 
l 

o 

He.....r'¥....0 

HA'、γ， • HA 

He 
I 

f. 
‘ g 

Fig.4 Ne、~nan projection of the three 
conformers about C-C bond of the 
oxyethylene group 

2 実 験 金属錯体は、 0.1"1'< MOII 

(M=Na or K)水溶液中に 1を加え、クロロホル，、〆

ム抽出した後凍結乾燥して調製した。えのア

ルカ リ 金 属 錯 体 は 、 2の メ タ ノ ー ル 溶 液 を〆、J

0.01N MOH(M=Na or K)水 溶 液 で 中 和 し た 後 、

凍結乾燥して得た。 IH-NMRの測定は、日本電

子 GX-400を用いて室温で行った。金属錯体濃

度は 10-20mM(CDC13 )と した 。試 料は 、凍 結ー

脱 気を 4回繰り返した後、試料管を封じて浪IJ

定に供した。メチレンプロトン関の結合定数

は、 LAOCN3を用いて求めた。

3 結果と考察

3- l  L-M+錯体について

よFree，J..，-Na' ，l，-K'の IH-NMRスペクトルを図

2 に示した。 N a錯体では、水隊基末端を除

く 内部のオキシエチレンプロトンが、 4.3ppm

. にほぼ単一のシグナルを与える。一方、 K錯

M・
体 ではオキシエチレン基のプロトンが 8本の

シグナルに分裂しており、芳香族プロトン領

域も複雑な分裂を示している。即ち、 Na錯

体と異 な り K 錯体では、オキシエチレン及び

芳香族領減の個々のプロトン環境が異なった

構 造に回定されている可能性がある。そこで

以下のように K 銘 体 の 配 座 解 析 を 行 っ た 。 先

ず、 C 0 S Y 及 び N 0 E S Y の組合せにより

水酸基末端からのシーケンシャルな帰属を行

った。 ス ベ ク ト ル 及 び 結 果 を 図 3 に示す。次

に、 LAOCN3を用いてオキシエチレンプロトン

問の結合定数を求め、得られた J値及び

Colucciらの Karplus型の式 3)から得られるん

及び Jt(J.=2.1，Jt =14.0)を用いて( 1 )式か

らトランス及びゴーシュコンホマー(図 4) 

TabJe J Ylclnal coupllng constants(Hz) 
and fractlon of conformers(%) for the 
oxyethylene groups of ~-K' 

proton 阿 .J仏'B') J(I>I3')，J(I>I3') G(%) T(%) 

IOH・IIH
16H-I7H 
22H・23H
28H・29H

2.5 
2.2 
2.3 
2.9 

6.3 
6.3 
5.5 
5.3 
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の 存在 確率 を求めた(表 1)。

J(AB) J(A'8') f.L + f_J t"t -g"g 

l
 --σe 

p'孟+
 

-
L
 

P

，
 

•• 

¥
l
lト
l
lノ

K'の対イオンであるカルボキシル基末端に近い二組のオキシエチレン基の配座はほ

ぼ 100%ゴ ー シ ュであるのに対して、カルボキシル基から離れたこ総のオキシエチレ

ン基ではゴーシュ比 が や や 低 く な っ て い る。更に、結合順序の上では遠く雌れてい

る 5H-16H，5H-22H聞に NOEが観測される(図 5)事も併せて考えると、 Lは K'を螺旋

状に取り巻いて錯体を作り、カルボキシル基末端から離れるにつれてエーテル酸素

の配位が弱くなる構造を取っていると考えられる〔図 6 )。

16 

イトIYr------，け川しい

ーしtf1け}

Table 2 Proton relaxation time(T
1
) for 

1.1・Kφand I-Na + ，、， ，、、〆

proton 
，L L-K+L-Na+  

Q)(ご l~ CDCl~ +D~O CDCl~ +D~O 
32~ ~-'3 '-2 

aromatic 
3.30 2.73 2.53 1. 88 0.26 

2 2.11 
3 2.02 
4 2.00 
15 0.91 
27 0.85 

aliphatic 
5 0.59 0.34 0.33 0.36 0.18 

10 0.32 

0 1i  

11 0.31 0.34 
16 0.36 

00..333 4 0.360.40 
17 0.34 
22 0.35 0.34 

23 0.34 0.33 
28 0.69 0.35 0.34 0.40 0.42 
29 0.62 0.34 0.40 0.45 0.35 

噌

E
'
e

q
d
 

H 

Fig.6 A preferred conformer of IァK+
estlmated from thls study 

次に、 Free，，t-Na' ，l，，-Kφ のプロ

トン緩和時問視u定の結果を表 2に

示す。 N a， K錯体ともに Freeに

比 べ て オ キ シ エ チ レ ン プ ロ ト ン の

れ が 短 く な っ て い る 。 こ れ は 、 エ

ー テ ル 酸 素 が 金 属 に 配 位 す る 事 に

よりオキシエチレン部分がゴーシ

ュに固定され、運動性が低くなっ

ているためと考えられる。また

CDC13中に D20を 添加 した 場合 、 K

錯体ではほとんど T，が変化してい

ないのに対して N a鎗体の場合は

末端カルボキシル基近傍のプロト

ン(lH，5H) のれが著しく短くな

っている。この事は K 錐体の方が

N a錯体よりも水分子による構造

変化を起こし難く、安定な錯体で



ある 事を示暖している。

3 - 2 2 - M ・錯体について
/、J

JLもLと 同様、アルカリ金属と銭形成することにより、ケミカルシフト、ビシナ

ル メチレンプロトンの結合定数に変化を起こす。 C P Kモデルから、オキシエチレ

ン基がゴーシュ配座を取り、全てのエーテル酸素がアルカリ金属イオンに配位して

いるとすると、ふ-~1φ は擬環状精進であると推定される。そこでムと同じ手法で結合

定 数からオキシエチ レン基のゴーシュートランス存在確率を見積った(表 3 )。

Table 3 Vicinal coupllng constants(Hz) and fractlon 
。fconformers(%) for the oxyethylene groups of ~ and 
I t s . me t a 1 s a 1 t s 

C四npound proton J同)，J(A'B') J岡 山J(A'B) G(%) T(%) Table 4 10n transported % 

6H・7H 3.1 6.1 92 8 
through a dichloro ethane 

，2v -Free 12H・13H 3.3 6.2 90 10 
liquid membrane by ~ 

18H-19H 3.3 5.4 90 10 
Li Na K Total 

6H・7H 3.1 6.1 92 8 
l，-LI + 12H・13H

18H・19H 3.3 5.4 90 10 。 11 11 
6H・7H 2.8 6.2 94 6 

13 60 73 1.・~a+ 12H・13H 2.7 6.1 95 5 
18H-19H 3.3 5.5 90 10 
6H・7H 2.5 6.3 97 3 

2・K+ 12H-13H 2.0 6.6 100 。
，、，

18H-19H 2.9 5.6 93 7 

3.-Free，2-Na" ，Z.-K"ともゴーシュ配座が優位で あり、とくに 2が輸送選択性を示す
r、〆

K ・イオンの場合は最もゴーシユ上じが高〈、 イオン輸送の結果と良〈一致する(表 4 ) 

。次にえ及び j乙と それらのアルカリ金属銘体 の オ キ シ エ チ レ ン プ ロ ト ン の ケ ミ カ ル

シフトを図 7 に示した。会くイオン輸送能を示さない 3 では全てのオキシエチレン〆、ノ

プロトンが]，-Free，il ，-Na' ，il;-K令の瓶に一様に高磁場シフトしている。一方、 K選 択 性rv 、、〆

を示す為の場合は、 t-Na"，}.，-K'の 願 に 6，7Hは 高 磁 場 シ フ ト し 、 12，13，18，19Hは低磁

窃シフトしている。この結果は、 2-K'と 3-K'では -Coo-M"の作る電場に対するオキシ，、J 〆、，

エチレンプロトシの空間的な位置が非常に異なっている事を示している。

(a) (b) 

12.13 7 18 6 19 Free 12.13 7 .18 6 19 F"r良企

| 1 1  --，-- " 1"- -，・'"''‘、、.‘‘、 .ι.‘一. 
. 

¥ 〉¥¥¥¥、¥、¥¥、、 ¥J、
、む 1"2.、 13 ヘ¥、、、~、 N

1包 ¥13¥7¥18 ~-':;;-，6 Na 町、 ¥7 ヘ18¥19¥、 6 円1l'J__ r _ -， '0 __19it "Y i i -r--f- -1 
' .. ~~\\\\ 

九¥

" ・吐¥ ¥ ‘" ‘ K K 
12，'/13¥f s  19/ ¥6 K 1'2¥13 ¥7 18'，¥19 ¥百九111{i  s||11  

ppm 4.0 3.5 ppm 4.0 3.5 

Fig.7 IH-~ふ侭 chemical shift of (a)j~ ， and its salts (b)j3 and its salts 
，、~ ~、，

1)H.Kuboniwa，S.Nagami，K，Yamaguchi，A.Hirao，S.Nakahama and N.Yamazaki， 

J.Chem.Soc. ，Chem Commun.，1468(1985) 

2)H.Kuboniwa，K.Yama忌uchi，A.Hirao，S.Nakahama and N.Yamazaki，Chem.Lett. ，1937 

( 1982 ) 

3)W.J.Colucci ， S.J.Jun~k ， R.D.Gandour ， Magn.Reson ・ Chem. ，23，335(1985) 
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新規免疫抑制物質FR900506の構造に関する研究(1 ) 

13C--NMR法じこよる解析 一

(藤沢薬品・物性研 )0島谷憲司・佐藤明啓・藤岡守・

羽娘一線・森本行洋

StructuraJ Analysis of a NoveJ Immunosuppresant， FR900506 by 13C司 NMR

Kenji Shimatani， Akihiro Salo，円amoru Fuj ioka， Kazuki Hane and Yukiyoshi 

オorimoto

Unalytical Res日arch Laboratori日s，Fuj isawa Pharmac日utical Co.，Ltd.) 

FR900506 (1) is a novel immunosuppresant isolat巴d from S treptomy ιes 

t sukubaensi ~ ~0.9g93. The Structure of 1 has been determined by X← ray crys 

tallography. J) Herein， our 13C_担円R data has proved that 1 existed as an 
} 

eq u i 1】brium mixtur巴 of two conformatinoal isom日rs in solution and th巴 iso-

m巴τism of in so¥ution was asso ιiated with a restricted rotation of the ~ 
amide bond wi lhin th巴 macrolide ring. Furth巴rmore，the free en巴rgy of acti-

vation (ム Gり f0 r t h日 restricted rotation bet ω日en t h日 two formωas det巴r

mined to be about 20 kcal/mol. 

1 ，序き4IY 首岡

FR900506 (1)は.放線菌(S trep lomyces tsukubaens i s No.9993 株)の生産するマ

クロライド構造を有す新規免疫抑制物質である。 lは，臓器移摘において現在多用さ

れているシクロスポリン Aと比べ強い免疫抑制作用を有することが知られている Z)ま

た， 1の構造は単結晶 X線構造解析により， F i g. 1の…
'-"'1也

知く決定された 1) 一方の重クロロホルム溶液中

での 13C ← NMRスベクトルにおいて， 1の炭素数(/.¥.0 

44倒)以上のシグナルが観測され， 1は溶液中におい

て 2種の異性体の混合物として存在していることが推

定されたがその詳細は明らかではない.目

今回我々は， '3C-NMR法を用い， 1が溶液中に

おいて 2種の平衡混合物として存在していることを明

らかにした。また，この平衡現象は，マクロライド構

造内でのアミド結合の回転障害に由来していることを

解明し，更に， 2種の異性体聞の活性化自由エネルギ

ー(ム G¥l に関して若干の考察を行った。

/.¥. 

、j
'H20 

/.¥. 

1-1.0 C. .H，nNO ・ H~O44"69"V12 "2 

(1) ，、，
Fig. 1 structure of FR900506 

2ι室一盛一
l の各種溶媒車中でのけ C-NMRスベクトル (67.8I1Hz) を測定した。温度変化

(昇温)の実験は z 重ニトロベンゼンを用いて，測定温度25'cから 160'cの範囲で行

った。 j温度補正は， 1. 3-プロパンジオールを用い温度校正直線により行った。内部基

準は 2 いずれもテトラメチルシラン (TMS) を用い，装置は，日本電子製 JNM-FX

270型スベクトロメーターを用いた。

ηぺ
υ

内
〈

υ



また，・13C国体 NM R (CP/MAS:Cross Polarization/Magic Angle Spinning)の測定

は，プルカ一社製 MS L 300型スペクトロメーター (75.5MHz) を用いた。化学シフト

値は，グリシンのカルボニル炭素 (TMS基準で 176.03ppm)を外部基準とした。

*溶媒 CDCI 3 • C.D 5 N0 2 • CD30D. CD 3 COCD 3 • CD3CN. DMSO-d.. C.D.及びC5D5Nの

市販品をそのまま使用した。

3，結果及び考察

3 - 1 平衡現象の解析

lの 10%重クロロホルム溶液中で

のけ C-NMRスペクトルを Fi g. 2 

(a)に，また 1の 13C団体 NM R (CP 

!ilAS) スベクトルをFig.2 (b) にそ

れぞれ示す。 CDCI3中では . 1の炭

(a) CDC1
3 

素数 (44個)以上の多くのシグナル 200 1S0 100 SO d (pP.) 

が観測され，いずれのシグナルもそ

れぞれ約"3: 1のmajor及びminorの対

として観測された。一方. CP!円ASで

は，それぞれのシグナルは単ーであ

り. 1の炭素数に相当するシグナル

(b) CP/MAS 

が観測された。特に，カルボニル炭 ・ 200.

素領域である 160-220ppm付近のシ 制 ヲFl.g. 2 四 NMRspectra of FR900506 
グナルを両者で比較すると. CP/円ASでは 4本の

シグナルが観測され，一方. CDC13中では，それ

ぞれ約 3: 1の強度比で対をなした計 8本のシグナ

ルが観測された。 Lは，構造上 4個のカルボニル

土九竺
~::.: 

炭素を有すことから. CP!ilASで観測された 4本の 一一一入L 一一川町

単一シグナルは，それぞれ 1の 4個のカルポニル 八

ーーー--'、、ー一ーーーー_120 ・c
炭素と帰属できる 。 こ の こ と か ら は ， 国体状 A 

態では単一物質であるが，溶液中で 2種の異性体 -------'¥一一 140・c

の混合物として存在していることが示唆された。 ーム̂--25'C 

そこで，この 2種の異性体の詳細を明らかにす ぞig.3 T四 peratu四 depen-
dence of two isomers signal 

る目的で，昇温及び溶媒変化実験を行った。 Iの (ol70) 

重ニトロベンゼン溶液での滋度変化 (25'c→ 140 'c→25'C) 時のけ C-NMRスペク

トルにおいて，顕著な変化を示した d170付近のシグナルの変化を Fi g. 3に示す。 25

℃においては 2本のシグナルとして観測されたが，昇温によりブロードになり. 120 

・Cで l本に融合し. 140・Cでシャープな 1本のシグナルとして観測された。更に，昇

温した試料溶液を25'cに戻し，再度測定すると昇温前と悶ーのシグナルを示し，シグ

ナルの変化に可逆性を認めた。また.1，を各種溶媒に溶かした液につき. 25・Cで 13C 

-NMRスベクトルを測定したところ，溶媒により majorとminorの成分比に差を認

めた。
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以上の結果よりの溶液中で認めた 2種の異性体は，平衡関係にあることが判明

した。

3 -2 平衡部位の解明

lの平衡部位を推定するため， 1の類似化合物数種については C-NMRスペクト

ル(COCI3中)を測定した。その結果，いずれも 1と同様'な現象を認め ， 1とこれら類

似化合物との相互比較から，平衡i部位
Table 1 Chemical shift difference between two 

カピベコリン酸付近の構造に由来し isomers of FR900506 in CDC13 

たものと推定された。そこで，モデル

化合物として ， 1と同様の部分構造で

ある N-アセチルピベコリン酸メチル (2)

を用い解析した。 2のけ C-NMRス

ベクトル (COC13中)は， 25 'cにおいて，

major及び minorの対をなした 2種混合

のスベクトルを与え，温度変化 (25・c
→ 100.C→25・C) を行ったところ， 1 

と同禄なシグナル変化を示した。一方，

アミド結合を有しないピ，ペコリン酸は，

単一シグナ jレであり，異性体に由来し

たシグナルを認めなかった。

δ(ppm) ad 
， 

o (ppm) ad. 

maJor mJ.nor (ppm) maJor ml.nor !fl>m) 
1249..20.4 S 

14.22 -・u0..Jl47 34.6‘1 j島3.6・9 e Uo ・.4924 

15.95 15.95 o 34.93 34.93 o 

CH
3 

16.21 16.21 。 39.91 40.40 -0.41 
20.41 19.52 0.89 52.81 52.75 0.06 
56.29 56.06 0.23 56.61 52.75 3.86 
56.61 56.61 。 69.97 68.99 0.98 
56.98 57.50 -0.52 72.82 72.33 0.49 
21.13 20.85 0.28 CH 73.54 73.54 。
24.53 24.53 o 73.68 73.68 。
27.67 26.26 1.41 75.24 76.62 -1.38 
30.64 30.64 。 77.34 77.94 -0.57 
31.30 31.30 o 84.19 84.19 。
32.11 32.54 。.11 122.52 122.15 ー。.23

CH2 33.06 129.89 129.74 0.15 
34.93 34.93 o 135.56 135.39 0.17 
35.21 35.56 -0.35 97.09 98.62 -Lo ..553 8 
39.27 43.94 -4.67 132.37 131. 79 
43.48 44.00 -0.52 138.93 139.69 -0.75 
48.63 48.37 0.26 c 164.70 165.85 

116.61 116.61 。 168.99 168.76 0.23 
196.17 192.95 3.22 
212.53 212.38 0.15 

障害によるシスートランス異性化に由来していると言

える。

一般に，アミド結合をもった化合物の NMRスペク

トルは，アミドの回転障害により 2種のシグナルが

観測されることが多い.川また，ペプチド等において

も，溶液中でアミドの回転障害に由来したシス トラ

ンス異性化が観測されることが知られている.日

最近， OEPT法等による詳細な解析により， 1のは C

-NMRスベクトル (COC13中)の帰属が行われノ》こ

れに基づき， Fig.l (a)の各炭素シグナルの major及び

引 nor 両成分の化学シフト差 (sn を求めた (Table

1 )。その結果，化学シフト差が非常に大きい (sO 

>3) 炭素は， F i g. 5に示した知く 1の C- 2， 6及

び 9の炭素であることが判った。 C- 2及び 6の炭素

が異性化による影響を最も大きく反映することは先の

モデル化合物 2の結果と一致している。また， C --9 

の炭素は， c -8と α， sジケトンであるため，化学

シフト差が非常に大きな憶を示したと推定される。

以上の解析結果より， 1の溶液中における平衡部位
(1) 

は，ピベコリン酸のアミド結合部分であり，その回転 Fig.5AssignIiEhtof FR900506 

F
h
υ
 

q
t
u
 

食 bo・o ・ O ，
ma lor -ml.nor 

COCII
3 

(2) 

Fig. 4 Assignrnent of，N-acethy1-

methy1pipeco1ate 



2ご 3 事啓{長壬さ1':[士P替紅ー
一般に. 2つの状態聞を相互交換する分子の活性化自由エネルギー (oGりは，次

式 (1 )の如く表わせる。 U

ムGミ=RTc (1 n (R/Nh) 十 ln(Tc/kc)) (1) 

ここで. R 気体定数. T c 融合温度. N アポガドロ数 h プランク定数，

k c 融合温度での速度定数を示す。融合温度での速度定数(k c )は次式(2 )に

より与えられる。

kC =1l: lool//す

ここで. o oは 2状態聞の化学シフト差を示す。

( 2 ) 

したがって，式(1 )及 び (2 )によって活性化自由エネルギー (OG勺は融合温

度(T c )と化学シフト差(o o )から次式(3 )によって得られる。

oG惨 =RTc(ln(!す R/1l: Nh) 十 ln(Tc/lool))

22.96十 ln(Tc/lool) (3) 

ょの界温実験により，融合温度を測定し，上記(3 )式により 1の溶液中におけ

る 2種異性体間の活性化自由エネルギーを計算したところ，約 20Kcal/mol であり，

lと同じ部分構造を有する N-アセチルピペコリン酸メチル(2)では，約18 Kcal/mol 

であった。また，アミド結合を有するピベリジン化合物の活性化自由エネルギーは，

一般的に 13 Kcal/mol -17 Kcal/mol である.川，円 このことから， Lは，構造上，

アミド結合部が環状内で形成されているために，これらのアミド化合物より活性化自

由エネルギーが高い値を示したと考えられる。

4，まとめ

新規免疫抑制物質. FR900506は，溶液中において 2種の平衡混合物として存在し，

その平衡は，マクロライド構造内でのアミド結合の回転障害に由来するシスートラン

ス異性化であることが判明した。また，その異性体間の活性化自由エネルギーは，約

20 Kcal/欄01 であり，アミド結合部が環状内で形成されているため，比較的大きい植

を示したものと考えられる。

5，謝辞

'3 C固体 NM R (CP/MAS)スペクトルの測定に御協力下さった日本プルカ一社(株)

の恵良田氏に感謝致します。
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19F NMR Relaxation and MO Studies of工nteractionbetween Fluorocarbon and 

Oxygen 

紅型些些呈且盟盟主2，Kazunaka Endo， Ryoichi Kado女 andKeizo Suzuki
a 

(R&D Laboratory for Photo materials， Mitsubishi Paper Mills， '旬、acultyof 

science， Kyoto Sangyo University and aFaculty of Science and Engineering， 
Ritsumeikan University) 
19 F Relaxation of C

6
F
6 

and C
6
H
4
，CF

3
)2 involving paramagnetic oxygen can be 

explained by d工polarelectronic sp工n-nuclearspin interactions modulated 

by translational diffusion. The fluorocarbon-oxygen interaction system inter-

preted in terms of the diffusion modelmay correspond to a weak charge trans-
19 

fer interaction between solvent molecule and oxygen， since a downfield '~F 

contact sh工ft induced by paramagnetic oxygen will be observed for fluorocarbons. 

The spin density on the fluorine of C
6
F
6 

will be well reproduced by the UHF 

CNDO MO calculation. The positive spin density on oxygen is transfered onto 
19 F nucleu~ of C

6
F
6 

by the spin delocalization mechanism through the CT inter-

action. 
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イ/'~ク2悦F〆2 よる
争的解約f
脅威内物質五守ん

だγ翠すj長分与の示をの

会愛知ρ 苅H 主~.J:
(a)韮え拡託えが究棋の
4場企1，/)と

(b)コシクルフ次Z与形威し7 The probable error of T1 is !3Y.. 

状散Nt'場企幻

とに令}グ5u1.:5. 
苦勤の核4殺F媛長ラ和手和ロ吋渉rが、ぐ‘核ズμじり a電忍菩玖ス乙らど均のF争楊委3-子
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似附否呼、ヌιら格手緩和万びえ寸レZ1寄場fと
L穴-i.J'.次の字表代主均m立'

(1/NT1)出回虫 (1/N)(1/T1N&>dip= B[3u(O) + 7jd(ω.)J 
(1) 

Table 1: Frequency Dependences of Fluorine T唱 of
Fluorocarbons Containing Nltrogen and Oxygen at 2SOC. ゐ

T 1 [sl 
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4，0 
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for case a， and 

(No/NTj)theo ~ (No/N)(1/T1NE)dip = 

B13Jd(O) + 7Jd(ω'Jl (2) 

for case b， where B and B' are constants including γN，γ.' 
etc， and where 

u(ω，) = (15/2)I(u) 

I(u) = U-6[U2 -2 + exp(-u)!(u2 -2) sin u + (μ2 + 4u + 
2) cos ulJ (4) ¥) 

u = IW.TdI1
/
2 侭)-;

ぬい.)= Tc/(l +ω.2T
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-c1) 1'1 0 ~王及 t〆Fr匁明子氏J-ß 有事的J縛視す
c.r;・・・4の洞芸術府系パ羽レ才、名ぐ$=りと L-G!Vf)O涯を滑りで.王手番婦の

組制F局長J <fi)ß)c) 代クd 才、分~1前原縫互支・μ計額fレ為。
'初耳石イr}司君パおかる祁初旬エネルギー

洞~.作用-r::.才、~ぞ AEIt.
.a.E:::. Eム戸 E でゑ~~"

名将歪fp型l の府手樹氏宅金パj{fr~湘乏
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electron change of 
density electron density 

isolated 
interaction 

F S=o 8"'1 
10 6.000 -0.089 +0.048 足。語、0=0 ( B) 20 6.000 +0.320 +0.102 

/F ー3C 3.843 -0.020 -0.023 
4C 3.843 -0.020 -0.023 
9F 7.157 -0.065 -0.041 

10F 7.157 目 0.065 ー0.041

if損金
• 4ßの字の低磁場1~1l>.グトシアトと
LUJFMPC者ω3 ズιう渇~/;買との符l努

Spin. Dens i ty Sご/

5'~ ~ v.t. c訴のヲとの1MJ草場従'/2;/ト伽矧t
L マv'lJ;iv'lít1了 ~c.イ材手FMM' ぷセず.
役所義市民']::;>}アトシ7トル;z-0.13 "μ1~春夏
幼児、}弘司1吠 O~~~vリョ7F綴~J:ゆかり
'森容を伎町W、'9.ぜこさ.$=0での Qノミ…4拘

主作市笹Iの活ι]必初 t/flFC仰の去のさT取得た
~閣にIå: ß智'Z~の定様~茎.J(;G各氏v.t R~/.sJ 

isola七ed
interaction 

10s 0.000 
10x 0.000 
10y 0.500 
10z 0.500 
20s 0.000 
20x 0.000 
20y 0.500 
20z 0.500 
9Fs 

-9Fx 
9Fy 
9Fz 

10Fs 
10Fx 
10Fy 
10Fz 
9Fy-10y 

10Fx-10x 

-0.001 
+0.192 
+0.573 
+0.181 
-0.000 
+0.019 
+0.059 
+0.816 
+0.013 
+0.001 
+0.065 
+0.001 
+0.013 
+0.036 
+0.030 
+0.001 
+0.194 
+0.092 
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34，1428 (1975) • 

2. a) J-J.Delpuech， M. A. Hamza， G. Serratrice and M-u. Stebe， J. Chem. 
Phys.ヱ旦，2680(1979). b) P. Parhami and B.M. Fung， J. Phys. Chem. 
87， 1928 (1983) • 

3. a) H. G.. ~lack and H. Oberhammer， J. Chem. Phys. .JL7，2158 (1987) • 
b) P. Ruelle and C. Sandorfy， Theor. Chim. Acta 豆主， 11(1982) • 
c) S. Oikawa， M.Tsuda and K. Nagayama， ibid， 互主，403(1984). 

4. a) H. Pfeifer， Ann. Phys. 旦，1(1961). 
b) P. S. HUbbard， Proc. R. Soc. London， Ser. A， 291，537 (1966). 

5. I. Solomon and N. Bloembergen， J. Chem. Phys. 25，261(1956); 
1. Solomon， Phys. Rev. 99，559(1955). 一-

6. K. Endo， 1. Morishima and T. Yonezawa， J. Chem. Phys・67，4760(1977); 
K. Endo， J. Phys. Chem. 84，300(1980). 一一
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1 1 

シクロヌクレオシドの N-15NMRスベクトル

〈理研〉 鵜沢 3匂 ，安斉謙太郎

1ラNNMR spectra of cyclonucleosides 

Jun uzawa and Kentaro Anzai 

(The Institute of Physical and Chemical Research) 

15N NMR spectra of cyclonucleosides related to adenosine were taken to inves-

tigate how the structural modifications were reflected to 15N chemical shifts 

and long-range N-H coupling constants. The position of acylation to an ami-

dine nucleoside was found to be imino rather七hanamino group. 

Selective N03between 1H and 15N was observed. An evidence for inhibition 
6 

of free rotation of the C6・NU bond was presented. 

序

我 々 は 昨 年 度の本討論会において，アデノシン関連化合物の l'N -N門Rスベクトルと

構造について報 告 し た E¥こ れを 要約 する と(I)I'N-州 Rスベクトルの測定には INEPT

を基本にした手法を使い，選択的 Lこ1Hを照射 して 帰属 の正 確さ を計 ると 共に ，化 学

シフトとスピン 結合定数を同時に得た. (2)アデノシンの N1に置換基を導入した場合

うN→0， :5;>N+-0 R ， うシN+-R， >N  - Rの 順 l乙高磁場シフトする・い

ずれの場合もスピン結合定数の絶対値はアデノシンの場合に比べて小さくなる.

N - 0形の化合物の化学シフトはアデノ シンと変わらず酸素の位置がわからない

が，スピン結合定数の絶対値が 17H zから 4.9Hzへと大きく変わるのでこれが駁素化の

位置を決めるための情報となる.(3)N6への置換基の導入に対する N1， N3への影響は概

ね置換基のハメット則に従うようである.

今回はシクロヌクレオシドの l'N】 N門Rについて報告する.シクロ体になることによ

って， sP3炭 素 に結合した 1Hとの 2ポンドスピン結合定数の絶対値が一般に知られて

いる値〈約 3Hz以下〉よりも大きな値(約 5Hz)となった.複数の 1Hと のス ピン 結合 によ

って 1.Nシグナルが分裂する場合は， I NEPT法ではスピン結合定数を読み間違え易くな

るので，オーソ ド ッ ク ス な デ カ ッ プ リ ン グ を併用した.この時，選択的に IHを照射し

たので NOEも 選択的に観測された.化合物 10については従来報告してきた構造式が

今回の l'N -N門Rスベクトルの検討により訂正された.

2 測定法

測定装置は FX-IOOに多核種観測装置(I 0柵間管プロープ)，三重共鳴ユニット，ロー

パワー ユ ニ ッ トを付けて使用した.試料は 54mgないし 280mgを DトlS0-d6約 1m Iに湾解し

て測定した.化学シフトは l'N H4 1‘N 03の重水溶液を外部基準とし ，N H
4のシグナ )l，-を

o PP門とした. パル ス系 列は 最も 基本 的な INEPTで，照射パワー (TH1/2π 〉は全領域

を 観測 する ときは 1170Hzとし，これに特定の IHをデカップリングずる場合は三重共

鳴ユニットから 16Hzで 1H共鳴周波数を加えた選択的 INEPTでは 21Hzとした.オー

ソドックスなデカップリング C'N-LSPD)には GX-400に 5m珊管用チューナプルプロープ

を 付けて使用した.
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3 結果と考察

7種類のシクロヌクレオシドと 3種類の非シクロ体について測定し比較検討した.

これらの 'Hお よび "C-N門Rデータについては既報の文献を参照されたい 3¥ 測定結果

を表に示す.

N-15 Che・ical shifts and spin coupling constants of cyclonucleoside 

derivatives in D門50・d6.

co圃pound N 1 N7 N9 N' N3 

215.3(15.6) 202.6(14.6) 219.5(11.7) 150.3( 8.8) 62.5(90.3) 

2 217.6(18.6) 204.1(15.6) 222.6(12.7) 151.7( 8.8) 63.3(90.3) 

3 237.1(14.7) 217.5(14.7) 104.5( 6.8) 124.6(88.9) 

4 239.2(15.6) 217.9(15.6) 101.3( 5.9) 

( 5.9，H-l') 

5 219.5 128.7 227.7 158.2 90.8(90.8) 

6 211.5(16.6) 204.2(15.6) 135.2( 7.8) 

7 214.8(13.4) 128.9( 7.3) 142.5( 4.9) 88.2(90.8) 

( 7.3，N‘H) ( 7.3， H.・5) ( 4.9，H-7) 

8 76.2(89.9) 31.5(89.8) 230.7(11.7) 174.3 76.8(91.8) 

9 30.3(84.0) 232.9(11.7) 165.4 78.8(88.9) 

1 0 37.4(88.9) 230.7(11.7) 166.1 84.2(89.8) 

2 The minus sign for all of the ~JN ， H values listed here is quite likely basedon the 

literature values. 

I R¥R' = 11 

2 R'， R' = (CH.，j，Cく
3 R' = H 

RヘR'= p-CH，C.I七CO

4 R¥R'， R' = C.H，OCO 

6 7 5 

(1) 8 ，5'-0シクロ体 N
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4の選択的 INEPTスベクトルを第一図に示す. N 9 (こ対して H-8と H-1 'からそれぞれ

4.9 H 2のスピン結 合 が あ る . H-8も H-1 'も sP 3炭素に付いている水素であり，非シクロ

体のアデノシン誘導体では H寸'からのスピン結合は観測されなかったものである.

N9の化学シフト 101.3P P門は対応ずるアデノシン誘導体に比べ 50PP門高磁場シフトして

いる.おそらく C8が sP2から SP3に変化したためであろう. N 1と N3の化学シフトの変

化は Vへのアシ)1"基による効果で説明され，既報の結果と傾向は似ている.
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(2) N3，5'-Oシクロ体

7の "N-LSPDスベクトルを第二

図に示す.化合物 5 および 7 はい

ずれも N3に電荷を持ち，アデノシ

シおよび 7-デアザ ア デ ノ シ ン ( ツ

ベルシジン)に比べて， N 3は 75PP刊.

川は 7PPM 高 磁 場シフトしている.

N'刊と N1の聞の， J N ，H は 7.3Hz もあ

り，アデノシンの場合〈約 2Hz)と比

べ 異常に大きい.また， N 3 (ま H-5'

Fig.1 Se1ective15N{lH}INEPT Spectra of 4 

H・8

N9 
H-2 

の一つの 'Hと7.3Hz，N9と H-7との

， J は 4.9Hzと，それぞれ異常にN ，H ，... ~ . v " ~ '- ， '-.. '-，. "" "..- 250 200 T 50 
大 きな値そ示す. H -1 'と N9の間で

Samp1e 280mg/CDCl令，10.lMHz，1.8secX15000.
は 8，5'-0シクロ体の場合と異なり〆 J 

大きな結合定数 は 見 ら れ な か っ た . こ こ で 注目されるのは 'Hと" Nの 聞 に 選 択 的 な NO

Eが見られることである.すなわち，第二図に示すように，選択的にデカップリング

ずるパワーでは照射している 'Hに近い" Nシグナルが小さくなっている. H-8をデカ

ップリングすると N9は 二重 線に なっ たが ，強度は小さくなっており H-1 'をデカッ

プリングしたときは三重線のまま強度が小さくなっている . 
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( 3) C 2の脱離 した N 3 ，5' 0シクロ体

化合 物 8-9の "N-NMRスベクトルを第三図にしめず. N 3 (アデノシンのナンバー

リング〉は 84-90Hzの， Jの他， 6Hz程度のスピン 結 合 が あ り ， こ れ は H-5'の一つをデ

カップリングすると消える .8のみ 76.2PP門に約 90Hzの， Jをもっシグナルがあり，こ

れは N1に帰属でき る . 1 0 はバラトルイル基が N'tこ 付 い て い る も の と 考 え ら れ て き

た.その根拠は 'H-N門Rで NHらしきシグナルが 1.7P P門離れてあったからであ忍.今回

の z・N-N門Rによって N‘に帰属した 84.2PP門 のシグナルは 8 や 9 と同じく三重線にな

る (INEPTでは 2倍の J)92.3Hzの， Jを持っている.したがって，今回図のように訂正

する.なお，シクロヌクレオシドではしばしば V の NHZ基 の 'Hシグナルが離れて観測

される.これは温度を上げ~とー本になる傾向がある.

文献

Fig.3 15N_INEPT Spectra of 8，9，10. 
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12 

セルロースアセテ ー ト の'H及び 13C -N M Hスベクトル帰属

の戦略

(北大理・花王和歌山 1!iJf *) 0 加藤 徹*・伊倉光彦・

引 I也荊i男

strat巴gyfor the assignments of ~ and '~-NMR spectra of cellulose acetate 

Tohru Katoh*， Mitsuhiko Ikura， Kunio Hikichi 

(Faculty of Scienc巴， Hokkaido University and *Wakayama Research Laboratories， 

Kao Corporation) 

The NMR spectra of cellulose acetate (CA) were assigned and distribution of 

substituent was determined. The strategy is as follows. (1 )The 'H and "C NMR 

spectra of peracetylat巴d cello-oligosaccharides were assigned completely with 

various two-dimensional (2D) NMR methods and the chemical shifts of tri-

acetylglucose residue were determined. (2)The ring 'H signals of diacetyl and 

mono-acetylglucose residues of CA were assigned by various 2D NMR. (3)From 

the comparison of the obserbed spectrum with the simulated one the 

distribution of substituent was determined. 

iiLιぷLiiL
セルロースアセテート (CA)は i泣挽 j交(DS)により著しく異なった物性を示すため、そ

れを，Eしく Xilる こ と は CAの 物 性 告 側 究 す る 上で非常に重要である。置換}支が :3より小さ

いCA t:J:、 l線郊の 三 i置換グルコース残袋、 3繰類の二置換グルコース残基、 :3f毒頬の-

i肖換グルコース銭基と全然 i置換されていない グルコース残基の合計 8種類1のグルコース

銭基からなるコボリマーと考えられ、これらのグルコース銭基の比率によって全置換度

が同じであっても物牲が呉なることが考えら れる。本研究は NMRを使って、それぞれ

のクルコース残基の 定 量 を す る こ と を 目 的 としスベクトルの帰属を行なった。最初jから

CAを l直接調べるの は ス ベ ク ト ル が ブ ロ ー ド か つ複雑で困難なため、セロオリゴ糖 peト

アセテートについて 2次元 NMRを用いて絶対的な帰属を行ない、それをもとに三置換

クルコース残纂の化学シフトを決定し、次に この結果を参考にしながら CAの 2次元スベ

クトルから二道検グルコース残袋、一置換グ ルコース残基を帰属した。録後に、 i与られ

た帰属をもとにスベクトルのシミュレーション を行 ない 実測 のス ベク トル との 一致 を検

討し、置換器分布の定量化を試みた。

去五怠

セロオリゴ精はセルロースを目立加1水分解した後、活性炭のカラムクロマトグラフィー

で分離した。 per-アセチル化はピリジン中、無水酢西空で行ない、エタノールで再結晶し

て紡裂した。勺!-N M Hから生成物は βー体 だった。セルロースアセテートは旭化成裂

のものをJ!lいた。 'H-NMHスベクトルは試料 20mgを DHSQ-d. 0.5mlに溶解したものを、

"C-NMHは 100回Eを溶解したものを日本電子製 GX-400または GX-500を用いて測定した。

1 li -N M Rスベクトルのシミュレーションは日本電子製COHICで行なった。

Rhυ 
d
告



結 果 と 考 察

1 .三置換グルコース残基の帰属

・セロテトラオース per-アセテートのスペクトル解析・

(1)リングプロトンの帰属

セロテトラオース per-アセテートは還元末 端 R、 2つの内部残基1(1)、 1(2)、非還

元末端 Hの 4舗のグルコース残基が 1.4ーグ ル コ シ ド 結 合 し て で き た 四 織 で あ る 。 セ ロ

テトラオース per-アセテートのリングプロトン領域の NMRスベクトルには 1位プロ

トンに由来する 4つのダブレットが現われる。いま仮にこれらのピークを低磁場側から

頗に A-1.8-1. C-1. 0-1と名付け、それぞれ糠A.8. C. Dの 1位プロトンとする。これらの

ピークからの Jカップリングによるつながりを COSY (図 1)及びHultipleRelayed COSY 
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Fig. 1 COSY spectrum of cellotetraose 
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Fig.2. Long-range COSY spectrum of 

cellotetraose per-acetae 
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で謝べることにより糖 A-D (}) 1位から 6位プロトンが帰属できた。しかし現段階では紋

A -Dがどの残基に相当するのかわからないため、 long-range COSYスペクトルを測定し

た。

L ong-range COSY 椋環のつながりは long国 range COSYスベクトルから求めた日。グルコ

シド結合を介した 1位と 41立のプロトン問には 約 1Hzの long-range coupling が存 {f

し、これを観測すれば糖と織のつながりがわかり、それぞれの残基への帰属が可能であ

る。 ~l 2はセロテトラオース per-アセテートの long-range COSYスペクトル(/:;= 250 
田secとした)の 11¥1:プロトンと 41，立プロトンの相関ピーク部分を鉱大したものである。

A-4とC-l、C-4とD-l、D-4と8-1の 間 に ク ロ スピークが見られるので、糖A.8. C. Dはそれ

ぞ れ阪に糠残基 R.N.I(l).I(2)に帰属できた。



(2)アセチル基のカルボニル炭素とメチルプロ ト ン の 帰 属

Long-range_~C-'~~ Y 糖のアセテートのアセチル基のメチルプロトンはリングプロ

トンと スピ ン系が分綴しているため、その!帰 属 は 困 難 で あ る 。 従 来 、 そ の 帰 属 に は メ チ

ル基を選択的に重水素置換したサンプル

を合成したり町、水酸基の反応性のちが

いを利用するなど の 経 験 的 な 方 法 が と ら

れてきた目。そこで我々は 2次元 N M R

を使って絶対的に帰属することを試みたの。

ア セチル基のカルボニル炭素はリングプ

ロトンと 2~ 3Hz 、メチ lレブ。ロトンと幸司 7Hz

でそれぞれ long-range coupling してい

る 。リングプロ ト ン 領 域 の シ グ ナ ル は 既

に帰属している た め 、 こ れ と の 相 関 か ら

カルボニル炭素の帰属をおこない、つぎ

にカルボニル炭素とメチルプロトンとの

相関からメチルプロトンを帰属した。通

常の 13C-'H COSY のパルスシーケンスに

おいて/::"，=/::，. z=204lDsec と.することで雨

}jの相関ピークを同時に観測することが

できた(図 3)。
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(3)リング炭素の帰属

リン グ 炭 素 のシグナルは先に帰属した

リ ン グ プ ロ ト ンとの相関を 13C-'H COSY 

スベクトルから決定した。

悦)アセチル j正のメチル炭素の帰属

アセチルーメチル炭素のシグナルは CH-COSY ili.によりメチルプロトンとの制限!から決め

た。

Fig.3. Long-range C-H COSY stectrum of 
cellotetraose per-acetate (carbonyl region) 

このようにして絶対的に帰属したセロテトラオース per-アセテートの内部残基の化

学シフトは i置換 j支の大きいセルロースアセテートのメインピークのそれとよく一党し

ており、これから CA中の三置換グルコース残基のピークが帰属できた。

2 .二置換、及びー置換グルコース残基の帰属

・ セル ロースアセテート (DS=2.46)のスベクトル解析・

置検度 2.46の セルロースアセテートのリングプロトン領域の Phase-sensitive 

double-quantum-filtered COSY、Relayed COSY スペクトル等から 9種類の糖環につい

て I位から 6 位までのピークが帰属できた。その化学シフトとセロオリゴ糖 per-アセ

テ ートで求めた結合定数、及び半値幅として 20Hzを用いてシミュレーシヨンしたそれぞ

れの 残 基 の 部 分スペクトルの一部を図 4に 示した。上下に示したセロテトラオース

per-アセテート の内部残基 1(2)の ス ベ ク ト ルとセロトリオースの内部残基 Iのスペクト

ルを比較してみると、アセチル基がはずれるごとにより全体的に高磁場シフトし、とく

η
t
 

aaτ 



に置換位置である 2，3、6位は大きく高磁

場シフトしていることがわかる。これを

考慮に入れて、それぞれの部分スペクトルを図に示したように同定した。たとえば NO.5

のス ペクトルは 2、 3位のピークはセロテトラオース per-アセテートの内部残基の化

学シフトに近いが、 6、 6・位のピークはセロトリオースの内部残基のそれに近いので

2位、 3位のみがアセチル化された残基に由来するものと同定できる。三置換グルコー

ス残基が 4種類、 2位、 3位がアセチル化された残基が 2種類 存 在 す る の は 隣 の 残 基 が

異なるためと考えられる。

cellotetroose 
oer-ocetote 

1(2) 

c
c
c
 

A

A

A

 

2
3
6
 

陶 .9 2-00 
3・OH
6-Ac 

Fig.4. Simulation spectra of glucose 

residues 

Table 1. The contents of glucose residues of cellulose 
acetate (DS 2.46) 

No. 

2 
3 
向

5 
6 

7 

s 
9 

Res!dues 

2・Ac，3・Ac，6-Ac 
2-Ac， 3・Ac，6-Ac 
2-Ac， 3・Ac，6-Ac 
2・Ac，3・Ac，6-Ac 

2-AC， 3・Ac，6・OH
2・Ac，3・Ac，6-0H 

2-Ac， 3・OH，6-Ac 

2・OH，3・Ac，6-Ac 

2・OH，3・OH，6-Ac 

Totロl

Contents (%) 

30 
13 
10 
3 

9 

-17 
9 

5 

56 

13 

3 .置換基分布の定量

図 5 に置換度2.46のセルロースアセテートのリングプロトン領域のスベクトルと、

求めた 9つの部分スベクトルをそれに一致するよ う に 足 し 合 わ せ た ス ベ ク ト ル を 示 し た 。

そ の時の比から求めたそれぞれのグルコース残基の含量を表 1に示した。
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異種核開デカップリングと同種核開交差分極の効率

多重パルスにおける長時間特性と短時間特性

13 

藤原敏道・永山国昭〈日本電子・生体研〉

Efficiency of Heteronuclear Decoupling and Homonuclear J Cross Polarization 

Toshimichi FUjiwara and Kuniakl Nagayama 
Biometrology Lab. JEOL Ltd. 

Decoupli開 sequenceshave been evaluated. as shown inωaugh・5theory?WIth J-
scaling factors which characterize the decoupling on a long time scale. The 
effective bandwidths of low power decoupling. however. have to be determined 
by cycling sidebands as well as by J-scaling factors when the sampling is not 
synchronized with the decoupling cycles. ¥JIe introduced. therefore. a ne凶

5caling factor which characterizes the decoupling on a short time scale. 
Using these t凶oscaling factors. we analyzed typical decoup!ing sequences. 
It is also shown that these scallng factors are useful to evaluate the 
efficiency of homonuclear J cross polar1zatlon. 

現在まで数多くの複合パルスやその設計法が開発され、それに基づいていくつもの

ヂッカプリング用の多重パルスが提案されている 2)その用途も、単に lHだけでなく周波数帯

域の広い 13Cヂッカプリングや同種核 J交差分極 (TOCSY， HOHAHA)への応用と多

様化している。

〈序〉

このようなさまざまな貝的や異なる実験条件・試料からくる制約〈共鳴周波数，デッカプリ

ング帯域、 J結合定数など〉のもとでは、どのようなパルス系列が最適なのか、そして最適化

のためにはどのような性能を持ったパルスを作ればよいのか、パルス系列の何を改良したらよ

(a) 

h

‘‘‘、、
.. 

‘、、‘ー

0.02 

0.00 

0.01 
A 

いのかが問題となる.また一般に、

デツカプリング・パルスの有効なオ

フレゾナンス宇野域il12rB1以上にも

及び全パルス巾が長く複維なため、

その全体的な位能の評価・分析は簡

単ではない (例えば、 WALTZ

- 1 6の全パルス巾は 8640。で
-0.01 

ー0.02そのあいだに 35回の位相シフトを

〉 1.0 0.5 O 

Aωz/yB1 

ー0.5

(b) 
0.02 

0.01 

おこなう.

Jスケーリング因子 λ(o%)

のオフレゾナンス依存性。

図 1

IAI 

WALTZ-16 

面陸線は、 MLEV-17. 

M4P5F53). Jスケー

リング因子は絶対値を取っ

実線は、〈品〉

3 2 ー1 0 1 

Aωz/yB1 
ー2-3 

-49一

0.00 

ている.

( b ) 



今回は、パルス系列が持つ特性を少数のパラメーターで明かにするために、異なっ?と時間尺

度でパルス系列;を特徴づける 2つのスケーリング因子を導入し、典型的なデ力ツプリング・パ

ルス系列の分析をおこなった。また、それらが同種核開 J交差分極用のパルス系列の評価にも

役立つことを示す.

広帯域デカップリング・パルスの効率

広帯域デツカプリング・パルスの性能は、デカップリングされたシグナルの残留 J結合定数

( J r・.)とサイタリング・サイドバンドの大きさで決まる.これらは、それぞれパルス系列の

長時間特性と短時間特性を反映したものである.特に低パワーでデカップリングを行いパルス

系列の周期が長くなる時、サイドバンドは顕著になる.

1-1 広宇野域デツカプリング・パルスの長時間特性

これは、デカップリングされた観測磁化の運動のうち Jに起因する最大周期の運動によって

特徴づることができ、次の Jスケーリング因子で表す(図 1参照〉

入(6W，)= J r. s / J • (.6Llセ;照射されたスピンのオフレゾナンス周波数〉

1 -2 広幸管場デカップリング・パルスの短時間特性

これを特徴づけるために、次のスケーリング因子 f(叫〉を導入した.

rt.-

¥ [Ma-Mx( t)] d t 思 p(d.ω'l!')・ (2疋J/ d"B t) 2・Ma.t r 

JO 

図 2 WALTZ-16でデッカプリ

ングした時の F1 D.縦軸は熱平衡磁 M"
化Maで規格化している.時間はフリッー

プ・アングルに換算している.観測シ

グナルのオフセットは Oなので完全な

デカップリングの時、 Mx= 1になる.

破線 ( 2疋 J/3" B t) = 0 .2J2 

実線 ( 2冗 J/ rB t) = 0 .4 

一点鎖線 ( 2ぇJ/ rB 1) = 0 . 4J玄

照射されたスピンのオフレゾナンスは

2kHz. !Bt/2lt=10kHz. 

0.5 

o 5000 

-50一

t/。
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域を持フM4P5F5 (デツカプリング宇野域 6(81) 引を比べてみ否。ただし lHの宇野域は 4

kHz. 13Cの帯域は 20kHz. J=200Hzで、全サイドバンド強度は 3%以下、ヂカ

ップリングされたシグナルの線巾は 1H z以下となる条件で比べる.

ア) 1 Hデッカプリングで必要な 81強度。

デッカプリング宇野域からの要請|サイドバンドからの要請|必要な強度

WALTZ-16 2 k H z 1.3kHz 2 k H z 

M4P5F5 O.7kHz 3kHz 13kHz 

イ) 13 Cデッカプリングで必要な 81強度。

デッカプリング宇野域からの要請|サイドバンドからの要請|必要な強度

WALTZ-16 1 0 k H z 1.3kHz 1 0 k H z 

M4P5F5 3.5kHz 3kHz 13.5kHz 

このように、 1Hデッガプリングの場合、サイドバンドに関ずる制限のため、振動磁場強度は

WALTZ-16の方が小さくできる。しかし、 13Cのような大きな照波数帯域の場合、必要

な 81はその帯域で決まり M4P5F5が有利になる。このような分析より、与えられた Jとデ

ツカプリング宇野域からどのようなパルス系列が最適なのかを明かにできる。

2 同種核問 J交差分極の効率

この交差分極は、回転座標系でオフレゾナンス〈化学シフト〉の影響を消去し、完全な Jス

カラー結合を用いてスピン聞の磁化移動を行う方法である.

この交差分極を行うためには、やはりデカップリング・パルスが有効である.これは、同種

核開 J交差分極と異種核問デカップリングには共通性があるためである.つまり、デッカプリ

ングの場合には、あるパルス系列の照射 5・‘ー t (a) 
によって Jで分裂した同種核スピンが、

区別なく同じように回転していれば、実 p 

質的な異積核開 J結合の影響はなくなり

観測スピンはデカップリングされている

ことになる.一方、交差分極の場合には、

化学シフトで分裂したスピンがあるパル

ス系列のもとで同じように回転していれ

2 

O 

ば、化学シフトによる分裂の影響はなく

なるが、スカラー量である同種核開 J結

合は残りそれによる交差分極がおこる。

10 

図 3 サイドバンドのためのスケー

リング因子 のオフセット依存性。

(畠) 実線は、 WALTZ-16

破線は、 MLEV-17

(b) M4P5F5 

ρ 

5 

O 
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交差分極の効率は、 B1の大きさに比ベオフレゾナンスの大きさが十分小さい時、長官大になる.

オフレゾナンスの影響でその効率がどのように低下して行くかを考えてみる.このために平均

ハミルトニアン理論などを用いた近似を行うと .2ースピン系について次のようになる.

J-eert .~ームωL t1r'.ITームu.もれ，'5+J '1['$ I U111 = 11Z..s1 = 1 (1) 

J'=J[I-2f中・((日)/4"B1)2] 川刊小川)do叫 =cL

ここでハミルトニアンの第 1項と第 2項はパルス系列の 1周期による IとSスピンそれぞれの

有効な回転を表し、 ωIとは占はスピンの共鳴周波数である。

このハミルトニアンを用いてさらに近似を進めると、スピン聞の交差分極の時間依存性は、

/¥、 ノヘ、、

士(tr(I~ e-i弘子tSl.tSλ巴-ihtL)JdM汁似たもt(ムtt~叫す.4.4rrr. j t Cc<L7U1t ) (2) 

?r=打可c1.:' klf'=ゴ1"-
/¥  

のようになる.ただし εA..ou伊(ll/J
1λ必 Ix.J 

(1.:.叫|くlo(的1)とする。(図 4参照〉

交差分極が有効に働くためには、 JXJ  " (oωL -A(./.，'5)く J'となることが必要である。

(1)、 (2)式からもわかるように、デツカプリング・パルスと同じようにえい弛〉と F(o時〉で、そ

の効率を明かにできる。デツカプリング・パルス系列MLEV，WALTZの場合、その有効

帯域(4 p) -1 / 2 d'B 1は、デツカプリング帯域の 1/4になっている.換言すると、これらの

バルス系列は、短時間特性 P によって有効に交差分極でき~領域が決っているにかかわらず、

それ以上に大きな帯域にわたって長時間特性λはよい値を持っている.

このような分析より、交差分極用のパルス系列を作る場合には、次のような改善の可能性が

考えられる.必要以上に広い長時間特性のよい帯域を狭くする代わりに、 1 )短時間特性をよ

くする、あるいは、 2) B 1の不均一位など実験条件が不完全でも働くようにする。後者の妥協

を行ったのがMLEV-17である.

1，0 

図 4 MLEV-17による IとSスピン聞の磁

化移動. M x ( t ) = ((2)式の左辺). 

実線は、正確な数値計値。破線は、 (2)式による近

似計算値。ただし、 oB1/2ぇ=10kHz、 J= 

1 0 H z， 1とSスピンのオフレゾナンスは 2 k

H zと-1 k H z. 

Mx(t) 

0.5 

O 
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二次元 NMRにおけ るゴースト信号の消去法

〈 日本 電子 、東 大応微研勺 O大内宗城、河野静 t工、

今成 司、降嫁一夫人瀬戸治男 2

Th巴 Suppression of Artefacts in Two・dimesional N門Rspectroscopy 

也盟主上立国止1.. Shizue Kohno，門a問。 ru I m a n a r i ， 'K a z u 0 F' u r i h a t.a率 and

Haruo Seto玄

(JEOL and Institute of Applied 門icrobiololY，University of Tokyo) 

une cause o.f artefacts in two・dimensional N門R spectroscopy is， 'if the 

rela入ation delay bet νeen scans is not longer than t，he longitudinalrelaxa-

tion time , T 1 • undesirable signals appear.‘ The components of undersirable 

signals were calculated by using product oper乱tors，and very elaborate 

phase-cycl ing procedures have been develop巴d to suppress these artefacts. 

く序> 二次元 NMRは、構造解析に不可欠の手段となっているが、しかし、二次

元 NM R t去の最大の欠点は、測定に要する 時聞が一次元 NM R (こ比較して数十倍長

いということである。もうひとつの欠点は二次元 NMRスベクトル中に不必要なゴ

ースト信号が生じるため、スベクトルの解析が困難になることである。この不必要

なゴースト信号は、装置'の安定度に依存ず る ゴ ー ス ト 信 号 よ り 大 き な 規 則 的 な 信 号

が生じることがある。このゴースト信号はパ ル ス 系 列 の 繰 り 返 し 時 間 が サ ン プ ル の

緩和時間 T1よ り 短い.とぎに特に大きくなることがある。この種のゴースト信号は

パ ルス系列の繰り返し時間をサンプルの緩 和 時 間 の 数 倍 以 上 に 設 定 す れ ば 消 え る が 、

しかし、二次元 NMRの測 定 に 要 す る 時 間が非常に長くなり、現実的にでなくなっ

て しまう。特に、天然存在比のは CNMRについて孤立した 13C核の大きな単一線

の信号を消し、 1 3 C _ 1 3 Cのにスピン系の信号のみを観測する I N A D E Q U A T

E法なとでは、測定不可能となることが多い。スベクトルを得るためには、パルス

系列の 繰 り 返 しを短くしなければならない。この結果、不必要なゴースト信号が生

じスベクトルの解析が困難となることがあ る。

このゴースト 信号は 1つのパルス系列が終了した後の待時間〈繰り返し時間)が

緩和時間 T1より短いため、 j欠のバルス系列が始まるときに xy磁化成分が残って

い ることに起因している。単位時間あたりの 感 度 を 向 上 す る た め に は 、 パ ル ス 系 列

の繰り返し時間を 緩和時間とほぼ同程度(T 1の 1. 2 6倍くらい〉に設定する必

要がある。しか し 、 こ の 繰 り 返 し 待 問 で は xyの磁化成分が残ることになる。そこ

で パ ル ス 系 列 の位相の回し方を工夫した結果、ゴ}ストを消去する方法を見出した。

この結果は、 product opratorを 用 い た 結果とも一致した。この位相の回し方を単

一線を J隠す 多量子フィルタ C 0 S Y法や百分のーの信号を消去する INADEQU

A T E 法等に応 用 し た の で 報 告 す る 。

〈実駁〉 装 置は GSX400、GSX270で5mm，G/H dual probeを使用した。サンプルは、

市販 2 ーオクタノーJL，、エルスロマイシンをそれぞれ d6 ーアセトン、 d6 ーベンゼ

シ lこ溶解し 5mmttubeに入れて使用した。スベクトルは二次元 NMRの iltl定の後、
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フーリエ変換を行ない絶対値表示、および、純吸収モ}ド表示を行なった。

〈原理および結 果 > INADEQUATE法および二重子フィルタ C0 S Yでは、

単 一 線 の 信 号 を取り除く必要がある。単一線はスピンが狐立し緩和時聞が他の信号

より一般に長いので、単一線の信号について注目すれば良い。パルスが一個、二個、

三 個以上のパル ス系列の例を取り上げて説明を加える。

1 ) 単一パルス

磁化 1zに x軸より 9 0 。パルスを加えると磁化はー 1y となる。この磁化はこ

この共鳴周波数 ωなる xY成分を持って静磁場の方向に回復す否。ここで緩和時間

T，の数倍の時 間 を 待 っ た 後 、 パ ル ス を 加 えれば良いが、単位時間あたりの感度を

向上 させ るた めに通常、緩和時間 T，と同程度の繰り返し時間で観測する必要があ

る。まず x輔より 9 0 。パルスを加えた後 の磁化の xY成分は(ー lycoSll1t十

Ixsinl7t) X exp(ーtI t 2)で与えられる。次にこの x y成 分 が ゼ ロ に な る よ り 短 い 時

間に、 x輪より 9 0 。パルスを加えると、この x y成分より生じる磁化は、ー Izcos

，( t Ixsinal1となる。この 1x s i n 17 tが位相ずれを生じる原因となる。通常のふIa d r a 

ture deteciion 去においては、 x，y， -X， -yと位相を変化させ信号の積算を t1なって

いる。最終的に、ゴースト成分は -4lxcos田t-4lzsinllltとなる。

ここでゴースト信号の総和がゼロとなるよ う な パ ル ス の 位 相 を 考 え 、 そ の 結 果 は 、

X， y， -y， -X， -Y， Y， x，な石位相、 x，-y， y， -X， -X， y， -y， xなる位相および、 X，y， -X， -y， -X， 

y， X， -Yな る 位 相の三通りが考えられる。

2 ) 2個のパル ス

2個 の パ ル スを使用した二次元相関 NMRについても、前述のシングルパルスの

場 合 と 同 様 に 考えれば良い。通常 90'・， -t，-90'・， -t 2 (￥)げは観測の位相〉なるパ

ルス系列を使用し、位相を φ:::::X， X， X， X， y..・I - X' .・， -y・・・， φ2=X.Y. -x. -y. y・・・，

-xι-y・・・と 16の位相を使用している。このような位相で測定を行なうとゴー

スト成分ー lysinll1t2が残ることになる。これをシングルパルスと同様、 x.y. -y. -X， 

x，-y，y，xとな る位相の繰り返しを使用することによりゴースト成分をゼロとするこ

とができる。

3 ) 多 量子 NMRにおける 3個以上のパルス

3個以上の パルス系列には特に重要な測定法である INADEQUATE法お

よび二重子フィルタ C0 S Y法がある。

品 INADEQUATE~:去の場合、目的のサテライトの信号は消去したいメイ

シ ピークの信号に比べ約 1/200と非常に小さく、メインピ}クを消去すること

が重要な課題となる。 INADEQUATE法では、パルスの位相を変えメインピ

ークを消しているが、パルスの繰り返し時間が緩和時間の 4倍 -5倍 で な い と 不 要

な信号が現われ 、スベクトルの解析が困難となる。図 1品は、 2 ーオクタノー}{，を

使用し、パルス系列の繰り返し時間 3秒として測定した INADEQUATEのス

ベクトルである。この 2 ー オ ク タ ノ ー ル のは C核の緩和時間 T，は 5- 1 0秒であ

った。この INADEQUATE法は 90'.， -r-180' f2-r-90・.， -t，-90'・2-t2(')な

るパルス系列を使用しており、 90'-r -180' r-90'のパルス系列は、磁化の状態を変
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えるも，のと考えると、前述のダブルパルスと同様に処理できる。 φ2の位相を x，y， -

y， -x， -x， -y， y， xと繰り返すことによりゴースト信号をゼロにすることを可能にした。

その結果を表 1に示した。パルス系列の繰り返し時間を 3秒でこの位相回しを使用

した INADE Q U A T Eのスベクトルを図 1bに示す。このように、新しい位相

回しを採用すれ ば、緩和時間 T，以下の繰り返し時間 Lこ設定しでも、ゴーストの現

わ れ な い ス ベ クト Aが得られる。

図 1. 2ーオクタノールの I N A D E QUATEスベクトル

a) x， y， -x， -y申告相 b)x， y， -y， -x， -x， -y， y， x0ii札

. 

11C 

“ーーーーー ω
7C 8C 

凶H
1 
70 60 50 40 30 20 10ppm 

表 It-:ADEQUATE法の位相とースピン系の信号の関係

1第一バ川約IJ !第二パルス系列 観測信号 ゴースト信号

世' X φ x ー 1Y ー IxC-IzS

rt X ゆ y 1 Y IxC-IzS 

世 y ゆ -y ー 1y ー IxC-IzS

世 -y ゆ -x 1 y IxC-IzS 

ゆ -x 世' -x -1 y ー IxC+lzS

世' -x 世' -y 1 y IxC+lzS 
rt' -y 世' y ー 1y -IxC+lzS 
rt' y ゆ' x 1 y IxC+lzS 

(C=cos，t，s=sin，t) 計 O 。
b ) 二重子フィルタ C0 S Y 法 (DQF-COSY)

90 '・ l-t，-90'・2-11-90'<>2-td￥)なるパルス系列を使用した D Q F - C 0 S Y法は単

一線を消し、ニスピン系以上の多重線のみのスベクトルを得る方法である。この単

Fhυ 

F
町
U



一線が完全に消えなければ二次元スベクトル中に不必要なゴースト信号が生'じ、

ベクト ルの 解析 を困難にする。図 2 aに φX，X I X，・・・・・， φ2  = x， X， X， X， -X・・・，

φ3  = x. Y. -x. -Y. x. Y. -x. -y・ ・ ・ ・ と し て 得られたスベクトルを示しす。矢印で示し

たピークがパルス系列の繰り返し時聞を緩和時間 Tt以下で繰り返したために生じ

た不 要な ゴー スト信号である。図 2 bに φ=X， X， X， X，・・・・， φ2= x， X，・

φ3=X， y， -y， -x， -x， -y， Y， x，として得られたスベクトルを示しす。図 2 b は明らか

に不 要 な ゴ ー スト信号はなく、スベクトルの解析が容易にでき誤りのない結果が得

られる e 前記と同様に product operatorを使用すればこの結果を説明でき、図 1 品

のときゴースト成分が残り、図 2 bの時はゴースト成分がゼロとなる。

エルスロ マイシシの D Q F - C 0 S Y スベクトル(!t型車モザドでま示してい~) 

ス

関 2

x. Y. -Y. -x. -x. -Y. Y. x.自首相

i一一一，，--_.LLJLよJ1U ~んよl~札
b ) X，Y.-X.-Y'・・・8世相a ) 

-

R 
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二 次 元 NM R 1.去は構造解析をするため有益な方法であるが、単位時

間 の 感 度 の 向 上を計るためには、バルス系列の繰り返し時聞を緩和時間と同程度の

長 さ に 設 定 し 、測定に要する時間を短縮する必要がある。その時、観測用パルスの

位相を X，y， -y， -x， -x， -y， y， xと し 、 か つ 使 用するパルス系列の位相回しを工夫する

ことにより不要 なゴ}スト信号の消去に行なった。

参 考文献 し Ba¥.'r"， o・dimensional Nuclear 門agnetic Resonance 

(1982); o. ¥J. Shensen et al.， Prog. NMR spectroscopy， l.6.， 

d，. Baλ. 2sth ENC Balti冊。 re USA (1986); 門. Ohuchi et al.， J. Magn. 

279 (1987). 
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Time sharing照射磁場を用 い た 新 し い 差 ス ベ ク ト ル 法

(東大応微研・日本電子*) 降旗一夫、瀬戸治男、大内家娩

New Difference Spectral Method using Time Sharing Irradiation Field 

KazUo Furihata， Haruo Seto and Muneki Ohuchi器一 一(Institu.te of Applied Microbiology， .University of Tokyo and ・JEOLCo.) 

New one dimensional NMR techniques， TSD-COSY andTSD-Relayed COSY. which are based on 

difference spe.ctral method utilizing time sharing gated decoupling (TSD) as highly selective 

irradiation field， are proposed. These methods enable to observe coherence transfers of 

protons in the crowded regions and are superior to selective coherence transfer method with 

regards to their easier operation and excellent selectivity. Since TSD-COSY and TSD・Relayed

COSY facilitate to reveal the proton spin systems connected by small coupling constants， their 

application to structural analysis of complicated natural products is promising. As an 

additional. application of difference spectal method and TSD technique. a new selecti ve HOHAHA-

COSY (2D) will b'e presented. 

民t;:12 (" 

天然有機化合物の構造解析において、 2次元 COSY法は非常に多用されている手段で

ある。しかし、シ グ ナ ル の 重 な り あ っ た 複 雑な領域における解析が不可能となる場合

がしばしばある。この問題を解決する方法とし て 、 我 々 は 1次 元 N門Rではヂカップリ

ング菱スベクトル法、更には selective coherence transferl去が優れている事を報告

してきた 1) 0 しかし、従来の selective coherence transfer法では、選択的に励起す

るプロ ト ン が 他 のシグナルから分離していなければ良い結果を得られなかった。従っ

て、僅かに分議しているプロトンを刷起する場合には、非常に選択性の高い励起パル

スが要求された。

今回は、励起パルスに代えて、 time sharing gated decoupling (以下 TSD)を用い

たsaturation差スベクト)J.， ?去を考案し、実験したところ、非常に良い結果を得た。更

にsaturation差ス ベクトル i去の発展した手段として、 seI ect i ve HOHAHA -COSYi.去を考

案したので報告する。

アヲ法・原理

saturation差スベクトル法のパルス系列:を図 1に、 TSD-COSY法の原理を図 2に示す。

TSD-COSY は、 2次元基本パルス (900 - t 1 -90
0 
)の第 1パルスをソフトパルスとし、一

つのプロトン(¥lA )を選択的に励起する事により 、 HAとスピン結合したプロトンへの

選択 的 な coherence transfer磁化(H" )の移動 を 観 測 す る も の で あ る ( 図 2a) 

saturation差ス ベクトル法の原理は、この方法の逆を行うことである。つまり基本

パルスの第 1パルスの前で、観測したいプロトンを予め選択的に飽和しておく。

照射磁場のない 場 合 、 第 1パルス(90
0
x) により、すべてのプロトンが励起され、

時間と共に分裂して い く 。 銭 湯j段階では、 transferずる磁化は Z輸に、また transfer

を受けた磁化は X輸にそれぞれ配向する〈図 2a) 

一方、選択的に飽和されたプロトン HAの磁化は、強度が小さくなった状態で測定す

る事になる。従って、 HAとスピン結合したプロトン HMに対する transfer磁化も飽和に

より シ グ ナ ル 強 度が減少することになるく図 2b) 。そこで照射〈図 2a) と非照射

(図 2b) の場合の差をとることにより、照射 磁場 lこより強度の変化したシグナルの

みを選択的に取り出す事が可能となる。
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図1. saturation 差スベクト )~I:去のパルス系列(上) . 

図2.TSO -COSYI去におけるAXスピンの磁化ベクトル
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図3.TSO-COSY法 4スピン(AMXY)系、 A→円、 A→X、A→Yの

transfer関数 (JAn=8. 8Hz， J u=6. 2Hz， J Ay=2. 2Hz). 
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回射盛土量について

飽和磁場として、感度の点で優れている選択的 180
0
パルス法と、条件設定の容易な

gated decoupl i ng法があ~。我々は、条件設定が容易で、しかも極めて選択性の高い

照射磁場を維持できる TSD法 が す ぐ れ て い る事を明かにしてきた 2しこの方法では、

プロトンの分離が不十分であってもシグナル の一 部分 を飽 和す るこ とが 出来 さえ すれ

ば、測定が可能になる。照射すべきシグナル が他 のシ グナ ルか ら十 分に 分縦 して いる

場合は、そのシグナ)t，.全体を飽和するように設定すれば感度は一段と向上する。

展開時間の詩'A

selective coherence transferiまでは展開時間を国定してì.I~定するため、展開時間

の設定が非常に重要な因子となる。展開時間は transferの起こるプロトン間の結合定

数と分裂バターンに依存する。 2D・Relayed-COSY法 に 於 け る transfer関数の幾っかが

報告されているが U 、ここでは TSD-COSY法に於ける簡単なスピン結合の transfer関数

を示す。

1個のプロトンとのスピン結合1"(1')=sinπJ A M l' 

2個のプロトンとのスピン結合1"(τ)=sinπJA M l' ・cosπJ血Hτ

3値のプロトンとのスピン結合1"(1')=sinπJAII1' . cosπJAK1' . COSπJ AY l' 

4 ft置のプロトンとのスピン結合 F(1')=sinπJAM1' . COSπJ血Kl' . COS冗 JAY l' 

• COSπJ A Zτ 

この transfer関数を計算する事により、最も S/Nの良い最適値を容易に設定する事

が可能である。

図 3は ボ ー ト ミシンの 14位のプロトン (J=8.8Hz、 6.2Hz、 2.2Hz)につき、 TSD-COSY法

no 
E
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図5.TSD・ReI ayed -COSYj去、 6スピン(A3門XY)系の

A→H→XとA→円→Vのもransfer関数(上). 

図6.ボートミシンのTSI)-Relayed -COSYスペクトル.
2-l1e、4・l1e、8・Me、8・Meを照射、 τ1=13岡S.T 2=110闘，

r H212 J[ =5Hz (absolute value・ode)(右). 

TSD・Reloyed・COSY

こな し一: 8・Me

-
6・Me
i 

JL-J :一一二に一
~lz C二一

JU 
の transfe.r関数を示したものである。図 4

は 14位のプロトン に つ き 、 展 開 時 間 を 10聞S

ことに変化させ て 測 定 し た TSO-COSYスベクトルである。図 3と図 4に於て、シグナルの

強度の変化が非常によく一致している(13はー・一、 15aはー0- 、 15b は -xーのカーブに

棺当ずる〉。したがって J展開時聞を最適値に 設 定 す れ ば 、 非 常 に S/Nの良いスベクトル

が得られることが可能であることがわかる。特に 2.2Hzのような小さなスピン結合し

たシグナル lこ 対しでも非常に良好な結果を与えることは重要である。

T SO-Rela:ved COSYi圭のボートミシンの様迭解析への a用

ポリケタイド系物質では、 ( -CHv-CHH(CH3A)-CHx-) というスピン系が通常多く存

在し、 JHド 10Hz、 JMY=2Hz程度の値を取ってスピン結合していることが多い。従来の

方法では、篠雑なスベクトルの領域において、 2Hz程度の大きさでスピン結合した HH

とHvの関係を証明する事は、非常に困難であったため、十円-Y、或いは Y-門-xの関係が

わからないことが多かった。

こ のようなスピン結合の結びつきを明かに 出 来 れ ば 、 多 く の 抗 生 物 質 の 構 造 解 析 は 、

容易となるはずである。 TSO-Relayed-COSY、あるいは TSO-double Relayed-COSY法は

この問題を容易に解決する手段である。図 5は、このスピン系の TSO-Relayed-COSY法

:こ於ける A→門-xとA→門→ Yの transfer関数である。

関 5より得た最適 1直 110msをもとに、 TSO-Relayed-COSY法をポートミシンに適用し

た 結 果 非 常 に 良いデータを得ることが出来た〈図 6)。例え ~;l' 、 2 ・門 eの選択的照射
により、 2位、 3位のプロトンの関係が、同様に 4 ・門eから 3、 4、 5位、 6-門eから

5、 6、 7位、 8・門 Eから 7、 8位のプロトンが綴測される。これらのスベクトルか

ら共通に観測された 3位、 5位、 7位を結びつける事により、 2- 8位までの部分構

造が容易に明かとなる。特 Lこ8・門eのように他のシグナルと重なりあっている場合で

も、選択性を高く設定できる為、測定が容易であることは特筆すべきである。

S elective HOHA旦丘二王企三I
2D-HOHAHA. は J結合で結ばれたプロトンのスピン系の観測を可能とする手段で、複雑

な化合物構造解 析に極めて強力である。また一次元 saturation 差スベクトル法への

応用も早くから報告されてきた4)。この HOHAHA法の検討過程で新しい測定法である

selective HOHAHA-COSY法を考案した。

複維な化合物の 20・HOHAHAスベクトルでは、クロスピークか非常に多く現れ、スベ
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図8.ポートミシン、 selectiveHOIIAHA-COSYスベヲトル，

τ=115聞sec(HIを照射).

図7.ボートミシン、 20・HOHAHAスベヲトル， τ=115闘sec.

クトルの解析が困難とな石。しかし構造決定に於ては、すべてのクロスピークの関係

を明らかにすることは必ずしも必要ではなく、ある特定のプロトンのクロスピークの

解析が出来れば構造が決る場合が多い。そのため、 ID・HOHAHAに於て delay ti冊eを数

点可変し、特定のプロトンのみについてクロスピークの関係を明らかにする方法が提

案されている。

それに対し、我々は lD-HOHAHAスベクトルのプロトンープロトンの関係を二次元展開

することにより、特定のプロトンに関するスピン系を容易に明らかに出来ることを見

出した〈図 7、8) 。この selective HOHAHA-COSYスベクトルは、 2D・COSYスベクトルに

フィルターをかけたような特定のプロトンのクロピークのみを与える方法であり、 2D

・COSYスベクトルの解析を容易にするという長所を有する。

孟よ並

天然有機化合物の構造解析に於て、シグナルの重なりあった複維な領域を解析する

方法のーっとして、 TSD-COSY、 TSD-Relayed COSY法 を 開 発 し た 。 こ の 方 法 は 、 softパ

ルス『去に比べ条件設定がはるかに容易であり、しかも分離の悪いプロトンに対しても、

その一 部 分 の み の飽和による測定が可能である。従って、それだけ照射可能なプロト

ンの範囲を広げることになる。またスベクトルが単純化されるために解析が非常に容

易となるという長所もある。
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特 I

NEW TWO-DIMENSIONAL NMR TECHNIQUES 

Ad Bax， Laura Lerner， Vladimir Sklenar， Rolf Tschudin， and Daniel 
Williamson 

Laboratory of Chemical Physics， NIDDK， National Institutes of Health 
Bethesda， Maryland 20892， USA 

Heteronuclear correlation techniques are most.sensitive when the nucleus 
1 with the highest magnetogyric ratio (usually LH) is observed during the 

detection period of a 2D experiment. This approach can have great 

adv~ntag~I5~veí3~on3I~ti~~al ， c~~r:l~ti~n ， s:~~me~"~he~e the low-gamma 
nucleus (LjN， LjC， jLp， etc.) is detected directly. When applied to 

low凶 abundancenuclei， one potential problem is the suppression of signals 
from protons not coupled to the low-gamma nucleus. Suppression of these 
unwan七edsignals can be accomplished by selection of the most suitable 
pulse sequence but also requires high spectrometer stability. For most 
problems， heteronuclear multiple quantum NMR provides the best means for 
generating the he~宇ronuclear correlation spectra. However， as will be 
demonstrated for j ムP，in some cases alterna七ivemethods can be superior. 

The 2D NOE (NOESY) method provides direct information on interproton 
distances but fails for molecules of intermediate size for which the NOE 
is near zero. A new method， named ROESY， will be demons七ratedthat 
measures the NOE under spin-locked conditions and yields positive NOE 
values independent of the motional correlation time. Advantages and 
disadvantages of this method will be discussed. 

A new method for generating coherent magnetization transfer between 
J-coupled spins will be demonstrated. This method is based on the 
principles of homonuclear Hartmann-Hahn (HOHAHA) cross polarization and 
can have substantial resolution and sensitivity advantages over 
conventional COSY and homonuclear RELAY experiments. 

Several new methods will be presented that permit the recording of pure 
absorption 2D NMR spectra in H20 solution without the need for 
presaturation. All proposed techniques are of the so called "tW0“st.<J.ge" 
type. In the first stage， a modest level of suppression (30・50) is 
obtained， sufficient to overcome dynamic range problems in the receiver 
section of the spectrometer. In the second stage， further suppression is 
obtained by appropriate phase cycling. Application of the new schemes to 
NOESY，日OHAHAand ROESY experiments will be demonstrated. 

A new technique for the measurement of previously unresolvable scalar 
couplings in macromolecules will be described. By suppressing all 
in七eractionsbut the coupling of interest in a 2D experiment， it becomes 
possible to measure the size of scalar couplings that previously were 

inaccessible， yielding ，;:a~u~~le additional s;rï~tï~al ~nf~r賢tion. The 
method is demonstrated for the measurement of ~H ・ H and ~H- ムp

couplings in the dodecamer d(CGCGAATTCGCG)2・

唱
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ドlE門のN門Rへの応用

(阪大孟研〉 。ゐ司~雄 叉由主薬
福濁Jえ寺 g 中る絶

山淘嬉

花易喝静

Application of Maximum Ent~opy MethoQ (MEM) to NMR 

Yoshio TAKA工*Masami SAWADA， Hitoshi YAMADA， Fusako FUKUDA， 
Takanori TANAKA， and Terukiyo HANAFUSA 

The Institute of Scientific and 工ndustrial Research， Osaka University， 
8-1 Mihogaoka，工baraki，Osaka 567， Japan 

Determination of chemical shifts of 170_nmr signals is difficult because of 

extremely low natural abundance (0.037も)and short relaxation time (<1x10-1 

sec) of 170 nuclei. These properties provide low reproducibility of 170-nmr 

chemical shifts and coupling constants. 工norder to get these parameters more 
17 reproducibly， Maximum Entropy Method is applied to F工D data of "0  nmr. The 

results by MEM are compared with those by FFT method and discussed for 4-

substituted pyridine N-oxides and triphenylphosphine oxide. 
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NMH問弁I称型ミクロ試料常による広治i/lN tvl Hスベクトル

(日女大・日本電子つ O高橋征三・永山国昭‘

NMR Spectra of Acqueous Solution in a Microcell with Symmetric Geometry 

Seizo Takahashi and Kuniaki Nagayama* 

(Dept. Chemistry， Japan Women's Univ. 邑 BiometrologyLab.， JEOL Ltd.*) 

This report describes a novel microcell with symmetric geometry along 

the BO axis~ Magnetically， the cell makes a unified long block at the 

sample part by putting the same solvent into the inserts， leading to 

easy adjustment of the field hemogeneity. Discussions were made on 

getting NMR spectra of H20 solutions using this microcell. 

市販のミクロ試料管は生体試料を測定するにはかなり不便である。とくに試料の

出し入れに問題があり、 pH滴定とか溶媒変化の実験は締めるしかなかった。その

うえミクロ試料管を使うと十分な分解能を確保することが難しい、という問題があ

る.私遣は、分解能つまり磁場を乱す要因を検討していく過程で、理想的な形状と

して対称型 NMR試料管を考案した。この試料管ほ使い勝手の点で多少の問題はあ

るが、基本的に従来のミクロ試料管より慣れていると思われる。今回は水溶液系に

ついて検討した結果を報告するけ。

1 液量と分解能

装置は日本電子のGX-400および Bruker WH-270を使った。サンプル量については

通常の試料管で測定する場合、最遇の液量があり、多すぎても分解能が低下す.るよ

うである。そして試料液ほ検出コイルに対して上下対称に置くべきであり、いずれ

か一方に著しく偏った場合ほどれも望ましい結果を得られなかった。これはふだん

無意識にやっている事であるが、非対称に配置した場合、シムに時間をかけても磁

場は補正できないことを改めて確認した。

最低の液量は渦と管底部が検出コイルの外形を横切らない量である。その限りに

おいて、全部のシムを補正さえすれぽ必要十分な分解能が得られた。試料問の底部

の形状と分解能との相関は認められない。しかし成形部分が検出コイルにかかると

著しくスピニングサイドバンドが婚大した。従ってデッドボリュームの点から平底

がよいと結論した。

サンプルの液量が少ない場合、シムが国難になる理由として、ガラスの存在を考

慮すると、試料管の上下方向と検出コイル周辺との関係が非対称な関係になってい

ることに j主目した.

たかはしせいぞう、 ながやまくにあき

n
t
 

co 
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2 分解能に及ぼす

ガラスの~響

試料管の材質は予想

以上に分解能と関係す

る.図 1ほパイレック

スの外管に上からそれ

ぞれ石英、パイレック

ス、硬質ガラス製の内

管を掃入し水の線帽を

測定した結果である.

ただし硬質ガラスは水

と磁化率が近い特殊ガ

ラスを使用している.

この結果はガラスの磁

化率が実際にスベクト

ルの分解能にかなり影

響することをしめす.

石英

バ~h~X

硬貨

キャピラリーセル

領自陣セル

A~ 
勺rtI寸TZ寸れれれIT寸市立寸ロロrE1rZ1τ1;':1・

図1(左) ガラスの材質の遭いによるHDOの線帽の差

図2(上) 試料管の内径の遣いによる HDOの線帽の3塁
打rτiTT1'~~τF!

そこで高分解能スペクトル用にとしてごの硬質ガラスを採用することにした。

スペクトル分解能を上げるには、磁湯の最も均一な場所に試料を置けぽ良い。試

料管の内径を小さくして分解能が向上するかどうか調べるために、キャピラリー型

試料管を用いてテストした。結果は予想に反して、図 2に示すように、標準試料管

で測定した場合~:比べて著し〈分解能が低下した。之の結果ばガラス管壁の影響が
相対的に径が小さいほど大きいからであると解釈できる。図 2の結果から試料管の

内径を小さくする利点は特にないこと、ガラス管壁は薄いほど有利であることが結

論された。

図3は5'-UKP.2Naを同一条件で

測定した例である。 AほWilmad
の標準試料管528-PPでBほ管壁

0.24園田の545-PPTを使用した結

果である。後者は 14%余分に試

料がいるがピークの高きで測っ

て20%以上の感度向上が認めら

れる o C Iま硬貨ガラスで試作し

た0.3盟国厚の試料管であるがB位

や 1'位のピークで見る限り、545

-PPTと遜色がない。 Cは分解能

が優れているぷん得をしている

からである.

B 

A 

図3 試料管とスペクトルの感度との関係
(A) 528-PP (B) 545-PPT (C) SD 
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3.対称型ミクロ試料管について

対称型ミクロ試料管とはガラスの

影響を最小に抑えっ、ガラスの効果

を補慣するために、 Bロと B.の両方

向の形状を対称にしたものである。

A o.G5.刷柚"・"

よIι1回目 1/ ¥ 
T'一 三 国呼m昭柑:作戦鴨川Lトto・

-¥ド-20-斗1-15-1
5nm I由・ 田 oer

叩 V ヨ..--_.: Iower In田川

まず上部はガラス製の渦止めスト

ッパーを内管として用意し、測定中

図4 対称型ミクロ試料管の構造

にストッパーがずり落ちないように、ゴム栓で止

められるようにした(図 4)。途中を絞ったのは毛

管現象で液が遣い上がるのを防ぐためである。こ

の結果、液量に独立に試料の高きを調節できるよ

うになった。

渦止めストッパーを掃入した効果を補償するた

めに、標準試料管の下側に同様な管を掬入したの

がこのミクロ試料管の特徴である。下側内管の開

口部は狭いのでそのままでも液漏れはないが、シ

リコン接着剤 KE-45で塞いでもよい。

ガラスの影響を最小にするために、上下の仕切

り板をできるだげ薄〈削った。この部分の工作精

度が分解能およびスピニングサイドバンドの大き

言。
" 

度が低下していることが分る。 bIま対称型

ミクロ試料管、 cは標準試料聞を使用した

結果である。 bは液量を cの215しか使っ

ていないにもかかわらず、感度はほとんど

遭わない。 dは試料の絶対量が cと同じで

あるとして標準試料管で測定した場合をシ

ミュレートしたものである。実用上は感度

が 2.5倍上がったことに相当する。
図6 D20の上下にH20をはさんだ試料の1ぺう川

試料の長さは5mm 検出コイルの内径はlOmm

図 5の結果は、対称型ミクロ試料管は検

出コイルの内側部分にしか試料が存在しないにもかかわらず、まった〈分解能や感

度を犠牲にしないで測定できることを意味する。その理由は試料部 1::高き 5回目の重

水をおき、上下内管 1::軽水を入れて測定した、図 6の結果から明らかである。 検

出コイル周辺部に相当する部分の H20シグナルば単に裾の盛り上りとしてしか効

いていない。対称型ミクロ棋料管ほ B口、 Blのもっとも均一な部分だけを使ってい

るので、正確な 90・パルスや 180・パルスを必要とする実験にとくに有用であろう。
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4 軽水溶液の測定について

軽水溶液の測定は普通以上に調整が難しい。

通常 5%ないし10%の重水を混ぜて測定するが、

D含量が少ないため、ロックが不安定であり、

no18Yなのでシム調整がやりに〈いという問題

がある.さらに軽水測定で問題になるのは水か

ら50ないし 100Hz殿れて残る成分である.つまり

高次のシムをいかに調整するかでスベクトルの

質が決まってしまう。現時点ではそれに対する

有効な処方をもっていない。

対称型ミクロセルの場合、上下内管に重水を

入れて測定しようとすると、そこの重水シグナ

ルに口、yクシグナルが引っ強られて、シムほ悪

い方にずれてい〈。そこでND..ClやND..ODの飽和

溶液を使い、 exchangebroadeningを利用する

方法を検討したが、試料との磁化率の差が僧大

し、有効でないことが解った。従っていまの

ところ上下内管ともに軽水を入れたシステム

で妥協している.

図 7と図 8は上述のシステムで15IDK漕度の

アミノ酸溶液のスベクトルをそれぞれオ、モゲ

ート・デカップル法と選択的励起法で測定し

た結果である。結論として、現時点では、標

準試料管で測定したとき以上の品質で測定は

成功していないが、対称型ミクロ試料管を使

ってほぼ同等のスベクトルを得ることはさほ

ど困難でないことが分った。

図 7でほ、照射ラジオ波の位相をスイッチ

すると、効率よ〈水の信号を飽和することが tSllJI 

でき、かった h き残った水の信号の位相をコ

ントロールできることを示した。図 8でほ 11

パルスと 121パルスの組み合わせで 1331パル

スと同程度以上の効率で水信号を抑制できる

ことを示している。その詳細は本講演で述べ

る予定である。

‘唱~

.(a) 

d.r，t ， 

(b) 

(c) 

(d) 

10M 1.  uoo IIOo n“，000 .oo .0.・・
図7 ホモゲート・デカップル法による軽水中の

スペクトル (a)通常法{照射時間30秒i
(b) ~ (d)位相スイッチ法 [0.8秒、1.6秒.30秒!
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(a) 

1ω 叩

型主
閃

開。 1000 ・"閃

図8 選択励起;去による軽水中のスペクトル

(a) 11パルスと121パルスの組み合わせ法
J. Kagn. Reson. in press (Jan .1988) (b) 1331パルスf圭

本研究を遂行するに当たりお世話になった東京大学理学部生物化学教室の宮津辰雄

教授ならびに日本電子(株)の加藤(実宝)敏代さんに感謝します。

文献 (1)S. Takahashi and K. Nagayama， 
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ハログルマンのけ G eの緩和織構へのスカラー緩和の寄与

( J巨大教養}原閣としえ・田中克巳・ O 竹内敬人

Contribution of the Scalar Relaxation to the 73Ge Relaxation in Halogermanes 

Toshie Harazono， Katsumi Tanaka and !盟主羊o T些型虫主

(Department of Chemistry， The College of Arts and Sc工ences，
The University of Tokyo) 

73 As a part of our extensive study on -the relaxation of '-'Ge nuclei， the two 

halogermanes G巴Br4 and GeI4 were dissolved in to1uene-d8， and their T1 and T2 
were measured by inversion-recovery and by Carr-Purce11-Meiboom-Gi11 methods 

at 25-1050C， respective1y. The 1atter was a1so measured from the 1in巴 width.

Plots of1n(1/T1) and 1n(1/T2) with l/T(K) indicate that for T1 the contribu-

tion of quadrupo1ar mechan工sm is predominant whi1e for T2 a contribution of 

sca1ar mechanism is evident as is the case with GeC14・Based on the re1ation 
J.. _ >~1.25 J/y AZ ， .L~ where y gyromagnetic ratio， A a constant arid Z is the atomic num-

ber， J(Ge-Br) and J(Ge-工) were first1y estimated to be ca. 50Hz. 

【序}

我々は、 傾 スピン 912を 持 つ 73G e核の緩和機構を系統的に研究したところ、 ア

ルキルゲ J~ マンの 73 G e核は、 四種子緩和のみで緩和する一方、 ハロゲルマン、 特

に G e C 1 4の緩和機構には四種子緩和のほかにスカラー緩和が含まれることを見い

だし、 73Ge-3'C 結合のスピン結合定数を求めたト 2J 

これらの結果を踏まえて、 今回、 G e B r 4 と G e 1 .におけるけ G e核の緩和徳

楕を 研究したところ、 いずれも高温領域で、 T 2にスカラー緩和が含まれていること

が見出された。 これより、 ゲルマニウム←ハロゲン結合のスピン結合定数、 ハロゲ

ンの緩和時間など、 これ 迄に 知ら れて いな かった知見が得られたので報告する.

[実量産】

G e B r ，と G e 1 .は文献に従って合成し引、トルエンー d 8に溶かし、 脱気封管

して N M R スペクトルを測定した。 測定は低周波数周インサート NII-ITI0LFを装備

した J E 0 L J N M F X - 9 0 Q を用いた。 共鳴周波数は 3・101lHz.180・パルス

は 464μsであっ た T ，は反転回復法( 1 R F T )で、 T 2は線幅(ム ν い 2)と

Carr-PurcelJ-lIeiboo.-GilJ法(C P M G法)で測定した.

[結果と考察]

表 1に G e B r .と G e 1 .の 73G eの T ， ( 1 R )、 T2(CPMG)、 及び T 2 

(ムレい ε) を示した. いずれの場合も、 C P M G 訟で得られた T 2と線鱗から得ら

れた T 2はほぼ同 じ値を示した。 一方、 4 5 'Cで、 G e 1・の T ，と T 2はほぼ同じ値

であったが、 G e B r .は、 2 5 'cで T 2が T ，よりも短くなっている.

F
h
d
 

n
i
 



The val ues of Tl ( IR)， T2( CPMG) ， and T2(ム ν1/2) for 73Ge 

i n . Tetraha 1 og.ermanes i.n To 1l，lene-d8 
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GeBr4(25・C)

GeI4 (45 "C) 

四笹子綬一般に四種子緩和機機で起こる。四種子モーメントをもっ核の緩和は、

和は式(1 )で表される。

)
 

-(
 ffh)[二子~r [1 +三i-JτG-ーーー = ー『司自

T t T2 
1fム ν I/ 2 

τ 。は相関時間で暑 は非対象パラメーター、e 2Qq/hは四極子結合定数、

τcは活性化エネルギ -sEを用いて式(2 ) 

ここで、

ある. で表される。

(2 ) e x p (ム E/RT)

Tは 絶 対 温 度 で ある.

G e B r・と G e 1 .の l

't" c ， τc 
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in GeI
4・

たものを図 1と図 2に示した。 どちらも、 1 n (l/T，)は l/Tに対して正の傾き

を持つ直緩となり、 T，は 四種 子緩 和機 構のみで緩和していることがわかる. これに

対して、 1 n ( lIT 2 )の l/Tに対するプロットは高温になるにつれて直疎からずれ、

四種子緩和とは逆の温度依存性を示す緩和が含まれることを示唆している. この緩

和 は G e C 1 4の場合と同様にスカラー緩和である。 スカラー緩和は次式で表される。

( T， . ， ) -I = A21. (10+1) 
τ2 

1 + (ω ，-ωo )ετ2 2 No (3) 

(T， " ) -， 1τ  
A 2 1・{ls+l}I官 1+ 一一一一一一一一一一一一一一 I . 11 s 

1 + (ω ， -曲 o) 2τ2 2 J 
(4) 

ここで 1 • は、 ハロゲン原子の核スピン、 τ ， .τ2は相関時間、 曲 I、ωsは T3 G e 、

ハロゲンの共鳴周 波数、 N sはハロゲン原子の数、 A は 2軍 Jで Jは Ge-ハロゲン

聞のスピン結合定 数である。 もし、 1 + (ωI ω. ) 2τ22 >> 1 ならば、 式{ラ}が成

り立つ。

(T2SC)-， (T21-I-(T，)-' A2Js(lS+  1)τ ，No/3 (ち)

こ こで τ1はハロゲンの T ，で表わされる。 T ，民 1/τeであるから、 1 n ( 1 /T 2 -

1 / T ， )の 1I T に対 す る プ ロ ッ ト は 1 n ( 1 /T ，)の 1/Tに対するプロットと、 勾配
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Table 2 J， I J/ r I ， I K I ， and τ1 for Tetrahalogermanes 

and Tetrahalostannanes 4) 

compound solvent J I J/r I I K I 5) τ1 

Hz 10-3gauss 1020cm-3 s 

73Ge35Cl4 chloroform-d1 24 162 585 4.1 x 10-5 (30"C ) 

73Ge81Br4 toluene-d8 49 329 433 5.6 x 10-6 (90・'C)

73Ge127I4 toluene-d8 50 336 596 5.3 x 10由 6 (100・'C)

1l9Sn35C14 .neat 375 236 855 2.2 x 10-5 (25・'c) 

119Sn81Br4 neat 920 579 760 7.5Xl0-7 (21.C) 

119Sn127I4 neat 940 592 1049 1.5Xl0-7 (150"C) 

4) R. R. Sharp， J. Chem. Phys.， 57， 5321 (1972); 60， 1149 (1973). 

5) K 土 ‘3 

h rl1rX 

の絶対値が等しく、 符 号が 逆の 直線 とな る. 実際に 1n (1 /T 2 ・ 1/Tけを 1/T 

に対してプロット したものを図 1と図 2に示した. この直線は 1 n (1 /T ， )の直線

と傾きが逆であり、 絶対値は実験誤差内で一致している. このことは T 2にスカラー

緩和が含まれていることの確かな証拠である.

また、 M H .と M ( C H 3) '. (M  = C. S i. G e， S n， P b )の結合定数

J ( M - H )は、 原子番号 Z と J/r AZ，.25(A: 定数、 r 磁気回転比)の関

係にある。 M B r.， M 1 .の J も同様の関係に あ る と し て 、 J ( G e - B r ) ， 

J(Ge-1) を求めたところ、 それぞれ 4 9 H z. ラ oH z となった。 これまで

この組合せのスピ ン結合定数の報告は無い。 さらに、 G e B r・と G e 1 4の

( T 2" )ぺは、 それぞれ 4.04A8，2τ ，8¥11.7A'272τ 1 1 2 7で表される。

これより 8' B r と， 2 7 1の τ1を求め、 表 2 に示した。 テ ト ラ ハ ロ ス ズ の 場 合 と よ い

対応をなしている。

文献

1) T. Harazono， K. Tanaka， Y. Takeuchi and N. Kaki.oto， Che.. Lett.， 1841 

( 1986) . 

2) T. Harazono， K. Tanaka and Y. Takeuchi， Inorg. Che..， 26， 1894 (1987). 

3) A. 11. Laubengayer and P. L. Brandt. J. A・.C h e ・.Soc.. 54， 621 (1932) 
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イコt/~た機1集中 1-:' お iすもllNø.' N M Rケミカ lレ

ヲワトの議場強度依ti--，生

(也埼手珂胡) 要綱穿勢。末森t皇官月 悦代、 t品、 面対格fj.
~agnetic Field-Dependency of 23Na_NMR Chemical Shift in 10n Exchange 
Membranes 

Yukio Jitsugiri， Q与ig金主主主工Q旦皇堕♀ζi，Makoto Noshiro， Hiromichi Nishimura 
(Research and Development D工v.， Asahi Glass Co. Ltd.，) 

+ Sodium-23 NMR has been used to study Na' cation in a perfluorocarboxylate ion 

exchange membrane as a function of water content and temperature. A chemical 

shift change and line width decrease are seen upon increasing the water 

content. Magnetic field-dependency of the chemical shift is observed for a 

same sample. The change in chemical shift is large( 80ppm) for perfluoro-

carboxylate ionomer from 2，3T to 9，4T. 
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モリブデン， タングステン， およびその混合金属

クラスター錯体の 95Moおよび 183W N M R 

(東北大理 )0永湾 明・佐々木陽一・王巴特爾・務狩伸治

伊藤翼

95.._ _， 183 
Mo and ---W NMR of Mo1ybdenum， Tungsten， and their Mixed Meta1 C1uster 

Comp1exes. 

主込玉三担旦盟主主， Yoichi Sasaki， Bateer Wang， Shinji 工kari，and Tasuku工七O

(Facu1ty of Science， Tohoku University) 
95.. ， 183 工II _， ，3- 工v ，_. ，.，__. ，5-

Mo and -v~W NMR chemica1 shifts of [W~2C19lJ- ， [W~V3(0)4(NCS)9lJ- ， 
工v ，_. ，_.. ___， ，，， _， ，2+ 

IM:'3(0)2(CH3CO守)6(H20)3lW' (M3 Mo
3
， Mo

2
W， MOW

2
， and W

3
)， and 

[M' 2 (0) 4 (edta) 1 Wー (M
2

M0
2
， MoW， and W

2
) show c1ear trends that the shie1ding 

a七 Mo and W atom increases with an increase in the oxidation state， .and on 

rep1acement of W wi七h Mo in c1asses of mixed meta1(工V) trinuc1ear and -(V) 

dinuc1ear comp1exes. 

[積雪]モリブデンやタングステンは錯体化学的に興味深い特徴を示す. それは，

(1)様々な酸化数をとりうる (2)各酸化数に特徴的な多核クラスター構造の化合物

をつくる(3)それらは金属ー金属間結合の生成に伴う特異な佐賀を示す， などであ

る .1) 何 MoN M R は そ れ ら の 多 様 な 化 合 物 群の電子状態， 構造， および動的佐賀

を調 べるための有効な手段であり， 多くのデータが得られている， 2) 18'W核の N M

R は W""単核錯体 W""ポリ酸.weや WI のカルボニル錯休などで知られている

が W-W直接結合を持つ化合物についての研究例は少なかった. 本研究は m価

~V 備のモリブデン及びタングステン銭体のうち， 特に金属関直接結合を持つ二核

と三核 の ク ラ ス ター銭体を対象とし， 金属核化学シフトと電子状態， 酸化数， 金属

関結合の強さとの関連を明らかにすることを百約とする.

[実験]試料とした錯体の塩は， 既

知の方法に従って合成し 3) D 20また

は CH.CN (CD.CN) 溶液を調製した.

機器は日本電子 JNM-GX-400またはち 00

表 1 測定条件

96Mo 18'W 

lflFT-NMR装置を用い. 20-27.C 周波数/MHz 26，08 or 

32， 59 

16，67or 

20， 84 で 3000-60000回積算した.

[結果]得られたスペクトルの例を

図 Iに， 銭体の構 造 を 図 2に示した.

化学シフト(o )とその錯体の中心

金属の酸化数および金属原子商 ~ê 厳

(M-M) を表 2にまとめた.

パルス間隔 /8 0， 2 1.0 

化学シフトの Na2Mo04 Na2W04 

標準 (1. OM/D20) (1. OM/D20) 

- 83ー



M 3 

MoW2 

2000 1000 0 
183 占(，wW)/ppm 

側j岡 崎

M0
3 

2000 nc 1000 95 (W~Mo)/ppm 

(a) [ザ(0)2(CH3州内 的3]Br2'H20in D
2
0 

図1. .183 W および日Moの N M Rスペクトルの伊l

口、ーα
口氏 W~Cl\'.Wム Cl
/ 、む、α，コシ ¥ 

Cl¥c;/  "Cl 

IIL. .3 
[M2C19]J 

xi三町。
-
nノ』可

l
d)
 

2
u
 

‘，L》du 
au 

(
 

凋
件

)
 

nυ (
 

り

V
内正

M
円

p
t
L
 

図 2. 錯体の構造

NCJc〉0¥1cLNCS

NCS/~\JitkNm 
|、0" I -Ilv.> 

0， ， ... 0 
¥14/ 

Cs /;¥NCS 

~CS 

[ザ(0)4(NCS)g]

-84-

1000 
183 o( 'WW)/ppm M0

2 

1000 0 
95 ó('~Mo)/ppm 

(b) Na2
[円(0)4(凶 a)]・2H20in D20 

《。人。
H2ヘrd/OH2

;/'、。〆、

人牛込



表 2. '93 Wおよび 9SMoの化学シフト

原子価 錯体 8 (' 9 3l¥') 8 (96Mo) 溶媒 M-M i ， その他. 
ppll・3 PP田 b】 A 

E l¥'2(02CCF3). 6760 THF (2. 21) (文献 e)

1102 (02CCF3). 4021 THF 2. 09 (文献f)

E W2(OBu')6 4408 C6HsCH3 (文献 g)

Mo ε(OB u' ) 6 2645 C6H5CH3 2. 22 (文献 h)

l¥' 2 C 1 9，3・ 3539 CD3CN 2. 44 L雰囲気

W l¥'30.(NCS).5 2063 CH3CNO) 2. 54 し雰囲気

W302(OAc)6を+ 1005 D20 2. 74 

Mol¥'20含 (OAC).2. 8事7 1360 D 20 2. 72 

11021'102 (OAC)62' 848 1224 D 20 

1010302 (OAC)6
2φ 

1061 D20 2. 77 

V l¥'2 O. (edta) 2- 798 D20 2. 55 

Mo1¥'O. (edta)2- 549 877 D20 2. 55 

M020.(edta)ε 612 " D20 (2. 55) 

a) 1. OM Na2 WO.(aq) 基準. b) 1. OM Na21100. (aq) 基準. c)6.25% CD3CNと O.58M 

{(C2H5).N}NCS を含む. d) 8 (95Mo)=609pp皿の報告あり. e)Santure et al.. 

lnorg. Chem.. 22.1877 (1983). f)Gheller et al.. J. AIII. Chem. Soc.. 105.1ち27(1983) 

g)Minelli et al..Coord.Che田.Rev.. 68. 169 (198ち). h)Young et al.. cited in 

Ref2a. i)() 内は向精進の類似化合物のデータ.

[考 察 ] (1) Mo. W核 の 化 掌 シ フ ト に ついての従来の知見 '93Wの 化 学 シ フ

トは W" ポリ酸の大部分が +300~-300ppm. O~II 価のカルボニル錯体や N~ 羽価

の単核錯体では -300~-3 ち OOPPIII であり， 酸化数が低くなると高磁場(高しキへい)

方向に移行する傾向がみられる. 2，4) 何 Mo化学シフトも全く同様の傾向を示し，

対応する 化合 物の '93Wと目Moの化学シフトの比は 8('93W) /8 (95Mo) 

1.7::1:0.1になるとされている 2)

( 2 )ー緩および=緩鎗休での知見 時Mo • '93W N M R シグナルとも， 同じ酸化

数の単核錯体よりかなり低磁場に現れる. 中心金属の重量化数が低いほど. シグナル

は低磁場に移る. また対応する錯体の 1.3Wと時Moの化学シフトどうしの関係は

8 ('93W) /8 (95Mo) =0.9ちー1.3と， 従来知られてい る も の と は か な り 異 な る

値を示している.

MJI!聞に架橋配位子がなく強い M-M総合を持つl¥'.(t-BuO).や M-M四 重 結 合 の

ある WI錯 体 で は [W2Cl.J3ーよりさらに低磁場にシグナルが現れる. 一般に，・多核

錯体では低酸化数ほど金属問結合が強くなり(多重結合性が増す). M-M距離が

短くなる(表 2ト 金 属 間 総 合 が 強 く な る と ， 金属核は脱しゃへいされると考えれ

ば， 化学シフトの傾向が説明できる Moと W では価電子が金属関結合に関与する

程度が異 なる ので 8('93W) /8  (95Mo).が単核錯体と異なるのであろう.

F
h
υ
 

n
m
u
 



( 3 ) Mo"-WIJ沼合=緩鋒依お上 1tMov-Wv混合一銭錯休

[M"3 (0)2 (CH3COO)6 (H20)3]むおよび[loIY2 (e d t a) ] 2 錯イオンでは 101巧 W3・

MoW2. 10102 W または 101Vz W 2. 101 0 W の 願 に 183Wの化学シフトが高磁場に移り，

95Moの化学シフト は M 巧 10103. 10102 W. MoW 2 および M ち 1010 2 • MoW の l頓に低

磁場に移る(図 2 ) . すなわち， 骨格の W を頗次 Moで置換すると 18.W.95Mo共

に高磁場に移る. 骨格構造には変化がなく M-M 距援は W を Moに置換しでもほ

とんど変わらないから， この化学シフトの変化は電子的要因によるものと考えるこ

とができる. 前項で述べた， 低酸化数ほど低磁場シフトするという経験員11に照らし

て考えれば， この混合金属銭休中の W 原子は W巧または WVz錯休中よりもいくぶん

高酸化状態にあり Mo 原子は Mo~もまたは MO v2 錯休中よりもいくぶん低酸化状

態に あ る こ と を 示している. 言い替えれば， 電 子 が Mo-W結合を通して W から

Moヘ流れこんでいると考えることができる x光線電子分光による MoとW の d

電子の結合エネル ギーのシフトもこの結果を 支 持 す る 4) 

( 4 ) M01J および W"錯休の骨・格構造お上ぴ寂伶平の彫響

“M.(O)." 翠骨格を持つ [W.(0)4(NCS}.] トがかなり低磁場にシグナルを示すの

に対して， “M. (0)2 (CH.COO)6" 型骨格の錯体群の 18'W化学シフトは +1000pp圃付近

であり， 骨 格 椅 遣が大きく彬響するかのごとくに見える. 実際， 後者の方が M-M

距躍が長い Popeら は [W ~ら (O}.(H 2 0).] いの化学シフトを +1138ppm (飽和 p-トルエ

ンス ルホン酸/D2 0) と報告しており， “101.(0)4' 型の MolJ錯体が類似の条件で +9

90~+1162pp闘にシグナルを示すことと考え合わせると次の結論が導かれる.

( a )この 2穫 の骨格構造問では金属核の化学シフトに大きな違いはみられない.

( b)  [W3 (0い (NCS).] トが極めて低磁場にシグナルを示すのは， 配位子 NCSーが中

心金属との聞に π結合も形成可能であることと関連していると思われる.

[書留辞] 中村義之博士(東工大資源研)およ び 松 下 和 弘 氏 ( 日 本 電 子 ) に は 測 定

に際して大変お世話になりました. 中田耕氏， 原島和男氏(東北大理)には実験上

のご援助いただきました. 記して感謝いたします. なおこの研究の一部は分子科学

研究所の協力研究(1986守 1987)として行われた.5) 

[文献] 1) E ・工 .Stiefe1，Progr.工norg.Chem. ，23，1 (1975); Z .Dori， ibid. ，2_8，239 (1981) 

2)a)M.Mine11i， et a1.， Coo工 d.Chem.Rev. ，~， 16911985). b) R・A.Grieves and J ・Mason，

Po1yhedron ，~， 415(1986) ・ 3)a)M.Segawa and Y.Sasaki， J ・Am.Chem.Soc.，107，5565

(1985). b)A.Bino， et a1.， Inorg.Chem.，旦， 3245(1978)・ c)B.Wang，et a1.， J.Am. 

Chem.Soc.，108，6059(1986)・ d)A.Bino，et a1.， J ・Am.Chem.Soc・， 103，243(1981); 

M.Ardon， et a1. ，工norg.Chem. ，~， 1912(1982). e)J・Novak and J.Pod1aha， J.lnorg. 

Nuc1.Chem. ，~， 1061(1974); S.Kha1i1， et a1.，工norg.Chem.Acta，25，L83(1977) • 

f) S.工kari，et a1.， to be pub1ished. g)R・L.Pecsok and D.T.Sawyer， J.Am.Chem. 

Soc.，2旦， 5496(1956)・ 4)B.Wang，et a1.， Chem.Lett.， in press. 5)A・Nagasawa，et 

a1.， Chem.Lett.，1987，1271. 
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四重結合を持つ Moクラスター化合物の Diamagnetic

Anisotropy 

(近畿大・理工，テキサスA制 大 勺O北川進， F. A. Cotton* 

Diamagnetic Anisotropy of Moi-.Mo Bond in M02Cl.(PP')2 Type Complexes 

Susumu KlTAGAWA and F. A1bert COIION* 

(Department of Chemistry， Kinki University， and Department of Chemistry 

and Laboratory for Molecular Structure and Bonding.Ieaxs A&M University) 

Iwo components (χ11 χ.J.. and χ。-χム)of magnetic anisotropy of Moi-Mo 

quadruple bonds have been first obtained by田 ingthe latest X-ray cr明 tal1o-

graphic molecular structure and the low temperature lH NMR spectrum of 

α-M02Cl‘((C 6H6) 2PCH2CH2P(p-RC6H'.) 2) 2 (R=H(dppe) ;CH3 (dpdt) ， and 

tert-C.Hg-(dpdbp)). Ihe values of χ11 χム and χ11 χム fordpdbp case 

are -(8470土200)XI0-36and -(5540土70)xl0-36m3jmolecule. respectively. 

1960年代の初期に実験，理論両面からその存在が明らかにされた金属一金属

結合を有する遷移金属錯体クラスター化合物はその後多種多様なものが合成され，

現在無機化学の分野で最も注目され，発展著しい分野になっている(1 )。金属一金

属結合は一~四重結合まで存在する。表 1に各金属元素についてこれまで合成され

た系の最高結合次数を与えた。四重結合は有機化合物 表 1. 金属一金属結合を与える遷移金属

では存在しない結合であり，表 1に示した各金属元素

の d‘電子配置のイオンのみがこの結合の生成に関

与する。 M-Mの電子配置は σ2π ‘O 2と表わされる。

この四重結合を有する系を含め，多重金属を有するク

ラスター化合物の構造，理論化学は Cottonらにより

精力的に研究が行なわれた。四重結合は構造上， MLM

とその最高結合次数
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間距離が通常の金属の M-M間距離より短い， {) -'to {) *遷移吸収帯が可視部に現れ

る等の特徴的な点がいくつかあるが，結合性についての情報は理論計算を除いて実

験的に得ることは困難である。

遷移金属錯体クラスター化合物の NMRスペクトルの解析において，金属一金

属多重結合がアセチレン等の多重結合系同様大きな diamagneticanisotropyを持

つことが SanFlippo ( 2 )によって示唆された。 McG1 inchey ( 3 )は Cottonと

Chisholmの合成し単結晶 X糠構造解析を行なった〈‘)M2(NMe2)6 (M=Mo， W)の構

造パラメータを用いて三重結合系の diamagneticanisotropyを見積った。それは

-1800 ~ 1900 xI0-36m3jmoleculeとアセチレン (C三Cのー340xI0-36m3jmolecule) 

の約 5倍の大きさを持つことを示した。四重結合については Cotton(6) らによ

り， M02 (RCOO)‘系で見積もった報告があるが，精度の問題で信頼性のあるデータと

n
i
 

oo 



はいい難い。これは①四重結合を有する系の合成と単結晶化の困難さ，② NI1R

スベクトルの測定が困難(溶けにくい)なためである。演者らは 1102X.(P-P).型

(P-P:l.2-bis(diphenylphosphino)ethaneおよびその誘導体)四重結合系を合成

し，その官 NI1R スベクトルの測定，単結晶 X繰構造解析に成功し，この系の

diamagnetic anisotropyを見積ったので報告する.

[実験方法] 住i全盛 l-bis(diphenylphosphino)~2-bis(di-p~alkylphenyl-

phosphino)ethane (alkyl=CHs(dpdt); t~C ‘ H ， (dpdbp)) は p-alkylbromobenzene

からグリニヤール試薬を経て， PClsとの反応で tri(p-alkylphenyl)phosphineを

合成し，Liまたは K処理し，その後加水分解して di(p-alkylphenyl)phosphine

を合成し，これと t-BuOK下， diphenylvinylphosphineとの反応から得た。

Mo.Cl‘(P-p). はK‘110.C18 とメタノー

ル中でアルゴン下 ，3時間還流し，カラム

クロマト分離により精製し，緑色の国体を

得た。単結晶はメタノール/ヘキサンより

得た。

(2) X線構造解析 反射強度の測定は

Enraf Nonius 自動 X線回折計を用いて

ω-2θ 法で， 110-Kα 繰を用い， 4孟 2θ 話

45. 範囲め反射を測定した。構造は

Patterson mapで 110原子の位置を決定

し，精密化はプロック対角化近似最小二乗

法により，異方性温度因子を仮定して行な

C(31I 

い，最終的にSHELX-76 プログラムを用い 図 1. anti-l1o.(dpdbp). のX線構造

て解を得た。 最終 R値は 110.Cl.(dpdt).で R=O.051(Rw=0. 068) C 6) ， 

目o.Cl.(dpdbp).で R=0.0796(Rw=0.105)C7)であった。

立ll!!NMRの測定 lH NMRスベクトルは varianXL-400 spectrometerを用い，

低温 (-25・C， -90.C)にて測定した.溶媒には CD.Cl. を用いた.

[方法] 静磁場を Ho またこの時誘起される磁気モーメントを μ とすると

μ=χHo (1) 

χ は磁化率テンソルであり，ここでは結合の磁化率のみを問題とする。この磁化

率により観測される lH核吸収線のシフトは一般的に次式であらわされる。

A σ=  1/3rS 2: χa(1-3cos2 e A)/4π(2)  

r は結合の中心から観測核までの距離， e，( は軸 Eと r とのなす角，ここで Xq

を結合軸方向， χι ，χL をこれに垂直な方向として ，e.ム ， e.f.を r と結合に

垂直な軸とのなす角とすると

A σ=  1/3r
S 

[( :ゐ -XJ.. )( 3∞s'eムー1) + 

(χ"χj.)(3cos2 eL-1)]/4π(3)  

となる。ここで χム =Xi・の時(軸対称)

A σ=  1/3r3(χ" -Xι) (1-3cos' e )/4π ( 4) 
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本研究における dpdt(又は dpdbp)の CH2CH2 の 2つのプロトンは図2におけるよ

うに Mo-Mo結合に対しで異なった環境にある (distal， proximal)。この 2つのシ

フト値は diamagneticanisotropyの差に対応すると考えられる。

d. = d. σ(proximal) -d. σ(distal) (5) 

このプロトンの位置は単結晶構造解析によりえられた CHiCH2 の炭素の位置に理論

的に C~H L09A， C-:-C-H 109.0・ H-C-H 109.5・を仮定して得た。

G = (3cos 2 () -1) / 3r 3 ( 6 ) 

CH3 

UPRIGHT 

mβ 
a.Pβ ， 

m P.O 11 
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CIH:H 

proximal 

CトCH

スペクトル

表 2 . Geometric Factor ・forProximal (H(l) and H(3)) and 

Distal(H(2) andH(4)) Protons of α-1102C1‘(PP' ) 2 

lH NMR の図 2 . M02CL Cdpdbp) 2 

号ムG
 

Gf ef<deq) 61(deg) r (A) pp' 

9.046 -3.752 18.2 108.2 3.978 H (1) 

H (2) 

aooe 

4.567 

11.401 

-2.609 

-5.037 

24.4 

16.2 

103.0 

74.3 

4.769 

3.724 日(3) 

H (4) 4.986 -2.573 23.0 75、64.727 

11.974 n

フ

n

O

9

・8
2

5

 

.• 5

2

 
--

17.2 106.1 3.645 H (1) dodt 

5.240 

9.521 -3.961 

21. 2 

18.1 

105.2 

71. 9 

4.676 

3.912 

H (2) 

日(3) 

4.858 -2.741 23.1 77.9 4.725 日(4) 

12.056 -5.320 16.2 105.7 3.655 H (1) e?dbp 

5.076 -2.608 23.0 104.7 4.687 日(2) 

9.393 -3.972 17.4 72.6 3.947 H (3) 

4.660 
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とすると

aXI! 1s a value along with a metal-rnetal bond・ Xム andXム， are values 

Compt χ11 
τ 

・93

X 11 - X' H ム

。-Mo...Cl2--4 -6300C 

a・MO...C1r-4 
る-Mo_Cl2--4 

-82 -5830
C 

-84 d
 o
 

au宅5
 

5
 

M0
2 
(N ーム784

e

W
2 
(Nι 160e 

a10ng with axes defined in Figure 1， respectively. 
b ・36 _ 3 
Error limit， !200 x 10 ~V mJ/rnolecule. ~Eどror lirnit， 

-36 _3，__，__..，_ d______ ，，_，~ ，_-36_ 
玄 70x 10 -- rn-/mo1ecule. ""'Err.or 1imit，土 90x 10 ~U m~/rnolecule. 

eRef・3・XJ1-xム(xム x!..>
(edistal. Qproximal) 

(文献 )(1)F. A. Cotton and R. A. Walton. "Multiple Bond Between Metal 

Atoms 

3140. け3)M. J正:McGlinchey， ibid.. 1980. 19. 1932. M. J. Mc骨linchey.

et.al. .Organometallics， 1986， 5. 104. (4) M. H. Chisholm. F. A. Cotton. 

et. al.， J. Am. Chem. Soc.. 1976. 98. 4469. ibid. .1976. 98. 4477. (5) F. 

A. Cotton. et.al.; Polyhedron， 1986. 5. 899. (6)F. A. Cotton and S. 

Kitagawa. Inorg. Chem.. 1987. in press. (7)F. A. Cotton and S. Kitagawa. 

Polyhedron. 1988. in press. 
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113Cd N!1R. 速い化学交換反応を有する Cd( ][ )錯体の

溶液内平衡の研究

(近畿大・理工 )0宗像恵，北川進，田村義隆

113Cd NMR. Studies on the Equilibrium of Cadmium(ll) Complexes having the 

Rapid Chemical Exchange in Solution 

盟主皇笠里笠 主旦旦主主主主空， Susumu ~itagawa and Yoshitaka Tamura 

(Department of Chemistry， Kinki University) 

Cadmium(ll) complexes with 4-methyl-pyridine(4-!1epy)，3-Mepy and 2-!1epy do 

not have a large stability constant • 1n solution ， some species coexist at 

equilibrium and their chemical exchanges are very rapid on the N!1R time 

scale at ambient temperature. The chemical exchange rates of the Cd(ll) 

complexes in ethanol solution were successfully reduced by the use of low 

temperature (-90・C)，and a11 113Cd resonances of Cd(2-MepY)n2+(n=0~2) ， 

Cd(3-Hepy).2+ and Cd(4-Hepy).2+(n=0~4) were observed and assigned. The 

1 13Cd nucleus shielding of the complexes were found to decrease with 

increasing pKa of the ligands . 

1 . 金属核問Rは金属化合物の溶液内反応を研究する有力な手段として期待され

ている.しかし，それに答えられる状況では必ずしもない.これは大部分の金属イ

オンが置換活性 (labile)であることによる.

HL. + 目縁L.-1 MLn-1 + !1*L. (1) 

(1)式に示すような化学交換反応がNMRtime scaleより速い場合、溶液中に存在

する複数の化学種の金属核NHRシグナルは平均化された一本のシグナルしか与えな

い。ここでMは金属イオン， Lは配位子である。乙のため溶液中の金属核問Rの研究

はしばしば困難を伴う。 5'Co N~恨の研究が他の金属核と比較して著しく突出した成

果を上げている大きな理由はコバルト (m)錯体が置換不活性であることによる。と

ころで d10金属である CdH イオンは配位子場の安定化エネルギーがないため，置換

活性なイオンである。演者らはCd( ][ )錯体の化学交換反応をNHRtime scaleより

運くするために，低温 (-90・C)で測定を行い，平衡状態にある 7種ののCd( ][ )ーイミ

ダゾール錯体Cd(im)n2+(n=0~6) のすべてのシグナルを観測することに成功した 1 )。

2.ーメチルーピリジン (2-Hepy)及び3ーメチルーピリジン (3-Hepy)はイミダゾール同様，

単座配位子で，安定度定数も大きくなく，そのCd(][ )錯体は溶液中では複数の化学

種が存在する。今回はこれら錯体の 11SCdNHRシグナルを観測し.11 SCd NtlRの化学

シフトと錯体の構造及びCd-N結合との関係について検討した。

2 . CdH イオンはすべてCd(ClO， )2を用いた。 NtlRの測定はJeolFX-200およびG

X-270 NHR spectrometerを用いた。 113CdNtlRのシフトの基準には O.1 tl 

Cd(CIO，)2重水溶液を用いた。

3 . Fig. 1にCd(CIO，)2と4-メチルービリジン (4-Hepy)のモル比が 1: 3のアルコ
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[4・MepyJ![cdJ .. 3 
[←M・附'lI【ω1・B
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d山ム-
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…よ川
町よ

23・c

200 100 0 

113Cd化学シフト (ppm)

Fig. 1 0.5M Cd(ClO.)2と1.5M4-Mepy 

を含むでエタノール溶液の 113CdNMRス

ベクトル

-
200 100 ・.100

.4 

• 3 

• 2 

• 1 

113Cd化学シフト (ppm}

Fig. 2 [4-Mepy]/[Cd]を変化さthエ

タノール溶液の 113CdNMRスペクトル

([Cd2φ]=0.5M; -90.C) 

ール溶液中の 113CdNMRスベクトルを示す。 23・Cでは 1本のシグナルのみを与えた.

ー25・Cに冷却すると幅広いシグナルになり，ー70.Cでは分裂した 2本のシグナルを与

えた。さらに -90.Cに冷却しでも化学シフトおよび線幅は変化せず， 2種の化学種

に対応するシグナルであることを示している。この 2本のシグナルは高磁場側から

Cd(4-Mepy).いと Cd(4-Mepy) 3 2+に帰属されるシグナルである。つまり， -70・C以下

ではカドミウム(n )-4-Mepy錯体の化学交換反応はNMRtime scaleより遅いことが

理解される。 -90・C エタノール溶液中，モル比 [4-Mepy]/ [Cd2+Jを変化させた

時の 113CdNMRスペクトルをFig. 2に示した。モル比が増大するにつれて低磁場側

に新しいシグナルが現れ，合計7つのシグナルが観測された。通常，錯形成反応は

段階的に起こることはよく知られている。従ってほとんど例外なく遂次生成定数は

K， > K2 > ・・・・ > K.となる。 乙こで Kn = [ML.] / [ML.-，][L] である。 4-Mepy(

L)と Cd2+の錯形成反応はScheme1で表わされる.
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Scheme 1 

L L L L L 
Cd2+ ~ CdL2+ ~ CdL2 ~一一一一-- ~ CdLo-l ...........CdLo 

-L -L -L . -L ... -L 

従って .Fig. 2の 7つのシグナル (A~E) は次のように帰属される.A = Cd2+(ー18ppm). 

B = Cd(4-!1epy) 2+(14 ppm)， C = Cd(4-!1epY)22"'(43 ppm). D = Cd(4-!1epY)3+2 

(70 ppm).E =Cd( 4-!1epy). 2+ (94ppm). Cd( 4-!1epy}S 2...及びCd(4-!1epy) 62+のシグナ

ルは観測されなかった.各化学種聞のシフト差をみると B-A= 32ppm. B-C = 29ppm. 

D-C = 27ppm. E-D = 24ppmで一定ではなく，錯形成反応が進むにつれて配位子1コ

当めの遮蔽効果は小さくなるという在日される結果を得た。これは上で述べたよう

に高次錯体ほど逐次安定度定数が小さくなるという事実によく対応している。

3-Mepyについて -90・Cでモル比 [3-Mepy]/[Cd]を変化させたときの 113CdNMRスベ

クトルをFig. 3に示した。

t州帆… ω

Jぃ
• ， 

D 

@J~ 
柿JL.
Jし

Jし
C叫~

200 "珂 0 ・10。
11 'Cd化学シフト (ppm)

Fig. 3 エタノーjレ溶液中のCd-3-l1epy

錯体の II.CdNl1Rスベクトル (-90・C)
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Fig. 4 エタノ・jレ溶液中のCd-2-l1epy

錯体の 113CdNl1Rスペクトル (-90.C)



4-Mepyの場合と同様に.Cd( 1I )錯体

の化学交換反応が遅くなるため，溶

液中の各化学種に対応する 5つのシ

グナルがよく分権して観測された。

とれらのシシグナル (A~E) は低磁場

f周より.A = Cdl+ (-18ppm) • B = Cd( 

3-Mepy)2+(14ppm).C=Cd(3-MepY)22+ 

(43ppm).D=Cd(3-Mepy).2+(70ppm).E 

= Cd(3-Mepy)~2+(94ppm) に帰属さ

れる。この場合も Cd(3-MepY)62+及

びCd(3-MepY)62+のシグナルは観測

されなかった。これらの配位子では

4配位錯体までは容易に生成するが

これ以上の配位数のCd( 1I )錯体は生

成しにくいものと考えられる。イミ

ダゾールの6配位錯体Cd(im) 6 l+が容

易に生成されるのは Cd(1I )-im錯体

の安定度定数(1ogβ 戸 6.46. logβ. 

=7.53)が4-Mepy(logβ.=2.90)や3-

Mepy(logβ.=2.5)に比べて極めて大

きい乙とによる。

-90.Cにおけるエタノール溶媒中

でのCd2+一2-Mepy系の 11'Cdスペクト

ルを Fig. 4に示した。 3本のシグナ

ルが観測され，高磁場側より， A = Cd2 + (ー18ppm)，B = Cd(2-Me-py)2+(1ppm). C 

= Cd(2-Me-py) 22+(20ppm)に帰属された。 [2-Me-py]/[Cd2つ=20でも 1:3及び1:4錯体

のシグナルは観測されなかった.2-MepyがCd2+に配位する場合，メチル基と Cdとの立

体反発が生じるためと考えられる。 Fig. 5にピリジン誘導体のCd(1I )錯体の 11'Cd 

化学シフトを配位子のpK.に対してプロットしたものである。すでに報告したよう

に 1) 11 'CdシグナルはpK.が大きくなるにつれて低磁場側にシフトする乙とが理解

される.つまり Cd( 1I ) -N(ピリジン)結合が強くなるほど遮蔽が減少する。 Fig. 5 

に示すように 2-Mepyではこの関係から大きくずれている。 2-MepyのpKaから予想さ

れるよりも 11'Cdシグナルは高磁場にあり， Cd-N結合が弱いことを示している。

4-Mepyと3-Mepyでは 1個あたりの 11'Cd NMRのシフトは 32-24ppmであるが .2-Mepy

では著しく小さく， 21ppmである。この2-Mepy1個当りの 11'Cd NMRの小さなシフト

幅は .2-Mepyでは Cd-2-Mepy結合がMe基の立体障害によって弱められていることを

支持している。

4.-Mepy 
4-CZH3PY I 

l ↓______ CdL4 

~ケC向

CdL2 

Fig.5 [Cd(L).]2+(L=ピリジン誘導体 ;n=

1-4)の 11'Cd NMR化学シフトにおよぽす配

位子 (L)のpK.の効果
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各支内イヒ'芋交換対果 ~i考Jきした核磁気共鳴え 1 ， Bげる

紙磁イ仁副長と吸収スノ'¥7トjレ

L 丈夫理)0守fll¥沖ロ芳・紳 隆

The Effect of Chemica1 Exchange on Energy Re1axation Process and Line Broadening in Nuc1er 

Magnetic Resonance Spectroscopy 

Kazuhiko Ichikawa and Takashi Jin 

(Department of Chemistry， Facu1ty of Science， Hokkaido University) 

The inf1uence of chemica1 exchange on the 1ine shapes in the 1ongitudina1 magnetization re-

covery (LMR) curve and absorption spectra has been investigated. We derived， for the first 

time， a genera1 solution of the coup1ed expressions for the tim巴 evo1utionof the 1ongitudi-

na1 magnetization of sites A and B for the same kind of nuc1ei M， under the inf1uence of 

chemica1 exchange reaction M(in B)~M(in A) in the presence of random mo1ecu1ar and atomic 

motion. The r町 tion，for the case where the product Rt，aTα(a;A or B) of the energy (spin-

1attice) re1axation rate R持 and the 1ifetime T is 1arger than ca. 1， gives a non-sing1巴ー1，a α ヨ

exponentia1 decay of the recovery curve under the energy re1axation process. In the extreme 

rapid exchange (i.e.， Rt 也、くく 1) the magnitude of rate or time dependence of LMR associated 

with a si耐 e一ex阿

:港暮J夜夜(~菰京叡イ系数 lω0-イ~ Cim州25-1¥，結 1は倒イ来救1ι叩P育可前Ij綾液;の憧)内1t守丈平挟史並程l戊';f， 構成位
予包 ~J).:t事つ動 デロト γ移動・金んオシの目て位子:i~要.1( t令f糊，実jほ時
間 J 実主童予夜手閣の利1..~授・符令と僻l粧〈タIJ え(~\基 f貨と~ffi，イオ予/聞での)不
動円相当する. 核4益えJさ?島えまで、 l~ ，吋"1. it.:tl要ィ易の苛まで』特皮肉核のおかれて

いる代等環境のまい ~ f刊の精友吉、哉、月IJ す終守、あ~ . 者調3皮1む篤L'対する恭定内

Aじ孝之夜勤-!E I 縦J教が〈エ茅 lレギ -4紛りとキ賞、母追求(l (体側斜りのふブロツ点方

幸正式ず与併託して言平-(，6する e そm、持釆J イに等え挟反舟の静的(1t 号瑳の議ノ実イト~I
~刀 t手者開放の !:j仁量)と動的(iJt 樗悲の弄命/ラ合lは I， t状態のノザヲメ- '1 ) ，間賞z
支ええ可能で、ある. 特え内 l司ー枝穆 I~ 付してふ最境下のヱネ Jレギー殺未ロ1it，(のさええ
:'1ふ戒境下の若手i賀 F 塔賢一希硫相ゑ作用 l';; 閉する議・請が可侠 l~ 守る・

(J¥f論7
2各烹内 l~ あいて I 1司じ枚程Ml'-吋して不自異なる 2つの環境Aと B下 l'存立して、、

る zフの落存状態閉で勃力移例代等平衡

れ B)品川inA) 
k
AB 

がβx.tr.している. 枝滋気/ヲたて島;まで l;f， )ト環境下での門技¥1Pf'γ>1.今持方い、洞実守る

共鳴)司悲歌Wハノミ〆仏'B1示す・ 語、環境状態下にある斤岡町ち詩作'C.
A

)立が LBJ

2トイ天得下さ、の門放の工系 lレギ、一説和重皮(ス t<y一局手、後和速友〉問A 及1J.." R~， B ~ 
示7.fj，各寿命の逆坂町ち At' ~ B ( Bから A)の逸材穿 WAf3 (WSA) tふ R'7，"!， ~ 
内比 R7，0¥~及 F 丸 IW"， - ωB 1/之足のふイ直の犬まさ (τ 北ヲて J 縦孫 f仁F干問者~と
えヘ。 7 ト 117~ 的状 1"- 付する 4 ヒ f孝之喚反応針呆の経1ミグ予夫妻る. 尚，よ止の平衡式:

m正乙進及Ft7守向の達メ支え教大BA尽ぴ -k..ABLt て15Lもrτ~ {~~しい・ よコマ這ええ
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数乙各羅場乞乍 l~ 局~ ;寵成今芽九じ勾乙の閉の閉{未承;同

fA/fB = kBA/kAB 
相鼻立る AヒJ季競境A と B"f l' ~えする間滞核の縦成作成小山'A と MJ!'J3の斤閉そ広

ll，落手足内代号丈才失友iIi:.‘灼界.~ .0;;:よラて攻ホ;で与之られゐ.

d{MzZM2仁ー(Rf.A+ WA.) (MZ.A -M:Z.A) + WôA(Mz.•一 Mi..) (1) 

主生ピ干一些占4ιL_(川R町?1b.sBけ+W叫B弘ω以Aρ刈)(川(仰M
QT 

At孝久役五え点、が威 iしている吠，品員、みの誌に自殺は，相手槍|の時閉そ:-tヒ独立 1;;，

[lわづかえない・ 反転手ネイじ函t乏ポ〈花園てー ι/え JZ-)でl;t， (t)ヒ句式、の-~枝併 L司え J
MZ.A(T)-M'Z.A = -:-2[M'Z.AA exp (-R'.AT)+ MÅ• exp (-R，..T)] 
Mz..( T) -Mz，.= -2[Mz.•A exp (-R'.AT)+ Mz.阻 exp(-R山 T)l

(3) 

(4) 

MZ.A = MZ.AA + MtAS; Mi:.B = Mz.SA -i:" MZ.BD・ (5) 

f，， ::U 
、 Lで， if干:定数のまAえにt，utkf3民ヒて氏以 =Aと 13) で表される e ノ

R，.=!!.土E山1.A=一一てごーー

D=Rf.A+Rf..+ー+ー
TA. Ta 

)
 

rn》，，、、

(7) 

E=( Rf.パ taA-4+ーと
'TA Tol TATB (8) 

ぽ紋卜1i，AA，門i，AB，門;，B舟反ぴ‘門長，86 l1 尺ルノ~及が“払(~ Mi，氏/ト1~) で君u: れ Ja . 

i乏し F 反~， A > Kf， B とする，

MZ.AA/ Mz= [(D/2+ EI/2/2-DB)ムーん/T.l/ E'/2 

MZ，A./ Mz= [(-D/2+ E'/2/2+ D.)ム+んIT.l/E'/2 

M'Z川 /Mz=[一j入/1'A+(D/2+ E'/2/2-DA)ん1/E'/2 

(9) 

(10) 

(11) 

M>..uo/Mz=[ムJTA+(-DJ2+ E'/2/2+ DA)ん1/E'/2 (12) 

DA = Rf.A +1';.' and D. = Rf..+1';;'. (13) 

合誌に Mz(川 =MZ•A ( T) + Mz.n( T)]め埼間取森拡t!.

MZ(1')ーMz=-2[(Mz.AA + MZ.•A) exp (-R'.AT) 

+ (MZ.A8 + MZ.8.) exp (-R，..T)] 

Mi:==MI:，A+品12:.8

(14) 

(15 ) 

ふFまtt"F" 1'>げるエ系 1レザー殺伊達広と ι環境問の丈手段色担えま丈 L寿命の進攻J

ヒの比司 1孟1"よフて， (14-)京:の凡〈て)乙その F千足.ftRt.民の評価ず河要なヲ Tくる。

(I) /It孝夫授が‘F年乏しない汗〈引がき畏限えで Rt.ATA >>1)、
MZ(T)-Mz= -2[Mz.A exp (一RtA1')+MZ.s exp (-Rt..1')] (16) 

co 
n日

takai
鉛筆



uりズで R..A=Rf.A' Rゅ=Rf.a，及-().... Mz.AA = Mz.̂， Mz.回=M"%，D 1 Mi.A~ = Mi.BA = 0 • 具体的守
iJ) 

耐として.，モ jレ71 ス水素テリコ y'f及びづえ品中のイペ*'械の N門疋sfi失/]'.‘あ 11"ら

いる.
(II) 力、なリえ叶ヒ学丈挟ま境の ~Æト〈 RtA7A乙 2ρ)

A.B 
Mz('T) =工 Mt.('T) (17) 

Mt.('T) = Mi..[1-2exp (-R ( 18) 

(1り式で M'Z.山 MZ.8B>>MZ.A8 J .MZ.DA・ j;rjヒして， M..te;とぬcι;との聞の矢吹反応 9

1号~("， ~崎長ク a ロア lレミアート，f- ¥1'のAt放の NMR;6tf!?l方、、あ (1‘られる .υ

¥l1L) f聞の Aヒ争史探違反 m場伊LRT，αTα .v 1 )， t-'l. (1) I主ゲ ~I/IX (1， U'f.) 1¥ 1立か‘ω)

主;で評llIlされ吾べきである 1?'1i.して μ(1!l)の配律子トiュOヒ 50:-との抗体予置換

及tc・9場合で、 I A.t2 (S04)~ 7ド落走中のAt核の NM R Aif究があ Ifら十tる s，コ
(TV)枠l事[7.牢 L、代孝久換走友c1lt号令〈 Rf，αTα<<1)ノ

Mz('T)-M'Z=ー2M1.exp (-R..o'T) (19) 

止し Rt...>Rf.B である M';:.A"IM'Z ~主 1J M'7.8nl Mi. ('d; z.-"ム及 Zベん¥'f~rJ 与く辺L づ‘き，

M 'i.AAI '" 7. 望r;."M7.IIAI M". が、宰 1:rs.-~なく iιザム。 (1'1-) 有の 102 (1) の F子え歌 R1f'\ [1;の

L R;t A + f!; R;t 1，B - .A"l.A . .B "l.B (20) 
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(21 ) 

よって，制定される成誌に回後の婿間終l長11持敬呈才気象;ち， Rl，8 Kpちふ予最下支下のエ

ネlレギ、-$紛ロ逮j支の相加平均室内み Z刺えからえ足えず奇ことが‘でをる. 院f主手の

+.1子手ヒパル 7vl 北伊手乙の丈換速j重1'1~ド帯 l' 早ぺ， ζ の場合 I~洞査す壱・
じ計耳ヒ議論]
団i(久)ずら明うゲの率性 1-;， I R~A 'ZA乙20(ほしt RfJA〉可，6)の斤t!Pちωヒ(却の助金?

を?的;Zi1仁田1互の持閉そJ長l:t枠布教笠の点、ゑE尽している.ふ1支境下内J益ィヒ門耳は(勺

b) 1 

α) 
ln竺ζ些.¥.:2笠L二並d土l

M， 11n2 ‘“ 瓦一一
fA 

、
』.
 

• 、‘ 
、 0.5 

司、、-
M.z...../M.zーーマ、、、、、、、、 0.5 

M.z，.AA/M.z-7  
‘ :ご工• .:wo/ 0 
~¥.--"'-. 

ーで-"'~M.Z.sA/M.i
H111.__1 _1 1111111 I III山田1-0.2

10・1t ~ 10↑ 1ぴ

R・I，AτA(=75R¥Bτ日)

O 

ー0.2
10.2 
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Figl似gur

阿ηZ，Aμ(τ寸)of s引iteA←.斗， and for MZ，B(T) of site B (ー)， and on the coefficients MZ，喝/MZ
in eqns (9)ー(12);they were ωωated under the condition of RtA/RtB=25 and fA/fB=3 (i"e， 

fA=0.75 and T/τB=3). Each recovery curve was calc山 tedat a given Rl，AτA' the va1ue of 

which 10cates at each vertical arrow， as shown in figure (b) of M~ ~D/問。 vs R発 τZ，αs"'Z .~ "l，A A' 

RI，A Rr，A 

由州

-、、、、、、
、、，RI，B

、、、
司、‘・-!lRl，s

1J8 IJA 

10"'L.，. 
10" 

Figure 3. Severa1 NMR spectra (total; ー 一 「

A;ー・_.and B;一一)calculated at various of 

(TAOV， R~TA) vs V under the condition as shown 

in figure 1. n同
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の局間依存/はも，&.々;jf;t~ 故宮下、あリ， itも夏クっている也方 R1，Al.Aイく!の t1ffp 
ちCW)岬局在IJ 内〈て)と門i，rA(τ) 11.持数宮東京di下している・ 吏|立与!?9%;まい事

11、ふ広、4ト門i.o<， (τ) の斤え救ボ遅い江主反 Rld3((2砂町1"'い干サ'lt; )司じ、 1:::なる幸である.

その建省 l司 M~岬のR7，A lA依存IfまL閤r(ωj ずら引ら小守ある 5~万之内イヒ孝史成
友むが誌のられゐ埼令，観劇された縦誠ltl!\~えから何与札る庁え救吋 t 力、守ら干し
孔エネ lレギー (スピ Y ー滑守)手続ロ主主J更ではない. 話ト王者小の買奇え敬 遠、、若L走
~，A と進、、速度 R" B 0 R~ ， A lA 依存，t主主間2.l'示し た ω工1)のも尚品花念デ R凡l

1) ，閉め場$-l1 g¥，j3と尺I，Aが(μ) t (.2 1) 式の右}JJ...の佐 I~ ヰレくすフている・
あ， 団1(り m矢印 t I":: :W吉す~ ~ R~バ五 l' 片して NM尺スヘ， JトJレ内 II¥:.与え検勧泉

主l司31"'本し作・ m tJ r:t ;t-11勿諦， ωv') t~ ta-も Z7の貞少のスヘ・ 7ト1レのすな

IJ がほとん t.，'j:い e これまち多く斤われてき尺スペ 7ト!レのイt学主役初来l'闘す
る解村と為'J.si，比四伎の斤間受成1'付しても l司斤l'併加を行う '¥t穿がある. 事要事経質

J研究 l'日付 吸 不 2汁ゑ1:;J獄門開反応の機構iLV." 7%-ft -~j. (t -村の相

互j判明主明ら点、l三し kぃ，

References: 1) T.阿atsumotoand K. Ichikawa， J. Am. Chem. Soc.， 1984， 106. 4316. 2) K 
Ichikawa， J. Chem. Soc.， Faraday Trans.， 2， 1986， 82， 1913. 3) e.g.， K. Ichikawa，十.
Matsumoto， T. Shibanuma， T. Ito， K. Tsuji and S. Minomura， submitted to J. Electrochem. S 
4) K. Ichikaw~ and T. ~atsum~to ， J. Magn. Reson.， 1985. 63. 445. 5) T. Jin and K. Ichikawa， 
submitted to J. Cl;.em. Soc._， Faraday Trans.~ 1. 6) K. Ichikawa and T: Jin， Chem. Lett.， 1987: 
1179. 7)命11¥キロ埼・符?を 'Aロ依光異'i， f.I Jト4tI~字会誌、 J 技椅'f
埼 1'111尺兵舎l え11殺成気共鳴玖韮祈t久室〈北1\.工科p 、~同柔1/1有殺害わ内で、 f千われた.
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;~来門 t 仁孝夫j女友売のキャウ 7 5'リゼーグヨヅ
-71*-"1紙抑仁田jえと N門尺えてクト Iレー

いは理)0神隆'市 111和方
Characterization of Chernical Exchange Reacation on the Basis of its Effect on Longitudinal 

Magnetization Recovery and NMR 5pectra 

Takashi Jin and Kazuhiko Ichikawa 

(Departrnent of Chernistrγ. Faculty of 5cience. Hokkaido University) 

The NMR rneasurernents were carried out for aqueous A1
2
(50

4
)3 solution between _50C and 850C 

27 
and for molten n-butylpyridium chloride + A1C1

3 
rnixture between ooC and 100oC: the ~'Al 

longitudinal magnetization recovery (LMR) was obtained from the free-induction decays meas-
27 

ured by using inversion recovery method. The ~'Al NMR spectra consisted of two resonance 
+， A'¥ I rA""  '" ，3+ signals due to [Al(H20)55041'(;A) and [Al(H20)61~T(;B) in the aqueous solution and due to 

A1
2
C17(;A) and A1C14(;B) in the molten 凶 t，The static and kinetic properties of the dynam-

ical equilibrium reaction Al(in A) ~Al(in B) associated with巴xchangaebetween different 

11gands H20 and soj-orMween山 erent山 atomicspecies have been似 erminedby repro-

ducing the data of LMR and spectrum with the aid of the theory about the effect of chemical 

exchange on them. 

落求内 Zl 号交 4をは同 r根 1重門 1'- 対レて;;署管・$~-悲報洞孟1'f tfI下会の拘実な

る三善待状態の t/itl~ J:って生じる， 刊の各震堤4え危の 1Il史J支と存 fモfの犬小と付

売するが J 静的 t!まfずの淀え (1をまであ~. ニIt待問の変換通法てゅの機構の失明も l姶

零τ、、わリ f 事つゥ竿的/、。ラ〆 -f -の決えが不可欠で bる. そη反iI8機構κ，J!J 1'1ゲ

ドマ立体配庄 I~ よ守て者~，される/つまリ持えな空間配産主取る:と〈フ才 - Iレヂ1

イ 'Y7'‘) I~ J フて t詰め z 発予見す~ . 

355え何代号え換反応‘の事ry同・静的tr:t質五決定了ぺ、く J ぷ定院長ア Jレミ=ウム 7K.1思表及
7/.' 卜Bム.tjlPjridi札 ill.ft".Ch.lov-ide (BPιe) T 刈cR..3 差;aィ才ン肩主体のユ7Ai. 1女の縦磁itI回投A

1;<‘N作1Rスへ.7ト tレを ~II良川

Ilt守交平実的Y景色汗為し尺プ'ロ

ザネ方足気から導出 L 作吸J乱

スペクト 3レ泣い縦.ID.l仁田援の

ふ式 l'もヒ子いてそれ導の場l
え住の手千規E行なf.-. ~暮
え内it号交探及;.t'の宮司吋・常

的/トr.f( R.がえ主規堤下の阿枝の

工 kJレギ(スピ γ -J~ト予)

緩和さ予定之 lr-司で殺をする.

L スぐっト Iレへの ~t 芋交成制
事j

μ包くSO'!.)J ~く 2与えl可
υ↓f.~(SO山; (，11.0:乙HJ0(1:. 1 :41ギ

85・c
80・C

75.70・C
65・C

59・C
56・C

53・C
40・C

30'C 
22・C

10・c
司 5・c

52.1150 52，1145 
νIMHz 

27 
Fi gure 1.、 Alspectra recorded at ca. 52.1 MHz in aqueous 

A1
2
(50

4
)3 solution between -50C and 850C. The spectra are 

displaced isornerically on a scale. 
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60、2，Pけ:03. )では J アコ釘体

と街(./1主7kヒ 5D+'-イオ y との閉で

次のようマ配体手草挟反点、
(AI(H，Ol.]'・+S 0..1・ ミ三

(A I(H ，0 l，S O.J・.H，0 

庁、.起こヲている・ 5真夜-5ι
"""" ~5 'c. (， 1'>げる 27A.e，減スペ:7 

ト1レの過度依存't乏の3P'1丸待来 E

)翠 11 ~示 l r~ ， 思議場-1Mのず
ロードAtした /いさ rJt'-71司

錐イオ/'CAe (HZ.O)5 504J勺=A)の

えのであリノイ色磁場組IJのピー7
11 Yコ錆砕 CAec巾 o)d3

"(~B) 中の

52.14ot νノMHz
52.1201 

27 Figure 2. ~'Al spectra recorded at 52.1 MHz in molten 

BPC1+A1Cl~ at 51!1 mol% A1Cl~ between 300C and 1000C. 
3 

The spectra are displayed isomerically on a scale. 

ものである. 宝ラ~})(下で之フ(:弁解してい穴ピー 7 1-;( 埠度よ年と共(，みかけよ

lつのピー 7へと顕著マ問状、支代主;手した e え?の王震度Aとβ ヒの閣での顕著な

代掌交換如来がス々アト jレの埠友依存結 \~J.~j著('-務められ T~ . イ旦し，ピー 7の半

ぽ判、活反.t:.-4ι究1'tf./J<:1している孝 lt，逸駒奴，)才れるピー 7の尖鋭，jtとは廷の

時何で・ある~まさ‘言葉請するぶ〉え度上At と失 I ~フ・ロトヅ秒前"E ~半ラオ"K1l'解及点、
の寄与が'..[l蒼l:々るからで、ある.

Mct3 -t BPC乙 斜地((，/ "".tj. Md3)の矧4核スぺ 7 ト lレめ湿友依袴ノ卜乏の ;J!悦持~を
l到2 i-:: :ff.:"し f-.• この不で ['1，* f全体問の交捜反応、

2 A 1 C 1，- 干主 A '2C 1守ー十 C 1-

カザ定こゥている， あ遁側さえつのピー 7が概測されたが，高成場1J'1のもの f

AtCl".-(=旬中のもの号、他磁場復1)のもの刃，"Atztei (=A)中のものと、ある.

ゆえmィヒ回投への Aι 争え換如来〕

At. (504)，フに落来l王ぴ、 BPc..e寸AHt3 イオン融イ本町 27此枝の純却益、イ仁田仮の j宣皮依存

lト主主閣 3ヒ4(， Æ与It!j:.し r~ ， 前右の渇ふ税法f ヒ 1司 4見 i官，何十しの過友 l~ ぉ、、ても

lを tを‘拍手え笠苅?えを /F，す・ イ&主昆1{IJ(.> 11， Ijヒ辱え挽走ノ支が‘返ベ J 突なる縦\~U<1遠及を
.f~づえフの1j t 守洋室内、らの寄与が、あ吾え m 認イ仁 l耐え(-::屈曲が期符ずれる f~: し/下らJ

返、、ェギルギ- (スヒOy_梓手 J手伝d速及Li}す[AtCH2.0)jt("-B) のう表皮ガオF帯i三

えきい為 1-::'革訴え的(-::'!J:っ托乙芳之られる. よって間 3の勾面e11 ，室之島以下で lh
qB  lZ 相当してう~Jtt手と兵(，--1良少している. 向遁で・はJ孟度ι干と共 1~勾訳 l可主主
(;' r哲和し， -t; l1: '<'エキ)1"ギ、ー緩和速友とレて評イ語できない. イ愛才のイオ γ 融持/;.

対L.， おと爪下さ 顕著な~F ~~ft笠~ゑ在、あるのはかな 1) >返川ヒヰ丈換速度の場，0--

( R~f A lA之2.0，11r民2李主主 Jである為であろク 70乞以よ('-あい Zt単柁な指数

聖ではな<.J 中間報実ないし i乏いえ段違皮(Rf，A 7A乙l)E示 す と 方 え ら れ る < t

「て，縦誌は四伎の玲問依存，1主力、与直持 ~7，民 主うえ灼る乙とはでぎない.

L税誌イ仁;ヨイ夏及が、スペ 7卜lレの計.fJ
地ゑK\~f幻ぴス々 7 ト 11/への i思表内 4t 号交検如来(-聞する認す布 /-:.!t.t，.ぃ z 、
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dH宇

BA 75.1 (t1. 0) kJ/mol 

dSキ
BA 19.9 (土3.3)J/Kmo1 

6HA
宇

B 46.1 (土1.3) kJ/mo1 

dSAB -64.8 (企4.1)J/Kmo1 

3.8 
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高圧 NMR法による金属イオンの溶媒交換反応の

活性 化体 積の 測定

{名大理) 0石井雅男・舟矯重信・田中元治

volume of Activation for Solvent Exchange on Metal Ions 

AS Studied by a Variable-Pressure NMR Technique. 

監 sao旦且主主， Shigenobu Funahashi and Motoharu Tanaka 

(Laboratory of Analytical Chemistry， Faculty of Science， Nagoya University) 

The activation volume dV宇 forsolvent exchange on metal ions has been 

used successfully to consider the activation mode of reaction. We 

constructed two kinds of high-pressure NMR probe to be used with aJEOL-

FX100 electromagnet and a JEOL-GX270 superconducting magnet， respectively， 
and measured the activation volume for the exchange of acetic acid and N，N-
dimethylformamide on manganese(工工) by the variable-pressure 170 FT-NMR line 

broadening method. The unusual positive values obtained for this cation 

are discussed in terms of the bulkiness of the solvents and the bound 

ligand effect. 

〈序〉湾媒交換反応 (lLは‘ 金属イオンの第 一 配 位 溜 に あ る 配 位 祷 媒 分 子 が バ ル ク

の溶媒分子と交換する反応である。 錯 形成反応 (2)は金属イオンから溶媒分子が説

経する過程を含むので、 溶媒交換反応の機構を明らかにすることは、 金属イオンの

関与する反応の本貨を理解する上で非常に重 要 で あ る 。

MS~+ +♂ ~M♂sn_1 a + + S (1) 

Msr+Lb-pzd MSF-Lb-ー→ MSmL{吋)+ + (n-m)S (2) 

速度定数の温度依存性から得られる活性化エンタルピ-dH宇や活性化エントロピ-

dS宇に加え、 速度定数の圧力依存性から求 め ら れ る 活 性 化 体 積 dV本は、 反 応 の 遷 移

状態での構造変化を反映する量として極め て有用である. 我々は既に、 各種の溶媒

中における鉄(血)イオンと大きさの異なる各種の配位子との銭形成反応の活性化体

積を、 高圧ストップトフロー装僅を用いて測定し、 溶媒や配位子のかさ高さが錯形

ザ‘-， ... 1) 成反応の機構に 影 響 を 及 ぼ す 」 と を 明 bかんした. また Merbachらは高圧 NMR訟

によって第一遷移系列の入国体型金属イオンの稽媒交換反応の活性化体積を水など

数種の溶媒中で測定し、 イ オン 半径 や電 荷と反応機構の相関を明らかにした。2)

本研究では溶媒分子のかさ高さに着目し これが溶媒交換反応の機構に及ぼす影響

を明らかにするため、 比較的かさ高い洛媒分子として N ，N ージメチルホルムアミド

(0 M F)と酢酸を選ぴ、 とれらの調理媒中に お け る マ ン ガ ン (n) の 機 媒 交 換 反 応 の 活

性化体積を測定 し た 。 また金属イオンに結合した配位子が溶媒交換反応の機構に

及ぼす影響についても調べるため、 商事費量中の酢酸マンガン(n ) の 配 位 酢 酸 分 子 交 換

反応 の活 性化 体積を測定した。
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〈実験〉 多くの溶媒?交換反応はその速度定数が

2 5 "cで 102......108 s-1 と非常に速い反応なので、

その速度論的研究には溶媒分子中の 1H，13C，14N，170
緩な ど の NMRの横緩和速度を測定する方法が有用

である。 高圧下で NMRを測定するために、 二種類

の高圧 NMRプ ロープを製作したY 一つは JNM-

Fx.IOO FT.， NMR装置の電磁石に組み入れ 180 MPi¥まで

の高圧下で 1H，13C，170核の NMRを観測できる プ ロ

ープで、 もう一つは JNM-GX270 FT-NMR装置の超伝導

磁石に掃入し 3日oMPa まーでの高圧下で測定の行える

多核プロープ (Fi g. 1) である。 ともに温度制御した

窒 素ガスをプロー プ の 周 囲 に 循 環 さ せ 、 内部の試料

温度を調節できる。 高圧 NMR用試料管は、 ガラス

管、 テ フ ロ ン キ ャップと収縮テフロン管から成って

いるa 試料溶液は試料管内に満たす. プロープ内に

満 たされた圧力媒体に圧力が加えられると、 テフロ

ンキャップを介して試料溶液に圧力が伝わる。 収縮

テ フ ロ ン 管 は ガ ラス管とテフロンキャップとを繋ぎ、

密封するために用いた。

溶液中の常磁性金 属 イ オ ン の 効 果 に よ る 溶媒分子

の核 磁 化 の 検 緩 和時間の増大{T2P-1}は次のように表

されるロ

(T2pPM)ー官(d¥lsamp1e - d¥lsolv)PM-
1 

(3) 

d¥lsamp1eとd¥lsolvは そ れ ぞ れ 試 料 溶 液 と 金 属イオン

を含まない参照溶 媒についての、 溶 媒 分 子 の任意の

核の NMRスペクトルの半値帳、 PMIま金属イ オンに

配位している洛媒分子とバルク中の溶媒分子との存
17 _ ._1 

在比である。 各身の系の O 核の (T2pPM)叶 の温度
3>._ _ ._1 

依 存伎を Fi g目 2に示す.-'(T2pPM)-'は Swi f t-Conn ickの

式 (4)で表される。4)

一一 T2M-
2

+ (TMT2M)ー1 +ιωM2よ←L
(T2MPM) TM (TM-1 + T2M-

1)2 + dωMZET20 

(4 ) 

o )，1 F 中の系 Lこ関しては測定を行った全温度領域で、

また酢酸中の二種の系に関しては低温側の領 域で

(T2pPM)ー1の億は銀ー測周波数に依存せず、 その対 数 値

の絶 対温 度の 逆数に対するプロットはほぼ直線 上 に

乗っている。 こ の混度領域では (4)式は (5)式のよう

に近 似 す る こ と ができる。
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70 mm 

(1) 

(2) 
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(T2pPM)ー τM-1=kex (5) 

T員1は湾媒分子が金属イオンの第一配位圏に

ある平均寿命であり、 その逆数は溶媒交換速

度定数に等しい。 (5)式の成り立つ温度領域

において速度定数の圧力依容性を測定すれば

(6 )式に基づいて反応の活性化体積を求める

ことができる。

kex(p) kex(O)exp(-oV宇/RT) (6) 

測定を行った試料の組成を Table 1 に示す。

試料 稽 液 の 調 製 に は 、 [Mn(HOAC)6](C10
4
)2

Mn(OAC)2(HOAC)4 お よ び [Mnldmf)6](C104)2

の結 晶を用いた.170を渡調書した酢酸は、 170浪

縮水と精製した然水酢裁を等量混合して調製

Temperature dependence of (T2pPM)-1 した。 酢磁の試料は凝固点を下げて低温下で

(1)Mn(OAc)2 in HOAc:J.54.21MHzlム8.16MHz・ ー ， 

(2)MMC10412ln HOACS・M・21MHzIロ8・16聞 z. 測 定を行えるよう L 不活性な溶媒である重ジ

(3)Mn(CI04)2 in DMF:・54.21MHzl036.59MHz. ク ロロメタンで希釈した. 過塩素直史マンガン

レindicatesthe temperature where high- F n ， '" "" "" .... .，.， ._ 
pxessuze NMR was measured- 〈E)の酢酸格液 L は、 マンガン (n)の加溶媒

分 解 を防ぐため過塩素酸を少量添加した。
TABLE I. Compositions of Sample Solutions 

Sample [Mnl/ma solvent 

Solution 

.[HC1041/m PM wtも atomも

of HOAc of 170 

soln AO 。 HOAC/CD2C12 
soln A Mn(CI04)2 

6.02x10-4 HOAC/CD2C12 

2.12x10-2 。 20.0 5.98 

2.12x10-2 5.46x10-4 20.0 5.98 

soln BO 。 HOAC/CD2C12 
soln B Mn(OAc)2 2.30x10-4 HOAc/CD2C12 

。 O 20.4 5.13 。 2.06x10・4 20.4 5.13 

soln CO O DMF 。 D 0.037 

soln C Mn(CI04)2 
4.46x10-4 DMF 。 1.96x10-4 0.037 

a -1 
m is in the unit of mol kg 

〈結果) ln(7foVsolv) 及び ln (kex(p)/kex(O))の圧力依存性を Fig・3に示す。

F i g. 3 bの各プロットの傾きより得られた活性化体積の値を、 既に得られているマン

ガン (n)の溶媒交換反応の活性化パラメー タ ー と と も に Table 11に示す。

〈 考 察 〉 測 定 される活性化体績には、 結合の生成・開裂に伴う体積変化と、 溶媒和

の変化による体積変化の、 二つの寄与があると考えられる。jJ書媒交換反応は中性fiG

位子の交換反応なので、 活性化過程における稽質ー溶媒間の静電相互作用の変化は

小さい。 したがって得られる活性化体積の値 は、 主として活性化過程におけとL結合

の生成・関裂に伴う体積変化を反映すると考えられる.

今までに得られているマンガン (n)の溶 媒 交 換 反 応 の 活 性 化 体 積 の 値 は い ず れ も

負であり、 マンガン (n)の湾媒交換反応は会合的交替機構で起とるものと考えられ

てきた。 しかし今回得た酢酸及び DMF中での値はわずかながら正であり、 これら
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のかさ高い溶媒中では解離的な傾向

が糟すことが明ら かになった. とれ

はかさ高い稽媒中ではマンガン (n) 

のまわりが立体的に混雑しているた

めに. 反応の遷 移 状 態 に お い て 進 入

溶媒分子・政権溶線分子とマンガン

(n )とのI!援が、 かさ高くない潟媒

中に比べて長くなることによると考

えられる.

7 7 
曲、
.-i 
O 
!Il 

p 
4 
F 

ロ 6
.-i 

5 

。 100 200 300 

P /MPa 

酢酸マンガン (n)は酢酸中におけ

るマンガン (n)の加溶媒分解化学種

である. そ の溶媒交換反応 i土、 速度

が過準素直量マンガン (n)に比べて大

きいばかりでなく、 活性化体積も樽

大している. このような現象は水溶

液中で鉄 (m)の加水分解種について

も観測されており、2)5)酢磁イオンや

水酸化物イオンといった結合配位子

が 金 属 イ オ ン ヘ電子を供与するため

に 起こると考えられる。

( 

日々主 (2) 

思製作にあたっては日本電子〈橡}の

神都貞男氏にご協力頂いた。

. ー・ . . 
Cコ

\~ 、~ -0.4 

企『、(1)

• 
且」

• • 
。 100 200 300 

P /MPa 

Fig. 3 (a)Pressure dependence of ln(novso1v) 

(l)soln BO (2)soln AO (3)soln CO 

(b)Pressure dependence of ln(kex(p)/kex(O)) 

(1)Mn(OAc)2 in HOAc (2)Mn(CI04)2 in HOAc 

(3)Mn(CI04)2 in DMF 

TABLE 11. Kinetic Parameters for Solvent Exchange on Manganese(工工}

k
ex

(250C)/ IIHi/ l¥S宰/ t:.v季/ ref 

s-1 kJ mol-1 J mol-1 K-1 
四百3mol-1 

Mn (HOAC)~+ 1.6x107 29 :!: 2 -10 :!: 7 +0.4 :!:0.7 (258 K) This work 

Mn(OAc)2(HOAc)4 4.8x107 32 土 3 9 :!:11 +6.7 :!:0.6 (258 K) This work 

胎1(d皿f)~+ 2.7x106 35.8 :!: 0.6 -2 士宮 +1.6主0.5 (309.5 K) This work 

附1(H20)~+ 2.1x107 32.9土 1.3 5.7土 5.0 ー5.4:!:0.1 (298 K) 2 

附1(CHPH)~+ 3.7x1Q5 25.9 -50.2 -5.0土0.2 (279 K) 2 

Mn (CH3CN)~+ 1.4x107 
29.6 :!: 0.5 -8.9:!: 2.0 ー7.0:!:0.4 (252-260 K) 2 
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27 

室温から超臨界域を含む有様液体の自己鉱散係数

北大工 下川繁三

Diffusion coefficients of t01uene， cyc10pentane and cyc10hexane from room 

temperature to supercritica1 region by the nucear spin echo method 

Shigno SHIWOKAWA 

( NlIR Laboratory， Faculty of Engineering， HokkaLdo University， Sapporo ) 

Abstract 

Se1f-diffusion coefficients of to1uene， cyc10pentane and cyc10hexane have 

been measured from 1iquid to supercritica1 region as a function of temp-

erature under their own vapor pressure. The NIIR spin-echo technique was 

emp!oyed for the measurement of the diffusion coefficients using a 

steady magnetic fie1d gradient. Density was measured by one ・dimentiona1

spin projectios method'. Experimenta1 diffusio自 coefficients are inter-

preted by the Enskog theory for hard-sphere fluids with the Percus-Yevic 

approximation. It is found that the ca1culated resu1ts with the hard-

sphere mode1 are in re1ative1y good agreement 曹ith the experimenta1 data 

in high density region. On the other hand， the agreement is poorer in the 

10w density region， except for the case of toluene. 

序論

超臨界流体の物性の研究は分光学的に 色々と調べられているがその分子機織は

未だ明確にされていない。 例 へ ば な ぜ 超 臨界減でその溶解特性が織加するのか事実

は 良〈知られて居るが、 単に液とガスが滋ざ っ て い る 状 態 と 言 わ れ て い る に す ぎ な

い。 それは高温、 高圧のもとでの実験粂件が厳しくまだ分光法的に良< K 見えない

"為であると考え ら れ る .

NMR分光法でも高温高圧の条件はやはり測定上の限界を与えていた。 我々は

数年来高温高圧で観測する事が出きる装置を{乍り、 臨界点を越えた処での有機液体

の掻舞いを NM Rで観測して来た. 温度変化の実験では対応する体積の変化を正確

に知る必要がある。 我々は温度に依存する 体 積 変 化 を NMRの一次元投影パターン

として観測し、 オートクレプ中の液体、 気体の密度を直接求める方法を考案した 1.

それを用いて体積変化を計測しながら緩和 時 間 (T 1 )や、 鉱散係数を求め超臨界

主 最前後を通しての分子の運動に関する詳細 な 情 報 を 得 る 事 が 出 来 た 2.

その結果はトルエンの例では、 トルエン 分 子 の ス ピ ン 回 転 相 互 作 用 の 著 し い 増

大を認めた。 この事は超磁界域では分子聞 の 平 均 距 離 が 液 体 の 場 合 の そ れ よ り も 大

きくなり、 分子の衝突に図る回転運動の効果が分子内の双極子相互作用に図る緩和

効果よ りも 優勢となる事を示した。

今回の報告では実験で得られた鉱散係 数の結果と剛体球モデルを仮定した流体

の理論的な拡散係数の比較を行った。更に密度測定の結巣から得られる臨界指数に

付いても一言報告する.

実験法
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高 温 高 圧 N M R装置はすでに報告したが 3、 耐圧容器はチタン合金を悶いてそ

の内部に共振コイルとヒーターを取り付げてある。 容器の外部は水で冷却する織に

なっている.製作上注意すべき、点はプロトン の 化 学 シ フ ト が 観 測 出 来 る 分 解 能 を 有

すること、 ヒーターの電流に図る分解能の低下を防ぐことが要点で、 我々はヒータ

ーを F 1 D取り込み時にゲートすることで此の点を解決した。 一次元投影法で

はイ メジ ング 観測の場合と同様に磁場勾配の直線性を保つことが大切である。 緩和

時間は通常温度の上昇と共に長〈なり場合に依っては 100秒以上になる事もある

の で積算を行う場合の観測系金体の安定度が重要となってくる。 この為 NMRによ

る磁渇のロックは必遂である。 観測信号は温 度 の 上 昇 と 共 に そ の 感 度 が 低 下 す る 。

特に 超臨界域での S/ N比の低下は著しいの で そ の 測 定 に は 十 分 な 注 窓 が 必 要 に な

る。

試料はトルエン、 シクロペンタン、 シクロヘキサン、 等を用いた。 これらの試

料 は 予 め 臨 界 条件を満たすように計量して容量既知の耐熱ガラス容器に脱気封入す

る。 そ し て 試 料は温度に依存する自己圧力によって膨張する. 耐圧容器の圧力はガ

ラス 容器の試料圧力よりも幾分大きくなる様に 外 部 よ り ガ ス 圧 を 謂 節 し た 。 なお拡

散係数の測定では重量素の彫響は無視出来る.

モデル

理論的な拡散係数を求めるのには幾つかの方法があるが、 我々は剛体球が濃密

度流体中の拡散に対する E n s k 0 g の理 論 式 を 用 い て 計 算 し た 。 拡散係数

D は次式の僚に与えられる九 即ち

1/2 -1 
D = (0"/4)  (τtka T / M)  (PH V / k aT - 1 ) ( 1 ) 

ここで Ptt は P e r c u s -Y e y i c k の近似を用いて

2 . _3  
PH (K 8 T / V) (1 +ヲ+ヲ)/ ( 1 -} )V ( 2 ) 

ラ ヌ
と書げる・ 7 は 充境 率で ヲ=花小I6 V で あ る 第 1図の点線は剛体球が濃密流

度剛体中の蛇散に対する E n s k 0 g の理論式を用いて計算した債である。 但

し其の際の剛体球の半径は状態方程式として P e r c u s - Y e y i c k の近

似に よ る (2 )式に加えて y a n d e r W a a 1 s 型の引力項を用い、 臨

界条件から決定したものを用いた。 この時 Jc = 0 ， 1 2 8 6 7となり、 剛体球

の直径はひ =0 ，62363Vclノ 3 となる。

結果と考察

第 l図より 明らかなように実験償と計算値のそれとの違いは室温付近では計算

値はやや大きな値を示している。 室温での充填率は 00 3 0 3 3 である。 3 8 0 k 

よりも上の温度では実験値とは計算簡は良〈一致した。 臨 界 点 付 近 に な る と 実 験

f直は密度揺らぎの為に測定は国難となるが臨界点を越えると再び測定は可能となる。

此 の領域では計算値はやや大きな D の値を示しているが、 ほぼ満足すべき結果であ

った。 トルエンの場合 E n s k 0 g 理論による誌散係数の計算は広い温度範囲で
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成立する事が判った。

第 2図はシクロペン

タンに付いて調べた結果

である。 室温付近 で 実 測

値の D の f直よりやや大き

くなる事はトルエンの場

合と同様である。 400

Kから臨界温度付近まで

は 実 測 値 と ほ ぼ 一致する。

しか し臨 界温 度以上では

実験値は理論値とその傾

向は大きく相違する。 即

ち図で示す様に実il!ijfl直の

大 きな D の{直に比べて、

計算{査はほぼ 6 0 x 1 0 

c m ' 5 ーの値であり、

実 測値 との 聞に著しい不

一致が見られる。 しかし

A 1 d e r等の 計算機実

験の結果に依れば、 剛体

球流体の充墳率が 0.2-0.3

程度では、 拡散係数の値

が En 5 k 0 g の理論値

よりも最大 30%程度も

増加する事が見いだされ

ている。 充填率が O.1 2付

近の超臨界域での不一致

はこれを示していると考

えることが出きる。 これ

は剛体球粒子聞の Vortex

(渦動)的な運動に起因

すると考えられ、 第 2図

の場合の実験結果はそれ

を反映している と 言 え よ

う。 一方第 l図のトルエ

ンの場合は、 この様な渦

動 的挙動を示さず、

Enskog理論による

計算{直と一致した結果を

与えるものと思われる。
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ぞ乃

従うものと見なされる。0.I u 
10. 

0.2 
FIG. 3. Self-diffusion Q"JI 
coefficients for cyclo・ E
hexane. 叶

FIG. 4. Density-temperature 

relation for cyclopenta1e 

near the critical point. 

以上の結果が物質を

代えた揚合にどう変化す FIG.3 

るかを調べる目 的でシク

ロ ヘキサンに付いて同様

に 調べて見た。第 3図は

それで室温から臨界点付

近迄は実験債と理論値の

結果は良い一致を示して

いる。 他方臨界点以上で

は理論債はやはり一定の

値に留まりシクロベンタ

ンの場合と同憾であった。

耳目ち実験値はそれよりも

大きな値を示している。

これらの結果は分子の形

や分子関ポテンシャルの

相違から来ると 考えられ

る。

第 4図 lま践に報告し

て あるシクロベンタンの

密度 の措 置定 結果を用いて

臨界指数を求めた結果を

示す. 其の{直はシクロペ

ン タンで O. 3 6 とな

り、 い わ ゆ る 1/3乗別に

P.eferences 

CYCLOHEXANE • 
100 

V

A

A

H

 

n
U
 

F
h
J
 

(
υ
凶
的
、

εu、

1
0叶
)

吋

g

N

m

o 

10 

300 400 600 

FIG.4 
令

J
J

/

 

ー‘Baas'' 

T

一T
C

、ム
，，g
a
s
1
 

7

一2--
p'
一
c

-
-
n
v
 

，a

、一
nv一

0.3 

0.1 s = 1/3ぉ 0.36+0.03 

-1 5 -1 
Rev. Sci目 Instr.56，1220 (1985) T -T 

log(一三一一)

-0.5 
1)  S.Shimcka百a a n d E. Y a m a da : 

T 
c 

2 ) S. Shilokawa; Ber. Buns. Phys. Chem. 90，126(1986) 

3) S.ShimOkawa and E.Yamada; J.Magn.Reson.51， I03(1983) 

4 ) f"r example ¥1， Shimoji; .. Liquid Meta!s' p-187 (Academic Press 

)
 

炉守71l 
• "男v

『

《】"司'
』

-110-



， 

128 
、

〆9Jι7リt フタロ V アニ Y め浮世話晶拍にわける 4投与 l均水

案内スイ v チシゲ蓮華均

〈阪丈堪joi記，Z.{来乏柘・試 IEj乏・千身、昇oB

， ・、F

Dynamicsof Imino Proton of 29H，31H-Phtha1ocyanine in the s Phase 

生主些三笠担主些旦， Sadamu Takeda and Hideaki Chihara 

(Department of Chemistry， Facu1ty of Science， Osaka University) 

Two tautometric forms may exist for 29H，31H帽 phtha10cyaninemo1ecu1e by 

switching two imino protons simu1taneous1y. The switching of protons is 

accompanied by a change of e1ectronic state of a conjugated system. To 

investigate the re1ation between the motion of protons and the e1ectronic 

state of a molecu1e， we first studied the motion of the imino proton of 

29H，31H-phtha1ocyanine in the s phase by the temperature dependence of the 
-1 . ~ -1 

spin-1attice re1axation rate (T1-~ and TID-~)' The switching motion is 

hindered by an as戸mnetricpotential with unequal depth. The energy differ-

ence (7.5 kJjmo1) between two tautomers and the activation energy (33.3 kJj 

mo1) from the deep well to the shallow well were estimated. 

(( Jt )) かJレlif;-峻勾ニ量停
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29 

固体高分解能 13C-NMRによる液晶の研究〈第 2報)

強誘電性液晶の CP -M A S法による 13C-NMRの温度変化

(化技研〉 早水紀久子、 O松村和紀、植村寿公、柳沢勝

Studies of しiquid Crystalline 白mpounds by High-Resolution Solid-State 13c-NMR (11): 

T剖 peratureDependence of 13c-NMR Spectra of Ferroelectric Liquid Crystalline Cωlpound by 

CP-MAS Method 

Kikuko Hay姐 izu，Kazunori Matsumura， Toshimasa U開叫ra，and Masaru Yanagisawa 

(National C加 ni四 1Laboratory for 1ndustry) 

CP一地S13c-NMR spectra of p-(2-Methylbutoxy) phenyl p-Octyloxybenzoate (ぼ沼田05*)，which 

is ferroelectric liquid crystalline， were obtained changing the temperature and the spinning 

rate. It is c<コnsidered that OOB日文買う* shゅws two types of crystal structures at the 

t倒 lperaturebelow OOC， and the ratio of these two structures varies depending on the 

temperature. Above OOC the broadening of the spectra was obほserved，which is regarded as the 

result of the interference between the MAS and the slow molecular motion. The real 

temperature of the sample b印刷leshigher than the setting one by the influence of MAS， and 

the e況tentof the increase of the temperature depends 0明 thespinning rate. 

(緒言)

強誘電位液晶は、高速表示デバイスの材料として現在さかんに研究されているが、

こ の液晶は分子肉に不斉炭素を持ち、系が 光学活性でカイラル・スメクティック相

を 示すことが特徴的である。その締造の特殊性から、図体状態での分子の立体構造

お よび運動性につ い て も 興 味 が も た れ る 。

最 近、当研究室では、 JE 0 Lの温度可 変 MASシステムの導入により、固体高

分解能スベクトルの温度変化測定が可能となり、国体サンプルの分子運動性につい

ての知見が得られるようになった。 そ こで今回は、強誘電性液晶である p-(2・

門ethylbutoxy) phenyl p-Octyloxybenzoate (8 0 B E B 0 5本) (S 1.本〉の C P -

MAS  13C-NMRス ベ ク ト ル の 温 度 変 化 と回転速度変化について報告する。

また、1¥1A Sがサンプル温度に与える影響についても述べる。

(実駿)

液晶サンプ JL，. 8 0 B E B 0 5本は、チッソ(株)より提供されたものをそのまま用

いた.この物質の相転移温度は、理学電機社製の示差走査熱量計(T A SI 0 0 -

OSC8230) を周いて測定した。

図 体高分解能 13C-NMRの測定は JEOL FX-200 spectro聞eterに CP -M A Sユニ

ットを援続し、温度可変用 MASプロープを用い、 50.10門Hzで行った。液体窒素で

冷却した窒素ガスをプロープに導き、サンプルローターを回転させ~とともに、温

度を調 節し た。 (以下に示す MASスベク トルの温度は設定温度であり、実際のサ

ン プルの温度とは異なる。〉サンプルは、通常 4.7KHz程 度 で 回 転 さ せ た が 、 必 要 に

応じ て回転数を変 えた。 13C化 学 シ フ トは、アダマンタシの高磁場側のピーク

(29.5pPII) を外部基準として決定した。
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〈結果および考察〉

- 1 2 0 i::から+ 1 0 0 i::まで、 8 0 B E B 0 5本を熱分析測定した。 -56i::で

園相 から 国相 への転移、 46i::で国相から液晶相 (Sm本A) への転移、 57i::で液

晶椅 から液相への転移が観測された。(S m本C は冷却時に鋭寝tlされる。)

F i g. 1に、この液晶のクロロ

ホルム溶液の 13C-NMRスベ

クトルを、帰属 とともに示す。

また、 Fi g. 2 -Aに、室温(2 6 

i::)での C P -M A Sスベクト

ルを示す。この室温での MAS

スベクトルは、線幅が狭く、

溶液のスベクト)L-とよく一致し

この温度では、分子の運動性が

良いことがわかる。 Fig.2-sに、

ー 70i::での MASスベクトル

を示す. 2 6 i::のスベクト)).，と

比べると、全体的 Lこ線幅が広く

なっているが、常温では一本で

あった 8、 9のシグナルが、

低温では二本 Lこ分裂してい~

ことが特徴的である。

ベンゼン環の水 素の結合した

炭素 5、 6、 8、 9のシグナル

の温度変化を、 Fig.3に示 す.

5、 6のシグナル は 低 温 で は

2本ずつあるが、温度上昇 tこ

ともない、 1本は大きくなり、

もう 1本は小さくなるため、

高温では 1本となる。 8、 9の

シグナルでは、温度上昇にとも

ない、分裂の中央部に新しい

ビ }クが徐々に成長し、元の

ピ ーク は消 滅していく。

これらの変化より、 o'C以 下 で

は、このサンプ ル に は 、 異 な る

結 晶機 進が あり、その存在比が

温 度変化すると考えられる。

〈ただし、この変化は、 D S C 

で観測される -56i::での相変
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{ヒとは、別の種類のものと思わ

れる。また、その 温 度 変 化 の 様

子は、 5、 6の炭素と 8、 9の

炭素 では 異な る。〉

次 lこ 、 温 度 を-5 "cに固定し、

回転速度を変化 さ せ て 測 定 し た 。

Fig.4にそのスベクトルを示す

が、回転速度が下がると、 8、

9のシグナルの中央部のピーク

が減少してい〈。 これは、

Fig.3で 温度が下がった時の変

化と同じであり、 5、 6の シ グ

ナルについても同様である。

0'(以上では、 5、 6、 8、

9のシ グナ ルは、温度の上昇に

つれて広幅化していくが、その

変化を Fig.5(こ示す。 この広

幅化は、 MASの周期と分子運

動の周期との干渉の影響 1と考え

られたので温度を 15 "cに固定

し、回転速度を変えて測定した。

Fig.6に、その結果を示すが、回

転が逐くなると、これらのシグ

ナ ルは 尖鋭 化するが、この変化

は、 Fi g. 5で温度が下がった時の

変化 に対 応し ているようにもみ

える。

さらに、 2 0 '(以上での温度

変化を Fi g • 7 (こ示す。急激に 5、

6、 8、 9のシグ ナ ル が 尖 鋭 化

していくことが分かる。これか

ら 、サンプルが相変化している

可能性が考えられ た の で 、 ロ ー

タ}の中を見る と 、 一 部 分 サ ン

プルが融けていた。この時、サ

ンプルの温度を直援計ると 32 

℃ であったが、実際にはもっと

高温 で あ っ た と思われる。

1000 到。 o Hz 

Fig.3 CP-MAS 13C-NMRの温度変化

〈温度は設定温度、 MAS : 4.9-4.8削2)

Fig.4 CP-MAS 13C-NMRの回転速度変化

(-5"Cに設定)
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--------- 一一一一一一一一r::::.."，.，.~ ¥( '~_2" l¥"'tf1' 一一 ームー一一一一百一一 100. SO ppm 0 150 ∞ ED---ppmす←

fig・5 CP-MA.S 13C-NMRの温度変化

〈温度は設定温度、 MA.S : 4.6KHz) 

MA.Sによりサンプルの

温度が上昇し、また回転速度

の変 化に よっ て温度上昇の程

度が異なると考えると、表示

温度 22-23'(:でサンプル

が融けることと、 F'ig.4，6の

回転速度の変化によるスベク

ト ル 変 化 は 、 説明できる.

このように MA.Sによ りサ ン

プルの温度が上昇することに

は、注意が必要であると思わ

れる.

〈参考文献)

1.D.Suwelack， W.P.Rothwel 1， 

and J.S.Waugh 

J . C he圃.Phys.73，2559(1980)

Fig・6 CP-MA.S 13C-NMRの回転速度変化

(+15'Cに設定〉

150 ppm 0 

Fig.7 CP-MAS 13C-NMRの温度変化

〈温度は設定温度、 MAS : 4.6KHz) 
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30 

合水試料に対する VT/lIAS 1 3 C NMR 

文敬、北丸ー竜三

13 VT/MAS ~JC NMR Study of Hydrated Samp1es 

主些笠とよ旦， Fumitaka Horii and Ryozo Kitamaru 

(工nsitutefor Chemica1 Research， Kyoto University) 

τhe phase structure and hydrogen bonds of solid PVA samp1es with different water contents have 

be.en examined at different temperaturesby high-reso1ution solid-state NMR spectroscopy using 

MAS rotors with O-ring sea1s. Two noncrysta11ine co.mponents I which are discriminated by the 

extent of intramo1ecu1ar hydrogen bonds， exist together with the crysta1line component for 

dried and hydrated samp1es. In addition， the hydrated samp1es contain the rubbery component， 

which is se1ective1y observab1e as a 10ng T
ZC 

component. This component increases in intesity 

increasing temperature， resu1ting in the direct observation of trip1ets due to the triad 

tactici ty. 

司、機弁(京大化研)0伊蔵

よ』厳重

量E水性高分子試料については水存在下でCP/MAS13C-NM

叩

υ
R測定を行うことは重要であるが、一般にはMASによる脱水が起

こるため図録である.我々1.2)は、阪に室温用についてはOーリン

グ付き MASロータを開発し、セルロース、アミロース、デキスト

ランなどの研究に有効であるととを示した.また、最近セラミツク

ス製0-リング付きMASロータを開発し、 2-3の試料について

温度可変周として利用できることを確認した.本研究では、ポリピ

ニルアルコール (PVA)闘体についての結果を中心に述べる. p 

VAのCP /MAS 13C-NMRスベクトルのCH共鳴擦が分子内

トい9胴4 ト7 川

おり、この分裂が合水量およぴ温E度度により受けるz影修響について結晶 (臼a) 仏b)
Fig.l MAS rotors with O-ring seals for 

roo瓜 temperaturemeasurem宇nts (a) and 
variable temperature measurements (b). 

水素結合に応じて 3本に分裂することは寺尾ら幻により見出されて

および非品成分の寄与を考慮して検討した.

IH~ 

'c~\fJ-1 

ネι 塗監友法

クラレ側より提供された重合度1700のPVAを常法により完全ケン

化、精製した後、キャステイング法によりフィルムを作製した.相

情造を明瞭にする目的であらかじめ乾燥後フィルムを180
0Cで10分

間熱処理した.調湿1i65%R.H.、95%R.H.、98%R.H.、の雰囲気下の

デシケータ中て・恒量に遣するまで行なった.合水率は乾燥PVAIこ対

する含水量を重量百分率で表わした。岡体高分解能NMR測定はJEOL

CP過程JNH-FX200分光計により 4.7 Tの鱒磁場下で行った.

での各回転磁場の復傾rB 1/2πは69.4kHz、dipolardecoupling時
U 

のIHのそれは59kHzとした.図1(a)には室温周0-リング付きロー

タ1.2)と今閲新し〈開発した温度可変(VT)照0-リング付きロータを

示す. MASはこれらのロータを佼.用し、回転数3~3.5kHz(室温周〉、
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3.8~4.0量Hz(VT用)で行なった.図2には本研究で用いたパルス系列

を示す.

3、 車主要}}rf~管理嘗

図3に乾燥及ぴ調湿試料の CP/MAS 13 C NMRスベクトルと溶液状

態でのスベクトルりを線状スベクトルで示す. 60~80pp.付近の3本

のメチン炭素の吸収線を低磁場側からピーク I、Il、思とする.ま

た(c)、(d)においてピーク II、郎聞に表われるピークをWとする.

調湿によりピーク I、II、III及ぴメチレン炭素の化学シフトは変

化しなかったが、合水率が25%を越えると寺尾らの研究では認めら

れなかったかなりシャープなピーク Wが67ppI付近に現われる.こ

のピークの帰属については後で述べるが鋼湿により分子問水素結合

はもとより分子内水素結合が切断された結果生成したゴム状成分で

あると考えられる.表11こはこれらのスベクトルの化学シフト値を

まとめて示す.

次に乾燥、調溢試料の相構造を明らかにするために 13Cスピン一

緒子緩和時間TICを測定した結果を表2に示す.測定は、短いTIC

p
u
 

吋，ゐ

l
 

nu 

pplll froUl TtIS 
13 

Fig.3 50MHz CP/~~S --C NMR spectra of 
PVA samp1es with different water 
contents: (a) 0%，、(b) 7%， (c) 25%， 
(d) 38%， (e) solution. 

(a) 
、、『守司

(b) 

( c) 

"-一

L一一「(di 

111 1111 Cel 

t-:J 

80 70 60 50 1.0 30 

に対しては saturationreCoveryt去、長い
Table 1 13C Chemical Shifts of Poly(virtyl alcoho1)・

T ICに対してはTorchia5lのパルス系列に

より行なった.合水率 7%の試料に対する Water content CH 
CII

2 宅 mm mr rr 

。 76.87 70.94 65.29 45.64 

7 77 .46 71.52 65.49 45.64 

25 76.87 70.64 67.24 65.10 45.05 

38 76.68 71.13 67.62 65.58 45.44 

saturation recovery法による実験は行な

っていないが、いずれの試料に対しても3

種類のTICが存度することがわかる.まず

各試料の長い Trcを持つ成分について考察

する.我々の測定条件下で、少なくとも乾

燥状態では、 TICが長いことは運動性が低

いことを示す.また得られたメチン炭素の

政収書患の線幅が狭〈、その分裂が明瞭であ

13 Table 2 .cJC Spin-Lattice Relaxation Times T lC of Respec 
Respective Carbons of PVA. 

ることより長いTICを持つ成分は結晶成分 watercontent T1C of CH/s 
T
1C 

of CH
2
/s 

も mm mr rr 
と帰属できる.しかしその他の成分の帰属

は容易ではないので、内包する成分をより 。 1.0 1.5 2.0 3.2 
9.4 23.5 24.2 19.3 

明確にするために、 TICの差を利用して得 76.5 74.8 72.2 

られたスベクトル及び差スベクトル法を用 7 

いた1ine shape解析を行なった. 7.0 7.7 6.8 9.7 
41.1 42.0 40.6 

図4には乾燥試料に対し図2のパルス系列
25 0.3 0.2 0.2 0.1 

iにより得られた全成分を反映したスベク 7.4 9.8 4.9 4..6 

トル(a)、Torchiaのパルス系列で測定した
55.1 48.3 44.7 42.3 
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T lCが n~ 77sの結晶成分のスベクトル(b)、(a)より (b)

を差し引いて得られた非品成分のスベクトル(c)、図3(a)よ

り図4(b)を差し引いて得られた非品成分のスベクトル(d)を

示す.図4(c)、(d)の閃共鳴線が3本に分裂することより、非

品中においても分子内水素結合が存在することがわかるがこ

の成分は表2において9~24sの TlCを持つ非晶成分に相当す

る.一方、 1~3sの T1C をもっ成分は、分子内水素結合がほ

とんど形成きれていないガラス状非晶と思われるが、詳細は

現在検討中である.また図4(a)、(b)のメチン炭素の共鳴線

ピークの面積比より算出した結晶化度は53%であった.

図5には合水率25%のま式科に対しパルス系列 Iにより得られ

た金成分を反映したスベクトル(a)、Torchiaのパルス系列で

測定した TlCが55~ 428の結晶成分のスベクトル(b)、(a)よ

り(b)をまし号|いて得られた非品成分のスベクトル(c)、図2

のパルス系列Ilにおいて T，=40μsとし得られた横緩和時間

T2Cの長いゴム状非晶成分のスベクトル(d)を示す.(d)に示

したスベクトルと saturationrecovery法にて得られたスベ

80 70 60 50 40 

」μ ゐ L ・L
30 

ppm from THS 

13 Fig.4 ~-C NMR spectra of dried PVA: 
(a) who1e spectrum， (b) crysta1line， (c) 
noncrystalline (a-b) ， (d) noncrystalline 
(Fig.3a-Fig.4b) • 

クトルの形状及び化学シフトの比較により、この成分は表2

において 0.1~0.3s の T1C を持つ成分であることが判明し l 

た.図5(e)は(c)より (d)を差し引いて得られた分子内水素結 jV { 

合を待つ非品成分、また図5(0は図3(c) より (b) 、 (d)を差し~

引いて得られた分子運動性の低い非品成分のスベクトルで

ある.(e)、(t)の非品成分のスベクトルを比較すると、 (e)

にはきらにブロードな成分が合まれている織に思われる.そ

こで(e)より(f)を差し引いて得られたスベクトルが (g)で

あり、分子内水素結合のほとんど存在しないガラス状非品成

分と考えられる.表21こ示した4~9sの T lCを持つ成分がガ

ラス状非晶か分子内水素結合を持つ非品のいずれに属するか

については現在検討中である.また、乾燥試料と同織に結晶

化度を求めると54%であった.よって結晶化度は調漫により

影曹を受けないものと考えられる.

次に温度変化が水素結合形態、分子運動性に与える影響を

調べるために合水率 25%の試料に対して VT/MAS実験を行

13 
Fig.5 --C NMR spectra of PVA samp1e with 25% 
water content: (a) who1e spectrum， (b) crysta1-
1ine， (c) noncrysta11ine (a-b)， (d) rubbery， (e) 
noncrysta11ine (c-d)， (f) noncrysta11ine (Fig.3c 
-Fig.5c-Fig.5d)， (g) glassy (e-f) 
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った.図6に各温度でのCP/IIASスベクトルを示す.OOC以下では

ピークIsの相対強度が大き〈なっている.この程度の合水率では

全ての水は不凍水と考えられる"0従ってこのピークmの強度の

滑大l立温度低下に伴って水分子の配位状態が変化し分子内水素結 (a)

舎が切断きれ水素結合を持たないCH炭素が増加したためと考えら

(b) 
れるがその詳細については現在検討中である.一方、 27

0C以上L

おけるCH共鳴線に注目すると、高合水準試料の場合と同じ〈ゴム
(c) 

成分のピークが現れる.900Cにおいては、務液状態でのI3C-NM配

スベクトルに認められる閥、町、 rr、と関織なtripletが儀に認
(d) 

められる.このtripletがゴム状非晶成分であることを確認する

ために図lのパルス系列IIにおいて T♂ 47μsとし繊緩和時間T2C

(e) 
の長い成分のみを選択約に測定した.図?にその結果を示す.図7

の liuesbapeと溶液状態の化学シフトとの比般により 900Cでは

立体規則性を反映したゴム状非晶成分が観測されることが明らか(f)

になった.

ムぷ益

種勾の合水率を持つPVAフィルムについて間体高分解能13CHMR 

法により相構造、分子内水素結合を中，むに検討した.その結果、
(h) 

合水率25%以下の試料では結晶成分、分子内水素結合の存在する

非晶成分、及び分子内水素結合がほとんど存在しない非晶成分の

計三成分が存在することが判明した.一方、合水率25%以上のま式 (i)

900C 

700c 

500
C 

¥一

ー700C

料には、きらにゴム状非品成分が存在することが破認され、合計
1 1 ム 1....1....1..昼 1....1.・ 1ムー ~.L..l....I. 

三成分の非品成分が存在することが明らかになった.合水率25% 80 70 60 50 40 30 

の試料に対する VT/MAS13C HMR実験により温度上昇に伴い分子 ・ ppm from TMS 
13 

内及び、分子関水素結合が切断されゴム成分が増加することが申jFig .6 C附 Rspectra of PVA s'amp1e with 
25% water content at different tempera-

明した.一方、温度低下に伴い分子内水素結合を持たない成分が tures.

増加するが、詳細は溌在検討中である.
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ポリプロビレン等温結晶化物の相構造に関する VT/MAS

13C NMR研究

〈昭和電工大分研，京大化研*)。斎藤茂樹・茂木義1等・中川将本・

堀井文敬意・北丸竜三 S

，... _ 13 
VT/MAS .-C NMR Study of Phase Structure of工sotacticPolypropylene Isothermally 

Crystallized from the Melt 

主主主2金主主主主主主Q，Yoshihiro Moteki， Masaru Nakagawa*， Fumitaka Horii* and 

Ryozo Kitamaru* 

(Oita Research Laboratory， Showa Denko K. K. and 女工ns七itutefor Chemical 

Research， Kyoto University) 
13 

Solid-state high-resolution --C NMR spectroscopy is a powerful technique for 

studying phase structure of crystalline polymers such as polyethylene. 工n

this paper we report the phase structure of isotactic polypropylene isother-

mally crystallized from the melt and its dependence on temperature using VTj 

MAS (Variable TemperaturejMagic Angle Spinning) system. We also discuss 

molecular motion of each phase and each resonance line (CH
2
，CH，CH

3
) in terms 

of relaxation times above room temperature. 

1 ) 固体高分解能 13CNMR法はポリエチレシのような結晶性高分子の相構造、すなわち結

晶，非晶の成分数とその割合および各相の構造を調べる有力な方法である。我々はこれまで固

体高分解能 13CNMR~.去によりポリエチレンの相構造とその分子量依存性 1 )、および各相の空

間的配置状態れについて明らかにしてきた。さらに最近、ポリエチレンと同様に結晶性が高く、

分子運動に関して興味深いメチル基を含むアイソタクチックポリプロピレンのバルク等温結晶

化物についてその相構造を調べ、結晶， 31らせん構造に近いコンホメーションの非品および溶

液状態と同様のランダムなコンホメーシヨンの非誌の三成分より成ることを明らかにした。 3) 

今回は VT /MA  S (Variable Temperature/門agicAngle Spinning)システムを使い、ポリプ

ロビレンの種々の温度での国体高分解能 13CNMR測定を行い、相構造の温度依存性および分

子運動性を検討した.

2 ) 昭和電工側製アイソタクチックポリプロピレン (MA5IO)粉末をソックスレー抽出

により精製して用いた。抽出残の重量平均分子量は GP Cより約 23万、 isotacti c i tyは溶液

(mm) =98. の 13CNMRスベクトル(1 ，2，4 -t r i c h I 0 ro benze ne/ benze ne -d6 =3/1 ， 120 -C )より

0%であった。結晶化は 230-Cで融解後、

1 4 0 -C 6臼間行い、得られた試料を P P

140と略称する.この試料は球品構造をと n
 

十句

4
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u
u
u
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c
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+
 

CH 

り、結晶形は単斜晶系であった。国体高分解

能 13CNMR測 定は JEOL JNM- R旦担 CH2 

FX200分光計により 4.7Tの静磁場下

で行い、 13Cおよび lHの回転磁場強度 rBl/ 

2π は 69. 4 kHzで dipolardecoupl ing 

(DD)時は lHのそれを 54. 3 kHzとした。

また、室温以外の測定は温度可変型プロー

プを取り付けた VT/MASシステムによ

り行った.

3 )結果と考察

3 - 1 室 温 で の相構造

竺一iLJLLLLuL.LULLLLLLJ...I..J .1....1....1 
~ ~ ~ m w 

ppm from百!S
13 Fig. 1 50MHz CP/MAS --C NMR spectrum of PP140 

13 and sca1ar-decoup1ed --C NMR spec七rum

of the so1ution of isotactic po1ypro-

py1ene 
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図~ tこPP 140の室温での Table1 

CP/MASt3CNMRスベクト

ル毛色示す.ポリプロピレンは CH

の不斉炭素に関してメソ，ラセミ

が存在するが、このアイソタクッ

ク物では 98%がmmシークエン

スである.また、結晶中で分子鎖

は 31らせん構造をとっている。

結晶化物の CH2. C Hの共鳴線は溶液状態のそれに

比べてかなり高磁場シフトするが、これは両状態のコ

ンホメーシヨンの違いに基づくと考えられる。結晶化

物の各相はその分子運動性の違いに基づき異なった

TI，T2，NOEを示すが、今回は 13Cのスピンー格子

緩和時間により格構造を検討した.表 1にTorchiaの

パルス系列およびsaturation recovery法より求めた

各共鳴線のスピンー格子緩和時間(T tけを示す.各

共鳴線 tj:相機造を反映した複数成分より成り、 CH 2， 

13C spin-lattice relaxation times (T
1C

) of PP140 

T._/s lC' 
sample 

CH2 CH CH3 

44.82ppm 43.70ppm 26.62ppm 22.49ppm 21.61ppm 

PP140 64.3 63.3 38.6 0.91 1.14 
7.6 7.5 8.7 0.28 0.28 

ー0.4 -0.4 匂 0.4

C H tこは 3成分、 CH 3には 2成分が存在する。ここ ppm from TMS 
13 

でCH 3のみ 2成分となったが、その原因として 3成 Fig. 2 DD/MAS -~C NMR spectrum of 

PP140 in the CH
2 

region 分中の 2つの T1 Cが近いことが考えられる.また、

C H 3の最も長い T1 C は結晶成分に帰属されるが CH 2-， 

CHのそれらに比べでかなり短い。これは結晶中で

あっても Tt c に影響する 108 H zオーダーの CH 3 

の内部回転が可能なためと考えられる。

次に各成分の帰属を行うため DD/MASi.去によ

り金成分を反映した 13CNMRスベクトルを測定し、

C H 2の共鳴線に対してスベクトル解析を行った。

結果を図 2に示す。 AがTorchiaのパルス系列によ

り測定した TI Cが援も長い成分のスベクトルであり、

結晶成分に帰属され~ 0 B， CがLorentz曲線を仮定

して非線形最小 2乗法で実験曲線と一致ずるように

決めた成分で、 Tt Cがそれぞれ 7.6，-0.4sの

成分に対応する.後で述べ~温度変化の結果より B ，

C はいずれも非晶に帰属され、その化学シフトより

Bは結晶中同様 31らせん構造に近いコンホメーシ

ョンをとり、 Cは溶液状態と問様のランダムなコン

ホメーシヨンをとってい忍と考えられる。

3-2 相構造の温度依存性

図 3に室温から 11 O-cまでの種々の温度での

CP/MASI3CNMRスベクトルを示す.混度上

昇に伴い、 CH2，C Hで溶液とほぼ同じ位置に明隙

に共鳴線が観測され~ようになる。これは測定温度

がガラス転移温度(T g)以上になることにより、

図 2に示した Cの成分が主として分子運動性の向上
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に伴ってJ 線iIi'iの狭化を起こしたものであり、 Cの成分の帰属の正しさを示すものである。一方

化学シフトの温度依存性に関しては、特に CH 2 の分裂ピークで温度が高くなると低磁場組~の
共鳴線に高磁場側の共鳴線が近づくという挙動が認められる. Bunnらりは、アイソタクチック

ポリプロビレンの単斜晶系においては 2つの siteが 2:1の割合で存在し、各々の化学シフト

が異なるため分裂を示す、すなわちパッキングが分裂の原因であるとしている。しかし、この

考え方では高磁場側の共鳴線が低磁場世tlの共鳴線に

近づくという挙動は説明できず、現在分裂の原因を

考察中である。

図4に-80'Cから室温までの種々の温度での

CP/MASI3CNMRスベクトルを示す。温度低

下に伴って室温以上の場合と同様に CH2.CH3の

分裂が不明瞭になるが、この場合は主として線幅の

増大によるものである。一般に高分子結晶において

は温度低下により熱的苦しれが減少するため、線幅は

減少すると予想される。しかし図 4の結果は逆にな

っており、このことは室温付近では熱振動により結

晶中での微妙な構造の違いに基づく共鳴線の広がり

が平均化されるのに対し、低温ではそれらが凍結さ

れそのため線幅が増大したものと考えられる.また、

室温以下では CH 2の低磁場組tlに図 2の Cに相当す

るランダム非晶が多少強〈観測される。この原因と

して、1)ラシダム非晶成分の増加. 2)線帽の狭化，

3) C P効率の増大が考えられるが、 1)ランダム非晶

は減少する傾向にある. 2)線幅の大きな変化はない

ことより、 TlρHの変化によるランダム非晶の CP

効率の相対的増大によるものと考えられる。

CH 

50 40 30 20 10 

ppm from TMS 

図 5に室温と同様の解析により求めた PP 1 4 0 Fig.. 4 CP /MAS 13C NMR spectraof 

の相楕迭の温度依存性を示す。結晶化度は温度依存 PP140 below room temperature 

性をほとんど示さないのに対し、非晶では特に 40

から 10 0 'cの間で 31らせん構造に近いコンホメ

ーションの非晶からランダムな非晶への構造変化が

起こる.さらにいくつかの実験よりこの構造変化は

ほとんど可逆的であることがわかった.これは、温

度上昇により 31らせんに近い構造からエントロビー

が増大する方向のランダムな構造に変化したものと

考えられる。

3-3  TICの温度依存性と分子運動性

図 6に室温と同様の方法で測定した T1 Cの温度

依存性を示す。各成分は分子運動性の違いに基づく

異なった T1 Cの値および温度依存性を示す。すでに

Lyerlaら5}は、室温からー 18 0 'c付近までの T1 C 

を柑構造を考慮せず一成分として求めたが、その結

果によると T1 C は CH 3の内部回転により決まり、

一10 O.Cから室温の温度領域で単調に増加した.
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図4の CH2，CH，CH3の結晶成

分については、その T1 Cおよび温

度依存性より特に 6O.C付近まで

はCH 3の内部回転の寄与が大きい

ものと考えられる.しかし、 CH2.

CHのランダム非晶は CH 3より短

いTICを示しており、主鎖自身が

関与する 108 H Zオーダーの分子

運動の寄与が大きいものと考えら

れる.また、 CH 3では結晶，非品

ともに温度上昇に伴い TICは増大

する.単一相関時間モデルをあて

はめて考えると、いずれも援度尖

鋭化条件〈 ωEτc “1 ，ω日:ラー

マ周波数 TC 相関時間〉を満足

し、結晶の方が TCが小さい、すな

わち分子運動性が高いという結果

にな~.しかし、これは結晶中で

は別のピコ秒オーダーの分子運動

が存在し、そのため T1 Cが培大し

たものと考えられる。今後、より

詳細な分子運動の解析を行うため、

3-4 まとめ
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より広い温度領域での各成分の TICIJtJ定を行う予定である.

国体高分解能 13C N M R法によりバルク等温結晶化アイソタクチックポリプロビレンの相

構造を調べ、結晶， 31らせん構造に近いコンホメーションの非晶，ランダムなコンホメーシ

ョンの非品の三成分より成ることがわかった.また、 VT/MASシステムによる室温から 1
oooc;の測定より、スピンー格子緩和時間(T 1 C) およぴ相構造の温度依存性を調べた。その

結果、 40-100oc;の問で 31らせん構造に近いコシホメーションの非晶からランダムな非

晶への可逆的な構造変化が起こることがわかった。
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シクロパラフイン結晶のVT/MAS 13C-NMR研究

(京大化研、東農工大工*、三菱化成総研U) 0中川将、婦弁文敬、北丸竜三

問中康之S、佐E喜寿弥*、板間育幸材、早瀬賀郎H

VT/MAS 13C NMR Studies of Cycloalkane Crystals 
*安全* -** 笠二主主主主2主主主， F.Horii， R.Kitamaru， Y.Tanaka"， H.Sato実， Y.Saka~ 斎， T.Hayase 

(Institute for Chemical Research Kyote Univ.，安TokyoUniversity of Agriculture and 

Technology and *女MitsubishiChemical工ndustriesLtd.) 

The structures of crystalline cores and folds of cycloalkanes such as 

cyclooctatetracontane and cyclohexacontane have been studied at differernt temper-

atures by VT/MAS 13C NMR spectroscopy. At low temperatures the CP/MAS spectra of 

the samples consist of the enhanced line at 34.7ppm， assignable to the CH2 carbons 
in the crystalline cores， and several smaller upfield lines assigned to the CH2 

carbon in the folds. These upfield lines begin to broaden above 160C， suggesting 
the onset of the local motion of the order of 102Hz. Above 370C the 34.7ppm line 

also broadens and a sharp line appears at 28.8ppm above 6SoC possibly due to the 

onset of enhanced molecular motions including the trans-gauche conformational 

transition. As a result of the analysis of the chemical shift in terms of motional 

models， ggtt or gtgg defects seem to be favored in the crystals at 670C. 

1.緒言

シクロパラフイン分子は結晶中において平行な 2本のtrans-zigzag分子鎖とそ

れらを.('foldtlll分からなっている.そのため、ポリエチレンの結晶表面モデル

のーっと考えられているが、その詳細な構造および分子運動については明らかで 川

はない.今回、我々は高純度のシクロパラフインを合成し、良〈制御ぎれた条件

下で蔵品化きせた試料について、種々の温度で図体高分解能¥8C-NMRスベク

トルを測定し、その化学シフト値、 lH-¥3C cross-polarization (CP)挙動

および13Cスピンー裕子緩和時間T1Cにより結晶およびfold部分の分子運動につ

いて検討した.

2.実験方法

試料: 炭素数 12のシクロドデセンを出発物質として、 WClu/EtAlC12触緑 川

下でオリゴマー化し、 GPCを用いて4量体および5量体を分厳精製した後、残

留二重結合を pートルエンスルホニルヒドラジドにより還元して環状パラフイン

を得た¥).GC法およびFD-MS法により決定したシクロオクタテトラコンタ

ンの純度は 97%であった.結晶化は 5%酢酸プチル滋液を 3.C/hで8Q.Cか

ら室温まで徐冷することにより行った.電子被図析のデータからシクロオクタテ ¥cl 

トラコンタン結晶は単斜品系であることを確認した.

NMR測定:5 Q MH  z 13C-NMR測定はVT/IIASプロープを綾続したJEOL

J/OI-FX200NMR分光計を用いて行った.

3.結果および考察 Fig.1. 5日間zsolid-s tate 
13 

3. 1. シクロオクタテトラコンタン (C刊lIuu)--C，NMR spectra of 
cyciooctatetracontane at 

U'C 

JO・c

'1・c

"・C

0・c

ー・0・e

3. 1. 1. 1 neshapeと化学シフト different temperatures. 
(a)句 (g): CP /MAS， (h): DD/MAS 一一J~ιιム

関 lには種々の温度で測定したシクロオクタテトラ 4'0 ]0 10 "" In 
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コンタン結晶の5Q MH  z ¥3 C-NMRスベクトルを示す. シクロオクタテトラコンタン結晶のfold部分は

E・g-t-g-g(g :ゴーシュ、 t トランス)のコンホメーシヨンシーケンスをとり、環境の異なる 4種のメチレン

からなるυ.図 1a. bから明らかなように、 QOC以下では結晶コアのメチレン炭素の低磁場側の共鳴線とともに

その高磁場側にtold節分を梅成する個々の炭素の共鳴線が明瞭に観測されるり，川.表1に各ピークの化学シフト

および帰属を示じた・なお、結晶コア内のメチレン炭素の化学シフト値は比較的大きいが、これは三斜品系"に基

づ〈ものではな〈、結晶系は単斜品系であるが、その subcellがnーパラフインの三斜晶系に似ていることによる

ものと考えられる.
13 τab1e 1. ~~C chemica1 shifts of cyc1ooctatetracontane at 

-40CO (in ppm fromτMS) 

conform. si tes tt.tt gt.tt tg.gt gg.tt gt.gg 

34.7 29.2 27.5 26.9 22.2 

ノ

q'
作

J

礼

的

きて、 fold毒事分の共l1li.，ま測定温度が高〈なると 102H z程度

の局所運動のためブロードになる. この場合結晶コア部の共鳴線

は変化しない(図 1c ~e) • 一方、 370C以上では結晶コアの

共鳴織もプロードになる(図 1f ~g) .このときCP/MAS法により

得られる共鳴線の強度は温度の上昇と共に減少し、 550C以上では

CP/IIAS法による測定は図書量であった. 従って、図中の670
Cのス

ベクトルはDD/IIAS法により測定したものであり、一本の鋭い共鳴線

が28.8pp・にみられる.従って、融点から 200C以上も低い 67・c

においても、 異なるコンホメーション聞の速い交換により全ての

炭素は磁気的等価な状怨にあるものと恩われる.我々はシクロオク

タテトラコンタン分子がどのような運動をしているかを検討するた

め、次の2つのモデルを用いて化学シフト値を計算し、 670Cでの

化学シフトf直28.8pp・と比鮫した.

(i) モデルA:結晶コア内をt・g・tdetectがkink運動するモデ

ル(図2a) • 

(ii)モデルB:低温でのコンホメーシ Bンを保ちながら、環状

分子が全体として図転運動するモデル(図 2b) • 

表2に荷モデルによる計算結果を示す.なおこの値l立両方のモデ

ルにおいて存在するコンホメーションに対する化学シフトの平均値

である.いづれのモデルによる化学シフト値も実験値に比べて 3~

.;: 

ソ

G b 

Fig.2. Mo1ecu1ar motiona1 mode1s 
for cyc1ooctatetracontane 

Tabl，e 2 Ca1ucu1ated 
13 C chemica1 shifts of 
cyc1ooctatetracontape 
at 670C 

5 pp.大きい.t量って、 670Cにおいては、結晶コア内にも foJd権

遣に似た c-c-t-tや c-t-C-gなどの defectが存在し、結晶樽造はm:xielA 

より乱れた状態にあるものと考えられる.

3. 1. 2. CP挙動

図3および表3には CPのコンタクトタイム依存性を種々の温度
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恒 mp.(OC) 
T叩 /ms

C町 S国 lline fo忌

0.20 0.19 

0.10 

0.036 
0.19 

R
d
p
コ

F
h
J

円

U

内

4
1
d
4企

FHd

T10H/ms 

crystal比ne fold 

10.0 11.7 
4.98 
3.56 
2.60 

Tab1e 3 Spin re1axation parameters in the cross-po1arization 
process for cyc1ooctatetracontane at different temperatures 

で測定した結果および忌小二乗法により求め

たT凶、 T¥仰の{直を示した・図で明らかな O 
ように温度の場大と共にfold部分、結晶コア

11分のTIPHの償はいずれも減少する.従っ

て、 3.1.1で述べたCP/lh¥Sスベクトルの強度

の低下は TIPHの減少によるものであると結芝
に

鎗できる.

3. 1. 3. スピンー格子緩和

表4にはTorchiaのパルス系列により測定

した各成分の T1Cの測定結果を示す.室温

ではfold部分と結晶コア綴の炭素のf直はほと

んど差がない.またー 4Q.Cでもfold部分の

TICの方が短い{直を持つようにみえるが大差

はない.このことから室温以下ではTIGに関

与する 1Q 8H z程度の速い運動については

fold部分と結晶部分は同程度であると考えら

れる.

3. 2. シクロヘキサコンタン (C8oH12U)

図4には種々の温度で測定したシクロヘキ

O 

、口
'、、、

、、.、'd-._
、、

O 

3 
CONTACT TIME(ms) 

6 

13 Fig ・3. ~Jc cross-polaLi~ati~tl processes 
・for cyclooctatetracootane at different 
temperatures ロ・ (25・C)， O(35・C)，l>.(50・C)
3ロcrystalline，. fold 

13 
Tab1e 4 ~-c spin-1attice re1al<ation times of 
cyc1ooctatetracontane at different temperatuτes 

サコンタン結晶の13C-NMRスベクトルを

示す.図 4 (b)から明らかなようにシクロ

mp. (OC) 
オクタテトラコンタン結晶の場合と異なり、 temp 

5・Cにおいて既にfold部分の共鳴線が 102 

Hz.程度の運動によりプロードになっている

ことがわかる. 3 Q.Cにおいては結晶コア部

の共鳴織はかなり高磁場。曜にすそを引〈よう

になる.きらに温度をあげると32.4pp.の位

n
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司
よ

市よ

tt.tt tt.tg tg.gt tt.gg gt.gg 

145 159 133 119 12~ 

28.6 27.0 
9.52 
6.90 
6.13 
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置に新し〈ピークが現われる.この共鳴線はその化学シ

フトの値からsubcellが orthorho.bicである結品川に

よるものと恩われる. この成分のTlc1ま数百msであ

り、結晶内部で 108H z程度の局所運動が著し〈起こ

っているものと考えられる.

一方、 60"C以上になると 31.Opp・の位置にあらたに

ピークが観測されるようになる.このピークはその化学

シフト値から 67"cでシクロオクタテトラコンタン結晶

に観測されたものと同じ〈、 c-t-c-cなどのfold構造に

近いdefectを持つ乱れた結晶成分で，これらの各コンホ

メーシ gン聞で 103H z程度の t-f遷移をしているも

のと考えられる.また.との成分のTlc!ま数百msであ

った.以上述べたようにシクロヘキサコンタン結晶はシ

クロオクタテトラコンタン結晶とは異なる温度依存性を

示すことが明らかになったが、この原因については現在

検討中である.
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国体状態における高分子鎖の 13CNMR化学シフトと電子

構造:ポリオキシメチレンの鎖間相互作用

本
(東工大工・東工芸大工)0黒 子 弘 道 ・ 山 延 健 ・

甲本忠史・安藤勲

13C NMR Chemfcal Shift and Electronic Structure of Polymers. Interchain 

Interaction in POlyoxymethylene. 

Hiromichi Kurosll. Takeshi Yamanobe*. Tadashi Komoto. Isao Ando 

【Oepartment of Polymer Chemistry. Tokyo Institute of Technology and 

*Oepartment of Industrial Chemistry. Tokyo Institute of POlytechnicsl 

High resolution 13C NMR spectra of trigonal and orthorhombic 

polyoxymethylenelPOMl were measured in the solid state. In order to 

understand the relationship between the 13C NMR chemical shift and electronic 

structure of POM. quantum-chemical calculations will be carried out by using 

tight-binding MO theory with single chain model and 7 chains model and will be 

compared with the experimental data. Further the interchain interaction will 

be discussed. 

1. はじめに

国体高分解能 NMR法の発展により、 高分子鎖の化学シフトが固体状線にお

いても 観測 可能 となった。 本来、 化学シフ トは磁場が加えられた方向と、 そ れ に

よ って生ずる遮蔽の方向によって与えられる 2階 の テ ン ソ ル 量 で あ る . 通 常 の 測

定あ-'5いは固体 CP -M A S法によって得られる等方平均化学シフト((σ11 + 

σ22+σ 33)/3) より多くの情報を持つ化学シフトテンソルの主値〈 σ11， σ22， 

σ33) を得ることによって、 国 体 の 電 子 梼造をより良く把握することが可能とな

る. ζ のテンソル量として得られる NM R化学シフトは、 立体構造、 電子構造あ

るいは結晶構造等に 関す る電 子機 造、 あるいは立体構造に関する情報を含んでい

る. これらの情報をさらに深く理解し、 詳細な知見を得るためには理論的な手法

を 用いたアプロー チが必要となる。 そこで、 高 分 子 鎖 の 電 子 構 造 を 直 銭 評 価 す る

ことのできる ti ght-b i nd i ng(TB)近似を用い、 モデル分子として一本鎖、 そして鎖

間相互作用を考慮す-'5ために 3本鎖， さらに、 結晶構造を再現ずるため 7本鎖

a) b) 

.1一
?14

キ一
f14

X 

F'ig. 1. 7 chains聞odelof PO門. a)trigonal b)orthorho掴bic
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の

〈図 1)による 計算を行 Iい、 分子鎖の相互作 用 と 化 学 シ フ ト の 関 係 を 明 ち か に す

ることを試みたこのように、 本研究の目的は、 鎖間相互作用者と考慮できる 3あ

るいは 7本鎖モ デ ル に よ っ て 国 体 状 態 に おけるポリオキシメテレシ(P 0 M)  

13C.NMR化学シフトと結晶矯造の関係を議論することである.

理論

系のポテンシャルエネルギーが

(r+a) =V  (r) 

2._ 

を満足する系に対して、

動関数はプ白ッホの定理から

ψー(k.r)=N-全土法 exp(ikj)C .. _(k)φ.. (r-ja) 
11 Y 。 νHν

と表される。 ここで、 k は波数 ，vは J番 目のセル内の軌道， 1は単位セル中の原

子軌道， Nは全セル数， φ (r-ja)は j番目のモノマー単位内の ν番 の 軌 道 の 波 動
ν 

(1) 

T 8近似では n番目 の結 晶軌 道に 属し てい る位 置 rの波

V 

(2) 

(2)式を用いて高分子の全電子エネルギーは次式で表される。

(3) 

関数を示している。

pπ/a c比
E = I 4 くψ(k)I H Iψ(k)) d k 

J -π/a叫 n n 

この式を解くことによっ、て (2)式の展開係数が得られ~.

では Fock行 91Jの要素は次式で与えられる.

Fμμ(k) =一占

本 研 究 で 用 い た CNDO/2法

TBJ 
AB 

バ
( + A..) +告(1 - P"，，) r ~ ~ + 4，; ， ~ (P N - Z 0) μ μ 出 AA 告ら-H' • B ~ B 

+ 2 K β， ~ s ~，，! c 0 S ( k j)一、主 r~!cos(kj)P -jR 
A ;;1 岬.---"'" i~ï ' AA 

叶

F"" ( k ) = K _ / 2 (s ， +β)i~ ~M exp( i kj) Swz 
A' '" B / j~ ーペ

ー告 3p-J Rexp〈i川 TaJj= -=-11 . -~ r ， ， .. . /， A B 

与ι0<，--

= 2β 写CU〈k〉Csμ( k)， 

Pn = L P"..， o U. 守品

。、。(C

PAAJ R=三子 Re[exp(・ ikj) Cよμ(k)C s μ(k)] 

以上の方法で求めた展開係数を用い、遮蔽定数を求める方法として su踊・ ov e r -

sate(SOS)法により、 次 式 に 従 っ て 遮 蔽 定 数を求めた。

"_N2  .~ A 
→チ←寸エエ P"..(k)<φ 日

U 比五1J e: ιy  μν  μ 

μg宇¥2 e E P4と叫V
4πm.2 右合

(5) 

ここで、

P 
岬 1

(6) 

(7) ( r)) r -.1 Iφν 

nv 

q，
白

、J3
 

F
A
 

J
1
 

A
す
』

J

( r) I ーσi(k〉

(8) 

LL [X (j， m，n，β， r ) 

- y (j，聞， n，s ， r ) 

(j，聞， n，r ，α〉

j ，m， n， r ，α〉

1 ~ n ・1
('E~' -'E0) 

( I ， n.聞， r ，α〉

( I ， n，圃， r ，α〉

( 1， n，岡 ，s.，r ) 

( I ， n.田，s， r ) 

p n(k)=~ 
A.αβ 

+ X 

• X 

• y 

一Y
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但し、

Pμv (k) =ぎ C.*ー (k)・、c?ー (k)
い々ν 必ι"
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ここで k (ま波数， μ は unit cel.l内の μ番目の軌道 n.(ま n番目のバンド， C' n v 

は n番目のバンドにおける μ 番目の軌道の 係数 E n， εmはそれぞれ非占有軌道，

占有軌道のエネルギー、 J n.， K n mはそれぞれクーロン積分， 交換積分を表して

いる。

3. 実政・測定結 果

POMには X線， 1 R等の研究から、 斜 方

品と三方晶の 2つの結晶系が存在することが

知られている。 これら、 結晶構造の違いやコ

ンホメーシヨンの違いを、 国体物質の構造に

対して多くのま目見を得ることのできる国体高

分解能 ¥3CNMRCP-MASを用いて解析し

た。

試料は以下の方法により調製した。 市販

の sートリオキサンを BF30Et2および水

を触媒として、 約 4 0 "cの air bath中で一昼

夜置き、 重合を行った。 これは、 X線回折に

よって、 三方晶と斜方晶の混合試料であるこ

とが確認された ¥3CCP-MASスベクトル

お よび 粉末 スベクトル測定は日本電子 G X -

270  NMR (67.8MHz) を 用 いて室

taで行った。 その結果、 ショルダーピークは

メインピークから 3.1 p p園高磁場にシフトし、

Table 1. Observed ¥3C.N門Rche闘ical

sfift (p問 fro掴 TMS)

tri. ort. amo. 

σi.。 88.2 86.0 90.2 

σ1¥ 108 109 101 

σ22 86 84 86 

σ33 71 65 84 

σ¥¥・σ33 37 44 17 

Table 2. Geometry data of PO門

a (入〉
b (，，) 

c (，，) 

tri. ort. 

4.47 4.77 

4.47 7.65 

17.40 3.56 

hel ix type 9/5 .2/1 

r(C・0)(入) 1..43 1.41 

r(C-H)(" ) 1.06 0.98 

~OCO(deg.) 109.9 112.8 

~COC( 11) 112.3 114.1 

~HCH( 11) 113.0 113.0 

二面角(11) 77.6 64.4 
このショルダーピークは斜方晶によるものと

思われる。 また、 メインピークの低磁場側にショルダ}ピークが認められるが、

これは Vee圃anらの研究¥) から非晶に対応するものと考えられる。 また、 化 学 シ フ

トテンソルについても粉末スベクトルに対 して、 コンビュータシュミレーション

を行うことによって deconvolutionし、 各成分に対する各主値を得た。 これ・らの結

果 を 表 1に示す.

5. 計算結果およ び考 察

理論的なアプロ}チとして、 高分 子 鎖を直接評価で Jきる TB近似を用いた M

O計算を行い、 遮蔽常数を評価した。 こ こで用いた幾何パラメータは X線 回 折 の

qo 
q
d
 

噌

E
4
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データ 2・3)は表 2 に示し、 全 ての 計算 結果を表 3 に示した。

Table 3・1.Calculated 13C.N州Rche醐icalshift Table 3・2.Calculated 13C.N門Rche闘icalshift and 
and total energy of trigonal POM(in p問 andeV) total energy of orthorho輔bicPO門(in pp輔 andeV) 

NUlber of chains 3 7 Nu圃berof chains 3 7 
a is。 -77.57 -61.23 -59.29 σiso -74.81 -66.44 画 52.39

σ11 -149.92 -131. 71 -124.65 σ11 -152.48 -142.84 -126.33 
σ22 -132.44 -116.47 -116.∞ σ22 -127 .27 -118.33 -l(潟.21
σ33 -117.76 -102.84 -104.98 σ33 -112.∞ -105.42 -92.04 

σ33_σ 11 32.16 28.87 19.67 σ33・σ11 40.48 37.42 34.12 
Energy -26.ωo -78.286 -182.629 Energy -26.∞4 -78.∞7 -182.070 

. 1本鎖モデルによる T B近似計算

この 1本鎖の計算は、 斜方品の三方晶 lこ対する等方平均化学シフトの高磁場

シフト， 化学シフト異方性の大きさ， そしてエネルギー安定性に閲しても実測を

定性的に再現している。 この結果から、 これらの起因は、 局所構造あるいはー本

鎖 においても考慮、される鎖内の長距離相互作用であると考えられるが、 斜 方 晶 と

三方晶という結晶 系 の 違 い に つ い て の 議 論である以上、 鎖 間 相 互 作 用 の 影 響 を 考

慮する必要警があると思われる. そ こ で 次 に 3本鎖による計算を行った。

ii . 3本鎖モデルによる T B計算

3本鎖の場合、 化学シフト異方性の大きさおよびエネルギー安定住に関して

は実測の傾向を再現しているが、 等方平均化学シフトは実測と逆の傾向である。

テンソルの各成分に関して、 三 方 晶 と 斜 方晶の差について見ると、 (J 2 2 ，σ3  3は実

測と ほぼ同様の挙動を示す. しかし、 σ11に関しては実測では 1pp聞斜方晶が低磁

場側にシフトしているだけであるが、 計算で は 11 p p冊以上低磁場シフトしている。

この σ11はほぼ(1，1， 0)の方向で、 これは、 鎖問相互作用が考慮されていない方向

であり、 このため、 σ11あるいは等方平均化学シフトが実測を再現し得なかった

ものと考えられる.

iii.7本鎖モデルによる TB計算

最も良く結晶状態を再現していると考 えられる 7本鎖による計算では、 等方

平 均化学シフトの 高 磁 場 シ フ ト ， 化学シフト異方性の大きさ， そしてエネルギー

安 定 住の 全て に関して実測を定性的に再現し て い る 。 斜方晶の高磁場シフトは

σ 3  3の寄与が大きいが、 T B計算では 7本鎖 モ デ ル に よ る 結 果 が 最 も こ の 傾 向 を

良く再現しており、 P O Mのような孤立電子 対 を も っ 異 方 性 の 大 き い 分 子 で は 、

化学シフトの挙動を説明するには分子鎖の相互作用が重要であることが明かとな

った.
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ポリカルボシランの不融化機構の国体・ ・ s 高分解能

N M Rによる解析

(徳島大工短大.東北大金研， )多木敏彦.岡村清人'

佐藤光彦 g

Analysis of Chemical Structure of Oxidation Cured Polycarbosilane Fibers 

by Solid-State "Si High-Resolution NMR 

Toshihiko Taki. Kiyohito Okamura'. and Mitsuhiko Sato' 

(Technical College. Tokushima University and 事 The Oarai Branch.The Insti-

tute for Materials Research.Tohoku University) 

The chemical str~cture of oxidation cured polycarbosilane fibers for pre-

cursor of SiC fiber has been studied. but their quantification is very dif-

ficul t. In thi s work. the molecular structure was examined by chemical anal・

ysis.IR spectroscopy and solid-state 2'Si and I'C NMR spectroscopy.The six 

structural elements (Si-C. Si-H. Si-Si. Si-O-Si. Si-O-C and Si-O-CH2) in oxida-

tion cured polycarbosilan巴 were determined quantitatively. The soild-state 

2'Si high-resolution NMR spectroscopy has proved to be a powerfultool for 

investigating the structure and curing mechanism of oxidation cured poly-

carbosilane fibers in contrast with IR and other measurements including 

I'C NMR spectroscopy. 

はじめに 炭化ケイ素は高温セラミック材料として注目されている。矢島らけは有

機ケイ素ポリマーであるポリカルボシラン(P C )を溶融紡糸して、不融化処理を

した後焼成して製造する方法を開発した。 この方法では、焼成の過程で繊維間

で融着することがないように、繊維を酸素気流中で加熱酸化するか、または放射線

を照射して不融化する工程が不可欠である。 このような不融不溶の物質の研究に

は固体高分解能 N M R法が非常に有効である。 P C の け C N M R は幅の広い吸

収線を与え、必要 な 情 報 を 与 え な い の で 、 29S 固体高分解能 N M R を用いて、不

融化及無機化と分子精進の関係を明らかにす る .

室皇 国体高 分解能 NM Rスペクトルは、 D0 t y S c e n t f i c 社の

スピニング・シ ス テ ム を 組 み 込 ん だ 自 作 のプロープと J E 0 L F X - 6 0 Q とを

組み合わせて室温で測定した. 共鳴周波数は 1• Cでは 1 5 ・o4 、 2.S では 1

1 ・9 、および H は 5 9 ・ 8 M H zである。 高 周波 磁場 の強 度は 5 1 k H z 

である。 スピニングの周波数は約 2 ・ok H zである。 化学シフトはテトラメ

チルシラン(T M S )を基準として測定された. 慣例に従って低磁場倶IJを正にと

った。 PCは矢島ら 1)の方法によって合成 されたものである. 用いたサンプルは

酸素気流中で 14 5 "cから 19 5 "c迄の温度で処理したものである。 酸素で処理

phυ qa 

唱

-
A



していないサンプルを P - 1 5 1 - F とし、酸素気流中で処理したものを処理温度

にしたがって、 P - 1 4 5、 P - 1 6 0 、 P - 1 7 5、 P-180. P-185‘ 

P - 1 9 0 、及 P - 195と呼ぶ乙とにする。

盆呈 1 . ft主 fHIT 化学分析の結果得られ た実 験式 を表 1に示す。 表 lと F

g .から分かるように酸素気流中での処理温度が t界するとともに酸素の含有

率は処理温度とと も に ほ ぼ 直 線 で 糟 加 す る 。

表 l 。 熱際 化 に よ り 不 融 化 さ れ た ポ リカルボシラン繊維の実験式。

試料 実験式

P - 1 5 1-F s C.・9..H4.8000.01

P - 1 4 5 s C.・..H..ssOo・.7 

P - 1 6 0  s C. ・ 8 o H.. 5 .0 0 .••

P - 1 7 5 s C.・7.H..5200・.4

P - 1 8 0 S C..8oH....O O • 5S 

P - 1 8 5 S C...8H..2‘o o. .5 

P - 1 9 0 S C....H..'200 ・82 

P - J 9 5 S C..7oH...sOo ・8• 

2 .3  C N M R P C分子中のポリシラ

ン、カルボシランやシロキサンの骨格の液体

状 態での "CNMRスペク卜ルが長谷川ら 2l 

によって得られている。液体状態での PCの

け C N M Rスペクト ル は 非 常 に 幅 が 広 く て 、

必要な情報が得られていない。 間体につい

ても、 F g. 2 に示すようにやはり単一の

n eで幅が広く重要な情報は得られな

い。

20 
{ 

~ 、

~ 
明

e . 
310 

g • cn 

"" 。>也

O 

処理温度

未処理

145  

6 0 

7 5 

180  

185  

J 9 0 

195  

。
/〆。

150 200 
Curing Temperoture (.Cl 

~と;

」 ン ~ こ

F i g 1 . P C繊維中の酸

素含有率と処理温度の関係。

c) ~P195 

」ー-'-ー占ー・4

+20 0 -10 ppm 
13C Chem1cal Shift 担 F g. 2. "c NMR スペクト}t，-o
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3に 2 • s 
3 aには未処理の P

N M Rスベクト lレは

N M 3 .包 's N ‘M !l F g. 

R のデータを 示 す 。 F g. 

C繊維のスペクトルを示す。

~止L
- 0 ・5 とー 1 7 ・5 p p mの 2本のシグナルで構

成され、これらの信号の assignmentをするために、

d p 0 1 a r - de p h a ~ n ~をもちいた。

その結果、- 1 7 ・5 p p m の信号は F i g 

に示すように殆ど消えてしまうために S - H によ

るものである。-0 ・ 5 p p m の信号は S - C に

よるもので ある。-3 8 ・ 5 p p mの信号は非常に

小さくて、 S -s に よ も の で あ る 。 F g. 

3 b. c と d には酸素中で 160， 175と 195

℃で処理した p C繊維のスペクトルを示す。

L メピニ
~心主ー 4 a 

fゾ¥_ P195 

dリ/¥--一-

~3~. __ O_:4~~.~~m 
Si Chemical Shift 

3. P C 繊 維 のF 

スベク卜

g. 3 aで示す信号のほかに+9 ・ 5 と-5 3 

p p m とに新たに信号が表われる。また、 F g. 

4 b と C に示すように dipo1ar-dephasing によってもー 1 7 ・5 p p m には信号が

こ の原因は S -Q-CH2' 】による信号が重なっているためと考えら

- 5 3 p p mの 信 号 は 処 理 温 度が 1 7 5 "c迄は非常に小さく、

F 

N M R 

E 

のこる

れる川。

2 9 S 

jレ。

1 7 5 "c 

I.U 
h
-
一的
C
由
F
C
一〕
σ
c
m一
ω
一の
m
N
@
〉一一ロポ
w
広

0.5 

a) ，¥ P151"-F 

一一ー由-'^~ー申ー-一一

b) 

JN詩人
+50 0 -50 ppm 

29Si Chemical Shift 

0.0 200 
Temperofure (・C)

F g. 5. 処理温度と

29Si NMR信号強度の関係。

Curing 
150 

P C繊維の4 F 

a r - d e -

g 

d p 0 1 

スペク卜ル。

から大きくなってく る 。 こ の 信 号 は S ー O ー C 3)結合によるものと推定さ hる。

ここで*で示す信号は国体の 2次基準と し て 用 い ら れ た PD M Sからのものであ

n g p h a s 

酸素原

また、+9 ・ 5 p p m の信号ーは処理温度が t界 す る と と も に 増 加 す る 。 そ の 結

と の 信 号 は S - Q - S 結合によるも の で あ る 。 P C繊維の考えうる 6つ

の結合と酸素処 理温度の関係を F g. 5 に示す。これからわかるように、

々
tqa 

唱

E
A

る。

果



子は先ず s ー H総合を切り、 S -0 -S 結合を形成するようになる f次に、

処理温度が 1 7 5 'cになるとこの結合に加えて S - 0 ー C H .及 S - 0 - cと

を形成するようになる.

4 . 1.ζ主宜主 岡村達.) の こ れ ま で の 研究から p c繊維の分子構造は単に鎖状ま

た は環 状で はない ζ とがわかっている。鎖状と環状の組み合わさったものであると

いわれている。酸素で架橋した p c総維の基本的な給合は S -C.S  -H. 

S -S  .S -O-S  . S -O-C. 及 S -O-CH. の 6 つで表わ

されることが、 本実験と既に報告したこと川からわかる.

盆盆 上の結果よりつぎのような分子構 造が考えられる。 PC骨格は tで述べた

ように S -C.S  -H.S  -S.S  -O-S.S-Oー C と S 

-O-CH. の 6 つの結合よりなっていると結論できる.このように不融不溶の P

C繊維の分子構造の決定には国体 29S 高 分 解 能 NMRが他の分光手段 (1 Hや国

体 "C高分解能 N M R )よりも非常に有効な手段であるといえる。 主な結合変化

は、 F g. 6 に示すようになっている.

CH~~ /CH.¥ 

"/CHSlh//UCH/JCHJ?lMeJ  

¥S14づ CH¥SIMVク -A ¥S1MVor¥sんプ CH.H 

hS14プc ~l bC H人 間ケ円¥マク』円車¥
山slMe 山 O2 有iMIJIー 』ー → o， 0 
I;l + 旬| 『 |

ゥ抗iミミ;りi;leXc;diG:ケ ¥C!1341ミ;!56JJSEc;!夕、

F g. 6 酸素で架備した P C繊維の主たる化学構造の変化。
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35 

1 1 1 -V族化合物半導体の NMR-InX (X=Sb. As， P) 

を中心として一

(キャノン中研、 日本プルカー¥北海道工大工・・〉

O櫛引信男、 恵良国知樹・、相馬純吉・・

The N円R on the 1 I1・V group compound semiconductor. -LnX(X=5b，As.P)-

~ 0 b u.o K IJ S h i主ill，To聞oki Erata' and Junkichi 50hma" 

(Central research Lab. Canon Co. Ltd.， 'Bruker Japan Co. Ltd. and 

-'Faculty of Engineer~ng ， Hokkaido Institute of.Technology) 

T he N門Rspectra of 1151n nuclei in the 111・Vgroup co聞pound se嗣iconductor

InX(X=5b.As，P) are recorded. The che四lical shifts of 1151n are various on 

the X-elements and this fact shows that the effective ionic charge， which 

closely relates the optical properties of these se聞 iconductors，is varing 

in each co冊pounds. However， the origin of remarkable change of the 

resonance linewidth on each compound is still not clear. For clarifying 

this proble開， we are making the measure聞ents of the spin-Iattice 

relaxation time on each co聞pounds.

1 .序

2つ以上の元素の組合せでつくられる化合物半導体は半導体特有の物性をもって

おり、 主に周期律表の 111 b ， V b 族からなる 11 1 • V 族、 1 1 b， V 1 b 族からなる 11 • V 1 族

化合物半導体がある. これらの化合物半導体は組あわせる元棄により結晶構造、

特 に格子定数等が広い範囲にわたり変化し、 結合も共有結合とイオン結合の中間的

結合を示す。 これらの事柄は化合物半導体における電子の挙動に大きく関与する

ため色々な性質を持った半導体ができる可能性 が あ り 注 目 を あ び て い る 。 現在の

ところ半導体の主涜は 5i系であるが、 5i 結 晶における 295i核 の NMRはその極度に

長い T 1のため事実上不可能といってもよいが、 化合物半導体系ではその構成元素

被の多くが感度〈天然存在比を考慮しでも) が 良 好 で あ り T 1も短く測定が容易で

ある。 そこで本研究では、 11卜 V 族 化 合物半導体の中でも特に電子移動度の大き

い 1 n X 系 ( X=p， Sn， Sb) を中心に 1 1 5 1 n核の NMR測定を行い、 そ

れ らがら得られる情報が、 どの程度化合物半導体の物性を示し得るか考察を行った。

侵 III-V核化合物学場悼の基窓軸性ft

iI; 置砧飴 Al 絡子瓦It
脇陣古島轟肢 ~~喝事 比~ 岨11. IW. [正 匝 -4応H ，n 

化合同
(R'Cm勺 結晶IItJ •• (A) c. ( 10.'/ K) ¥¥¥'/t"OI f(l (，..1ft( K ) tT℃m 》

剖 Tm
(~tm) (Kcal I mol~ ) 

1，，1" 4 7~7 
仁也

S刷協 0.7 s認 1.070 25 21.2 ZB ‘s 

1r1l" s師7 CH 
60岨 S 19 。16 S67 嗣3 0.3 .. Z6 

InSh !.I175 CB 。J' ピ 10・B 7.3 6<7首 s刷 5.1167 日SZR 
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なお表ー 1にこ の 実 験 に 用 い ら れ た 1n X系半導体の、物性を簡単にしめず・ また

図ー 1に周期律表の一喜容を、 図ー 2にこれらの化合物半導体の結晶構造である

Zinc-Blend型の原 子配 置を しめ ず.

D b Ib 主主 ヱ1 主主

国 -1 回ーユ

2. 実験

1 5 [ n核 NMR実験は B R U K E R M S L3  0 0型分光器を用いた。 ま

た試料は住友電工 社 製 InP. InAs. InP ならびに InP+dopant S. Zn. Snのウエハー

で Hell(111)、 繰り返し時間 2秒、 シングルパルスにより数 10回積算された。

な お化学シフトの基準は In(N03)3水溶液中の n3 +を用いた.

3。 結果と考察

図 -3に InP，InAs. InSbの 1 1 5 I nNMRスベクトル表-2に得られた化学シ

フトと共鳴線幅を記す。

囚-3

~ 
1500 

』ー~
1000 

』ー-L.品ー.... 
500 

PPM 
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化 学シフトは x= S bで ほ ぼ O、 x = A s 、 P の l順に大きくなり共鳴線幅は逆に x

= S bでいちばん広く A s， Pは狭くなっている. 図 -3に InP+dopant S(VI)， 

Zn(II)，Sn(IV)の 11 5 1 n N M R スベ ク ト ル を し め ず 〈 比 較 の た め pure-lnPのス

ベクトルも婦人). Z nをドープした InPでは、 p 型 半 導 体 と な り 高 磁 場 シ フ ト を し

めし S. S nの場合は N型半導体となり低磁場ヘシフトしている。

与/て「l

y 可
ーて w 

日守
ト-1
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円
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r

一
S
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eお i 
~OO 

i 
200 

一般に化学シフトは核の位置における有効電荷密度をあらわす量であるため以上の

結 果は InX系におけるイオン結合性をしめす指標として用いることが可能とおもわれ

る. また同様に InP+dopant系においてしめす化学シフトの dopant依存性はこれら

のごく小量の dopantがミクロ的な影響のみを 主 物 質 に あ た え て い る の で は な く 結 晶

全体の性質を支配していることがしめしている。

し かし なが ら図ー 1にしめされるような InX系における線帽の大きな変化は現在の

ところその原因がつかめていない。 現在、 スピンー絡子緩和時間の測定を実行中

であり講演ではその結果と化学シフトの定量的な解析とあわせて報告する予定であ

る。
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無機ガラスの 19F MAS NMR 

(化技研・イリノイ大学・・トロント大学・・) 0林 繁信-

R.J.Ki rkpatrick' • D.B.Dingwell・・ . E.Oldfield' 

19fMAS Nt依 ofInorganic Glass 

Shigenobu Hayashi. R. J. Kirkpatrick.キ D.B. Dingwell.** and E. Oldfield* 

(National Ch冊 ical Laboratory for Industry. *University of Illinois.胡 d料 Universityof 

Toronto) 

The structural environment of F in F-containing Na2U-A1ぬ -Si02glass has been studied by 

high-resolution solid-state NMR s開 ctraof 19f as well出向la.27Al.叩 d均 inuclei. using 

magic-angle samplespinning. In the sample with equal' molar amounts of Na and Al. F 

subslitutes for 0 in AI04 and Si04 tetrahedra withoul lhe formation of NaF or cryolile-like 

environments. In the peraluminous s訓 pleAlOa-xFx octahedra may also be present. in addition 

lo the above environments. T~e peralkaline sample is phase-separaled and contains叩

amorphous NaF environmenl. in addilion to AI-F and Si-F linkages. The presence of a 

cryolite-like environmenl in lhis sample cannot be ruled oul. 

F は地 球内 部のマグマの性質を決める重要な元素であるばかりでなく、最近の新

素材のニューガラスにおいても重要な元素である。 Fの添加により、無機ガラスの

相平衡は変化し、高温での粘度が著しく低下す る . ま た 、 光 フ ァ イ バ ー に F を添加

して屈折率を制御することはよく知られている。これらの性質の変化は Fの 結 合 状

態及 び Fの添加に伴う他の原子の結合状態の変 化に よる もの と考 えら れ 9.しかし、

無銭ガラス中で Fがどのような状態で存在しているのかはよくわかっていない.

一方、国体高分解能 NMRは結晶性のシリケートやアルミノシリケートの局所構

造について有益な情報を与えてくれる。また、ガラス状態においても他の方法では

得ることのできな い 情 報 を 与 え て く れ る 。

19 Fは IHと同 様 、 天 然 存 在 比 が 100%でしかも核磁気回転比が大きい.このため

フッ化物では 19F同士聞の双極子-双極子相互作用が大きく、マジック角回転〈門AS)

法で高分解能スベクトルを得ることは困難である。しかし、回転速度を上げること

により高分解能スベクトルを得ることは原理的には可能である.

本研究では、 Fを含む Na-AI-Si-O系ガラスの 19F 門AS

N門Rスベクトルを測定することにより、 Fの結合状態を明

らかにした。同時に、 23Na、 27AI、 29Si核の州AS N門Rスベ

クトルも測定し、 19F 

の結果と対応する結果 表 1. ガ ラ ス の組成(at%) 

を得た。 Sample Na Al Si 。 F 

ABF 7.36 6.91 22.87 56.64 6.22 

JDF 9.86 9.59 19.30 54.53 6.73 
〈 実験〉 測定 に周

NEF 14.24 13.35 14.16 52.65 5.61 

いた 試料は oi ng ¥oe I I ALF 5.43 8.18 22.84 57.77 5.77 

ら 1)が粘度測定 Lこ用い AKF 9.56 4.06 24‘51 57.94 3.93 

一143-
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図 1.ガラスの組成



たものと同じであ り 、 表 1に元素組成

を 示した.図 1に Na、 A1、 Siの組成比

を示した。 ABF'、 JDF'、 NEF'は Na/AI=1で

Sill度が異なっており、 AKF'、 ABF'、

ALF' は Si 濃度がほぼ同じで Na/AI比が異

なっている.ガラスの他にモデル化合

物についても測定 を 行 っ た 。

NMR測定 は自作の装置を用いて行

った.測定周波数は 19Fが 47.3及び

470.3 門Hz、 23Naが 132.2 門Hz、27A 1 :が

130.2 門Hz、 29S i :が 71.5門Hzであ る.

門AS回転数は通常 4.0-5.5 kHzであるが、

モデ ル化 合物 では 8....， 9 kHzを 用 い た .

ケミカルシフト の 基 準 は 19Fがヘキサ

フルオロベンゼン、 23Naが 1M NaC 1水

溶液、 27AIが 1門 A1 C 1 3水溶液、 29Siが

T門Sである。

く結果及び考察>. 19F  NMR  

図 2に 47.3門Hzで測定した 19F 門AS

N門Rスベクトルを 示 し 、 表 2にケミカルシフトをま

とめた。 3穫績のピークが観測された.ピーク Iは

・6.....・20 pp聞に現れ、全試料において見られた。ピ

ーク 11は 25.....22 pp聞の範囲に現れ、 Si濃度の低い試

料 NEF'では観測されず、しかもサイドバンドの強度

が弱い.ピーク 111はアルカリ濃度の高い AKF'のみに

観測され、シフ ト値は・65 pp闘である.

同じ測定を 470;3 門Hiで行ったところ、サイドバ

ンドを伴わない線幅の広いピークが一本だ け観測さ

れた.センタ}ピークの線幅が磁場に比例 している

ことから線幅の原因はケミカルシフトの分散である

と考えられる。I!Pち、ガラス状態の構造の 不 規 則 性

のためにケミカルシフトが 20.....35 pp聞にわ たって

分散している。このような物質では低磁場における

測定の方が有効のようである。

ppπ1 

図 2. 19 F'阿AS NMR 

スベクトル

(47.3 MHz). 

V はセンター

ピークを示す。

表 2. ケミカルシフト(p p闘〉

Sample 191' 23Na 27Al 29Si 

ABF 23:2 ー18.3 52.5 ー102.5
ー16.0

よJDF 22.0 -16.9 54.6 -96.4 
ー12.5

NEF -6.0 ー13.0 57.5 -86.4 

ALF 25.2 ー19.5 51.4 ー103.2
ー12.3 12 

AKF 23.4 ー13.1 55.2 -103.3 
-20 6.0 
-65 

NaF -58 9 

A1F3 日 -15 

Na3A1F6 国自 ー10

F-silica 19 -113 
gel 

各ピ}クの帰属はモデル化合物のケミカルシフトと比較して行った。ピーク 111は

NaF' (-58 pp圃〉との比較から、F'-Naと 帰 属される。 NaF'とシフト値がほとんど同じで

あることから、試料 AKFでは非晶質の NaF'相が相分書置して生成していると考えられる。

ピ}ク 11は、 HF'処理したシリカゲル (19 ppm) と同じようなシフト値を示すことか
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らト Siに帰属される。 Si濃度が低くなるにつれこのとークの i強度が減少することは

この帰 属を 支持 している。よって、ピーク Iは F-AIに帰属(される o AIF3 (8 pp醐)<や

NasAIFs (・ 9 pp圃 〉との比較から、この帰属は妥当と考えられる.

AKF'のスベクトルだけが他に比べて分解絡が悪くなってい否。 3種類のピークとそ

のサイドバンドが重なっているためとも考えら れ Jるが、線、幅の広い成分が重なって

いるとも考えられる。 AIFs3-のように t9 F向

土問の双極子-双極子相互作用の強い構造をと

っているのかもしれない。

2 23 N a. NM R  図 3 に 23Na 門AS N門Rス

ベクトルを示した。全試料が・ 13--20 ppmに

ピークを示した〈ピーク 1) 0 AKFではさらに

6 pp圃に小さなピ ー ク を 示 し た 〈 ピ ー ク I1) 。

ピーク Iは Si -A I・0骨格の O原子に固まれた

Na+イオンに帰属される。ピーク 11は Na F (9 

pp圃〉との比較から F に 配位した Na+イオンに

帰属 される。この結果は t9 Fの結果と対応し

ており、 AKF では NaF相が析出してい~ことを

示している。

3 27 A 1 N JvI R 図 4に 27AI 門AS NMRス

ベクトルを示した。 いずれのスベクトルも 51

- 58 pp圃lこピ ークを示す(ピーク 1) この

ピークは 4配 位 の AI (AIO.) に帰属される。

19 Fの結果から F-AI結合 の存 在が 示さ れた が、

AI のスベクトルにおいて AIOト x F' x(x~l) は

A 104のピークに重なっていると考えられる.

ALFでは 12 pp圏、 AKF'では・ 1pp聞に小さいピ

ークが見られる〈 ピ ー ク I1) 。これは 6配位

の AI (AIOs-xrx)に帰属される。

4 ， 29 S NM R  図 5に 29S i 内AS N門Rス

ベクトルを示した。 15 ppm程の広い線幅凄持

つ 1つのピークしか観測されなかった。 しか

し 、ケミカルシフト値は-86-・103 pp園の範囲

内で組成により大きく変化した。このピーク

は Si'(OAI)4-X(OSiL (x=O-4)の局所構造に

帰属される。結晶性のアルミノシリケートで

は xの異なる Si .が分越したピークとして観測

-145 -

ABF 

JDF 

NEF 

γー一一寸ー一~

100 

ABF 

I 
O 
~ー「一寸

-100 -200 
伸 m

[ 

-100 
ppm 

AKF 

~~事

旬。 O 
戸一~

-100 ・2αコ
開 m

図 3， 23Na 門AS

N門Rスベクトル

( 132 .2門Hz) ， 

竺J¥-

ui 
図 4 ， 27 A I 阿AS

N問Rスベクトル

(130.3 MHz)， 

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆



さ れ るが 、ガ ラスでは機造が不規則なためピ

ークが広がってし ま い 分 緩 さ れ な い . ピ ー ク

のシフト値は xの平均値を反映しており、ガラ

スの元素組成により変化する Fと結 合し た

S iも別のピークと し て は 観 測 さ れ な い 。

5. F含有ガラスの構造 F を 含まない Na

-Aト Si -0系ガラスでは AIO.と SiO.四面体 iJl0 

原子のところで結合し、 3次元的な網目構造

をとっている。

Fを含み Na/AI比が 1である試料 ABf'、 JDf'、

NEFでは、 AI O.及び Si O.四面体の O原 子 が Fに

よって 置換 され る。即ち、 Fを添加すること

により、 Si(AI)-O・Si(AI)結合了が切れて Si -f'や

A I・F結合が生成する。 Si濃度が減少すると、

Fは AI1京子に選択的に結合ずるようになる。

一方、 Naf'、 AIf's3ーといった局所構造や非架 橋

どJl
ppm 

図 5 • 29 S i門AS

NMRスベクトル

.(71.5門Hz).

酸素は生成しない。このことから、 F含有による粘度の著しい低下はアルミノシリ

ケートの網目構造が Fで 分 断 さ れ る た め と 考えられる。

Na/AI<1の 試料 ALf'では、前述の結合の他に 6配位の AIも存在している。 Fを含

まないガラスのデー タ が な い の で 、 6配位の AIが Fの添加によるものなのか、 Na/A

1く 1のためなの か 現 段 階 で は わ か ら な い 。

Na/AI> 1の試 料 AKFでは、さらに Naf'相の析出が見られた。 6配位の AIも観測され、

AIFs3-徳造の存在も否定できない。

1) D.B.Dingwell， C.門.Scarfe，and D.J.Cronin， Am. 門ineral.，70， 80 (1985). 
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37 

粉末試料における双極子相互作用調u定のための

2次元及び 3次元 N M R

(京大理 o中弁利仁、 寺尾武彦、 雑賀亙幌

Two- and three- dimensional NKR for 皿easurements of the diopolar inter 

actions in powdered samples. 1 oshihito Naka !. Takehiko Terao. Apollo Saika 

(Faculty of Science. Kyoto University) 

Oipolar - chemical shift two-dimensional (20) powder patterns in rotating 

solids are reported for polyethylene and calcium formate. The individual 

20 powder patterns for 皿agnetically inequivalent 13C nuclei in calcium 

for.ate were separately obtained by means of the 3D SASS NKR method. IH 

broad line NKR spectra are also separated. correlated to the inequivalent 

13C nuclei in polypropylene by 20 KAS NKR method. and each second 圃oment

is obtained. This method is useful for signal assignments in CPKAS spectra 

<序論>

固体試料において 13C化学シフト相互作用、 13 C ー IH双極子相互作用は、 異方

性 をもっテンソル量であり、 その主値および主軸方向は分子構造、 分子運動、 電子

状態、 結晶系における局所的な対称性など重要な知見を与える。 しかし、 適当 な 単

結 晶を作成するこ とが困難である場合などでは 、 粉末試料を用いることで得られる

情報はテンソルの主値のみに制限される。 そこで我々は、 高速回転させた粉末試料

に対して、 両相互 作 用 の 主 軸 の 相 対 的 な 方 向を決定する 2次元 NMR法を開発し、

予 備的な実験を行った結果について昨年の NM R討論会で報告した。 悶方法は叫 1

軸方向に 13C - 1 H双極子相互作用、 凶 2軸方向に 13C異 方 的 化 学 シ フ ト 相 互 作 用 が

反映された 2次元 powder pattern を与えるものである。 今回、 低分子ポリエチレ

ンに対する改善された結果とともに、 化学的に非等価な 13C核に対して 2次元

powder patternを分離測定する 3次元 N MR法を開発し、 ギ殴カルシウムに適用し

た結果について報告する。

一方、 I H -I H双 極 子 相 互 作 用 は 、 広編ス ベ ク ト ル を 与 え 、 能率計算から分子構

造 や分子運動に関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。 我々は、 IH聞の双極子相互作用の情報を

直接 結 合 し て い るけ C被に移行させて 13C核共鳴信号を観測し、 間接的に広幅スベ

クトルを測定する 2次元 N M R法を開発 Lた。 この方法は非等価な 13C核を通じて

広幅スベクトノレを各 IH毎に分離測定することを可能にし、 C P M A S スベクトル

における CH、 C Hし CH 3基の吸収線の assignment にも有効である。 ポリプロ

ピレンに対しで行った実験結果を報告する。

<方法>

13 C - I H双縫子相互作用ー 13 C異方性化学シフト相互作用 2次元 powder 

pattern を測定するためのパルス系列を図 1に掲げる。 試料は高速回転させ、 2つ

の時間領域 t1. t 2 の間で、 回 転軸 が鯵 磁場となす角を 6 of f I から 6 of f2へと

s曹 itch させる。 時間領域 t Iの 長 さ を 試 料の回転周期の整数倍とした場合、 系は

Hamiltonian 
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X723帖 S.tJttHlQI，Q) ~ ~~t品、( 1 ) 

で時間発展する。 こ こ で 、 災 品 、 民 ふ は

それ ぞ れ 13C - 1 H 間の双極子相互作用お

よび間接スピンスピン結合であ、る。 一方、

時間領域れではん系は， Ha.i1tø~ian e・H2.*-

メ幻:= 記: + S 
¥ で持間発展する。誕3 、 h沃(~γr は化学シフトの等方成分と異方成分である。( 1 )、

( 2 )における引数 Q ，、しはそれぞれ崎、昨テンソルをその主軸系から

結晶系へ変換する Eu1er 角、 Q(ま結晶系から実験室系へ変換する Eu1er 角である。

また S& Offl、 S& Off2(主、 s e offf ~f3èos2 0 off; -1) で表される試料回転

による sca1ing factor、 Sr flまhomonuc1ear decoup1ing による sca1iJig factor 

である。 観測される F 1 D s (t，・ t2 )を 2次元 Fourier 変換することにより、 2 

次元 powder'p'a'ttern 、 ー

S (凶 1、叫z) ~ IdQ nω，-ωt(QI，Q)) ~(φ1-ωf(.Q2 ，Q)) 
が得られる。 Q ，、 (l2 が Q を介することで関係づけられ、 S (叫 1、 ω2)は日正相

互作用テンソルの相対的な方向を反映する。

さらに、 試料中に非等価な '3C核が複数存在する場合は、 それぞれの '3C核に対

する 2次元 powder pattern を 分 離 測 定 す るためにパルス系列を図 2のように拡張

する。 郎ち、 試料回転軸を再び switchL、 新しく導入した時間領域 t3において、

.agic ang1e spinningのもとで F 1 D を観測する。 t3に関する Fourier変換は等方シ

フトスベクトルを与え、 分離された非等価な核 '3C 1、 '3C 2、 、1.3C に対する各

吸収線 がそ れぞ れ t，. t 2の 関 数

として 2次元 F 1 Ds!Ct，.t2). 

S2(t，.t2). "， .S;( t，.t2)，' 

を構成宇る。 それぞれの， 3C核

に対する 2次元 F 1 D s ;(t，.t2) 8"， 

から 2次元 powderpattern

S (ω 1. ω2  )が得られる。

80H2 -・・ー・ー
図~ SPINNING ANGLE 

-・・・・ーーー-80ff市

次に、 1 H -， H相互作用を、 '3 C核 を 通 じて間接的に測定する方法を示す。 図 3

に掲げたパルス系列において、 'H -， H双 極子相互作用 Hami 1tonian のもとで t，

の問、 時間推進 L た 'H横磁化は Hartmann - Hahn 条件を満たす 'H、 '3 C 同時

・u1tip1e pu1se (KP)によっては C 核に移行する。 'Hに対する KP は、 この時間領

域における 'H spin diffusion をおさえ、 '3， Cへ隣接.， H"tJ、らのみ磁化を選択的 lこ

移行させる働きをする。 同時 KP の代わりに 30 jl s 程度の通常の cr 0 S s p 0 la r i 

-zation (CP) を用いることもできる。 測定を magic ang1e spinning のもとで行う

ことにより、 時間領域 t2で観測される F'I Dから、 隣接 'Hの情報をもった， 3 C等

方シ 7 トスベヂトルが得られる。 非 等価 な被 13C ，、 13C 2， .・¥ 13 C ; ，・・に対する

吸収線 i主、 t 1の関数として F I D S ，(t，)， Sz(!，).・・ー.s; ( t， ).・・・を与え、 ニ

れを t1に関 L て Fouriet 変 換 す る こ と に よ って、 各 13C核に c0 r r'e 1 a t e した 'H-

'H双極 子ス ベクトル(広幅スベクトル)が分離して得られる。 数 kHz程度の試料回
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転は、，t1時間領域 にお ける IH双極子相互作用に影響を与えないと考えられる。

< 実験>

測定は自作の 装置を用いて常温で行な

った。 共鳴周波数は 13Cに対して 22.6 11Hz 

である。 試 料回転周波数は 13C - 1 H 双極

子スベクトルを測定する際 3226 Hz 、そ

の他の場合、 3 - 4 kHz である。 用 い た

11 P 1主 IIREV -8 ( τ 3 .  2μs )である。

ギ酸カルシウムに対して {I 0 f f 1、 {I 0 f f2は共に 8皿 t 4¥ 低分子量ポリエチレン

(IIv 2000)に対しては {I offl = {I 田 t 4 .、 (J 0 f f2 (I 皿 t 1 4 .である。 ギ

酸カルシウムは、 TIを短〈するために常磁性イオンを若干 rープし、 13 C は 20 % 

エンリッチした。

く 結果>

図 4 はポリエチレンに対する 13C - 1 H双 極 子 ー 13C 異方的化学シフト 2次 元

p01l'der pattern の 実 験 (a)および計算(b )スベクトルである。 図 5はギ酸カルシウム

において非等価な 2種の 13C核 に よ る 各 pattern を、 3次元 NM R法 を 用 い て 分 離

測 定した結果であり、 表 21ニ計算スベクトルとの比較により各々の C - H結合距離、

化学シフトテンソルの主一軸系における C-H結合方向。、 ゆ および化学 eシ 7 トテ

ンソルの主値を求めた結果を示す。 ポリエチレンの双極子 projection は構造に乏

しいが、 2次元に展開することで同様に各 para皿eterを求めることができた(表 I) 
また、 遠隔 lHとの双極子相互作用を考慮することで実験スベクトルをよりよく再現

できた。

図 6はポ 1) プロピレンに対し、 広 幅 ス ベ クトルを C H (a)、 C H db)、 CH3(C)に

関して分離測定した結果である。 2次能率はそれぞれ、 2 1、 3 2、 2 7 (Gauss2) 

であり、 計 算結果と併せて報告する。 また、 t 1次元における F 1 Dの挙動 lニ注目

して、 C P M A S スベクトルから C H 2、 C H の吸収線を除去できることを示したの

が図 7 である。 (a).(b)， (C)は図 3の パ ル ス系列において、 それぞれれを 0， 12， 

1 5μs に固定 Lて観測した F 1 Dの Fourier 変換である。 I 多 〈 の 場 合 よ り 短 い t1 

値で C H 2の吸収線が除去され、 また C H 3吸 収 線 は 反 転 す る こ と が な い の で C H、

C H 2、 CH の assign皿ent に 利 用 で き る と思われる。

<結論>

回転させた粉末試料を用いたは C - 1 H 双極子-13 C異 方 的 化 学 シ フ ト 2次元

powder pattern は、 通常粉末試料では得られない相互作用テンソルの主軸方向に関

する情報を与える。 また、 l次元 N M Rでは構造に乏しいスベクトルを 2次元的に

展 開することで、 結合距離、 結合角などに関してもより正確な情報を与える。 試料

回転の効果は CP 効率の異方性による powder puttrern の歪みを防ぎ、 また SN を

向上させ、 pattern の重なり部分の減少さらに 3次元 NM R法へ拡張することによ

る 2次元 powder pattern の 分 離 を 可 能 に する。

lH広幅スベクトノレの間接測定は、 分子構造のより詳細な情報を与えるとともに、

C P M A S スベ クトルの assignment の一手 段を与える。

-149ー



kHz 
1.0 

平副l

-1. 0 

み.:.-.J.ωザ

40 35 30 ppm 40 35 

r CH 8 

本索 1;12 90・
水禁2 1. 12A  90 

30 p p回 fro阻 TMS

¢ 
36. 5・
143. 5・ぷHCH 107 

*， 1 ω2 

同1.0 

ギE主力Jレシウム

σ11 

51 

σ22σ33 

37 13 ppm 

1.0 

副 1

。

ヨ~2
180 170 

ppm 
σ22 
181 
184 

175 
ω2 

炭素1
炭~2

σII 
239 
232 

(C) 

;美幸乙

m
 

p
 

p
 

m
5
6
 

σ
0
0
 

唱
目
&
句
ム

180 175 

r CH 
1. 126 
1. 130 A 

TM5 
170 

ppm fro回

8φ  
88・ -12・
88・ -5

(!> ) 

(t) 

-150-



38 
，、、

加一ゴ ~"~~， '1 

α-0 -グルコースー 1・ I}ン酸ニカリウムニ水塩単結晶の 13C及

び 3I P化 学 シ フ ト テ ンソル .13C- {IH，31P} 三重共鳴の応用

(ブリティシュコロンビア大 ・京大理*) C. A. 門cOowe11 

O 内藤 晶* O.L. Sastry 竹 腰 i青乃理

13C and 31p Chemical Shielding Tensors of Oipotassiumα-O-Glucose-j・Phos・

hate Oihydrate; An Application of a 13C-{IH，31P}Triple Resonance Technique 

C. A. 内cDowell，A. Naito本， O.L. Sast ry and K. Takegoshi 

(Oepart聞ent of Chemistry， University of British Columbia and 本Facu1 ty of 

Science 、Kyoto University) 

The 13C NMR spectra of a single crystal of dipotassiu聞 α-O-g 1 ucose-j-

phosphate dihydrate were recorded by using I"H and 31 P double nuclear de-

coupling， since the lH・31C dipolar interaction， and also 31P_13C dipolar 

interaction， both caused marked line broadening and/or line splitting of 

the 13C N門R lines. The directions of the most shielded principal value of 

the 13C chemical shielding tensors for the C2-C6 carbon nuclei in the 

glucose group were directed along the C-O bond. The 31p chemical shielding 

tensor was found to be ax i a 11 y symmetr i c and the d i rect i on of the 1 east 

shielded principal value was almost parallel to the P・01(R) bond. 

〈序〉

固体高分解能 NMRの発展により、化学的、生化学的に重要な分子の 13CNMR 

が固 体 状 態 で 観 測されるようになり、分子の構造や局所運動に関して多くの情報が

得られ るよ うに なった。国体生体調達分子は 13C や 'H核以外に 31Pや 14N核を含ん

でいることが多い。 この場合、 'Hデカップリングを適用しただけでは 31Pや 14N と

13 C との双極子相互作用のために線幅が広が っ た り 、 余 分 の 分 裂 が 現 れ る 乙の

付加的な綴幅増大は分子構造に関する興味深い情報を提供することもあるが、多く

の場合スベクトルの解析を複雑なものにする。本研究では 'Hと31P核を同時にデカ

ッ プルしては C核を観測する三重共鳴システムを制作し、 α-0 -グルコース-1・ IJ

ン酸 二カリウム二水塩の単結晶に応用し 13C化学シフトテンソル，を決定することが

できたので報告する。

〈実験〉

α-0 -グルコースー 1- リン 酸二 カリ ウム二水塩の単結品は 25
0

C-20  ・ C 範

囲で 徐々に冷却することによって成長させた。 こ の 結 晶 は 単 斜 晶 系 で 空 間 群 は P 2 

ぃ格子定数は a 1 O. 44， b = 9. 025， c = 7. 5 1 8 A， β110  。

24-である。結晶の a. b輸と c - (c- axb) 輸を実殺座標系に選ぴ測定

を行った。図 1a. bに三重共鳴 NMRシステムのプロック図を示す.ブルーカー

c X P 200の 13C. 1 H二重共鳴装置を基本とし、これに 31Pデカップリングの回

路を付け加えた。 IH. 13 C二重共鳴用のプロープのコイルに直角にサトル型コイル

をまき 3I Pデカップリングパルスを供給した。 交 差 分 極 パ ル ス 系 列 に は 竹 腰 等 に よ

って開発された時 間平均才差周波数法 ( CP-TAPF)2を用いた。 このパルス系
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(0.) 31p(80 MHz) (・

lH(200MHz) (・

(b) c x p 

lH (Trons.) 

13C (Trons.) 

日 C(Rec・h・r)

図(a )三 重 共 鳴 プ ロ ー プ の 回 路 図(b )三重共鳴 NMR装置のプロック図。

列を使うことにより、 13 Cチャネルのパワ ーを通常の 4 0 %に落とすことができ、

アー キ ン グ を 防止することができた。

(結果と考察〉

a ) 三重 共鳴 の実験

図 2に αー D ーグルコースー 1ー リン酸二カリウム二水温単結局の 13CNMRス

ベクトルを示す。 a)は lHデカップリングのみで iltl定したスベクトルで、 b )のス

ベクトルは 1H， 31 P二重デカップリングにより測定された。図で明らかなように二

重デカップリングは線『憾の減少に有効である。特に C 1炭素では 31p_13C双極子

相互作用による 分裂 が完 全に 平均 化さ れて いるのが認められる。

b ) 13 C 化学シ フ ト テ ン ソ ル

a b， b c c a商内で磁場を回転させた場合の 13CNMR線 の 角 度 変 化 を

図 3(こ示す。 lHデカップリングのみでは、特に、 a b面で角度依存を追跡するのは

不可能であった。結晶の空間群 P 2 1を反映して、 a b及 び b c 商内で磁場を回転

させたときには 2サイトの NMR線が観測されたが、 c a函内で回転させた時に

は 1サ イ ト の 13C N M R線が観測された。角度回転の実験から、 それぞれのは C核

について 4個の化学シフトテンソルが決定されるが、 このうち 2個が正しいテンソ

ルである。 この正しいテンソルを決定し、 それぞれを 6個のけ C 核に帰属するため
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に次の J点を考慮した。 1)過去の研究から、酸素

原 子に結合している脂肪族炭素核の最大遮へい輸

は C - 0結合に平行であることが知られている。

2 )同一化合物の溶液の 13CN MRスベクトルと

図体の化学シフトテンソルの等方成分は似た値を

示す。 -3) 31 P - 13 C双極子相互作用は x線回折

の結果を用いて計算 で き る 。

以上の点を考帯、して決定された 13C化学シフト

テンソルの{直を図 4 と表 1に示す。 C 1炭素の最

大遮へい輸は o1 - C 1 -C  5函内で C 1ー 05

結合 か ら 4 2 。ずれていることが判明した。

-C 6炭素では最大遮へい紬が C -0結 合方向を

向いており、最小遮へい輸は C-c-o面に垂直

であることが判明した。

C 2 

100 50 
CHEMICAL SHI FT 
(ppm from TMS) 

13CNMRスベクトル(静磁場は

c ♂ 畠 面 内 で a輸 か ら 20 。の方向〉

c ) 31 P化学シフ ト テ ン ソ ル

31PNMRスベクトルは 31P、 lH二重共鳴法を

用いて測定した。角度回転の実験を行ったところ

31TNMR線は、 a b面と c 晶画では、 1サイ

図 2

( a )、 lHデカップリング

(b) lH， 31p二重デカップリング
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表 l α-Dーグルコース 1 -リン

酸ニカリウム二水塩単結晶の 13 

C化学シフトテンソル

炭素 主催

1111 σ 22 σ33 

C 1 118.4 91. 3 82.2 

C 2 92. 3 74.2 54.8 

C 3 94. 1 70.0 55.5 

C 4 93.0 70. 1 53.3 

C 5 100.7 79.0 52.7 

C 6 90.5 71. 1 32.8 

基準試料TMS

図 4 13C， 31p化学シフトテンソルの oR T E P図

表 2 α-D-グルコースー lーリン酸ニカリウム二

水塩単結晶の 31P化学シフトテンソル

a b 

主健 主輸方向

c 

75.9 -0.0363 -0.6036 0.7966 

-30.1 -0.8850 0.3895 0.2549 

-37.3 -0.4640 -0.6957 -0.5482 

基準試料 H3 P 04 

トであり b c 面で 2 サイトであった。 これかられ P化学シフトテンソルを直ちに

決定することができ、 その{直を表 2(こ示す。 このテンソルは制対称であり、対称軸

である最小遮へい輸は P-Ol (R)結合に平行である(図 4) 0 X 線回折の結果

によれば、 P -0 1結合は 4つの P-O結合の中で最も長〈結合の電子密度は最低

で あ る と 考 え られる。 この x線 回 折 の 結 果は P ー o1 (R) 結合方向が最小遮へい

輸になる事を支持 し て い る 。

(文献)

1. A. Naito and C.A. 門cDowell，J. Chem. Phys. 81， 4795 (1985). 

2. K. Takegoshi and C.A. 円cDowe11， J. Magn. Reson. 67， 356 (1986). 
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特H

緩和時間測定による図体の動的構造

中村亙男(阪大理)

。fDynamic Structure of Solids 

(Department of Chemistry， Faculty of Science， Osaka University) 

Nuclear magoetic and quadrupolar relaxatioo measurements are applied 

t 0 s 0血emo lecular crystals， organic glassy state， aod hydrogen-bed di-

emphasis 00 the study of various kinds of molecular and/or 

Nuclear Magnetic Relaxation Studies 

Nobuo Naka血ura

electrics with 

図体中の分子や イ オ ン の 運 動 に は 分 子 内 部回転、 コンホメーションの変化、分子

全体回転、 自己拡散などのい bゆる stochasticな運動、 量子力学的なトンネル現象、

相転移に伴う共同現象的な運動などがある@ これらの逮動は NMRの線形や核磁気

緩和時間(T 1 Z、 T1ρ 、 T川、 T2)あるいは NQRの共鳴周波数 (ψ0) や核問極緩

(Tlりなどにそれぞれ特徴的な変化をもたらすので、緩和時間測定により、

分 子 運 動 の モ } ドを決定し、 あるいは相転移の動的な機構をミクロな立場から調べ

るととができる。 こ こ で は 主 に 緩 和 時 間 測 定の国体構造、 物性研究への応用につい

我々のこれまでの研究を中心に解説し、 今後の問題について考えてみる。

i 0 0 i c 血 otions.

和時間

. ¥ ... .、
¥・'"

・可h
<;; 

図1. (CH3)3CBr中の1HのTl、Tlρ.

Tl， ψ0=15 MHz 
Tlρ ，自1= 0.7mT 

0

・F 
f 

10 

て、

主魁主主主晶一ι;}3ける分子運動と磁盆盤塑

結晶において 熱 励 起 さ れ る 分 子 運 動 に は分子内部

回転、 化学交換(コンホメーションの変化)、 分子

全体回転、 自己拡散などがある。緩和時間測定によ

って、 これらの 運動のモードを帰属し、 運動の活性

化 パラメータを決定 で き る 。 その研究例として

10 8 

r'/IO"'K"' 

10"' 

10"' 

10"' 

b r 0圃0-2一四 ethylpropane， (CH3)sCBr， を取り上げる。

こ の物質には 208.7 Kと 232.7 K に闘相潤転移があ¥

り、 最低温相( 相 III)は brittle phaseで、 中間相?げ

(相 II)と最高温相(相 1)は柔粘性結晶相である。二

実験室座様系及 び 回 転 座 様 系 に お け る 1Hのスピン

・格子緩和時間 T1 (または T1 Z)， T 1ρ の測定結果を

図 1に示す。リ 相 IIIでは Tl、Tlρ に 2つの極小が

観測されるが、 これは CHミー基及び (CH3)3C-基の輸位

回 転 が 励 起 さ れていることを示している。速 い 回 転

運 動がある場合 (weak collision limit)、

は B P P型の 式
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T 1 -1 民 τc / c1 +ω2τc 2)t 4τc/C1+4ωEτc 2 )" )
 

-(
 

T1ρ 民 Z.5τc / c1 +叫 2τc2) +τc/C1+4帥 Eτc2)ti.5τc/C1+4ω12τ 。2) ( 2) 

(またはいくつ かの回転が岡崎に励起されているときはその重ね合わせ)で与えら

れる。 曲はラーモア周波数、 ω1 = r H 1はラジオ波磁場の強度である。 τc は分子運

動の相問時間で、 一般にアレニウスの活性化過程

ττBexp(E./RT) (3) 

に従うと考えられている。 E.は回転の活性化 エ ネ ル ギ ー で あ る 。 式 ( 1)-(3)を図 1

の実 験 デ ー タ に 合わせることにより、 表 1に示す活性化パラメータが得られる。

相 11では T1に極大があり、

この極大より低温側で分子

の軸性回転が、 高温側で全

体図転がそれぞれ励起され

ていると考えられる。一方、

T1ρ は温度が上がると長く

なり、分子の全体回転が

T1ρ を支記していることが

わかる.表 1で、 柔粘性結

表1. (CH3)JCBrの活性化パラメータ.

町1otJOn parameters phase 111 phase 11 phase 1 

methyl E./kJ mol-I 13.9土0.2
reonentat1o日 <o/s (2.39土0.35)X 10-1< 

(C3 reorientation) 

uniaxial molecular E./kJ mol-I 22.0土0.5 9.HO.8 
reonentatlon <o/s (8.2土2.5Tx10日

(C; reorientation) 

overal1 molecular E./kJ mol-I 18.4土2.5 13.6土4.9
tumbling <o/s 

translational E./kJ mol-I 51.8士3.6
selr-dilfusion <o/s (1. 2~1:~) x W-17 

晶穏における分子全体回転の E.が相 mでの紬位回転の E.より小さいととは注目に値

する。相 Iでは 相 転 移 点 直 上 で 分 子 全 体 回 転が T1を支砲し、融点 (256.1 K) 近傍で

は分子の自己拡散が T1を決めている。 T1ρ の方は相 Iの全温度領域で自己拡散によ

って支配されている。 自己拡散による緩和の場合、 一般に(1).(2) 式は成り立たず、

例えば Torreyらの並進拡散モデルによって T1ρ はつぎの式で与えられる。

T 1ρ i. 5/:::" M2Y1 F(k. 2Y1)/ω1. Y 1 ω 1 τ 。/2 (4) 

/:::" M2は自己拡散励起による 2次モーメントの変化、 F(k.2Y1)は Torreyの関数である。

(4)と (3)を使うと 実浪qの T1ρ から自己拡散の活性化パラメータが得られる(表 1)。

一般に、 柔粘性結 晶相の特徴は速い分子全体関車誌が起こっており、 融点直下で自

己鉱散が励起されていることである。我々のグループがこれまでに調べたいくつか

の物質の活性化エネルギーをまとめて表 2に掲げる。

表2_柔粘性結晶における活性化エネルギー. E./kJ mol- 1 • 

ネオペンタンなどの普通の

柔粘性結晶では

E. d/E.' は 6'""9の
(CH3).C (CH3).Si (CH3)3CN02 (CH3)3CCI (CH3)3CBr CF3CCI3 

聞にあるが、 柔粘

5_ 5 6_ 8 4. 9 13. 6 5.9 性結局相を 2つも

20_ 4 46_ 5 33.5 51.8 35 つ (CH3)3CBr と準

3_7 L8 6.8 3. 8 ~9 
安 定 な (CI13)diで

このパラメータが柔粘性結晶の安定性と関係づけられるものと

全体回転のE.' -3.8 
自己鉱数のE.o 33 
E.d/E.' 8.7 

はこの比が小さい。

思われる。

金王星盈よー桜田極緩和

核四極緩和時間測定は 10-100 Hz の、 非常に遅い分子運動の研究に有功である。
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ヘ キ サJ クロロベンゼンにおける 35C 1の NQR共 鳴 線 は 38 MHz付近に 3本観測される

が、 そのスピン・格子緩和時間 Tlは図 2に示すように 200K以上で急激に短くなる。

れ これは分子の 6回輸まわりの 60. 再臨 10
0 

向 運動が励起さ れたためである。 このよう

な場合のれの解析は Alexander らによる緩

和 理 論 (strong collision limit)によって

行う。 si t e α にあって核問極椅互作用で

分極していた核 スピンガf} だけ回転し

て si t e α' に移ったとすると、 分極 P に

対する rate equation は

d p" / d t ミ[Wαω{(I/Z) 

・(3 c 0 s f)αゲー 1)P，，' } -Wr;t'αPα] 

で与えられる。 WaCtI は si t e α' から αへ
の遷移確率で、 aと α' が等 T固な場合は

WααWα・α1/τc

となる。上の rate equation を解き、

。叩 60. とすると

Tl 0..502τc (5) 

となって、 実測 の Tlから直ちに再配向の相

q・E ロ
a 

10"' 
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図2.CsCIs中の%CIのTl.

岡崎間 τc が求まる。 また、 図 2 の勾院から活性化エネルギー E.~62 kJ 1101-1 が

得られるが、 との値は 6-exp型の原子関ポテンシャルを仮定して計算した回転障壁

の高さ、 V0 63 kJ 1101-1とよく一致している。

CoCls， CSCI3F3および C6Fs (NMR) に 対する実測の E.と計算した V0を表 3 に示す。

表3.ハロゲン化ペンゼンのエネルギー・パラメータ.

Subs tance Space group La ttice energy aB. Ea Vo 
kJ回1・I kJmol・I kJ皿。i=I 弘Jmol-L

C
6
Cl

6 P2l'. -89.3 91. 8 61. 9企0.9("l】 63.0 

S9.8ま1.7 ("2) 

64.l企2.4("3)

eνm-C6Cl3
F 3 (High) 35 ま3

(Low) l8.2土0.54)

calc. P631m -71.6 42.0 

C6F 6 P2l'. -54.8 46.62主0.08 31. 2企0.3(c) 27.6(c) 
l2.6主O.1(e) l5.3(e) 

C6CI3F3 には 296.7 K に相転移があり、 35CI NQR、 19F NMR と 分 子 回 転 ポ テ ン シ ャ

ルの計算によって、 低温相では分子は平衡位置とそこから約 25. 離れた治安定位置

の聞 でジ ャン プしており、 高温柑では 3回輸回りの再耳目向をしていることがわかっ

た。 CsFsの結晶 で は 非 等 価 な 2種類の分子が異なる活性化エネルギーで分子の 6回

事由回りに再配向している。
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低温のガラス状態 s QUID NM  R 3) 

SQUID (超伝導量子干渉計)による NMR は 114Hz 以下の低周波で核磁化とその縦

綬和を超高感度で測定できる。 図 3(a)にそのプロック図、 (b)に SQUID NMR で観測

したグリセロールの 1Hの信号を示す。 静磁場 の 強 さ は 5.5皿T、信号の減衰の時定数

がそのまま T1となる。 ガラス

状 態 の グ リ セ ロ ー ル で は 8 K 

以下で TI民 ωo1 . 0 7 及び TI民

T-1 の関係が成り立つことが

わかった。 とのような関係は

古 典 的 な 運 動 の モ デ ル で は 鋭

→time 明できない。 Anderson， Phil 

1 i p sらの 2準位系 (TL S) 

トンネ Jレモデルによってある

図3.，(a) SQUID NMRのブロック町と (b)glycerolの111の信号. 程度まで説明できるがまだ完

全ではない.

f幣.さき護持輔
主主lIi¥シー11 .議111言語調
--三討さ-話..  ミlIi言語語置
Ji主ぷ111主i己主I11III宅雪予穂欝雫持秀者醤置

盤』伝移と磁気緩和

誘電体の椅転移の代表的なものは秩序・無秩序型及び構造柑転移出蟻、 これらの

相転移では結晶 の対称性が変化するため、 NMR や NQR スペクトルや緩和時間に異常
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な変化が観測されるととが多い.特に、 相転移点

近傍では分子やイオンの共同現象的な運動7J'crit

ical slowing down を起とし、 そのために緩和時

間にきわめて特異な変化が観測されることがあり、

それ故緩 和測定によって相転移の動的な側面をミ

クロな立場から研究できる。 その一例を図 4に示

す。 4) Betaine phosphateには 96Kに反強誘電性格

転移があり、 これは P043- イオンを結んでいる水

素結合のプロトンの位置に関する秩序・無秩序転

移と考えられている。 図 4で 31Pの TIが転移点

近傍で示す鋭い di p はこの 31Pと双極子相互作用

しているプロトンの運動が slowing downを起とし

たために生じたものである。 この様な系では、相

転移の理論によると

4 6 8 10 T 1 民 (Tc - T)v 
10' / T 

図4. Betaine phosphateにおけるIH(・)，となるが、 実測の TIの異常部分もこの関係を満た

31 P(Q)のTI(15MHz). Tc=96 Kである. しており、 磁界指数少 O.5となる。

1) 1. Hasebe， N. Nakamura and H. Chihara， JCS Faraday Trans.2， 81. 749 (1985) 

2) H.Yoshina， N.Nakamura and H.Chihara， to be published. 

3 )赤木、 中村、 千原、 分子構造総合討論会、 仙台、 1983. 

4) H.Ohki. N.Nakamura and H.Chihara， Ferroelectrics Lett.， in press. 
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血紫アルブミンの溶液、ゲル状態における水及び蛋白質憾造

の研究

(岐阜.大・医・生理、業生理研、米米京大・理・化学)

0;忠良聖一、桑田一夫、藤井裕子、曽我美 勝、鈴木英司様、

亘 弘来、赤坂一之州

lH-NMR studies on water structure and protein conformation in bovine 

mercaptalbumin (BMA) solution and modified bovine plasma albumin (BPA*) gel. 

Seiichi Era， Kazuo Kuwata， Hiroko Fujii， Masaru Sogami， Eiji Suzuki灘， Hiroshi 

Watari※ and Kazuyuki Akasaka減米

(Department of Physiology， School of Medicine， Gifu University，業Departmentof 

Molecular Physiology， National Institute for Physiological Sciences， 

※添Departmentof Chemis七ry，Faculty of Science， Kyoto Universi七y)

Cross-relaxation 七imes between irradiated protein protons and observed 

protons， sucn as water prC?tons (Trs (HDO) )， side chain. protons (Trs) were 

studied in BMA solution and BPA*-gel， using the saturation transfer (SATUR) 

and inversion recovery (工NV) methods. Only in BPA*-gel， SATUR indicated the 
presence of two kinds of TIS values (short and long Trs). INV only gave a 

single kind of T工s，corresponding to long TIS by SATUR. The short TIS values 

may be due to less mobile fibrous aggregates'in BPA米-gel. Trs (H以)) values of 

BPA来-gel， obtained by SATUR or 工NV were far shorter than '.those of BMA 

solution. 

【要 旨】 ウシ血祭アルブミンの溶液、ゲル状態における水構造及び蛋白質構造研

究のため、 360 14Hz 1 H-NMRを用い、 L、T2及び特定の側鎖プロトンを九照射し、分子問、

分子内交差緩和時間 (Trs)を測定した。Trs測定には Saturationtransfer法と Inver-

sion recovery法があるが、後者の方が測定精度は高かった。分子間 TIS測定により、

アルブミンの溶液よりもゲル状態の方が水のTrs値は著しく短く、ゲル状態では蛋白

質・水分子間相互作用の強いことが示唆された。またゲ Jレ状態の分子内Trs測定にお

いて、 Saturation transfcr法では、長短 2種類の側鎖の丁目値が観測されたが、 Inver

sion recovery法では、前述の長い Trs値のみ観測された。 Saturationtransfer法の

短いTrs億は、ゲル状態では議液状態に比し、より「カタイ J部分の存在を示唆した。

【序 論】 ウシ血祭アルブミン (BPA)は、酸性 pH域で N-F転移 (pH4.5-3.75)、酸膨潤

(F-E、pH 3.6-2.8)、中性 pH域で N-B転移 (pH 7.0-9.0)と呼ばれる pHに依存した構造

転移を示すc1、 2)。また中性 pll:域では分子内 SH、S-S交換反応により N-A異性化反応(分

子老化現象)を示すc1、 2)。さらに、市販 BPA(M.Y.-66K)はF型状態 (pH3.8近傍)では、

試料中に混在する徴量のプロテアーゼにより、 Gln-392とCys-435の閣でペプチド鎖

が 1-2箇所加水分解され、 BPA端 (-66K)、BPA削 (-63K)となり (3)、D20中では蛋白質護

度が7$以上で容易に透明なゲルになる (BPA来、 BPA楽楽混合物のゲル化で、以後 BPA業-ge1 

と呼ぶ (4、5))。一方、 SE-セファデックスを用いて精製したウシメルカプトアルブミ

ン(BMA)は、もはやこのプロテアーゼを含まず、 F型状態で、濃度が 12$においてもゲル

化しない。筆者らは、血祭アルブミンの溶液、ゲル状態における水構造及び蛋白質構

造を研究するため、 360MHz lH-NMRC岡崎生理研)を用いて、 lH-NMRスペクトル、 HDOと

側鎖の L、T2及び特定の側鎖プロトンをむ照射し、分子問、分子内丁目 (6、7)を測定し

て興味ある結果を得た。
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【材料と方法】 市販脱脂 BPAFr. V (Sigma社〉を D.0(99.75~) に溶解し (BPA濃度は 8~
以上)、 O.10 Il C 1¥pD 4.03(BPAのF型構造の pD域)で約 48時間、 3"C放置し重水素置

換した後、Ilillex HVCO.45}lm)でろ過した。このろ過 BPAを 5mmφNMR試料管に入れ、約

72時間、 350C保つと BPA※ gelが得られる。これを蛋白質のゲル状態の測定試料とした。

また、蛋白質の溶液状態での試料は BMAを用いた。即ち、市販 BPAFr. V (Armour社)を

活性炭処理により脱脂後、 Hagenmaier&Foster(8)法に従い、 SE-セファデックスを用

いて BMAを分画精製した。この BMA分画では、試料中に含まれるプロテアーゼがほぼ完

全に除去されていた。 BMAはMillexHV(0.45)lm)でろ過後、凍結乾燥した。この BMAを

D.0(99.75$)に溶解し、 pD4.0-4.1、0.10 M Cl-、約 48時間、 3.CIこ放置し重水素置換

した後Ilillex HV(0.45)1m)でろ過した oこのろ過 BMAを溶液状態での測定試料とした。

'H-NIlR測定 iこは、 Bruker社製附 360 wb NMRスペクトロメーターを用いた(1Hプロ

ープ、 5mmφ;測定温度、 25i:1.C;化学シフト、TSP基準)0 T 1は通常のパルス系列によ

るInversion recovery法、 T.はCPMG法、 hs測定は Akasaka(6、7)の方法に従い、Satu-

ration transfer(SATUR)法と lnversionreCOvery(JNV)法の両測定法を用いた。 Trs

測定の際の九照射は、 7.13、4.72、0.40、-2.45ppmをそれぞれ 69、20、39、107 Hzで行っ

た。

【結果と考察】

蛋白質の溶液、ゲル状態での 'H-NMRスベクトル、 T，、T.測定 蛋白質側鎖(メチルプ

ロトン、リジンの E メチ、レンプロトン、芳香環プロトンなど)のスペクトル像をみる

と、 BIlAがH→ F→ E型と変化するにつれシグナルは鋭くなるものの、 T，値は N型と F型を

比較しでもそれぞれの1.値に大きな差は認められなかった。この現象は、次節で重要

(図 1 ) 〈図 2 ) 
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な、じめ時間スケールで蛋白質分子内に交差緩和が存在し、速やかな磁化の平均化が

生じていることを示している。一方‘ HDDに着目すると、 BPA※ gelの HD0シグナルの線、

幅は IH1A(F型〉溶液のそれよりも幅広い。このことは BPA*-gelのT.(HDD)が BMA総液の

それよりも短くなっている結果と対応している。図 1に、 BPA*-gelとBMA溶液の 11れ(

HDO)を示す。 BPA*-g巴1(}) T， (HDO)はBMA溶液のそれに比し、いずれの蛋白質濃度に対し

でもかなり短い。この現象は、次節のTrs測定でさらに顕著になってくる。

蛋白質より HDOへの分子間 T口調lj定 'H-NMRによる交差緩和現象には分子聞及び

分子内交差緩和現象があり、筆者らは蛋白質側鎖間(分子内)Trs測定により、 BMA分子

の各種構造転移における「カタサ」の変化について研究し、さらに蛋白質より水への

分子閲Trs測定により、蛋白質・水分子間相互作用について研究してきた。また、この

Trs測定には SATUR法(図 2上段)と INY法(図 2下段〉とがあり、両測定法の比較検討も行っ

た。即ち、 BPA*-gelとBMA溶液において、 7.13 pp聞を 69 Hzで九照射した時の、蛋白質濃

度に対する l/Trs(HDO)プロットを図 3!ζ 示す(図 3-A、INV法;図 3-B、SATUR法)。図から

も明らかのように、同一蛋白質濃度では、 BPA*-gelのTrs(HDO)値は BMA溶液のそれよ

りはるかに短い(両状態での T，(HDO)値の差よりも顕著。図 l参照〉。このことは、蛋白

質のゾル・ゲル変換により、ゲノレ状態では蛋白質周囲の水の構造化が進み (9)、水和

量も増加し (4)、蛋白質・水分子間相互作用が強くなっていることを示唆している。

また測定精度については、組測磁化の変化分は INY法の方が大きいため、 SATUR法より

i 刑法の方が精度は良い(図3の各プロットでは、 BMA溶液の場合、 INY法によるTrs(HDD) 

値は SATUR法による値よりも少し長く、その精度は INY法の方が良い。一方、 BPA*-gel

では、Trs(HDD)値は両測定法で良い一致を示した)。

(図 3-A ) (図 3-B ) 
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童皇質t0) 5t王丘Trs_iJlIJ亙 BPAまたは BMAは酸性 pH域で N-F転移(p H 4. 5 - 3 .7 5)、酸

膨潤 (F-E、pH 3.6-2.8)の二段階構造転移を示す(l、 2)oBMAの N、F、E型構造での分子

の「カタサ jを調べるため、 7.13、4.72、0.40、-2.45 pp聞をそれぞれ 69、20、39、107 Hzで

f.照射して分子内 TIS(側鎖のTrS)令測定したが、 N→ F→E型嫌造になるにつれ、側鎖(メ

チルプロトン、リジンの ε メチレンプロトン、芳香環プロトンなど)の TIS債 は 培 大

した (SATUR法、 INV法でほぼ同じ値)。即ち、 E型になると分子の「カタサJは減少し、分

子の内部運動は増大している。このような BMA側鎖の Trs測定に際し、図 4に相当した

プロット(In (1日。一 1)または ln(l-lco) vsτ)は、 SATUR法、 INV法の両測定法で直線

となり、Trs値は両測定訟でほぼ一致した oところが BPA*-gelの側鎖の丁目測定では、

INV法(図 4-A)ではプロットの直線性は良いが、 SATUR法〈図 4-B)では短い時間域にお

いて、プロットは直線よりずれる。このことは、 BPA楽-gelでは BPA*分子の鎖状集合体

形成により部分的に側鎮の運動が束縛された状態が生じ、側鎖のTrs舗が異なる少な

くとも 2種類の状態(長・短)があり、 SATUR法 では長・短両状態の時間的変化が同時

に観測されるため、図 4--Bのようにプロットが直線よりずれるが、 INV法ではTrsの長

い成分のみが観測され、プロットの直線性が良いと考えられる。

(図 4-A ) (図 4-B) 
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固体 ア ミ ノ 酸 ， タ ンパク質の垂水素 NMR

(京大王盟，日本電子*) 内藤 品，岡村厚夫 o赤坂一之，

清水章三*

Oeuteriu・magneticresonance of solid amino acids and proteins 
Akira Naitロ， Atsuo Ta圃ura，Kazuyuki Akasaka， -and Shoz日 Shimizu* 
(Fijculty of Science. Kyoto University and *JEOL LTO) 

Oeuterium aagnetic reson畠ncespectra with reasonablY good lineshapes were obtained froll deuterium-
labeled polycrystalline a圃inoacids日na JEOL GX-610 NMR spectrometer equipped with a solenoid-coil 
probe tuned for deuterium frequency of 61.25 MHz. The results for L-methionine~l ， L-lIethionine-
OC，β03， L-methionine[-03. L-valineタグ07and OL-cysteine-s02 showed that，日hilethe CA-O groups of 

L-valine and OL-cysteine are held rigid. the S切/3-0group日ぱfLレfパ-寸-m血me“州t幻l山山

ro日ω口叩圃 te叩IIperature.narrowing the quadrupolar spli ttings of the J3 0 and ε o resonances. Resul ts for 

deuterated a田inogroups 畠nddeuteri..u田ーlabeledprotein will also be reported. 

は じめに

タンパク貨はダイナミックな存在であり，常に構造のゆらぎをもっていることは

今や常議となっているが，ぞれを直接的な実験で明らかにすることはあまりなされ

ていない.われわれはタンパク質における内部運動を研究する手段として，垂水素

NMRを適用しようとしているが，その出発点として国体{多結晶)アミノ酸から

研究を着手した.今回はアミノ酸の中でも特にメチオニンに重点をおいて，その側

鎖の運動を中心に研究した結果について述べる.特にメチオニンを取り上げる理由

は，側鎖が長〈その運動に興味が持たれるとともに，後に適用しようとするタンパ

ク貧 Streptollyces subtilisin inhibitor (S S I) で は ， メ チ オ ニ ン が そ の 反 応

中心 に存在するからである.

垂水素化アミノ酸

L -M e tー εD3 および D Lーシステイン (DL-Cys-jJD2) はフ

ランス CE A より購入した. L-Met-o<Dlは京大化学研究所の左方問研究室で

Racellase を用いて合成されたものである. L -M e t -0< ，(3 D 3 は同じ〈左右田

研究室で精製された γ-Iyase を用いて酵素反応により合成した.また， L - V a 1 

ーメ'3.γD7 は都立大甲斐荘氏により合成されたものである.

垂 水素ラベルしたタンパク質 S S Iの 合 成

Strepto.yce~ albogriseolus S-3253を L-Met-ED3を含む混合アミノ厳格

地で培養し，菌体外に放出された S S Iを硫安沈澱，イオン交換ーおよびゲルろ過

カラムクロマトグ ラフイーにより精製した.

個体重水素 NMRの 測 定

日本電子製 G X - 6 1 D型重水素核 NM R i!W定 装 置 (61.25MHz) を用いて行った.
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基本的な仕様は，出カ 120ワットのトランスミッタ- ( 溶 液 周 仕 様 ) に . ソ レ ノ

イド 型 コ イ ル をもっ重水素核専用国体用プロープを装着したのもである.直径 1 0 

mmのコイルで 9'. 5マイクロ秒、自作の直径 5m mのコイルで約 6マイクロ秒の

9 0度 パ ル ス が得られた.パルスシーゲンス と し て は 1 6 回の phase cycle を伴

った quadrupole echo を用いた 1 2 ピ ットの ADコンパーターを用いて観測幡

は 2 0 0 K H zである.アミノ酸試料については数十一数百回の積算で十分な信号

/雑音比のスベクトルが得られた.内部運動のない C-D結合については線形はか

なりの歪みを伴ってはいるが，内部回転しているメチル基やアミノ基については十

分満足できるものである.測定はすべて室温で行った.

実験結果

図 1に L-Val-D7 と L - M et-E， D3 のスベクトルを比較して示す.

L-Va  l-D7  では 1 1 7 K H zの幅広い分裂を示す成分と、 3 7 k H zの分

裂を示す成分とが観測された.前者は静止した ゆー D 結合に由来し，後者は三

回報まわりの回転を行うメチル基に由来することは明らかである.またメチル基の

線形は典型的な輪対称性を示している L - M e tのメ チル 基の 分裂 は 2 6 k H z 

と L-Valのメチル基のそれよりはるかに小さ< .旦っその線形も幅広い.こ

の結果は M e tの メ チ ル 基 は そ れ 自 身 の 回転以外の内部運動を行っていることを示

している.

図 2 a - cには それぞれラベルの位置を変えた L- M e tについての重水素

NMRの結果を示している a(ま図 1 a と伺じものだが. b は C 0(水素を重水素化

したものであり cは C 0どおよび Cs水素を重水素化したものである. d は D 

L - C y s の C，s水素を重水素化したものである. まず b の ス ベ ク ト ル は

117 k H zの明瞭な分裂を示し. M e tの CO(ー Dが静止していることを示して

いる.これに対し. C，.8-D2 を 合 む cのスベクトルは 4 2 k H z程度狭い分裂

を示す成分をもち線幅は広い.すなわち L-M e tの Cβ-D結合は静止してい

る の で は な <.かなりのゆらぎをもっていることがわかる.これに対して d にし

めす D L - C y sの Cβ-'-Dの ス ベ ク ト ルは M e tの C ぱー D に比べればわずかに

小さいが幅広い 1 1 4kHzの 成 分 を 明 瞭に示し(;:，ぽ静止していることがわかる.

まとめ

以上の結果から，アミノ駿 L ーメチオニ ン に 関 し て 、 そ の 〆 炭 素 は 完 全 に 静 止 し

ているが，側鎖はその根元の C〆ー C!結合からゆらいでおり，そのゆらぎが末端

のメチル基にまで影響していることが結論され る.

謝辞

L - V a 1 - f，γD  7を援供していただいた都立大の甲斐荘正健氏. L-Me  t 

-ぱ Dおよび T-1 y a s e を提供して い た だ い た 京 大 化 研 の 問 中 英 彦 氏 に 厚 〈

感謝 しま す.
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高 出 力 2HN M R. Choleic Acids におけるホストーゲスト

柑互作局

(国立がんセ研〉斉藤輩、 0横井もと子

High power 2H N門RAnalysis of Host-Guest Interaction in Choleic Acids 

Hazi恒eSaito and 円。tokoYokoi 

(Biophysics Oivision，National Cancer Center research Institute) 

High-resolution solid-state 13C N門Rspectra as wel I as high-power 2H 

到円R spectra of 2H-labelled choleic acids in the solid state were 

recorded to analyze the manner of their host-guest interaction. 

Disolacements of 13C che田ical shifts in deoxycholic acid were well 

correlated by the confomational change due to complex-formation. 

A冊。deof molecular orierttation of guest問。 lecule in the channel of 

the co置plexwas analyzed by means of the quadruple spl ittings of 2H 

H門Rsignals. 

1 .はじめに

胆汁酸はわれ われの依内で脂肪の吸収 tc:

明与する天然の界面活性剤である. と り わ

け、 デオキシコール酸 (DCA) (図 1)は、

界面活性 ~j としては最も強力で、 大様にあ

っては大闘の問促進物質であると考え cシE・
られる. 実燦、 われわれはすでに 2H、 φ 

0" 
3 1p  NMRtこより DC A により生体膜、

大腸粘膜の organizationが大きく変えられ

C咽 c.， 

ec 00  @C~3 

図 1

ることを明らかにした.しれ DC A はまた穏々の炭化水索、 脂肪酸、 アルコール、

。，.

ケトン、 エスチル等をゲストとし、 自身が作るチャンネル内にとじこめた包捜化合

物を形成することが古くから知られている。 この包援体を総称して CholeicAcidsと

呼ぶが、 D C Aの特異的な生理作用と関連して、 包竣俸におけるホストーゲスト相

互 作用の解明は緩めて興味ある問題である。

ホストーゲスト相互作用に関しては、 われわれはすでにシクロデキストリン 3 • 4 }、

合成及び天然型 イオノフアート7)について、 包媛、 金属イオンの配伎にともなうホ

スト分子のコンホメーション変化、 ゲスト分子の動的挙動の解析にはそれぞれ 13C 

額係、高分解布告 NMR、 高 出 力 2H N M Rスベクト)f.，の銭形解析が、 それぞれ有用であ

ることを示した。

今回、 2 H標識のゲスト分子を包浸した複 々の CholeicAcidsを合成し、 ホスト、

ゲスト画面から調 べ た 。
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2 .実獣方法

2H標識 Choleic Acids は、.ゲスト

分 子 の 性 質 に よっては溶媒とし、 あ

るいはエタノール 溶 媒 申 で 適 当 量 混

合し、結晶として析出させることに

よって得た。 包 援 分 子 が 生 成 し て る

かどうかは、 Choleic Acidsそ れ 自

身あるいは同等 の 無 標 官 接 ゲ ス ト を 包

援した Choleic Acidsの 13C個 体 高

分解能 NMRス ベ ク ト ル に よ っ て チ

ヱツクした.

13 C国体高分解能 NMRおよび高

出力 2H N M Rスベクトルはいずれ

も Bruker CXP-300スベクトロメータ

ーにより測定した。 前者の場合、 試

料はセラミック製のダブルベアリン

グ型のロータ lこ充損したe また、 後

者の場合は、 スベクトルは四極子エ

コ-r:去によった。

3.結果と考察

A .13 C国体高分解能 NMRスベク

トルによるホ スト分子の挙動

図 2tこ種々の条件で結晶化を行っ

た Choleic Acidsの固体 (A-E)およ

~ 

主∞

F 抑制団関t凶開

E Ac~tone 

o Aceotic acid 

C EIOH 

B ~Imitic 拡id/EIOH

A ト七O/M凶H

1∞ 

図 2 Choleic Acids の 国 体

高分解自~NMRI3CNMR

ぴ溶液のスベクトルを示す。溶液の場合にくらべて、 国体状態のスベクトルが著し

く変化するが、 前者は D環の Puckerin耳、および側鎖の運動性による。 x線 回 折 Lこよ

れ i;t"、 酢酸、 アセトン、 パルミチン畿を包捜した場合はいずれも orthorhombicで、

D 環は half-chair、 ψ?が 6 0' (ゴ}シエ) (図 1参照)配置をとる。一方、 メタ

ノ}ル/]j(の場合は hexagonalで envelope、 ψρ が 1 9 0' (トランス〉である。 8 ) 

このような謙造の差異は図 2の 40-50ppm鎖域のスベクトルパターンの変化で顕著

である。 さらに、 over.allのホスト分子のサイズに応じて図 3に示す a/2、 b制方向

の長さを調節することが示されている。

ホスト、 ゲス ト 相 互 作 用 お よ び ピ ー ク 帰属の一助として、 交 差分 磁を 利用 した

は C T ，測定を行った。 delay時間 tについての図 4 のピーク強度 M n・t ( t )とする

と、

Mn.t=2Mco  (0)  exp(- t / T1) 
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では CT ，を求めた。切} ゲ ス ト が パ ル ミ チ ン畿の場合、 18.21.19炭裁が各 2.9.

14. 3.6秒それに隣竣する 13C がスピン拡散によって 10-30秒、 それ以外は 40-100 

秒である。 これにますして、 アセトンを包捜した場合、 すべてのピークカI~ 20秒 以 下 に

減少し、 ゲストの肉部運動とカップルした分子関のスピン拡散による緩和過慢が存

在 するのは興味深い。

b 

図 3 Choleic Acids の X綾田折

B.2HNMRスベクトルによる

ゲストの挙動

図 5、 関 6 にそれぞれパルミチン重量-

d ，、アセトンー d，を包捜した Choleic

A c i d sの 2H N M Rスベクトルを示す。 い

ずれの場合も、 メチルの C-3回転と、

c -c紬ジャンプあるいは拡散による平

均化がおこり、 その ため 大幅 な四 極子 分寸百

裂の平均化がみられる。 なおー 55.-

-70。領域では、 電場勾配テンソ)L-の非

対称性因子が 0.38のスベクトルパターン

がみられ、 それは c-c翻のジャンプに

と もなうスベクトルパターンの変化であ

図 4 D C A ーパルミチン酸

の 13C T 1測定

る. アセトンがゲストの場合、 ホストーゲス ト 聞 の ス ピ ン 拡 散 に よ る ホ ス ト の T 1の

大 幅な減少がみられたが、 この 2H N M R スベクトル il~ 定による結果と一致する。

一 100・-120. において、 非対称性因子 iJ~ ゼロの四極子分裂パターン iJ1 見られ、 そ

の大きさは 36.0KHzであり、 実際にパルミチン積一 d3の場合は個体試料の場合と

同一パターンを与える。
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図 5

の 2H NM  R 
3. 結論

DCA-Acetone-d3 

。
図 6 D C A ーアセトンー d3 

の 2H N M R 

Choleic Acidsのホスト、 ゲストの各挙動をそれぞれ 13C、 2 H N M R で観測でき

ると何事寺に、 ホストーゲスト相互作用には 13C T 1測定が有用であることがわかった。

I)H.Saito.Y.Sugimoto.R.Tabeta.S.Suzuki .G.lzumi.門.Koda冊a.S.Toyosimaand 

C.Nagata.J.Bioche阻 .94 1877 (1983) 

2)Y.Sugi聞oto.H.Saito.R.Tabeta.門.Kodama.C.Nagata.門.ltabasi.T.Hirotaand 

S.Toyoshima.Gann.75 798 (1984) 

3)H.Saito.G. Izumi .T.円amizuka.S.Suzuki and R.Tabeta.JCS.Chem.Commun.1982. 

1386 

4 )斉藤肇、多部密涼 子 、 第 23間 N門R討 論 会 婆 旨集、 P.148 鳴子、 1984 

5)R.Tabeta and H.Saito.Biochemistry.24 7696 (1985) 

6)R.Tabeta and H.Saito.Bull.Che聞 .Soc.Jpn.583215 (1985) 
人

7)R.Tabeta.可.Aida and H.Sait~.Bul I.Chem.Soc.Jpn.59 1957 (1986) 

8)E.Giglio.in “Inclusion Compounds" ed.by. IL.Atwood et.al .vo12 p.207 

1984 

9)D.A.Torchia.J.門ag.Reson.30.613 (1978) 
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13 C C P -M A S N M R. β ー(1→ 3 )グルカンの鴎体

樽造における NMR、 X線 l'-H斤の比較

O 
( 1国立がんセンター、 2日本プルカー〉斉藤議¥多害時国涼子¥

横井もと子¥葱良田知樹 2

13C CP-円AS N円R: Co田parison of secondary structures of s -(1→3)glucans 

as deter聞 ined by N門R and x-ray diffraction. 

H aZI聞e Saitô ' • Ryoko Tabeta ' • 門 otoko Voko j1 and Tomok i Erata 2 

( 'BiOphYSiCS Division. National Cancer Center Research Institute. 

2Bruker Japan CO. Ltd. ) 

High-resolution so¥id-state 13C N門R spectra of annea¥ed curd¥an were 

recorded in order to obtain reference data of the 13C chemical shifts 

of the triple-hel ix form. We found that the laminaran-type for開 turned

out to be the triple-hel ix conformation irrespective of better or poor 

crystal J inity. On the contrary. the curdJan-type for冊 was proved to be 

the single herix on the basis of solution NMR data， although no detailed 

confor聞ationaJ elucidation is feasible by X-ray diffraction. 

1 . はじめに

(1→ 3) -f3 ・0・グルカン(1)は、 単車霊源

の種要旨により重合度、 分岐度に差異が

みられ、 その結巣 溶液 物性 が著 しく 異

なる。 1 、言うまでもなく、 これは国体

状態での高次車庫 造 の 遣 い に 由 来 す る .

しかし、 一般に(1→ 3)-f3 -D-グルカン

は結晶性が悪く、 詳細な X線回折デー

タがあるのは 150"C以上で熱処理を行

ったカードラン (DPn540 )のみである。

2.3) しかも、 このような試料の形態で

は、 常温での溶液物性を必ずしも十分

3 

n 

、‘E
，
a

唱・・・，
e

・、
に説明し得るものではない。 この様な場合の 高 次 様 造 解 析 に は 、 隠体高分解能 13C 

NMRが有用で、い試料の形態を関わない。実際、凍結乾燥やスプレードライ試料

の高次機造は、 予 慰 さ れ る よ う な ア モ ル フ ァスでなく、 カードラン型とラミナラン

型の二種穎が存在し、 そのどちらの構造をとる か が 、 ゲル生成総と関連しているこ

とを示した 5 . 6 ) 

本研究では、 種々の条件で熱処理したカー ド ラ ン の 高 次 構 造 を 13C NMR、 粉末

X 線回折で比較し、 カードラン、 ラミナラン型は、 それぞれ一重へリックス、 三重

ヘリックス構造であることを明らかにした。

唱

'A
巧

4
唱

E
A



2. 実駿方法

熱処理はカード

ラン粉末の懸濁液

を封管 lこ入れ、 表

試料番号 熱処理温度

表 1 カードランの熱処理条件と密度

後処理 密度 (g/c聞3) 結晶比度・

1800C 
2 1500C 
3 1800C 
4 1500C 
5 1200C 

X線 図 折 測 定 を行 6 800C 
カ}ドラン粉末

った 13C NM Rパラミロン

測定は、 BrukerCX * x線回折による
p・300 スベクトロ

メー タ ー に よ り 、 ダブルヱアーベアリング型 fのロ}ターを使用した CP-MASプ

1の条件で行った.

各試 料に つき 、 N 

MR、 密度、 粉 末

徐冷/空冷

徐冷/門eOH乾燥

急冷/門eOH乾燥

急冷/空冷

急冷/門eOH乾燥

徐冷/門eOH乾燥

1.49 
1.49 
1.45 
1.49 
1.48 
1.46 
1.44 
1.53 

高

高
低

高

低

極めて低い

極めて低い

高

ロープによって行った.

3. 結果と考察

図 1.2に種々の熱処理カードランの 13C CP-MAS  NMRスベクトルを示

す 150・・ 180・での熱処理/徐冷試料は、 乾燥状態の差異にかかわらず図 1D. E 

Lこ示すように、鋭い N M Rピークをあたえる.粉末 X線闘折データから、 熱処理条

件 から鰯待される三重ヘリックスが、 試料 1、 2の場合形成されることがわかる。

図 1の NM Rスベクトルをもう少し詳細に検討してみると、 線 巾 以 外 Lこ C ・3ビー

E sam同..2

D 担JTIIM1 

c .... 唱団ran

B Curdl副⑪曲咽"')

A Paramylon 

百0

図 1

mωppm  0 

二、 三の(1→ 3)・β-D・グルカン

と熱処理カードランの 13CNMR

o sam~時 6

C sam凶eS

目白mpi.， 4 

A 田 mpte3 

150 

図 2 種々の熱処理カードラン

の13CNMR

。，“nt
 

唱

E
A

takai
鉛筆



クが、 出発物質のカードラン〈図 1B)に比べて高儀場にシフト (2・6ppm) しており、

スベ クトルパターン は 線 巾 の 違 い を 除 け ば ラ ミナラシに極めて類似している。 ただ

し、 後の場合、 理想的な三重ヘリックス嫌造 Lこ比べ、 グリコシド結合のねじれ角に

構造の乱れによる分布が主主じるために、 線市の広がりが、生じたものである。 それゆ

え、 ラ ミ ナ ラ ン 裂のコンホメーシヨンは分岐グルカンの場合も含め、 三重ヘリック

スであ~ことがわかる。 7 .れただし、 X線的にはラミテランはアモルファスであっ

た。

一方、 熱処理温度が上記の場合と問機であっても、熱処理後急冷の場合であると

か、 熱処理温度が 120。以下の場合は、 三重 ヘリックスへの転移が十分でなく、 カー

ドラン型車量進との混在になっている(図 2)。表 1でもっとも結晶性の高いのは、 パラ

ミロンであるが、 図 1に示すように X線回折から期待されるような引単純な三重ヘ

リックス湯造とは考えにくい。 試料 11(図 28)はスベクトルの線巾に広がりがみられ

るものの、 密度、 結晶性が高い(表 1'参照〉。一方、 ス ベ ク ト ル パ タ ー ン は む し ろ バ ラ

ミロンに近い。 完全とは言い難いが、 試料の処理条件によって、 パラミロン機の畿

通まが再現できている点、は極めて興味深い。

事後維試料の X線 画 折 の よ り ど こ ろ で あ る エ ネルギー計算からは、 三 重 ヘ リ ッ ク ス

以外の清造は(J→ 3)ー β ・トグルカンには考えに く い . しかし、 スプレードライある

いは凍結乾燥試料の場合は、 溶液 あ る い は ゲル状態の携造がそのまま凍結している

と考えてよい場合が多い。 実際、 カードラン粉末の結晶化度は 30%程度であること、

膨潤時には 65・80%の高分解脱 NM Rピーク強度 が 観 測 さ れ る こ と か ら 、 熱処理をし

ていない粉末の場合三重ヘリ、y クス合重量はせいぜい 10%である。 主 たる 構造 はゲ ル状

態 Lこ 直ちに入り得ることと、上記の 65・80%7;$容易に水和し得ることを考慮すると一

重ヘリックスでなければならない。

13 
Tab1e 2. --C Spin-1attice Re1axation Times of (1ー3)-s-O-G1ucans (s)a 

Curd1an Laminaran Paramy10n 

Powder 九nnea1ed

c-エ 14 16 26 31， 30 

C-2 10 18 24 22 

C-3 11 16 20 26， 34， 32 

C-4 7.8 8.2 13 12 

C-5 10 9 10 22 

C-6 工.0 1.2 1.7 6.3 

a Estimated error + 15も
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表 2tこスとン格子緩和時間の測定(債をまとめるが、 一重、 三重量ヘリックヌ聞で

T ，値 Lこ差はみられないが、 パラミロンとは 大 き な 差 異 が あ る 。 13C T，は国体の

場合 C -6のように門H2領域での内部回転が存在し得る構造の場合、 他のピークも C

・6へのスピン拡教による緩和がメインであ る。 実際、 ラミナラン、 熱処理カードラ

ンの場合、 C -1 -C  ・3 (16・26秒〉、 C-4，C-5 (8・13秒)、 C -6 (1・2秒〉の

三 段婚に T ，の分布がみられる。 これは、 スピ ン鉱 散の 速度 が C ・6 との距離を rと

して、 r -6依 存性があることを考癒すると化学構造から期待される通りである。 この

ため、 ピーク位遣が近い C ・2、 C -5 ビ}クの識別は、 13 C T 1によるのが最も有

効である。 バラミロンの 13C T 1 が一様に長いのは C -6の回転によるスピン拡散

十分でないからであり、 この部分の運動性が 束 縛 さ れ た 構 造 に 由 来 す る と 考 え ら れ

る. この点、からも、 パラミロンは単純な三重量ヘリックス布陣造とは考えにくい。

本研究にあたって、 カードラン熱処理、 X 線回折、 密度iItl定をお願いした大阪府放

射線中央研究所の小川宏蔵博士に民主く御礼を申し上げる。

1) H.Saito， ACS sy聞p.ser.No150，pp.125・147 1981 

2) R.H.Marchessault，Y.Deslandes，K.Ogawa，and P.R.Sundararajan， Can.J. 

che田.55，300 (1977) 

3) Y.Deslandes， R.H.円&rchessault and A.Sarko，円acromolecules. 13， 1466 

(1980) 

4) H.Saito. 円agn.Reson.Che珊.24，835 (1986) 

5) H.Saito，R.Tabeta.and T.Harada，Che聞 .Lett.1981， 571

6) H.Saito.R.Tabeta and Y.Yoshioka， Bull.Che聞 .Soc.Jpn.59，2093 (1986) 

7) H.Saito，R.Tabeta，門 .Yokoi and T.Erata. BulI.Chem.Soc.Jpn.in press 

8) H.Saito，R.Tabeta.Y.Yosioka，C.Hara.T.Kiho and S.Ukai Bull.Chem.Soc.Jpn 

In press 

9) C.T.Chuah.A.Sarko.Y.Deslandes and R.H.Marchessault，門acromolecule .16， 

1375 (1983) 
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必N N門F乙5去による合点ボリペ?チドの国体議議の概要る

{耗竜;にエ短・日本電ミ戸 東工大工柑)。英司簿、・
尾J統男 .ß砂静I~* . ~主口健三・キ藤炉

Conformational Studies of Synthetic Polypeptides in the Solid State by the 

15N NMR Method. 

主且raS包込， Takuo Ozaki， Teruaki Fujito*， Kenzo Deguchi* and Isao Ando料

(College of Technology， Gunma University， *JEOL Ltd， and **Department of 
Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology) 

15 We have studied the relation between the ~vN chemical shifts ( σ σ  
iso'V11' 

0"22 and σ33) and the molecular conformation， amino acid residue， and amino 
15 acid sequence of solid copolypeptides containing ~VN-labeled L-alanine (Ala*) 

15 
residue by the ~VN NMR methods. As a result， it was found that the 

anisotropic chemical shift ¥tensor)， Gz2' remarkably depends on conformation 

in particular. Furthermore， it was found that the ~22 is varied with 

copolymer compos土tion，although the isotropic chem士cal sh土ftσ"ð~ is almost 
IS0 

independent of copolymer composition. 

我創立.すでに ISN CP-MAS (Cross Polarization -Magic Angle S句pinn山l

bが〆t℃、d志Lモポリべ7'争.ドえふぴ..コポリぺ 70ケドの固体犠遣鰐折に右劾奇荷1先E~舎F段と右奇;尋こ
とを報4告与しTピこゴ1-争例J 又 最i止丘ι.哉、々は F江'S'N禄識む7ラ二シ (Alct")を含むコ寸ポJりぺ
フプ.ケドを令J先足しし， その Aが'NCP-門'AS乱μ.ソノパ〈ウダ一1パ〈夕一シスべクトlルレを測定し得
うれk実1才ケトP性イ化も蛍三予/刀フト(テ〉ソJし量勾1I 6'.22 I ()33)が‘ これらの試料の一決
，二次又はあ)'N構識を敏広にffi-I吹するらしいことを鬼伝したP42 ヰ初先では，
'S'N標識、とアラこ Uを令むポリ(じアうこン)汲d‘漣々 のコポリペア寸ド!こつMて

ISNイヒ営予フト(騎にð';邸と ~:d とアミ) i援の穆委員，共童令禽長(7ミj酸防止

)義いlまコ〉ホメ一三/ヨ:/との4日劇生をIJBSがにすることを目的とした.
キ祈爽lて同l，1 f-ニじAlctcMSDアイ γトーフ・本t;99%，tN)と位舟アミノ i酸〈天

然患を比)とのコポリぺ予サドの試料は.N寸//..，'ffiキシアミノ酸熱水幼 CNCft)
を車合させて得失.令負えしたボリぺ〉ナドの面体ヨシオd一三/ヨ〉の解祈lま /3C 
CP-MAS N門Rゑ，奉安ト吸収(工尺)乱μ注射ト吸収(Fa.r-1 R );tlこより行ヲ
た.得5れた1誌果を Ta.1Je1に示す.
'SN CP-MA、SNM尺スベクトルは， J E OL G-X-.，2ヲO翌分配計iこCP-MAS
~趨械はけたむので， 27.4門Hlt芦民を行フた.測定条件lま，コシタクト
タイム ..2?7'lS I くり込し時間 5s， 90・fU以幅広5J1~ I スぺクトル揮を
27 kHl.乱ぷテータdくイント 8Kてあう，毒事ld100"'44-00由行フ芦二.品N
パウダーパターン(sto.*A.cJス̂¥クトノLの測定j式試料震をおuyク角にもトし，
a戦を静ュ仁させて行った ，5"N化営うフトの基準には I.fNJ-たN03(使材藩走)
を外部基準(8=0)とし，グク乙ジISNのcsfD. ( 11. s? ppm.)在二〉基準として

PP悦単位でま示した.IS'Nイヒ営乙フト鍾の実駿競差1~. (SisoとのzにつtIては.
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Table 1. 15N Cheml凶 Shlft.(~so) 口nd Tensor Components (町il' ()22日nd¥)33) 

of L-Alanlne-15N of V口rlousPolypePtldes (ppm from 15NH4N03) 

15N 
CS 11巴TfIlicol Tensor Component 

S口mple口) hlft 
Al口Content，% Conform口tlonb)

v

i5 γ 
Iso (Sjj ()22 ()33 

Al (Al口ぺAl口)n (20) α 98.8 204 54.4 38 

A2 (Al日勺Al口)n (20) B 102.2 201 61.7 44 

A3 (Ala・，D-Al口)n 20 αL 96.5 198 55.1 36 

A3-1 (Alo・，D-Al口)n 5 αL 96.7 57.1 

A4 (Ala・，Al日，G1Y)n 80 α 98.6 202 57.4 36 

A5 (AlaぺG1Y)n 20 B 98.8 200 59.6 37 

A6 (AlロペLeu)n 20 α 98.6 204 56.9 35 

A6-1 (Alo・，Leu)n 5 α 98.6 56.0 

A6・2 (AlaぺAla，Leu)n 50 α 98.3 54.2 

A6-3 (AlロペAl口，L巴u)n 80 α 98.1 57.1 

A7 (Al口‘，V口l)n 20 B 99.7 202 62.4 35 

A7-1 (AlロペValln 5 日 107.0 63.5 

A7・2 (AlロペAl口，V口1)n 30 α 98.6 53.1 

A8 (Al口ぺIle)n 20 101.0 200 63.0 向。

OBzl 
A9 (AI口勺ASP)n 20 α 101. 5 208 58.7 38 

OBzl 
A9・1 (Ala・，AsP)n 5 α 101.3 54.7 

OBzl 
A9-2 (Ala・，AsP)n 10 α 101.1 56.0 

AI0 (Ala・，OGBIzLll 
)円 20 α 100.4 206 56.7 39 

OMe 
Al1 (Al口・，Glu)n 20 a 99.9 205 58.1 37 

日)Al口勢 L-Alanine-I5N(99%). b)αRlght-Handedα・Hellx，αL:Left-Handed 

α-Helix， s s-Sheet Form 

土Q3ppm以応，合11と(j33については土 1ppm.である.
IR乱 0."Fa.r-rRスペヴトJIAま， 8本分党禦 JASCQ-A702分~討を用い，

lくB，...disc 法により 4000̂" 300 c1fi1の君主教能圏て刻定した.
用いた誤斜4)キャラクタリゼーションのま拐裏，AI♂苑基の I.tN化蛍予フト(()，:ro

s'11， 6'".22，ら3)値左五bie. 11こまとめJ.
{1)皮り(1ァ7ヲこン)の嬰右投広NJむ敬三/フトとコンホメー乙ョ斗との関係

Ta.ble 1 のポ~(L-7ラここノ) CA l~cl A2)に着目すると お巻αヶベリvクス〈
α ヒ略す)帝の等方性化蛍乙フト (CS;'so)~遁は 98.8ppmて:sぅート((3と略す)
耐の値 102..2 ppmci!J 3.4 ppmあ磁場側!こ奇ふ一方，異才J.i11ぽシフト盈を
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比較すると6'.2，2五.(j'6'33はいず札も仰のが's1jjより 6-7伊 m帯磁場側に現J

れる.この傾旬は C$;，oの場合と閉じてある.~'f はj差Jこ伊形の右判 3PF7n桂高磁
場倒に規れる.このような化蛍予フトテLソノし量の変化は.ポリ宅ーのコLホメ-
h ン変必にイ半フて匙~ Ala.* 9鎮の制核のむ構造の変ィむによるときえられる.
今後v 各テ~ I}Jしの主隼と分ミ予の綜晶梅監kの関係を明らがにすヨ必零がある.時'
にf制核は不対電ミ子左右するためiξ 電牙構造の実方姓科大さく変dじするであろう
が~.<Si1 J ~2.. ~3の鍾jこは.ホヨ長持令の方向と距離，分5のコンホメーるョシ，
盃グアミ JiI!度予ークエンスのお響M 争くの有益;点勝神助5れているであ3う
。これらの蘭島世t式場らがに奇れば このオ法制タりでク貸の揚謹鰐折にむ応用で
きる七のと期千きされる.特にの2.1ま. ピークの格対直であるがら，他の6;1や6".33
に比べ英駿精支-廃友ともにあMので，;旬開姓七S5M，
(2) Ala.-.t-C;w%)主令正、コポリぺ予ケドの ();sa-:ac:622 
コポリマー中のAI♂のの:.501車lま.わうーオのアミノ i酸の稽頬によって彰響を

受けぞすlf¥. 6rso鍾!.それぞれのct;モポ'J)ぺ7・ヶドの鍾(え航 (2"!参照)と比
較す3と， α形の場令.相関が見bれAlo!の(J;$O値の方ポホモ司マリマーよ Dむ，lJI
ずれわ.2-----3 ppm偽磁場使I1こ提れる傾向料認められた.ー方， β形の場合にi司、デ
ータ数料少なMが， 凶.1.，1:.I/eとのコポリ守一ては.Al a.*の ~D'~令11iモポリ弓一
ゅよう t----6ppm.お場制I-C::"フトしてl/I~ 0 ほかでは.約!SPfm伯.i賜倒に
るフトする料乙れ日 (ú!y)~の61;01直 (~3.S ppm) {i，‘極めて小主いことによる).
コポクマー中の AI♂の ôìso佳は，七夕---à-の 7~ )厳戒基の禅頬によフて要るり

0...形では 98""'10:2. pprn I f3切ではず伊'̂'fO.7F.P.例の与を問lちて凌イむすar.ごめL6ED
i重がbコポリ之ーのコ〉ホメー乙ョンを直持推定す3ことは危険である. しがL右
がう， このよう壱場合には 6込が'極めて右用であることが見a.された，するわち，
樺そのコポリマーに周して Ala'切のa鍾l<tα切の場合 S4-""S9ppm，β彩の場合
62-&4 ppm の昆国自に納まる，従ヲて6.i~値は.コ\t-"リマー(又は夕子パク質
)のコシ亦メー乙ョシ左知3上て皇零去坊費量であ3 ときえ~ (但し，持定の7ミ
)~監の伽樗識t制:専).
(3) コポリベフ・ナド中の All持基の JSN化~シフトにiJ.Jiすアミノ酸組長の易客
3イ. ( A Ia.~ Leu).n (αーヘリ y クス務〉

αーヘリックス形成音色のあい LeuとAla.~のコポリ之ーについて (5;$0鍾のleM含量
による釦じさ比べると<siぉ値は:， leu含量又0-対話の広M旋回て1~んど'喪It"Þ\
息られ右/.;¥(98.4土a3ppm). しがむ この値ば C4/a..)侃の姐(98.8 pprn)Iごむ}

。これに対レて âll鍾lま S4~57ppm の旋回内て"おιする，ここて・L似合量
50ヲ誌のとき， 1也と比パあ磁場制に観刻討時点目興味惑い.このように 6'22.値
は α例コポリぺ片ドのアミノ劇蝋(又はアミ/戯曲砲J)に開封清報通、と
老之られる.理J主.ー新00る荷突Jを進めている.

3-2 (AI♂Asp(OBelJ)n. (α-ペ1)ψ クス形)

骨般にべ'シジノし工ステJL涯を坊っ Asp(OB~υ と Alðとのコポクマーについて，命。
値の A守(OB~I) 含量による変化を調べ丸コポクミー中の AI♂婦基の白血伎は.
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Asp(08if)合量ぷ 80~95%の範囲では.タ9んど一刻車 (101. 3土 a.2Pfm.) さ~し，
央主併量帰依毒性はほぼ無視できる.この傾向は (Ala~ .J..eμ)処の場合と閉じて・あ
ふしがしコポリミーのσゐ値はI <AIc.t)IJt (98.8ppm)と(&f(1舗 VJ.n (99.:2fP"U 
のしlずれ左む異幻\1'，モポリ宅-c:t.!>約 .2ppl11 1邸鵠到に現れて LA~.

)~Iミ各コポリ宅ーの ffi亙値左比較すヨと.司自らかに租点候畠拡が観測三れ~.
即ち， _ .A~r (oBl!()含量が 8ð万台、，F; 9S%に場Dオ3につれ，Ala.-k-の6'，ui直は.直線的
にあ磁場費習に乙フトし矛フ卜量むこの経団て約4ppm. と大きlJl.この.m l~つ uて
は今後尋に失主合租友の九凶経団に変ヲて詳仰に調べ・5必専が.ある.ヌ.同時
!こ (Asp(O段1))勺え基の ISNイじ蛍予フト値についてむ調べ3価値があると尽われ~.
3-3. (Alo!; D-AlaJ-n. (αLーベリψ クス軍事〉
ネ美駿で伺tlたA3:dLぴA3-1の試料fζついて事えば， Ala.~婦基l式ポリωーアラ

こン)の左各企ベリvクスに巻き込まれた，いわゆるα:L-'¥リ'Yクス構造をとる.こ
のことは /.3CCP-HAS NMR也IXFar-工疋吋拐さかS確認した，他rペリvク
ス切における Aげの①3。佐(96. 6 ppm. ) (;1.. a:苛初雄(98.8伊m.)J-!l .:2 ppm.あ磁
場倒に避刻され， fgNイち誉予フト世，¥.5む但ノ協の持徴左足るととができる.Dマ41a..
含量-T¥80%色9S%~の閣lこ 6注。値の違JI/ま患うれとru1.しかレ奇がら，合d直

を調べると D-A/ct含量80% (5.5: f fPm )とタタヲぢ (57.t ppm)との閣でDフ4/0..
含量の増加ととわlこ約2pprrtの偽昔話場予フト料'みられ，この場合にむのz舗は.共
童令組ポ依暮姓を示す，
3-4っ く Ala.~ Va.t)'71.. ωーへ !J'yス協I ß-~ート形)
一級に(Va.L)仇は何処と品ことが知うれてお!J，めて CAI!胤)刊は似

合量ぷ減少するにつれ， 戸形ではなくd形主と与と子提できる.多失 /3Cep-
HAS NMRの結果がら，試料A7逗lc.i'A千 1( Vo..L含量8o'}ぢ以上)ぱ.持んどF
切をヒ!JI A 7-:l ( Vo..l含量10ガ)1式発んどα栃をkることわt確認された.
きて，Ta..h/e. tの<Sisofi.lこ注目すると α形のA7-.;2の<s7:忌鍾 (98.6伊 m)1式

α(Ala)処(98.8 ppm)とほぼ"@じ値左示す. ;7..に P形におワ~CS;;。値j式凶f舎
量f>¥卸売がらタク%rCJ動ねと，約 7ppm1~磁場予フト討す.従ヲて，この
否ではぬb鐘J.í大さな共差合組員J依杏姓を'Ú'す.これと佑較:9 ð と P形の ~2.i車
の失童繍泉純姓は.そオt/aピ大きくるl/l.志しう阿川α影へのコ〉υ一
三/3ン妥当じのとこうで.6込値が約9pr札と大きる変化を言、すことに法目したい，

立高t:1)淘・足噛・藤ア出口安蕗:易辺倒NHR封捨余講譲要旨集(1f/3SJ f. 263 

2) A.Shoji， T.Ozaki， T.Fuj工to，K. Deguchi. I.Ando; Macrom01ecu1es， in pr 
3) 完匂足場藤;Þ.tt!.ロ宇藤・与蔵:弟3掴紛ヨ~~.与3扶余う?務長(1仰ω P.731.
4) A.Shoji， T.Ozak工， T.Fujito， K.Deguchi， I.Ando; XIIth Internationa1 

Conference on Magnetic Resonance in Biological Systems (Todtmoos， Germany， 

1986) Abstracts P 76. 

-178-



45 

紛 フィ プロ イン の構 造と利用に隠する NMRによる研究

{東京箆工大工)朝倉 哲郎 O平 野 幸 喜 吉水広明

NHR Study on the Structure Analysis of Silk Fibroins and Its Application 

to Biomaterials 

Tetsuo Asakura， Koki Hirano， Hiroaki Yoshimizu 

(Faculty of Technology， Tokyo University of Agriculture and 

Technology) 

1t has been recently shown that silk fibroins ar巴 one of the excellent 

biomaterials. 1n order to clarify the origin of the superiority and use 

these silk fibroins widely as enzyme-immobilized materials， NHR and ESR 

spectroscopies have been applied to the structure analysis of the silk 

fibroins. The recognition of the presence of both "Structure Domain" and 

"Reaction Domain" in the chain is important. The heterogeneous structure 

of the silk fibroin me皿brane used for the enzyme-immobilized material 

was clarified. 

1 )緒 言: 最近我々は、絹フィブロインの独自の構造特性を生かすことによって、

それが、酵素固定化担体等のバイオ材料の 素 材 と し て 十 分 に 有 力 で あ る こ と を 報 告

してきた。 1.2 )すなわち、酵素を絹フィプロインキャスト膜中に包括固定すると、

酵素の溶出はほ とんど認められないと同時に高活性が維持され、さらに p H ・熱に

対す る酵素の安定性が増加する結果が得られ た 。 絹 フ ィ ブ ロ イ ン の こ の 優 れ た 特 性

は 、その構造と密接に関連しているので、絹フィブロインの構造解析から得られる

情報 は絹がなぜ際素国定化担体として優れて い る か は も ち ろ ん 、 今 後 絹 を バ イ オ 材

料として広く利用する時の分子設計の指針をあたえる。紛フィブロインは、 G 1 y， 

Al a， S erからなり構造発現に関与する"Structure Domain" と、 Ty r， A 

sp，Gluら の極性残基を含み反応性に富 む" Reaction Domain "にわけること

ができる。引本研究では各 Do皿ainの情報を主に NMR、 E S R法を用いて得、今後

の 絹のバイオ材 料 へ の 利 用 に 向 け た 指 針 を 立てることを目的とした。

2) 実験[:f.j料}①家蚕再生絹フィブロイン溶液を塩化ビニリデン膜上にキャス

トして得た絹フィブロイン撲を必要に応じてメタノー lレ処理した。②絹フィブロイ

ン結晶部シーケンスモデル化合物は本学工 業化学科・成田教授から供与された。③

T y r残基側;鎖部位をスピンラベ lレした試料を E S R測定に供した。 4)④ 3-フルオ

ロー P h e紺フィブロインは、 3-フjレオロー P h eを 5齢期カイコに取り込ませる

ことにより得られた。[測定 J@二 次 元 NMRは JEOL GX-270 を用いて 270.05HHz

(プロトン) 1こて内蔵のパJレスシークエンスで測定した。⑥ '"F-NMRは JEOL F 

X-90Q で84.ZlJMHzに て 測 定 し た 。 ① E S Rの 測定は JEOL JES-3XGを用いて Xバンド

でおこなった。

3 )結果と考察 :
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[Structure Do阻ainl 家 蚕 絹 フ ィ ブ ロ イ ンのアミノ酸組成は Gly，Ala，

rだけで実に 85%にもなる。 Fig.1は再 生絹フィブロインのカルボニル領域の拡

大図 5)であるが、各ピークの定量結果から GSGAGAのシーケンスが 70%を占

め ることがわかる。この主シーケンスの溶 液 中 の 局 所 的 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 検 討 す

るため、シーケンスモデ lレ化合物 TFA-GSGAGA-OHについて NOESY

を測定した。 NOE相関 は 隣 接 残 基 に の み観測され (Fig.Z) 、この主シーケンス

は 基本的にランダムコイル憐造をとることがわかる。とれは、 Fi g. 1 

うに、分子量が 30万程度であるにもかかわらず、水溶液の 13C-NMRスペクト

ルが極めてシャープであり、セグメント運動の相関時聞が 10 -10 秒 で 低 分 子 な み

の運動性を持つことと対応する U 。このシ}ケンスはメタノー jレ処理により容易に

敏密な逆平行。構造を形成するので、後に述ベるように酵素を包括固定するうえで

重要である。さらに、 StructureDomainの情報を得るために、精錬糸、キャスト腹、

パウダ一、結晶部のプロトン J パ ル ス N MRを測定しスピンー格子緩和時間 T. を

決定した。 (Fig.3 )その温度依存性は、

いずれのサンプルも -80~ ー 70 "Cに最小

値を 持 ち 、 類 似した曲線となる。これは、そ

のアミノ酸組成を考慮すると、 A 1 a側鎖メ

チル基の速い回 転 に 起 因 す る ス ピ ン 拡 散 によ

ると考えられる。また、国体状態にむいて は

心J メへ/¥~ー
¥ l 一一て一一 同下

明科寺号三
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S e 

に見られるよ

Fig.1 The carb叩 ylspectru図。f~旦ti silk fibroin 
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S e r，領.IJ!鎖、 OH基は水素結合に関与し、その側鎖の運動性が室温で凍結されている

ことが 2 H-N M Rによる研究から報告されている。 6 ) 

[Reaction Domain J特に T y r側鎖は重要である。すなわち T y r芳香環は染料

オレンジ Eと のスタッキングによる相互作用 の サ イ ト 円 、 絹 フ ィ ブ ロ イ ン を 溶 解 す

る時の Caわイオン と の 相 互 作 用 の サ イ ト

絹の構造解析を おこ なう 上で のス ピン

ラベルのサイト 4¥ 酵素を絹に共有結合

さ せる時のサイト 3)となる。 Fig.4 はメ

タノー Jレ処理した T y rスピンラベル絹

フィブロイン膜の膨潤状態での ES Rス

ペクトルであり、 バイ オセ ンサ ーと して

用いる時の絹の状態を再現している。

fast， slow， very slow成分からなる 3

成分を仮定し、 シミュレーションにより

各成分の割合を求めた。また、膨潤状態

で も、膝内部に 溶 液 に 対 応 す る け C-N

M Rピ ー ク が 認められること、さらに IR

13C-CP/HAS NHR，のデータも考慮して、

践の断面は F.ig.5 のような不均一構造に

なっていると考えられる。

T y r以 外 の極性基は 1%未満のもの

が多く、長時間積算することにより、 A

sp，Glu，Argら の はC-NMR ピー

クが観測される。(rig.6)例えばこれ

ら仮IJ鎮の緩衝作用が酵素を絹フィブロイ

ンで包括した時 に pHに 対 す る 酵 素 の 安

定性 の増加をもたらすと考えられるが、

微小ピークのために、得られる情報は必

ずしも十分でない。そこで、例えば、フ

ッ化アミノ酸ラベルをおこない、高感度

の 19F-NMRでそのピークを検討する

ことが考えられるロ Fig.7 に一例として

3- フjレオロ P h e紛 フ ィ ブ ロ イ ン の

19 Fスペクト jレを示した。液状絹(c ) 

でピークが観測され、 3- フjレオロ P h 

eは紹フィブ口イン中に取り込まれてい

ること、一部が T y rに 転 換 さ れ て い る

ことがわかる。 3-フjレオロ P h e残 基 の

ヤ
H

い一川 20 Gauss 

トーーーーーー--<

一一一寸戸トル竺こz…øn~ (0.9%) 

(12.0%) 

Fig.4 ESR spectra of spin-labelled~旦.!:Í
silk fibroin and the simulated spectra 

surface 

U
F

ロロ
O
円

Fig.5 Heterogeneous Structure 
ruodel of B.mori silk fibroin 
membrane in apueous solulion 

題~ :ant.i -para 11el s structure 
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'9 Fピークの T，は、フリーのアミノ酸

( a )の値と一致することから、 P h eの

側鎖は自由に 運 動 し て い る こ と が わ か る 。
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c)3-F-Phe silk fibroin 
in liquid slalc 

v一日一"'̂'百円一

↓ -L 
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判~榊同
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--町ー一日『一日-

50 60 

上
・..1 ‘1....1

30 40 

PP. fro岡 ext.TFA 

Fig.7 '9F-NMR spectra of 3-fluoro 
phenylalanine ~旦ri silk fibroin 

以上を 総括すると、紛コィプロイン

膜中に酵素を固定化した場合、総フィプロ

イン膜表面付近はメタノー Jレ処理により綴

密な逆平行戸 構 造 (GSGAGAからなる

Structure Domainの構造転移)を形成し、

擦を不溶化するとともに酵素分子の溶出を

防ぐ。一方、族内部の運動性の高い領域の

存 在 は 醇 素 の立体障害ならびに基質との接

触を 考 え る と高活性の原因となろう。

量後に、パルス NM Rのデータを提供していただいた出光石油化学側渡辺安朗、

佐藤和夫両氏に感謝します。
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46 
配向 D N A tこ及ぼす低分子の影響 _31PNMRによる検討

(東薬大・中央大理工) 0杉測直文、 神藤平三郎、松本潮、

千喜良誠*

Effect of Small Binding Molecules on oriented DNA Fibers: 31p NMR Study in 

solids，担話盟主主見担生主， Heisaburo Shindo， Ushiho Matsumoto and Makoto 

Chikira* 

(Tokyo College of Pharmacy， and Faculty of Science and Technology， Chuo Univ-
ersity*) 

Many small molecules are known to interact with DNA in different modes， inter-
calation， elelctrostatic interaction， covalent bonding and so on. We have 

studied oriented DNA fibers interacting with ethidium bromide and arginine as 

typical examples. 工nterr.alationof EtBr caused phosphodiester conformation 

di~ordered only at or near intercalating sites， while binding of Arginine 

eliminated the conformational transition between A and B forms and accelated 

isotropic motion of phosphodiester groups of DNA in the fiber. 

二重鎮 DN Aと薬物との相互作用は古くか ら知られており、 その作用様式として

次 の三つが考えられ る 。 1)迄基商問 tこインタカレートする、 2)リン酸基との静電

気的相互作用、 または水素結合する、 3)塩基などと共有結合する。薬物によっては

その相互作用の強 さが違い、 ま た 複 数 の モードを持つものがある。 本報においては

上述の(1 )で作用する代表的な化合物として Ethidium bromide (EtBr)及 び (2)で作

用 する Arginine (Arg) を取り上げ、 また そ の 他 の 化 合 物 に つ い て 、 それらの結合

による D N Aの構造変化及び分子運動への影響について固体の 31PNMR法を用い

て検討した。

【実駿方法]

市販のサケ精子 DNAの 10 mM NaCI 溶液 (100 mg/20 ml)を調製し、 25000 rp 冊、

2 hrで超遠心し、 重量洛性の D N A を取り除いたのち、 EtBrの適当量を加えて一昼夜

授はんした。 45000 rp田 16 h rで遠沈した粘性の高い D N A溶液から高配向試料老

調製した。 また、 Arginine に つ い て は 、 上記の D N A湾液を 10 mM NaCI 、 10 m門

Arg (pH 7.5)に対して平衡透析を 2 日間行い、 同様な方法で配向 D N A を調製し

た。 31PNMRの測定には FX-200(JEOL)国体 NMR装置を用いた。 数本の D N 

A 繊維をゴニオ メータに平行に取り付け、種々の相対湿度 (RH)下で、 DNA繊維軸

と 磁場との成す角を変えて NMRスベクトルを得た。 また、 紫外、 可視吸収スベ

ク トルの測定 Lこは目立 U-3200を用いた。

結果と考察】

1. 二重良.ILI旬 NaDNA試料の 31P スベクトルバターを!

A 型 D N A の 31PNMRスベクトルについて、 図 1に示したように、 繊維軸が磁
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場と平行 (φ=0・)のとき、 鋭 い 一 本 線 が 観測され、 直角 (φ=90勺のと'き二重

線が綬 iltlされる。 これらのスベ

クトルはリン酸基のコンホメー

シヨンがラセン舗に対称である A) No-DNA ot 79% RH B) L1-DNA口t

79%附
ときに予測され る ス ベ ク ト ル に

一致する。 一方、 B型 DNA

(図 lB，LiDNA)、 平行

のとき のス ベクトル線は異常に

幅広い(- 8 0 pp臨〉。 このこ

とはリン酸基の 向 き が ラ セ ン 輸

に対し でか なり不規則になって

いることを示しており、 おそら

く塩基配列に依存する局所様造

の存在を意味する。 9 2 % RH に

おける B型 DNAの平行スベク

トルでは分子運 動 の 存 在 の た め

緩幅は狭くなるが、 A型に比べ

O' 

.1. .'.1.1...1..1.11.，:1. .1...'.1 

200 ーl∞ー2函 200' 1ωb  ・100 -200 p聞

旦ι 1. 31p即 Rspectra of Na-and Li-DNA fibers ori-
ented at 0 and 90， and at 79% RH. 

幅広い(4 Opp聞〉。 これらの結果から A 型は塩基配 91Jに無関係に単一な骨格構造

を持ち、 運動性も乏しいが、 一方 B型 D N A は塩基配列に依存して不規則jな構造で

あること、 またかなり振幅の大きな運動があることが知られている 1， 2 )。 以上を

参考にして、 結合低分子による D N A の構造や運動に及ぼす影響について検討する。

2. 薬物の DNA縫維棒葺きへの量三響

( a ) E..i旦L 金量金 通常、

D N A と薬物との相互作用を調べ

る手段として多くのものが用いら

れているが、 いくつかの系につい

て X線単結晶の 結果 も報 告さ れて

いる 3、。今回、 EtBr-DNA複合

体 の配向繊維を調製する条件を決

めるために、 ま ず 可 視 部 吸 収 ス ベ

クトルで倹討した。 0.1 月 NaCI、

10 聞門 Tris-HCI、 pH 7.5 に お い

て DN Aの濃度(p )を一定にし、

EtBr濃度(D )を変えて、 最大吸

収波長(入防， x )を測定した。

c 
'''1 ぱ、

o 
N 
u、

自民 D 

..-1 
ロ u、
ャ4

同
開。
目。.-<ば、

o 。、
司・

c 
α3 
司‘。5 10 15 20 25 30 35 

P/D 

旦~ P10ts of Amax vs. P/D 

P/D(こ対する入国.，のプロットを図 2に示した。 P/D(こ比例して長波長側に入伽いがシ

フトしたのち、 P/D=10以上では一定になった。 このことは P/D= 10以上では結合

した EtBrのみ存在することを意味する (P/D=10は Et B r 1分子対して DN A 5 
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極基対に相当する。)もこの挙動は

従って、 こ の結合は塩濃度には無

関係であり、 静電 気 的 相 互 作 用 の

弱いことを意味する。 幾つかの P

10値 に つ い て 配 向 D N A試料を調

製し、 79、 92(または 98% ) RHで

NMRを測定した。 図 3は P/O

= 12 の場合の EtBr-NaDNA繊

維 のスベクトルを示 す 。 79% RHで

のスベクトル(図 3 A) は、 図 1

と比べて分かるように、 ほとんど

パウ ダ ー パ タ } ンに近似できて、

EtBrのインタカレーションにより

無配向性に近い様造 の 乱 れ が あ る 。

しかしながら、 98% RHでは、 スベ

クトルの異方性は 明 か で あ り 、 平

行スベクトルは線 I憾の広い非対称

10m付 NaCI 溶液におp い て も 変 化 し な か っ た 。

A) EtBr-NoONA ot 79% RH 

Lーl.-.!

200 100 

l L Jー-1.ーー」
o -100 -200 200 100 

」ームーーi---J

-100 ・200ppni 

Fig. 3. 31p NMR spectra of EtBr-DNA fibers at 79% 
and 92% RH. 

なも のに なっ ているく図'3B )。 図で点線で示したスベクトルは 92% RHにおける B

型 DN Aのスベクトルであるが、 そのピーク位置は EtBr-DNAのそれと一致して

いる。 また、 EtBr-DNA は低磁場側(50ppm) に ス ベ ク ト ル 成 分 を 与 え る 。 この成

分がインヲカレーシヨン部位の近傍のりン酸基に帰属出来るものと思われる。事実、

S 0 b e I I らの 5・ lodocytidyl(3-5)Guanosine-EtBr複合体の単結晶構造の原子座標

3、に 基 づ い て 計算した化学シフトの平均値は実測値〈矢印、 - 50 ppm) とよい一致

を示した。 P/D=12のものを除き、 P/D= 48、 62のものは RH による A-B型転移が

見られた。 これ ら の 結 果 は EtBr-DNA複合 体 の DN A はインタカレート部位を除

いでほぼ B 型構造 を 保 持 し て お り 、 その部位の構造はオリゴマーと D N A との閉で

同じであることが 示唆される。

( b ) A fRinineの場合 Arginine は DN Aの主滋と相互作用し、 P/O = 

1 .2 以 下 で は 全 ての RHにおいて B型構造をとることが X線解析から示唆された川。

Arg-NaDNAの 31 Pスベクトル〈図 4 B )は、 同じ条件下での Li D N Aの そ れ

に近いが、 次の点でことなる、 1 )交差分極 法による測定はシングルパルス法より不

幸IJである、 2 )緩和の異方性が見られない。 図 4から分かる通り、 同ーの条件下で

悶ー の 積 算 回 数に対して交差分極

t去によるスベクト)[.，の 51N (;1:シング

ルパルス j去によるものの約半分と

なっている。 表 1は交差分極法で

その分極時間を変えて信号強度の

変化 から得られた交差緩和時間 TIS

Cross Relaxation Time T~^ and T. of Oriented DNA 1S _..--lp 
Fibers at 79% r.h. 
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と プロトン Tlρ の健を示す。 し DNAに比 べ Arg-DNAでは T1$は長く、

Tlρ は短い。 また、 L i D N A に見られた緩和時間の異方性がみられない。 これ

らの 結 果 は Arg-DNAにおいて

D N A の運動は等方的であるこ

と、結合した Arg はりン酸基の

運動を促進させる傾向がある事

を示唆する@ おそらくそれは D

NAの主溝に作られた水和構造

が Arginineの結合により破壊さ

れることによってリン酸基の運

動が 活発 にな ったものと予怨さ

れる.
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NMRκよ合発電5耕がr(四)

一主主包アνiν~-3えた撃の勝対一

。占崎τ ~j..:dit- 、 えう称性 l't'* (僻見・主化号、ち立拝見掛$-)

Studies on Delayed Hypersensitivity Skin Sites by NMR 

Masaki Yamasaki and Takashi 工shimatsu.

* (Department of Biochemistry and Department of Urology~ Medical School Kumamoto 
University) 

The mechanisms of delayed hypersensitivity reactions are the focus of much 
current interest in the field of cellular immunity. Some chemotactic factors 
for rnacrophages and alkaline proteases were already found in delayed hyper-
sensitivity skin sites. The activity of these substances are very sensitive 
to changes in pH， however， the pH at target sites in inflamed tissue is still 
unclear. 工nthe present study， we could clarify the pH and the relaxation 
~~mes of.delayed hypersensitivity skin sites in the guinea pig skin by using 
31p and lH nuelear-magnetic_resonance. 
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8C0" tヰ九為乙句会英主主業凡ついて
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主会長義葬色とリあザに.:t: 1ν 毛ヲト芳念P~1 1.就毛 b にのラ ~J 9、きまいブ.c・m司

氏村義主主 Fヲユ乙に::..の恭震のき冬A恵比寺 b 克花~乞，-¥d、ちLつの会ヱ拠・良句思曹

の持孫セf秘めらcr.t>1:i、き冬に U 細秘情』き々今ζ ，~の崎畝 \ð 矯めらが吋小に・

ニのき堅持 κ ゎ、、てもはトの袈Aめのか輝氏あてゆめ b ヒ~:I震乙苛立震の守淘ぐい

の製品)、製品令;f~本ft乙毛細血唱の主主主弘梓の先立さf 付与れ、血普 7 シバ7 の11D
菅ヲト八の逸明記ゲ秘めうふた@ 実~葬乞酔の乏舗菅主主~;}主九五氏にも的皿輩ヲ
シjマ 7 の 5考必 L事エマp~得ヅ P 明らザ時より比、役A事 3針金のおか雄氏おユリ、さ
う ι基調の芳弘~ oτ3g苛相殺の 2潤ダ色別立恥t 混寄与ij¥.、主ら氏ら 9守I司教に
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殺菌剤処理による菌糸細胞の生種変化と水の T，. T2の変化

(農業環境技研 )0吉田 充・能勢和夫

Physiological Change and Change of Relaxation Tifies of Water Proton in 

Mycelial Cells by Fungicide Treatment 

旦u立J!.L且工♀立主II主 and Kazuo Nose 

(National Institute of Agro-Environ圃ental Sc iences) 

T， and T2 of water proton in the mycelial cells of l立主E主主.li u且主工主主 were 

e s t i a a t e d u 5 i n g n 0 n -1 i n e a r le a s t s q u a r e s b y s i圃plex. Two kinds of water 

with different relaxation tiaes were detected and their relaxation times 

were shortened by fungicide treatments. The reasons for the shortening of 

the relaxation tiaes were considered. by checking the amounts of water. 

sugar. protein and paramagnetic metals in the cells. Change of the mem-

brane water permeability was also checked by Mn doping method. 

生体内の水のプロトンの緩和時間を利用した病態解析が医学の分野で進められて

いる。 そこで演者らは、 この 生 体 の 水 の 緩 和時簡を農業の場面で利用することを考

え、 農薬の作用研究への応用を試みた。 その手はじめに、 園芸作物の重要病原菌で

ある灰色かぴ病菌 の 菌 糸 細 胞 の 水 の T，と T2を測定し、 各種農業用殺菌剤処理による

それらの変化をみた。 そ の 結 果 、 殺 菌 剤j処理によりも.T2が短くなることが明らかと

なり、 ここではさらにこの水の緩和時間短縮の原因について考察してみる。

( 1 )殺菌剤l処 理による菌糸の水の緩和時間 変 化

じゃがいも煎汁治 地で 培養 した 灰色 かぴ 病菌菌糸をろ過によって集めた後、 べ一二

パータオルにはさんで菌糸の外側についている水を除き、 10圃Rφ 試料管に詰めて

JNM FX-90Q装置で緩和時間の測定を行った。 T，については inversion-recovery法で、

T2に つ い て は C.P. M. G.法で測定したところ、 緩和時間は 1種類ではなく、 存在状態

の異なる複数種の水の存在が示された。 そこで、 simplexを用いた非線形最小自乗法

によるプログラムいれを用いて緩和曲線の解析 を行い、 菌糸中の水の各成分の存在

率と T，、 T2を推定した。 次に t音地中に殺菌剤lを添加した場合の菌糸の水の T，、 T2の

変化を調べた。 その結果を Fi g. 1に示す。 J このグラフの機軸は、 水の各成分の緩和

時間を表し、 縦翰はその各々の成分が NMRで検出される菌糸の水全体の中で占める割

合を%で示したものである。

菌糸の水は 2つの成分からなると考えられ、 無処理の薗糸では T，が約 400msec、

T2が約 60・5e cの水が大部分を占め、 そ の 他 に緩和の速い成分が僅かに検出された。

殺菌剤j処理を行うと、 水の主成分の T ，が 100~ 250msec 、 T2 が約 15~ 20msec短くなり、

ぺノミル O.2ppm処理の場合のように T，の短い成分の割合の増加が認められる場合も
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あった。 なお、 ぺ ノ ミ ル や EDDP処種では菌糸の生育阻害が認められ始める処'理濃度

か ら 緩 和 時 間 の短縮が認められるが、 プロシミドンの場合は生育阻害開始滋度 1PPJl

では変化はなく、 2ppaにして初めて緩和時間の短絡が認められた。

この殺菌剤j処 理 に よ る 菌 糸 の 水 の 緩 和 時 間の短縮の原因が何であるのか、 また殺菌

剤の作用機構とどういう関係があるのかについて考察を行った。
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Fig. 1 Change of relaxation times of mycelial 

water proton by fungicide treatment. 

Fig. 2 Change of water 
content of mycelia by 
fungicide treatment. 

( 2 )殺菌剤l処理による緩和時間短縮の原因の考察

① 含 水 率 の 変化

まず緩和時間短縮の原因として、 細胞の水分の減少を考えた。 Bakkerらは、 マウ

スの摘出組織の水の TIは合水率に比例する と報告している 3) 菌 糸 を 105・Cで 30時

間乾燥させたときの重量の減り方から含水率 を 求 め 、 殺菌剤処理による水の主成分

の TIの変化と 含水率の関係を調べてみた (Fi g. 2)。殺菌剤処理により含水率はやや

低下するものの そ の 変 化 は 10%以内にとどまり、 かつ水の主成分の TIとの相関はみら

れず、 細胞水 分の減少を殺菌剤処理による水の緩和時間短縮の主な原因と見なすこ

とはできなかった.

②事書、 タ ンパク質の蓄積

次に水の緩和時間短縮の原因として、 穏やタンパク質の原形質中への蓄積による

原形質の粘度の上昇を予想した。 穏やタンパク質が多量に水に溶けた状態で存在す

れば、 菌糸の 13C NMRスペクトル中にそれらのシグナルが現れると考えられる。 そこ

で、 殺菌剤i処理菌糸の I3C NMRスペクトルを無処理の菌糸のものと比較してみた

(F i g. 3)。すべてのスペクトル中にトレハロース(t)、マニトール(阻)及びトリグリ
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セライ，ド (tg)のシグナルが見いだされ、 一方、 タンパク質のシグナルは認められな

かっーた。 このよ:うに、 殺菌剤処理によるスペクトルの質的変化はなく、 また各シグ

ナ ルの強度も外務標準の酢酸のシグナル (a)と比較して増減はなく、 殺菌剤処理によ

る申書やタンパク質の原形質内への蓄積は考えられなかった。

け1

~州州州~い.;...，./

control 

州刑判柑¥1'"州い川均吋ザ

〆

200 100 。
Chemlcol Shlft (ppm) 

13 Fig. 3 ~-c 則R spectra of mycelia of Bo旦己主弘主主a.

③常磁性金属の蓄積

そこで、 膜や細胞壁及びそれらに結合しているタンパク質の殺菌剤処理による破

壊に伴う常磁性金属の原形質への溶出を考え た。 菌糸を 80耳エタノールで処理し、 抽

出されてくる常磁性 金 属 の 量 を 原 子 吸 光 法 により定量した (Fi g. 4)。殺菌剤処理に

よる可溶性常磁性金属の量変化は菌糸の freshweightあたり lppJl以下で、 到底 200

.secもの T，変化を説明することはできなかった。

門n Fe Cu Zn 

{ E 0 . 2 

.， 
!l 0.1 

tz o J 

u- 。
C B C E P C B C E P C B C E P C B C E P 

C， control; B， benomyl 0.2 ppm; E， EDDP 50 ppm; p， procym1done 2 ppm 

Fig. 4 Soluble paramagnetic metals in the mycelia of Bo主立主主
cinerea. 
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④膜の水透過性の変化

Conlonら及び Stoutらは、 践の水透過性が原形質内の水の見かけの緩和時間に影響

することを指摘し、 膜を 通し た原 形質 内外の水の交換速度 (τ ・)と原形質内の水の見

かけの T2(T'2.)との聞に次式が成り立つとしている 4 • 5 )なお、 T2・は原形質内の水

の真の{水の交線がない場合の) T2、T2bは 原 形 質 外 の 水 の T2、P・と Pb は各々原形質

内、 外の水の存在率を表している.

1/T・2・ 1/T2・+1/τ. - (P.T2b)/(Pb τ. 2 ) 

Stoutらは 細 胞をマンガン水溶液の中に置き、 マンガンの濃度を変化させることによ

りT2.を変化させ、 それに伴う T'2.の変化から τeを求めている 5)。また、 細胞を凍

結したり薬剤処理 した りし て膜 にダ メー ジを与え、 膜 の 水 透 過 性 を 高 め る と T'2.が

短くなるという こ と も 報 告 さ れ て い る e・7】.

このことが灰色かぴ病菌菌'糸細胞についても

言えるかどうか を確認するべく、 演者らは菌糸

を 25・M Mn C 12水溶液中に漬け、 T2 .=0. 5.secとし

た時の T' 2 aを測定し、 さらに MnC 12水溶液に 殺菌

剤を添加したときの T' 2 .の変化を求め、殺菌剤

30 

25 

20 

'" ~ 15 

の膜の水透過牲に及 lます影響を調べてみた (Fig.P
~ 1日

ち).なお、 原形質中に入りにくいと言われるマ

ンガンを細胞の外側の水に添加することは、 T 2. 

に彫 響を あた えずに T'2.を短くするが、 それに

も増して T2.を極めて短くするので、 原形質内の

水の測定を容易にする。

B 
O 

民主出
¥~斗JL1111m

2 

Treotn陪ntChr) 
10 

ホスファチジルコリン生合成阻害剤である Fig. 5 T'2a change of Mn doped 

EDDPは菌糸細胞 の T'2・を短縮したが、 細胞分裂 mycelia by fungicide treatment. 

阻害剤ぺノミル や作用機機未知の殺菌剤jプロシミドン処理の場合は T'2.の短縮は認

められなかった。 このことから、 F i g. 1の 殺菌剤処理による菌糸の水の T，、 T2の短

縮は膜の水透過 性の滑加のみでは説明できないと思われる. さらに検討を要する問

題である。

1)小林和彦、 農 林 水 産 研 究 計 算 セ ン タ 一 報告 A17. ち1 (1980. 

2) M. Yoshida and K. Nose. A.五Ll主ム !li企LQ主旦旦ム. 51 (1987) in press. 

3) C. J. G. Bakker and J. Vriend. ~ 並立Aム Bー辻L. 28. 331 (1ヲ83). 

4) T. Con I on and R. Outhred. !L註主主~Bi主主主主L 但主主. 228. 354 (1972). 

ち) D. G. Stout et al.. tlム止.1 t江主主よ£よム. 62. 636 (1978). 

6) P. M. Chen et al.. t上主旦主 lli旦よ旦よム. 61. 878 (1978). 

7) G. Benga et al.. !.U企立♀上ιillι. 5. 223 (1985). 
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差分 NM R~.去による左右大脳半球機能差. 一次視覚野の時間

応答

(電子技術総合研究所)亀井裕孟，片山義朗，横山浩

Ti.e-Resolved 門easurement of the Functional Defference of Cerebral 

He圃 ispheres by "Differential N門R"

Hirotake Ka圃ei， Yosh i ro Kataya 聞a，and H i rosh i Yokoya聞a

(ElectrotechnicaJ Laboratory) 

A non-invasive 闇ethod to detect the difference in functions of cerebr~1 

he醐 ispheres is described. lIe app J i ed the techn i que to norna J vo lunteers 

and observed the evoked proton N門RsignaJs from visuo司 sensoryareas. 

精神作業を行ったり外的刺激を受容することによって，大脳は活動し，活動部位

の局所血流量が t普大する. 大脳のプロトン NMR信号を観測すれば， この血沈培大

に伴う信号強度 変 化 が 観 測 さ れ る 筈 で あ る . しかし， このときのプロトン NMR信

号強度の変化は 大脳 全体 から 得ら れる プロトン NMR信 号 強 度 の 僅 か O. 1 - 1 0 

ppm程度と見積られ， 通常の A/D変換 器を使用している MR 1 (剛agnetic

resonance 圃aging) 装置では， この 微弱な変化は 1ピット内に隠れてしまうため

観測することができない. もし， この変化が観測されれば，プロトン NMR信号の

緩 測から大脳の活動 部 位 お よ び 活 動 度 を 知 ることができ， N M Rの新しい応用分野

が妬かれるものと期待される.

演者は微弱な NMR信号の変化を観測することのできる新手法として"差分 NM

R法"を開発し，精神作業，聴覚および味覚の受容による大脳活動に伴うプロトン

N MR  信号を観測し， 左右大脳半球機能差に関する知見を得ている[1 ] . こ乙で

は視覚情報受容による一次視覚野からのプロトン NMR信号の時間変化を観測した

ので， その結果に つ い て 報 告 す る .

[実験]

差分 NMR法の原理:大脳は機能的にも構造的にも左右対称ではないが， プロト

ン NMR信号 を観測すると極大雑把には左右対称の信号が得られる.そこで 2個

の 表 面 コ イ ル を正中商に対して対称的な頭表面上の位置に設置し，それらに誘導さ

れ る信 号の 菱信号を平衡検出回路を通して観 illJするく図 1) • アナ ログ 信号 時に 差

信 号 を と る の で微小な信号変化を有功に取り出すことができる.平衡検出回路で強

制約に平衡をとるが，完全に平衡をとることは不可能であり，非平衡分の信号が出

力に現れる. そこで， まず，安静時の信号を観測し，それをコンビュータの記憶装

置に蓄えておく. ついで，脳を活動させた時の信号を記憶させ，両者の差をとるこ

とによって， 活動時の NMR信号のみを得る こ と が で き る ( 図 2) .正中函に対し

て 対 称 的 な 磁 場勾配を加えることによって，得られる信号の周波数から大脳の活動
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部位の正中薗 から垂直方向の位置に

腐する情報を 得ることができる〈図

3 ) . これと頭部表面上に設置した

表面コイルの 位置から，大脳活動部

位の位置を三次 元 的 に 求 め る こ と が

できる.

測 定 : 使 用した装置は研究室で試

作した全身用 MRI装置で，磁東密

度 O. 0 1 9 T，ボア径 1m の 常 伝

導磁石を使用し，観測周波数 8 0 0

k H z であ~. 高周波パルスは 9。

-4 5・パルスを使用し， これに伴

う F 1 D 信号 を観測した. 差 分 NMR装置プロック図.図 1. パルス繰

り返し時間は 25-100  m's， 

号積算回数は 64-1 2 8固である.

パルス繰り返し 時 間 25ms，積算

図数 64.図のときデータ取り込み持

信

聞は 1. 6 sであるが，データ転送

格納時間として O. 6 s必要なので，

測定の繰り返し時間， すなわちjJIJ

定の時間分解能は 2.

被 E費者は全て健常人である.

ーG

データ収集法.

N
 

A

E

 

-
N
1
 

0

・R

E

L

 

M
H
P

・

2 sである.

被駿者

の前方にスクリーンを置き， そこに

鏡を介してプロ ジ ヱ ク タ か ら の 映 像 を 投 影する.

E費者はスクリーン中央部を眺め， 眼球を動かさない

状態にして右あるいは左視野に投影される映像を跳

める 2簡の検 出 用 表 面 コ イ ル は 後 頭 部 に，正中面

に対して対称的な位置になるように設置する〈図 4).

図 2.

被

左あるいは右視野のスクリーン

その照度を変化させたと

[結果]

照度と信号強度:

上にスポット光を照射し
G 

きの一次視覚野と思われる部位からの N MR信号を

観測した. 結果を図 5に示す. 照度と NMR信号強

度との問 tこは Weber-Fechner!l.ljが成り

立っているとみ ることができる. このことから NM

R信号強度は大脳活動の度合を反映しているとみる

v・x，・y(8，. xlG)/2宵

VX1 • y(8， . x，G)/2宵

位置情報の求め方.図 3.

ことができょう . 照 度 の 増 大 お よ び 減 少 を繰り返し

網膜からの出力のようなヒステリヒスが観測
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されな，い. このことは一次視覚野の活動はトラ

ンスデューサからの出力が何れかの段階で相対

尺度に置き換えられた形で起こっていることを

示していよう.

視覚野からの信号の時間応答:左あるいは右

視野のスクリーン上に画像を投影したときの一

次視覚野からと忌われる信号の時間変化を測定

した.左および右視野にそれぞれ画像を投 影し

続けたときの F Tスベクトルの例を図 6 に示す.

これらは投影開始後 11.0-12.6sに

得られた信号であ る. 左視 野に 画像 を投 影した

場合 Lこは右半球からの信号が観測され， 左 視 野

の場 合 に は 右 半球からの信号が観測された. こ

の結果は，従来， 種々 の手 法に よっ て測 定され

た結 果 と 一 致 する.

信号強度の時間応答の例を図 7に示す.右筏

野に画像を投影したときの結果である.信号強

度は投影慌始後 o-1.. 6 sで最大値を示し，

時間の経過と共に減少していき 25 s近傍で

信 号は観測されなくなる.同一被験者について

左視野に画像を投影した場合， および他の被験

者についての測 定で もほ ぼ同 様の 結果 が得られ

た. このことは 同 一 画 像 を 銚 め 続 け た 場 合，活

動が持続しないことを示しているのか， あるい

は， 眼球運動によって目的としている半球とは

逆の半球も活動 したためかも知れない. D良球運

動の有無を他の手法によって確認

することによって，何れの原因に

よる もの かを 判定することができ

る. 安静時

差分 NMR法の 脳 機 能 計 測 へ の

応用として，大脳の活動に関する 右 視野

情報を時分割で得ることを試みた.

時 間 分 解 能 は 決して十分とはいえ

ないが，画像を眺めたときの一次 左 視野

視覚野からの NMR信号の時間分

解計測を行うことができた.今後

の技術的課題として高時間分解能

SCRHN 

-G 

1 RCU IT 

OPTI C SYSTEM 

図 4. 視覚系の測定.

10 

r/ 

j/  
J
4
z
u一
目 。

10 100 

ILLUMINATION INTENSITY (A.U.) 

図 5. 照度と誘発信号強度.

図 6. 一次視覚野からの誘発信号.

-197-



i" 1 

ー

+
i

-a 'い-nV 
4
E

・

5ト

(・
3

・0
)

Oト

i 
o 

.J. 

20 
」ι

10 

(s) t 

一次視覚野からの誘発信号の時間変化.図 7.

それは信号の S/Nを改善することによって達成す忍ことができる.化があるが，

4th World Cong. 門icro・Proc. and H. Yokoyama: 
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ト，心の 31P-N乱m

)0西 川 弘 恭 ・ 嶋 本 典 夫 事

ツ

(京伺IIH立医大・武田薬品中研本

新谷元章*・沈行良・吉崎和男

フIn situ 

31 P-NMR in situ Study on Rat Heart 

堕虫注呈盟主 Norio Shimamoto*. 

Pref，配tural University of Medicine 

旦江虹笠旦

(Kyoto 

Yoshizaki Motoaki Shintani*. Shen Xingliang and Kazuo 

*Central Research Division. Takeda Chemical and 

Industries. L TD) 

Recent development 

Besides NMR. we need many 

of tissues. 

the 

measure 31 P-NMR spectrum. ECG. blood 

clear by 3 1 P-NMR spectra 

affected by blood pres-

ra t heart partially 
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metabolism 
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m on made it possible 

physiological measurement 
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metabolism. 
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metabolism 

to 

were 

body temperature. The probe was applied further 

obtain its pH and 31 P-NMR spectrum. 
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to coronary artery ligated 
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はじめに

心筋のエネルギ一 代 謝 研

究への 31P-NMRの応用は従
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B闇

来よりランゲンドルフの還

流心を用いた報告がある。

近年高磁場で口径の大きい

横置き型ま r たは縦置き型超

伝導磁石の NMR装置への導

入により、ヒトや実験動物

の心筋エネルギ一代謝の In

situ 牛休組織が形機的お

よ び機能的に元来生体内に

存在する状熊)での "1 P_ 

NMR研究が可能となってき

た in situ "1 P-NMR研究

100 自岨段34白剖
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4聞
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白
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200 

H
E
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E

では測定中対象の状態をよ

り正確に捉えるため 31 P_ 

NMR以外に同時に 種 々 の 生

理 学的計測を行なう必要が

ある。本報告ではラット心

臓 を in situ測定するため白

作 L た縦震き型広 1]径 趨 伝 Trt'E(min】

直腸温 と心在1数 A: 冷水と温水還流による直腸

il({H品視の変化に伴う心主'1数の変化。

図 l

温の変化、 B:
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定時のラットの状態{体温、心拍数、血圧、 31P-NMR;<.ベクトル)を明らかに t 、かつ

心筋の栄養血管である冠状動脈結殺の心筋エネルギ一代謝への影響を in situ 3 1 P-NMR 

A ベクトルで得られるリン含有エネルギー代謝 関 連 物 質 の 消 長 と Piから求められる心筋

内 pHより検討する。
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試料と方法

実験動物としてラット

Wistar rat、体荒 250~ 300 g) 

を用いた。ラットはベント

(腹腔 i勾投与、 50

mg/kg)で麻僻後、気管切開し

気 管カニューレを 人工呼吸器

ルビタ ー ル

話抱白描

TlI'E(mIn) 

庖自由TR白，1E

1困

お

初

白

議姐

sa 

sa 

4凶

B 

M
H
Z』

A
H
p
n
n
T

・
0
n
《
阿

T
a
F
t

(M吋 el 1 4 1. Princeton Medical 

Instruments. INC.. U.S.A.)に 接

続した。呼吸は 70回/min 、

l 回換気量 4~ 5 mlで維持され

た。用いた混合ガスは 3%C02 

- 97 %02であった。気道確保

後、血圧測定用動脈カニュー

レを大腿動脈に挿着し、胸部

正中切開にて心臓を露出し、

心外膜の一部を J1J離してラッ
舗狙

話犯話抱

TlI'E佃in)

直腸温を一定に維持した時(A) 

1銅
1聞

自さら十こプロープ

の心拍数(B) 

開唱担由里
I':j川 j1:.. .j Ti! 
一 一τ両市!

L己主;=!Jιーι ー〕斗ー

図 2

|:一Li::Jニトニ

;1';1-T107[~ 
llー しT:: 一一--::

Ai. .~: I ~ .; . -:! 

RFパル

d・

ト を 自 家 製 ア ク リノレ製プロー

プに置いた。

に 置かれたラットに心電計用

熱 電対を挿着 Lた。

ス送・受信用ル プコイルは

プ ロープを垂直

に 立てた状態で

心臓と丁度良い

位 置にあるよう

に 婦若された。

自家製プロー

体位と血圧

A: 仰 臥 位 か ら 立 位

B: 立位から仰臥位

c:下腹部の圧迫

200一

図 3

ブ 1:1.アクリル樹

脂円 r筒(外径 70

で作られ

た。 RFパルス送

受信用ループ

わせ X.

コイルの位置は

試料の位置に合
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mm) 
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表1自家製プロープに備えた機能

)~-7'コイ)v 1 H. 31 P NKRAへ.?ト)v

心電計電極 心電図

熱電対 直腸温

血管おこrレ 血圧

気管カこzーレ 人工呼吸

体温制御用マット 体温制御

31P-NKR測定条件表2

向で徴調整出来 るよう工夫された。またデロープを磁

石に挿着後ルー プコイノレの整合・同調を取れるように

した 。 本 プ ロ ープは表 1に示した機能を持つよう各種

センサーと実験 動物維持装置を備えている。

血圧測定にポ リグラフシ見テム(RM-6000. 日本光

電)、血圧測定ユ ニ ッ ト (AP-601G. AP-611G. 日本

光電)と圧トランスデユーサー(TP-200 P. 日本光電

を使用した。血圧はカニューレを大腿動脈から圧ト

ラ ンスデューサーまで延長して測定した。カニ ュ ー レ

の詰まりと波形のなまりを防ぐよう工夫した。

心電図は上記ポリグラフシステムと心電図用アンプ

{ AC-601 G. 日本光電)で測定した。電極は双極標準

肢誘導と単極肢誘導 が可 能な よう にラ ット 四肢に付け

られた。

(lTー体温 H.直 腸 温で得た。温度センサーは熱電対

U.S.A.)を用い、紅門より 5cmの位18. Baily Instruments. 

置 で測定した。

実験動物の体温1tIJ御はプロープに敷いた自

家製の水循環マヅトの水温を直腸温をモニ

ターしながら調節して行なった。 A 

ー

λ

ハ川川

用いた NMR装 置 は 広 口 径 趨 伝 導 磁 石 NMR

{ SCM-200 .日本光電)で、磁場は 4.8Tで

あった。測定条件を表 2Iこ示した。

結果と考察

磁気の心電図 と血圧への影響

4.8Tの 磁 場 外と内で心電図と血圧に変化

l主見られなかった。

体温と心拍数

B 

ωf¥Jv. 

80.75KHz 

7507.5Hz 

2048 

200 

14.0μsec 

1. 9sec 

OBF 
Spectral Width 

Points 

Scans 

Pulse Width 

Repeti tion Ti.e 

麻酔下のラットでは体温調節中枢が働力、

ないため体温は室温に近付く。図 1 - Aに

体温制御用 7 ツトによる体温変化、図 1-

Bに向時測定した心電図から得た心拍数を示

した。図 2- A. Bに同マヅトにより体温を

37 .7土 o.3'Cに保 持した時の心拍数 (433.3

土 36.8 )を示した。生体のエネルギ一代謝

は心筋をはじめ全ての臓器において血液循

環状態と密接に関係しており、上記事実は
PPM 

r-r-寸γ寸， ， ， I ' ，白， I ' ， . ， I 

10 0 ・10 -20 その 3IP-NMRによる研究における体温制御

の重要性を示唆している。 situラット心 31P-NMR 

A: 心拍数 417、 B: 心拍

心拍数と in

スベクトノレ、

数 3260

図 4

体{立と血圧

関 3 - A. Bに麻田¥¥-Fのラットの体位を仰
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臥位から立位および立位から仰臥位に変換させ

た時の血圧変化を示した。前者では最高血圧は

113 mmHgから 73mmHgに 、 最 低 血 圧 は 77mmHg か

ら 48mmHgに、後者では最高血圧は 86mmHgから

115mmHgに、最低 血 圧 は 52mmHg から 74mmHg 

に変換した。一方立位で下腹部を圧迫すると図

3 -Cに見られる よ う に 血 圧 が 上 昇 し た 。 この

事実は立位での血圧低下とそれに対する補正の

可能性を示している。

心拍数と 31P-NMRス ベ ク ト ル

図 4 - A. Bfこ同一ラットで体温低下により心拍

数が 417から 326に 減 少 し た 時 の 31P-NMRスベク

トルを示 Lた。 (0ppmの phosphocr回 tine (PCr)共

鳴線) / (高磁場側の ATP共鳴線)の比が心拍

数の少ない Bの方が大きく、かつ低磁場側の Pi

I!心 拍 数 の 少 ない Bの方が小さい。これら事 実

は 心拍数の少ない Bの方がエネルギーの貯蔵量

が多い事を示している。すなわち生理的な心拍

数を示す心臓はエネルギー貯蔵状態はむしろ悪

い条件にある。

冠状動脈絡黙と λ ベクトノしおよび pH

左冠状動脈前下 fr絞起始部でタ ニ

ケットにより結主主し、 30分後結数糸を

緩め血量を最開通させた。結主主後から

"'1 P-NT.fRスベクトノレを測定した。図 5

にス ベ ク ト ノ レ から求めた Pi/PCr比を結数

前・中・後について経時的に示した。

図 6に図 5で用 い た ス ベ ク ト ノ レ の Piの

化学 γ フト値から求めた pHを経時的に

示した。 Pi/PCr比は再開通後 10分でほ

ぼ結索前値に回 復 し て い る が 、 pH1[直は

30分を回復に要している。この pHf:t結

数時の 虚 血 に よる嫌気的解糖系での乳

般 の櫓加とその血流最開通による除去

を反映しており 、 Pi/PCrの動きと時間

的なズレが見ら れる。
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値より求めた pH。
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51 
31P-NMRによる軟体 動 物 平 滑 筋 の

c a t c h収縮機構の検討

{国立公害研，東大理勺 O三 森 文 行 ， 石 井 直 方 ¥ 高 橋 景 ー ・

31P-NMR Study on Catch Contraction of Molluscan Smooth Muscle 

E旦.!lL旦li.l!itsulllor i. Naokata Ishii・and Keiichi Takahashi= 

(National Institute for Environmental Studies and Tokyo 日niversity*)

So・e .olluscan smooth .uscles display a catch contraction which is 

characterized by the sustained tension after the stilulus is turned off. 

The ・echanis. of the catch contraction is not known so far. We have exa.ined 

the intracellular pH and the concentrations of phosphorus lIIetabolites in the 

1 i ve ・uscle frol the 彊usse1 (旦Z主11且主主豆旦li三 during catch contraction as 

well as other stages by 31P-NMR spectroscopy ・ On the basis of above results 

the lechanis. of the catch contraction is discussed. 

[は じめに I

二枚貝の閉殺筋や、足糸を駆動する筋肉 (byssus retracor muscle)は平滑筋に属

し、 catch収縮と呼ばれる特異な筋収絡を行なう(1 )。これらの筋肉は短かい電気

パルスによる繰り返し刺激を受けたときには、 骨 格 筋 と 問 機 の 収 縮 ・ 弛 緩 を 示 す 。 し

かし、アセチルコリンや、 10秒間以上継続するiI流電気パルスによる刺滋を受けた

場合には、刺激が終了した後も一時間以上にわたって強力を保持し続け、この間極め

てゆっくりした弛緩し か 示 さ な い 。 こ の 、 刺激が終了した後の持続的な収縮状態を ca

tch収織と呼ぴ、刺激が継続中の活動的な収縮と区別する。 catch収織の間は、活動的

な収縮時に比べて 酸素消費量が少ないことなどから、エネルギー消費が小さいと考え

られているが、その収縮機構はまだ明らかにさ れ て い な い 。 最 近 、 石 井 ら は サ ボ ニ ン

を 用いて細胞膜に穴をあけた筋細胞 (skinned cell)において、 catch収縮時の弛緩速

度が 外 液 の p Hに 依存していることをみいだした(2 )。本研究においては、ムラサ

キイガイ(.l!.主主il旦三旦忌旦上i三)の intactなanterior byssus retractor 国uscle (ABRM)に、

潅流法を用いて、 NMR試料管内で静止→収縮 → catch収縮→弛緩を行なわせ、各ステー

ジにおける細胞内 p H、高エネルギーリン酸化合物の変動を 31P-NMRにより追跡

し 、この特異な catch収織の機構について検討を行なった。

【実験]

新 鮮なムラサキ イ ガ イ よ り 取 り だ し た ABRM筋 16 - 2 0本 ( 湿 重 量 -0 . 8 g) 

を外 径 4 ..のガラス管の外側に保定し、 10 llII悼の NMR試料管内で、人工海水

(434 .M NaCI. 9.8 .M KCI， 52 .M MgCI2. 101M CaCI2. 5 111M Hepes. p日 7.5 )を

8ml/minの流速で濯流させた。 人 工海水のリザーパーは 15 0 Cの恒温水槽

中に保持し、 95%02.5%C02 の 混合ガスをパプルし、筋を好気条件に保っ

た。 NMR試料管内での収縮、弛緩は、 ABRM筋本来の神経伝達物質を潅流液に加える

こ とにより行なった。すなわち、 10-3M acetylcholine (ACh)により収縮、人工海水

の再調雇流により catch収縮、 10-4M 5-hydroxytriptamine(5-HT)により弛緩をひきおこ
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した。この方法により収縮ー弛緩サイクルが逮成されていることは、磁石の外で問機

のpreparationにstraingaugeを接続し、張力測定を行なうことにより確認した。図

1に、この姦力応答と、潅流液の切り換え、およびこれと同期した NMR測 定 の タ イ

ミングを示す。 NMR測 定 は 日 本 電 子 GX-400分光計を用い、 31Pを 161. 8 

M H zで測定した 。 フ リ ッ プ 角 3 0 。、パルス繰り返し時間 1秒で各ステージ 300

回の積算を行なった。化学シフト値の測定 に は キ ャ ピ ラ リ に 封 入 し た MD Pピークを

基準として用いた。筋細胞内 pHは細胞内の p と アル ギニ ンリ シ酸 (Arg-p)

の化学シフト差より、標準溶液(5 圃MPi， 5.5 皿MArg-p. 150 皿M KC 1 )で作製した

p H滴定曲線を用いて推定した。各メタポライト濃度 l主共鳴線の面積強度を、飽和が

ない状態に外掃して求めた。すべての測定は 15 0 Cにおいて行なった。

， A 

」仙

A 

B~SW I ACh (10-3 M 1 I ASW 5・HT(10・I， MI

C --， r一一一一一....， r-一一一一一， r一一一一一一「
ロ b c d 

「一一一一一-，
e 

図 1.潅 流液の切り換え CB )に伴う ABRM筋の強力応答 (A) 、および NMR

データ取得 の タ イ ミ ン グ ド静止、 b:ACh収縮、 c.d:catch収縮、 e:弛緩

[結果}

ムラサキイガイの ABRM筋の 31P-NMRス ペ ク ト ル に は 糖 リ ン 酸 、 p 、 AT Pの

他に高等動物のクレアチンリン酸に対応ずる高エネルギー化合物としてアルギニンリ

ン磁 CArg-p) が 観測 され る。 この 試料は調製直後には、高い P 信号を示し、

完全な静止状態になっていないが、 15 0 Cで潅流を行なうと、 次第に P が低下、

A r g -Pが上昇して、一時間以内に定常状態([P i] =0. 89:1:0.06. [Arg-P] =7.18土0.2

O. [ATP]=1.47士0.10μmol/g wet weight. pH=7.10)に達する。溢流を続ければ、この

定常状態は 10時間以上にわたって持続する。潅流液に神経伝達物質を加えて、静止

→ 収 縮 → catch収縮→弛緩を行なわせたときの ABRM筋の 31P-NMRスペクトルの一例

を図 2に示す。また、 4 例の ABRH筋サ ンプ ルで得られた、細胞内 pH. [Arg-Pl. [A 

TPl. [Pi]の変動を 図 3 に示す。 AC h収 縮中に細胞内 pH は 7. 1から 7. 0 に低

下し、 [Arg-p]も約 12%減少する。これにひき、続く catch収縮では、 [Arg-P]は ほ ぼ

静止状態と同レベルまで回復するが、細胞内 p Hはかえって酸性化している。これに

対して 5- H Tを用いて筋を弛緩させると、細胞内 p H は 7. 2 ま で 上 昇 す る 。 こ の

とき、 [Arg-P]は約 o. 6μ 圃ol/g 減少する。すべてのステージにわたって、 [ATP]は

ほとんど変化し ていない。これらの pH、および [Arg-P]の変化は、差の検定により、

危険 率 5%以下 で 有 意 で あ っ た 。
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[ATP]. [P i]の変化
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【考 察 1

catch収縮による長時間の収織がどのようにしてひきおこされるかについて、現在

までのところ明らかではないが、さまざまな仮説が提案されている。これらの仮説は、

大きく、パラミオシン仮説とリンケージ仮説に大別される。パラミオシン仮説は、 ca

tch収織が筋細胞内のパラミオシン分子問の棺互作用に由来するとする説である。リ

ンケージ仮説は、 本 来 の 収 縮 で は 回 転 す る アクチンとミオシンのリンケージが、 catc

h収 舗 で は 、 ど こかで固定されると考えるものである。図 5に A T Pの加水分解と共
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(a) (b) 

A + M.ATP -ー~ A + M.ADP ・Pi

灯 P-{
AM 

AD Z AM.ADP.Pi (c) 

L___ power stroke 一一一--'

図 4. A T Pの M水分解

と共役したアクチン (A)

ミオシン (M) の相互作

用モデル

役したアクチン、ミオシンの相互作用のモデ ルをあげる o リンケージ仮説の中には ca

tch収 織は 筋細 胞内の AT Pの 溜 潟 に よ り 、状態 (d)から (a)へ の 反 応 が 阻 害 さ れ 、 ア

クトミ オシ ンリ ンケージ (AM) が固定されることによりひきおこされるとする説が

あるが、 NMR測定の結果から、これは否定される。また、細胞内 P の増大が状態

(c)から (d)への P の緩脱を減速することにより AMがロックされるという可能性も

考 えられていたが、 catch収縮中には[P は既に周復を示しており(図 3)、こ

れ も妥当ではない。一方、 skinnedcell でみられた catch収 縮 の pH依 存 性 ( 酸 性 側

で弛 緩 速 度 が 遅 くなる)については、 intact筋でもこれと合致する結果が得られた。

すなわち、 AC h収縮から catch収縮に移ると [Arg-P]. [P はすぐに回

復 するのに対し、 p Hのみはさらに酸性化する傾向を示し、 5- H Tによる弛緩では

じ めてアルカリ側にシフトした。この結果は定性的には、細胞内 pHがcatch収織の

制 御に関与していることを示唆する。しかし、 catch収縮→弛緩でみられる細胞内 p

Hの O. 2pH unitの変化は、弛緩速度に して約 3倍の変化を起こしうるが、実際

に観測される、 2 0倍の速度変化を説明するには小き過ぎる。この違いを説明する可

能 性として、潅流 法 に よ る 筋 の 収 絡 が 不 十 分で、実際にはもっと大きな p H変化を過

小 評 価 し て い る こと、あるいは、 pHの他に相補的な catch収 織 の 制 御 機 構 が 存 在 す

るこ と な ど が 考 えられる。後者の例として、最近、 catch収繍→弛緩に際してパラミ

オシン、ミオシンの重鎖、軽鎖などのリン酸化が関与するという知見が得られている

(3) o5-HTによる弛緩時に、 p の 増加を伴うことなく、 A r g - pが減少し

て いるのは、このリン酸化に対応しているのかもしれない。
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1. B.M.Twarog. Physiol. Rev. 56. 829-838 (1976) 

2. N.Ishii. J. Muscle Res. Cell Motility 8. 281 (1987) 
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31P-NMR化学シフト ・ イ メ ・ グ ン グ 法 の 生 体 組 織 へ の 応 用

(京都府立医大・生理・脳外科~ ) 0吉崎和男、西川弘泰

成婚昭二*

Application of 31P-NMR chemical shiftimaging on living tissues. 
Kazuo Yoshizaki， Hiroyasu Nishikawa and Shoji Naruse* 
(Departments of Physiology and Neurosurgery*， Kyoto Prefectural University 
of Medicine) 

31P-NMR chemical shift imaging technique has successfully applied on 
isolated frog muscles， and a set of 31P-NMR spectra scanned along the muscle 
fibers has been obtained with 40 min accumulation. The contour plot of 
phosphorus metabolites (creatine phosphate and inorganic phosphate) is quite 
useful for the detection of the distribution of intracell~lar pH along the 
muscle fibers. 

〔はじめに〕

HMR イメ ー ジング訟を用いれば人体断面像が容易に得られる.一方、 31P-HMR スペ

クトル分析では 生体組織中のりン化合物や 細胞内 pHが測定できる.この両者を結びつ

けた 化学シフト・イメータング訟を用い、 今回、単絵した骨格筋を対象に、骨格筋の

線量産軸に治った 31P-HMR 走 査スペクトルの測定が可能となったので報告する.

(方法〕

装置は JEOL SMR-200でリンの共鳴周波数 80 MH ι ワイド・ボアの超伝導磁石を用い

た .ス ペク トル走査には JEOL NMRイメージング・システムのコントロール・ユニット

お よび磁場勾配コイルとその電量買を用いた.

一一~10 
r一一一， 。

ppm 
τーー一-r-

Jι~. き -6' i o、 (;:ι 。‘わ かろずす，な 3せ Lょう c'
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31P~HMR スペクトルの測定には自作した 4 タ

ンの直径 2h圃のソレノイド・コイルを飼い、

コイ Jレ内にモデル溶液あるいは食用ガエ Jレの骨

格筋を置いた.スペクト Jレ走査にはスピン・エ

コ・訟を用い‘走査斡方向に最大約 1 gauss 

Ic. の 種々の強度の磁場勾配パルスを加え‘伎

鑑情報を位相変調としてとらえ、二次元フ・リ

エ変換によって走査軸に治ったパワ・スペクト

Jレ群を 得た.

【結果 および考察〕

図 1 I土 モ デ ル 溶 液 と し て 無 機 リ ン 酸 (Pi)およ

びピロリン酸 (PPi) の各噌の溶液を厚さ 3.11の

容器Eに 入れ 3 圃B間隔あけてコイル内に置いて測

定した結果を示す.検勅が化学シフト、奥行き

が試料の輸を示し、 PPi とPiと が 分 厳 し て 検 出

できている .

同様にカエル骨格筋では約 40分の積算で走査

スペクトルが得られ‘タレアチンリン酸 (PCr)

と無機リン重量 (Pi )が検出でき‘両者の化学シア

国 3 'h X 11.1僻H革協の ~Ir- 〆/1((走l~ ぺ 7
ト¥¥1"辱忌繰回.l議魚吋争件下 1ミ a・¥td ~~時
を札((司). ¥ 11 事。~ずホ・料で."J).
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a) 

卜の j主h、も細胞内 pHの分布も求まる

ことが切らかとなった.

しかし ATP は T2が短かい

ため検出できていない(

図 2).図 aに等高線図を

示 し 緩 気 的 な 経 時 変 化 の

追跡から細胞内 pHの酸性

化は、線維全体にわたっ

て比較的均ーにすすむこ

とがわかる.

ところで骨格筋はその

長 舶 に 治 っ た 細 長 い 筋 細

胞 の 集 合 体 で あ る . こ の

細 胞 の 一 部 に 障 害 を 与 え

た時の健常部位への影響

をみる目的で以下の実験

をおこなった.長い筋繊

維の半分を 5.Hカフェイ

ンにつけると、筋小胞体

からの Ca計イオンの遊般

によって筋線維の半分は

収縮状態となる(カフェ

イン拘締) .この筋繊維

を 30分後に洗った後に長

軸 に 沿 っ た 走 査 ス ペ ク ト

ルを測定した.

図 4 Iまカフェイン拘繍

の部位 (a) ならびに健常

費者位 (b) のスペクトルの

経 時 変 化 を 示 す . 最 初 の

lil 'f 戸工 11..fd. :L儲 nカ 7包 fン拘綿布住い)

1)' J" Ij・{速や寺住 (b)の 31，."'H~ スペ 7卜tν のぬ
時を fに.測定守 f~ f1伺 t 定発~'I 3ケ内縁 z悌E

鋼、、 B 埼歌円-t-件収令・ It~ A;繰綿.，fdtfε:包， i~ 主主
主ぺ?ト IU/j' ~ -宮寺住町手処 7トI¥， t毛き亀 L

t:毛、工、司~ ~ . 

スペクトルを比較すると

カ フ ェ イ ン 拘 縮 を お こ し

た部位では鎗常部位より

も PCr が少なく PLが増加

し、 しかも Pi 13$ ;J与の高磁

場 側 に あ る こ と か ら 細 胞

内 pHが酸 性化 して いる こ

とがわかる.経時変化で
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も a

B) 2.8 hr 

... b 

←a 

C) 3.6 hr 

~ I~ ~i~ "← a 

は 両部位とも酸素欠乏のために PC(が徐々

に減少している.ところで‘健常部位 (b)

では Piが増加しているのみならずニ噌性と

なり、細胞内 pHの酸性化の速〈進んでいる

筋線維群が出現していることを示している

図 5 Iま筋線維に沿った等高線図の経時変

化を示 し‘ 等高 級図 A)の上部は健常部位で

あり、下部のカフェイン拘縮をおこした部

位では Piが高磁場側にあり細胞内 pHの酸性

化を示している.図 A). B)および C)を比較

すると Piの 増 加 の み な ら ず 細 胞 内 pHの酸性

化が力フ a イン鈎績をまヲこした部位から健

常部位へと進行しているのが留められる.

すなわち細胞内(細胞質)の H+イオンが

その漫度勾配に従って移動していることを

を示している.従って心筋持寄や脳緯撃な

どで細胞の一部が陣容をうけた場合、その

障害部位の敵性化が細胞全体に波及する.

あるいは、そのことが局所の H十イオンの濃

度をうすめているのかもしれない.また、

ク レアチン・キナーゼ反応 (PCr+ ADP + 

H令 〈・> Cr + ATP )を右へとかたよらせ

A TP を補給するのに役立っているのかも

しれない.

以上の様に 31P-NMRの一次元化学シフト

イメージング法を用いれぽ生体組織のス

ペクトルの走査が可能となり、細胞や組織

の機能や疾病の研究に有用であることが明

らかとなった.

(謝辞〕

種々の御助言を頂きました JEOLの小)1/氏

に感謝します.
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の!t為錦白続時芳(t.i部 1.宋φ 6..， b I苫伺今
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53 

DESPOT~.去を用いた 31p-NMR T1緩和時間測定

(生理研〉

鈴木英司・村上政隆・前回京宏・ 0瀬尾芳輝・頁 弘

An experimental approach to 31 P spin-Iattice relaxation time measurement 

in biological systems. 

Eiji Suzuki， ト1asataka月urakami，内unehikoMaeda， 出三且lJ阜工L玉虫

and Hiroshi watari 

(Depart.ment of月olecularPhysiology ， National Institute for 

Physiological Sciences) 

The lo'vi scnsitiv.lty ()f the 31p nucleus is a bottl巴neckfor the 

measurement of the spin-Iattice relaxation times (11) of phosphorus-

containing compounds in biological systems. By using the inversion 

f.ecovery method， a common pulse sequence for 11 deもermination，about 

13xT 1 hou rs wou I d be necessa ry to measu re T 1 va I ues (i n sec). We tr i ed 

to use one of the less commonly used method， DESPOT method (Qriven-

~qui I ibrium ;，!ingle-Qulse Qbservation of 11， Homer and Beevers， 1985) for 

biological systems. The DESPOT method provides an extrmely rapid and 

also accurate techniquゼ forthe measurement of T1 and should allow 

various applications in the investigation of phosphorus metabolism in 

biologicalsyslem忠.

生体組織の 31p NMR スベクトルの燐化合物の T1緩和時聞は O. 1 ----1 0秒

限度の緩和時間を持つ。また、臓器により T1緩和時間は大きく異なることが知ら

れている。この桜に広い範閣の緩和時間を正確に測定しようとすると反転回復(

1 n v e r S 0 n r e c 0 v e r y 、 1 R)法や、飽和回復 (Saturat

i 0 n R e c 0 v e r y 、 Srn法では測定時間が長くなり、生体組織の緩和時

間の測定には過していない。今回繰り返し時聞を一定にして、フリップ角を変化

させ、全測定時間]を 1/5----1/10に短縮できる H0 m e r等の報告した〈

1985) ])riven-Equ br umS  ngle-Pulse 

Observat on ()f Tl Relaxat on (DESPOT)~.去

を慌涜顎下服・肝臓などに適用し、 T1緩和 H寺間を測定した。また、 DESPOT

法の測定精度について計算機実験を行ったので報告する。

(実験方法〉

D E Sγ() ']、丘、による 31P-NMR '1'1緩和時間測定にはプルッカ -WM-

~}f3 0wb (B. 115T) を用い、測定周波数 145.8MHz、測定周波数riJ

1 0 h H 2、パルス絞り返し時間 O. 6秒、積算 IBI数 1024回、フリップjfjに

は 5。、 3 0。、 4 5 0 、 6 0 。、 75。、 9 0 0 を用いた。下記の港流臓器
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第 1式

( T 1 = 1. 0 sec) 

1) DESPOT sequ直 nce

F1ip ang1e 15.， 30.， 45・， 600，750，90・
Pu1se repeti tion time 0.5 -1. 0 sec 

Number of scan 1024 scans 

Time required for measurement 1-.2 .hours 

Time required for T1 measurement 

Linear1ization on DESPOT ・sdata 

M (6i ) 

sin 8i -Y 

2) Inversion recovery sequence 

Recovery time 0.2， 0.4， 0.6， 0.8， 1.0， 1.2， 
5.0 sec 

Re1axation de1ay 5.0 sec 

Number of scan 1024 scans 

Time required for measurement 12.6 hours 

x 

第 2式表}. DESPOT  法と 1R i.去による

T1緩和時間測定の比較。
+ Mo [1-exp(ーt/T1"lJ

B (Y-intercept) 

百，OJ・1.001.0 
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 /
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図 2. DESPOT法により得られた

T1緩和時間の精度

60 

DESPOT?去による T1緩和
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を用いて T1緩和時聞を求めた。ラット顎下腺(湿重量約 O. 2 g) は摘出後 Kr 

e b s -H e n s e 1 e t 濯流液 (pH 7. Ll、 100%02で飽和、 37。

c )で定流様流 (2m 1 /分〉し外径 10mmの NMR試料管内に設置した。ま

た、ラット肝右葉(湿重量約 O. 8 g) のみを摘出した部分擢流肝を K r e b s 

-H e n s e 1 e i t -B c a r b 0 n a t e濯減液 (pH 7. Ll、 95%

02+5%C02で飽和、 37 0 C)で定流濯流(3，-Ll m 1 / g • 1 i v e r / 

m n) し外径 5mrnの NMR試料管内に設置した。得られた信号強度により、

糖燐貫主(S -p)、無機燐 (Pi )クレアチン燐酸(P C r )、 r-ATP、 α

-ATP、 s-ATPの T1緩和時間を求めた。

(結果と考察〉

1 H i去と DESPOT法による T1緩和時間 lこ必要な測定時聞を比較した(表 1)。

T1緩和時聞が 1秒の生体試料を測定するには 1R法では 12. 6時間必要であり、

長時間安定な試料;を用いなければならない。一方、 DESPOT法を用いれば測

定時間を 1/ 1 0 ~こ短縮することができ、 1 ....... 2時間である。これは、樺流臓器

など生体試料を用いた T1緩和時間測定に適している。・

DESPOTi去を濯涜臓器ヘ応用する前に、 DESPOT法の精度について検

討した o D E 汚 P 0 T法ではフリップ角 θと T1緩和時間との関係は式 (1 )の様

に表される。この式は式 (2)の様に Y=AX+Bの直結に脊き直すことができ

る。 y (θ)  =日 (θ)/s n (θi )、 X (θ i)=cos(8i)* 

M(  8 i ) / s n (θ i )、 A (s 1 0 p e) = e x p (-T / T 1 )、 B (Y 

- i n t e r c ep t) =Mo [l-exp (-r/T1) ]で表わされる。従っ

て、 Y (e i )を Y軸に取り、 x(θi )を X軸に取ることにより、その直線の

傾き入が exp (-r/T1) で表され、ここから Ttl直を求めることができる。

DESPOT?t、による'1'1緩和時間の適用範囲について検討した(図 1)。熱平

衡状態におげる磁化Mo=1、パルス繰り返し時間 r= O. 6秒とすると、フリ

ツプ f{j ()における M (8) は'1'1と θの関数になる。この関係式を用いて、 M (θ 〉

とT1 iえ7..;，- (J ω!現 t~ をコンビュータ・シュミレーシヨンした。ある Td直についてフ

リップ角 θをo。より 90 。まで変化させた時の M ( 8 )の変化をグラフ上に表

し、 Td直の差がフリップ角を振ることによって瑞化の差となって分離できるかど

うかを検討した。 Td(立を O. 1秒より 1秒まで O. 1砂間隔の(直を取らせた場合、

各々 U)グラブは分離することができ、また 1秒より 10秒の間 lこT1緩和時聞を持

つ場合でも分泌された o しかし、 0.01.......0.1秒、 10-100秒について

は、曲線の分却が悶難になった。このことは、 DESPOT法では T1値が O. 2 

~数十秒までの広い範回にわたり測定可能なことを示しており、生{本の持つ燐の

T) 緩和時間の全域を i~IJ )主'することができる。

次に、 IIE S P 0 T法により求められた Tti自の精度について検討した〈関 2)。

。。
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E
4

n
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F
 



FT-NMR法では、フリップ角 θを決める時と得られた信号強度M (8 i) を

計算する時に誤差を生じる可能性がある。破線はフリップ角 e は正確にとられ

たとして、得られた信号強度 M (θi )に土 5%範囲の誤差を考慮した場合の

1'1値の分布を表した。 T1 f直は 1秒と仮定したが、 200回の試行で O. 85 ...... 

1. 2秒の間に 100%含まれた。実線はフリップ角 e と得られた信号強度M

(e i )の両方に:t5%範囲の誤差を含ませて T1値を計算させた。 1'1値は O.

85-1. 2秒の間に 90%が含まれた。一方、これまで通常行われてきた 1R 

法で得られた信号強度M (e i )に土 5%範囲の誤差を含ませて T1植を計算させ

ると、 DESPOTt去の破線の場合に一致した。このシュミレーション結果は、

フリップ ffjl<と正憾に求めることにより精度の高い Td直を得ることができ、これは

1 R法により得た T1の精度と変わりがないことを示している。以上の結果をふま

え、 DESPOT法を海流臓器を用いて T1緩和時聞を求めた。図 3~こフリップ角

を変えた時の濯琉顎下腺のスベクトル、表 2にこの方法で測定した顎下腺と肝臓

の1'1緩和時聞を表した。

〈結論〉

1. 0秒の'1'1緩和時聞を持つ生体成分を測定した場合、従来の 1R~.去では

:2. 6 時聞かかる。しかし、 DESPOT~去を用いると測定時聞を 1/1 0に

短縮することが出来、 1 --2時間である。これは湛流臓器を用いた1'1緩和時間測

定に適している。 DESP01'法の精度は、フリップ角を正確にとれば]1¥法と

変わらない。 DESPOT法により T1簡は O. 2""" 1 0秒の聞の広い範聞にわた

り測定可能である。

相川Rん

JI~JlL 
J:;J叫J1ん

~ー守ーーーヲ

.10 ・". 
c>、_1c・l.I'I1tt 【....

[司 ~5. iil rfil ~;n ド服スベクト;L

〈参考文献〉

T1 re1axation time measured by DESPOT (31p NMR) 

Contents Sa1ivary g1and* Liver 

s-P 3.74:10.49 (6) 1.10!0.07 (5) 
pi 2.00ま 0.39 (4) 0.57:10.01 (5) 
PCr 4.78土 0.89 (6) 

y-NTP 0.91主 0.07 (6) 0.19ま 0.01 (5) 
α-NTP 0.71!0.08 (6) 0.24:1:0.03 (5) 

s-NTP 0.85ま 0.18 (6) 0.16!0.01 (5) 

mean士SE， 37C。
会 duringsecretion (ACh 10-6M) 

表 2. 控流臓器の1'1緩和時間i

J. 1-1 0 rn E' r a n cl 日 S. Beevers .]. Mag. Heson. 

6 3、 287-297 (1985) 
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@ 
I 3 C-標識フラピンを用いたフラビン酵素の複合体及び反応中

間体のけ C-NMR

〈国立循環器病センター研究所〉三浦 測
13 

C-NMR Studies on the Co皿plexes and Reaction Intermediates of Flavoproteins Reconstituted 
13 

with --C-Enriched Flavins 

Retsu Miura 

(National Cardiovascular Center Research Institute) 

Brewer's yeast old yellow enzyme and porcine kidney D-amino acid oxidase were reconstituted 
13 

with FMN and FAD， respectively， which were selectively enriched with iJC in the isoalloxazine 
13_ .~~ 13 

nucleus. The .-C-NMR spectra were obtained with these .-C-labeled flavoproteins in the 

absence and presence of competitive inhibitors. Spectra were also taken with the reaction 
13 

intermediates of --C-labeled D-a血inoacid oxidase. The results were interpreted in terms of 

the f1avin-1igand and flavin-protein interactions with relation to the reaction mechanisms. 

日 c-標識 Lたフ ラ ピ ン で 再 矯 成 し た フ ラ ビン酵素の I3 C -N門R分光法はフラピン酵素

の反応中心の情報 を 得 る の に 倭 れ た 方 法 で あり、 反 応 機 構 の 理 解 に 有 効 で あ る 。 フ

ラヒシ(;t反応性 lこ富む分子種で多種多様な反応を触媒する潜在能力をもっている。

個々のフラビン欝素では、 これらの触媒能力が選択的に制御されたり強調されるこ

とによって個々の反応特異性が発現されている。 このようなフラビン分子の反応性

の制御や発現は、 フラヒン・蛋白質相互作用、 フラビンーリガンド(基賞、 反 応 中 間

体、 エフェクター〉相互作用 lこ負っている。 ここでは、 それぞれ F門N. FA 0酵素であ

るビーJL-酵母旧黄色酵素 (OYE)と、 豚腎臓 0-アミノ酸酸化酵素 (DAO)について、 ! 3 C-

鯨 識した F刊日. nDで湾構成し、 I ， C -N門Rスベクトルを種々の条件下 lこillJ定し、 S p2炭

素の化学シフトが電子密度にもっとも敏感であるということを考慮して、 結果をこ

れらの酵素におけるフラビン，蛋白質、 フラビンーリガンド相互作用、 反応機構に関

連して考察した。

五皐 [ 2 -;令c] [4a-11C] ー， [-'1. 10a・13C]  -リボブラビンを文献記載の方法

で化学合成した。 図 iは フ ラ ビ ン 部 分 の 位 置番号を示す(・は標識位置)。 リボフラ

ヒンから F丹民への誘導は POCI，によるリン酸化により、 FADへの誘導は、 部分精製した

FAD合成酵素〈細菌由来〉を用いて酵素的に行った。

O

H

 ね
o

s

ぼ
s

アボ OYE、アボ DAOにそれぞれ I3 C -F門N， 13C-FADを

導入して、 再構成 1ヲト標識 OYE. DAOを調製した。

! J C -N門R測定は、 .1 E 0 L G X 270 によった。 OYE試料

は、 50m~1 Na-ピロリシ酸 -OCI/020， pH8.0中、 0，¥0 

旦よ 試料は、 5m M N a -l} シ酸 /0ξO. pH8.0中にて、それ

ぞれ、 5mmφ. 10mmφ セル:こて測定した。 用いた酵素濃度は o. 6 ・ 2.2 聞門 (OYE).

0.3 ・、 0.6 m'l (O~i)) であった。 化学シフトは、 TSPのメチル・ I3 Cを外部;標準にした。

結果と考察 OYE はフェノ}ル化合物と電荷移動 (CT)複合体を作ることが知られて

いる。 この CT複合体:まフラビン酵素に特徴的で、 かつ触媒活性上重要な CT複合 体 の

-215 -
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表よ F 円~. OYE. OYE-PBP複 合 体 に お け る

標識， ? Cの化学シフト
4 

13 C-Ch四 icalShifts (pp皿〉

Positions 

ミリ
WAEa何

回
-

2 4 4a 10a 

4心 t 2 

d 

FHN 161.4 165.3 137.8 153.7 

OYE 162.1 165.8 139.0 154.7 

OYE-PBP 161.6 164.8 135.3 154.7 
* 

Ao
CT 

-0.5 -1.0 -3.7 。
(* OYE-PBP -OYE) 官¥

o 
o 0.2 0.4 0.6 0.8 lO 

σ p 

匿~ CT複合体形成による化学シフ

ト変化とハメット σε 値の関係

モデルとしての研究の蓄積がある。 表 1(立、 遊離 F門N， OYE. OYE-p-プロモフェノーJt，

(PBP)複合体における標識日 Cの化学シフトを示す。 また、 OYE-PBPと OYEの化学シフ

ト の 差 〈 ム o.: r)も併せて示す。-1つの 13 C-信号のうち、 4a ・13Cのそれが CT複合体形

成 iこ特:こ敏感で 3.7ppm高磁場シフトしている。 次に、 CT複合体形成による 4a・， 3 C化

学シフトの変化(ム O ': T )を種々の p-置換フェノールとの複合体について求めた。

図 2!立、 p -置換墓のハメット σc値とム O ': Tの関係を示す。 oY E (酸化型〉とフェノール

化合物の CT複合体では、 フェ ノ ー ル の 水 酸基が解灘したフエノラート型になってい

る I ことを考tf.すると、 表 1. 図 2の 結 果 から以下のように縫定できる。 すなわち、

フヱ ノ ー ル 化 合物から酸化型フラヒンへのぐTの結果、 移動した電荷によって 4a -j立の

電子密度が選択的に高くなっている。 この 電子 密度 の上 昇は フェ ノラ ート イオ ンの

酸素 の 電 子 密 度 に依存しており、 したがって、 この CTはフ工ノラートの酸素を介し

た n→ π型である。

D~O には、 CT複合体を作るいくつかの倍抗阻害剤や、 CT吸 収 帯 で 特 徴 づ け ら れ る 反

応中間体がいくつか知られている。 この反応中間体には酸化型フラビンを含むもの

と還元型フラビンを含むものがある。 図 3は、 酸 化 型 DAOとt吉抗阻害剤、 主主質反応中

間体との CT複合体 に お け る I3 C-化学シフトの 比 較 で あ る 。 ここで、 OA B ，門 AB， PAB 

は、 それぞれ、 0-. m -， p-アミノ安息香酸、 BZ は安怠香酸である。 DAO-D司 BC N A • 

D~O ・ D-Pro は、 それぞれ、 β ，シアノー D-アラニン、 D - プ ロ リ ン を 基 質 に し た 時 の 反

応中間体で、 D~O-3- シアノ- 2-アミノアクリル駿複合体 U 、 DAO・ム 1・ピロリジン-2-

カ)!-ボシ量産複合体れであることがわかっている。 OYEの場合と異なり、 CT複合体形成

に対して、 h ・1 ミC信号はそれほど敏感ではな く 、 むしろ、 2 -. 4・位のカルボニルー

， : Cがより敏感:こ変化している。 このことは、 DAOにおけるこれらのリガンドと酸化

型フ ラ ピ ン と の CT相互作用で、 移動した電荷は 4a-f立に局在していないこと、 これら

の複合体では、 C(2)=0， C(4)=O の酸素を介す る 蛋 白 質 と の 水 素 結 合 が 変 化 し て い る

ことを示唆する。 基質結合や、 反 応 中 間 体におけるこれらの水素結合の変化による
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フラビニィの反応性の制御機構が考えられる。
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堕立 D~O. D，l.O・f吉抗阻害剤複合体、 反応中間体における標識!3 (の化学シフト比較

次に、 還元 型 DAOの!3 (-N門Rを測定し、 標識!3 (の化学シフトと還元型 F門Nのそれら

との比較から(表 2)、 還元型 DAOの FAD(まアニオン性還元型 (FADH-)であることがわ

かった(図 Hこ中往還元~フラピン (F 門 NH 2 • FADH2)、アニオン性還元型フラビン

(F円 ~H-. F~DH-) の情造を示す〉。 さらに、 還元型 DAOと生成物(イミノ酸)との CT

五♀ 還 元型 FMN. 還元型 DAO， 紫 色 中 間 体 におけ

る標識口仁の化学シフト
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Positions 

2 4a 10a 4 

F削 H
2

152.7 159.9 104.4 145.6 

FMNH 159.8 159.3 103.0 157.1 

DAO (reduced) 159.8 158.9 100.1 156.9 

Purple (D-Alanine) 160.0 160.6 97.7 155.9 

Purp1e (D-Proline) 160.3 159.8 98.2 156.2 

:な:m

:α:川
直A 還元型

複合 体であることが知られている 4.れ「紫色 中 間 体 」 の !3(-N門Rスベクトルを測定し、

それぞれのけト化学シフトを還元型 FMN. 還元型 D~Oのそれらと比較した〈表 2. 図

5 ) C P u r p I e (D -A I a n i n e )， P u r p I e (D -P r 0 I in e )は、 それぞれ、 0・アラニン、 0・プロ

リンを基質に用いた時の紫色中間体である〉。 その結果、 紫色中間体における FADは

還元型 D~O と同様、 ア ニオ ン性 還元 型( FADH-)で あ る こ と が 明 か に な っ た 。 さらに、

紫色中間体では、 ~ a -! 3 C f言号 が遊 灘還 元型 lこ比べて、 特 に 大 き く 高 磁 場 シ フ ト し て
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おり、 紫色中間体において、 4 a-位 の電 子密度が遊離還元型よりも高く、 し'たがって、

4a-位の求核性がより高いことが示される。 一般に、 還元型フラピンの 4a-位:立、 I 再

酸化過程における分子状酸素との反応部位の一つであることを考慮すると、 DAOの再

酸化過程が、 紫色中間体の 4a-位の O2への求核反応を経て進むことが示唆される。

れらのことは、 丸に対する反応性が還元型 OAOよ り も 紫 色 中 間 体 の 方 が 高 く 〈 図 5，

k，>k.)、 触媒サイクルで、 還元型 OAOの O2による再酸化が生成物の遊離の前に、 紫

色 中間体 (Er- • • p)を経由する〈図 5，下側ループ〉という反応動力学の結果れ

の分子的根拠を与える。 図 5の Eo， EI' は、 それぞれ、 酸化型 OAO，還元型 DAOを示し、

P は、 それぞれ、 基質 D-アミノ陰、 生成物イミノ訟を示す。
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5
 重量化型と還元型 Thioredo'lin の構造の比較

(北大工・ University of Ca1gary* ) 平7tJt敏文・

Hans J. Voge 1* 

A Structural Co皿parison between Oxidized and Reduced E.coli Thioredoxin 

Toshifumi Hiraoki and Hans J. Vogel普

(Faculty of Engineering， Hokkaido University and Department of Biological 

Sciences， University of Calgary*) 

Thioredoxin functions as a hydrogen carrier protein which undergoes reversible 

oXidation/reduction reactions of its active site disulfide linkage. The half 

spin-systems out of the residues in the oxidized form could be identified by 

a series of 2D NMR. The protein undergoes minor changes in its overall confor-

mation upon reduction of its active site. Only groups close to this site under-
l 

goes substantial changes in "H NMR spectra upon reduction. Although the 

apparent similarity in the secondary and tertially structures of the both 

forms， the protein is less stable in the reduced form than in the oxidized 

form. 

〔序) Thioreoxinは真核細胞から原核細胞まで広〈存在する分子量 12，000のタンパ

ク質で、 活性部位 cys-g1y-pro-cysの分子内シ， H7ィト e 結合の可逆約な還元により多く

の番手索反応における redox反応を触媒する。 チオール基をもっ還元型と分子内~' U1ィド

結合をもっ書量化型が存在する。 大潟菌 thioredoxinlま108儒の 7ミl酸からな η1¥ 酸化
。

型 lま 結 晶 僧 造 解析 (2.8A)がなされている 2> 酸化型の構造は 5本鎖からなる l個の

β-sbeetのまわりを 4本の αーhe1ixが囲んでいる.活性部位は β-sheetから 1本の α

-be1ix につながる分子表面に突きでた~-ン部分である。 還元型の構造は明かではない

が、 蛍光・ CD測定は還元により二次構造は変 化 せ ず 局 所 的 な 変 化 の み が 生 じ た こ と

を示している 3 • 41。 本研 究で は 'H NMRにより二次元 NMRを用いて酸化型 thioredoxin

の~' -，. t品の帰属を行い、 酸化型と還元型の構造の比較を行った。

〔実験〕際化型 thioredoxin(TRS2)は 大 腸菌の superproducer BH2012/pCJF4 系から

得た。 還元型(TR(SH)けは TRS2に 3-4等量の dithiothreito1を加えて得た。 鴻定は

Bruker AM-400WB (ASPECT 3000 systel， 400 MHz)で行った。試料は O.lM KC1 D20 

または 10%D ξOに溶かし、 pHを調整した。 TSP・d.を 内 部 基 準 に 用 い た 。 二 次 元 NMRの

測定には COSY， NOESY， Relayed-COSY， Double-Quantum-Fi1tered COSY(DQF-COSY)， 

Trip1e-Quantum-Fi1tered COSY(TQF-COSY)， Doub1e Quantum 2D(DQ2D) を用いた。

NOESY を除いて、 lIIagnitude aodeを用いた。

〔結果〕

，~J.M，!んのふと~f..};~佼妓屍

図 1に示した TRSεのスへ・川Aには Oppm付近と芳香族領域に環電流シ7卜したけ'川が観

測され、 β-sheet 構造に由来する C"， H:が4.6-5.8ppmに交換が遅い 7ミト 'NH が 8・ 10pPII

に観測された。 NOESYA'" Jト島には 7U'NH問に Jo;t.t'-Jが観測され α-helixの存在を示

す。 これらは TRS2が β-sheet，α-he1ix，高次機造を保持していることを示す。
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Thioredoxinは 9個 (his l.tyr 2.trp 2.phe 4)の 芳 香 族 7ミ/酸を含む。 こ:tiらの z
t・ン系は COSYと Relayed-COSY(図 2)から帰属出来た. さらに DQF-COSY. TQF-COSY. 

DQ2D により帰属を確認した。 H20中 で の trpのインド-}環 NHの純吸収位相 NOESYAヘ.~ 

Mを図 3に示す。 2個の trpのイント'ール環 NHと結合しているしHと C7Hが明らかになった。

Glyと serのシク'ナルは 3.8聖pm付近にかたまって現れ、 区別することがしばしば図難で

ある D20中では glyのシグナルは TQF-COSYA'" ~卜ルには現れないので ser と区別出来る。

DQF-COSYと TQF-COSYから 9儲の glyと l個の serを帰属し、 DQ2Dで確認した。

A1aと thrの帰属は OQF-COSYと OQ20で行った (図 4)0 0 Q 2 Dでは J-結合しているシゲナル

は援対角線の両側に対称に現れる。 A1aと thrは Re1ayed-COSYと TQF-COSYにより区別

した 11e. leu. valの OQF-COSY.TQF-COSYA，，' ~トルを図 5A.B に示す。 両者から val.

leuと ile の o -C H 3と y-CH3 が分離できた. さらに Relayed-COSYと DQ2Dを用いて

i1e. leu. valを帰属した。

TRS2を 020に 洛かした直後は交換の遅い 7ミト， NHが観測され、 その NH-αH-βH領繊の

COSYA'" ヲトルを図?に示す。 Ala;ile.thr.alaが帰属出来た。 交換の遅い NHは 4.5-6ppll

に現れる Co(Hと結合しており、 これらの残基 が β-sh自etを形成しているごとと一致す

る。 H20中での COSYと N0 ES Y ̂へ・ヲ川の finger print 領域に現れた?ロa・-~の数は少なく

M-37 

~刈
戸←?でず{

再刊

Fig.l1H NHR spectra of TRS2 in D2
0(bottom) and in H

2
0(乞op)

at SS'C and pH 6.2. 

Fig:31~1 -~-~-~-9 P剛

Traces from NOESY in H
2
0 of trp-a and trp-b rings. 

The bottom shows a lD. spectl:'四 inD
2
0 at pH6.2. . 55'C. 

て sequentialな帰属をすることが出来

なかった。 そこで computer graphics 

により、 主鎖備造が明かな TRS乏に 7ミ/

駿側鎖を導入して分子全体の構造を検

討した。 まず trp28. tyr-49. phe-

102は他の芳香環と互いに自主れている

ごとがわかった。 NOESYから phe-aと

trp-a. tyr-aは近いので、 tyr-aは

tyr-70. tyr-b は tyr-49と帰属された。

C05Y 

RELAY 

75 7.0 6.5 PPM 

6.5 

70 

7.5 

Fig.2 Combined COSY and Relayed-COSY spectrum at 400C 

and pH 7.8， showing the extra peaks by arrows. 
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Phe-aと phe-dの Co/Hの化学シ7トはこれらの残基が β-sheetにあることを示している

(phe-27; phe ・80)。 このうち phe-27だ げ が trp-31に近〈、 phe-a は phe-27. trp-a は

trp-31と帰属出来た。 従 っ て tr p-bは trp-28. phe-dは phe-80と帰属できた。

a1a-aの問 で NOEが生じるので、 vaト a. a1a-aはそれぞれ val-25. a1a-29と婦

Phe-aと

両者は良〈似ているが、

va1-a. 

属できた。

呈l..!HiLl;~J:].i?Ji2-5 0) J主張

L旦玉ムニヱ上主 図?に 020中の TRS2と TR(SH)2の̂ ，，'~ト晶を示す。

幾つかの相違点が見いだせる。 Val-25. phe-27. trp-28. a1a-29. trp-31の 化 学 灯

H20中

還元すると 2つ tr pのインドール環 NHはいずれも高磁場シ7トする。

COSY;¥ヘ・?トルの比較を図 8(arOilatic)と図 9(ala/thr)示す。 Trp-28が最も変

f也の t・ー?はほとんど変化しない。

低磁場主7トした C Hは変化しない。tyr-49. try ・70.his-6. 一方、Lが異なる。

では、

盟主ニヱ上主

化し、 しカミし、trp-31と phe-27も変化する。 A1a-

他の 2j闘の a1aも変化する。

両者 でほ とん ど差 が無 い。 これら

his-6は 7.ラ1電荷をもっ残

29は還元により m磁場シ7トし、

E1L重立 h i s帽 6の pKaと Hi 11 係数 (n)を表 1に示す。

の pKa fl直は hi sが分子表面にあるとき (pKa-6.8)より低〈、

基と棺互作用し ているものと推定される。 Tyr-49と tyr-70の化学シ7トは pH12まで変化

せず、 これらが他の残基と分子内水素結合

t可一---f)

A 

6 

• t 
A. 

，. 1bToo ...t3・
Aj， 

~匂

品 Aι 

告ρ

. 
。-. . 

Fig.4 DQ2D specεrum(60 ms) of ala/thr region， showing 

the connectivities by the solid line. 
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をしている可能性がある。 TRS2も TR(SH).も pH2.5で高次構造が存在する。T-RS 2の 7ル

判変性は pH11.5から始まり、 pH12.5で完了する。 この過程は slo冒-exchangeで、 交換

速度は 300 S-Iより小さい TR(SH)2では変性の中点は pHl1である。

温亙.Li乙 TRS2では 60
0
Cで全ての 7ミト'NHが消え、 熱変性の中点は約 80 Cで、 協同的

のようである。 TR(SH)2の中点は約 700Cである.

旦ニ.QJtj重 両 者とも大部分の nf' NHは 10分以内に交換しれ・ n.t-から消えるが、 約 12舗

の NHが残る。 これらは β-sheetの NHと考えられる。 NHの消失時間は TR(SH)2で 4時間、

TRS2で 67時間で、 ほぼ 10倍異なる。

〔考察〕 芳香族 7ミ/践は thioredoxin分子中に散在しており、 分子構造の変化を調べ

るために良い "reporter"になっている. 得られた結果は還元により分子の活性部位

近傍のみが矯造変化することを示している。 この領域は thioredoxinとその target

proteinとの相互作用する領減と考えられており、 還元による構造変化で TR(SH)2と

target proteinが結合し易くなると推定される。 しかし、 分子会体の構造は酸化裂

と還元型ではほとんど差が無い。 シ， ii舟7ィト・結合は fンJ¥'，質を安定させることは知られ

ているが、 TRS2のような小さな 14員環の分子内シ'U7{f'結合でも分子をかなり安定

化さ せ る こ と 分 かった。

本 研 究 は Hedica1 Research Counci1 of Canada と A1berta Heritage Founda-

tion for Hedica1 Research の補助を受けた。
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(東工夫工)ow本急成
13 C-NMR of paramagne七icHemoproteins 

Yasuhiko Yamamoto 

(Faculty of Engine巴ring，Tokyo工nstituteof Technologyl 

The hyperf工ne shifted resonances arising from the heme carbons of the para-

magnetic low-spin complexes of hemopro七einshave been identified in their NMR 

spectra even a七七he level of natural abundance and七he four individual heme 

methyl carbon resonances have bee assigned unambiguously for the first time 
1.. 13 with the aid of 'H-'~C COSY. Alteration of the in-plane symmetry of七heheme 

electronic structure induced by the ligation of the proximal hist工dyl 工midazole

spreads the heme methyl carboh resonances七omore than 30 ppm at 250C， indicat-
ing the sensitivity of七heseresonances七o the heme e工ectronic structure. 

13 The hyperfine shifted hem岳、ヘ C resonarices areexpected to serve as new potenti-

ally powerful probes in characterizing the nature of the heme electronic/mo-

lecular structure of the paramagnetic hemoproteins. 
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IH-NMRで見1三恥ωoーテトラフootO
)レヘミン玄

含む三オ夕刊ロザシη埼主主

(京者P委大)0木畏タミヨ好・4計ム奇ゑ己紹

Proton NMR Study of the Myoglobin Reconstituted w工th

meso-Tetra(n-propyl)hemin. 

Saburo Neya and Noriaki Funasaki 

(Department of Physical Chemistry， Kyoto Pharmaceutical University) 

Sperm whale myoglobin was reconstituted with meso-tetra(n-propyl)hemin. 

The structure of the reconstituted myoglobin was examined by monitoring 

the hyperfine-shifted pyrrole-proton signals of the hemin. The NMR results 

suggests that introduction of the synthetic hemin totally disrupts the 

highly stereospecific heme~globin contacts， making the prosth巴ticgroup very 

mobile in the heme cavity. 
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多へムタンパク質の酸化還元電位の IH-NMRによる決定

( 横 浜 国 大 工 ・ 阪 大蛋白研・) 0阿久津秀縫・穏 可君・

仁木克己・京極好正・

Determination of the Redox Potentials of a Multiheme Prote工nby lH-NMR 

且主立些旦主主， Kejun Fan， Katsumi Niki and Yoshimasa Kyogoku* 

* (Faculty of Engineering， Yokohama National University and -Institute for Protein Research， 

Osaka University) 

The redox potential of a redox protein is an essential physicochemical parameter needed to 

elucidate the mechanism of an electron transport system. Although the redox potential of a 

single redox center can be easily determined， those of a protein with multiredox centers are 

difficult to be determined. We have established a new method to determine the macros.copic and 

microscopic redox potentials of a multiheme protein by employing lH-NMR in combination with 

OTTLE (optically transparent thin layer electrode). The feature of this method is discussed 

in comparison with other methods. 

硫酸還元首は末端電子受容体として硫酸塩を利用し、 分子状水素などが酸化され

るときのエネルギーで生活を営む、 もっとも原子的な呼吸を行う嫌気性菌である。

この菌のマーカー蛋白質であるチトクロム C3 は四つのへムを持ち、 電子伝達に関

与している。 このような多ヘム蛋白質は嫌気性菌、 光合成細菌を中心にかなり見い

だされている。 しかし、 複数のへムの果たす生理

的役割についてはまだ明らかになっていない。 多

へム蛋白質は主に電子伝達 lこ関係していると考え

られているが、 その場合酸化還元電位が重要な意

味を持つ。 モノヘム、 即ち酸化還元中心が一つの

場合 は 電 気 化 学的な方法で容易に酸化還元電 位 を

決定できる。 しかし、 酸化還元中心が複数になる

と酸化還元電位 が 篠 数 個 存 在 す る 為 に そ の決定は

容易ではない。 図 1に、 本講演で取り上げるチト

クロム C のように四つの酸化還元中心を持つ場

合の酸化還元状態 と電位の関係を示す。 まず、 蛋

白質分子を単位 lこしてみると完全酸化、 一電子、

二電子、三電子還元と完全還元の五つの状態〈百 九

視的酸化還元状態〉が存在する。 これらの状態の

分子 の 存 在 割 合 (f0 -flυ 〉 を 決 め て いるのが

EI. E2， E3. E.の四つの巨視的酸化還元 電 位

である. 一方、 一口にー電子還元といっても、 ミ

ク ロに見れば四つの分子穫が存在する。 1- 4の

分子種では還元されているヘムが異なっている。

このよ うな ミクロな酸化還元穫は図のように 18 

健存在する。 これらの問には 3 2個の微視的酸化

守
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Fig・1Definition of皿acroscopicand 
microscopic redox potentials of a 
tetraheme protein. si: macroscopic 
redox pote~tial. eijkI: microscopic 
redox potential of i-th heme with j， 
k，l-th hemes oxidized， fi: fraction 
of molecules in the i-electron redox 
state. 



還元電位 e' j k 1が定義される。 これは個々のへムについての酸化還元電位で、 基本

的には四つしかない筈だが、 ヘム間相互作用の為に数が多くなる. このようにパラ

メータが多くなると通常の電気化学的方法では一義的に決定できない。 Xavierらは

NMRで微視的酸化還元電位を決められる可能性を示したが、 実測値が足りない為

lこ決められなかった。 従って、 現在まで多ヘ ム 蛋 白 質 の 全 て の 酸 化 還 元 電 位 を へ ム

間相 E作用を考慮、にいれた上で決めた例はない。 われわれは NMRを 主 な 手 段 と し

て、 これらを決定することに成功したので報告する。

I. 巨視的酸化還元電位の決定

図 2 に Desulfovibrio vulgaris 門iyazaki株より精製したチトクロム C 3の 500

MHz 'HNMRスベクトルを示す。 一番上は完全酸化型のスベクトルで、 典型的

な酸化型低スピンのへム蛋白質の特徴を示す。 ここで、 ヒドロゲナーゼ存在下で、

アルゴンガスと水素ガス分圧を変えていくと様々な還元状態のスベクトルを得るこ

とがでぎる。 その変化の様子が図 2の上から下に向かつて示されている。 還元が進

むとシグナルの位置は変化せず、 強度が減少してゆき、 全く新しいシグナルが別の

所に現われて来る. 全過程をとうして、 五セットのスベクトルが現われては消える。

この現象から、 それぞれのスベクトルは五つの巨視的酸化還元状態に対応し、 電子

の移動速度は分子内のへム閑では NMRの時間尺度よりも速く、 分子関では遅いと

して説明される。 この結果を用いれば、 各酸化還元状態のスベクトル強度より、 中

間状態での各巨視的酸化還元状態の分子の存 在 割 合 を 知 る こ と が で き る 。 そこで、

こ れをその電位的環境と関係づけることができれば巨視的酸化還元電位を決定でき

ox jLiJU(tilll!l l帆
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J九J川l~YfjJ~" • .~~~\_ 
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Fig・2 500MHz lH NMR spectra Qf cyt. c3 (MF) in 
several redx states at 30oC， pLH 7.0. 
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この目的の為に光

透過性薄膜電極(0 
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測定電位をかけて、
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ロ
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した吸収スベクトル

を図 3に示す。

R測定の前後でも吸

収スベクトルを測定
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そ れ を 図 3の結し、

果と 比較 する こと に

電位を決定し

ー・-f，

o 
-500 

より、

た。図 4tこNMRよ

り 求め た各 巨視 的選

-100 

Fig. 4 Molar fraction of cyt. c3 in each state as a function of 
potentials. Symbols represent the observed values. Solid lines are 
best-fit curves obta工nedby nonlinear least square fitting・ The
obtained macroscopic redox potentials are given in the figure. 
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-400 

元状態の存在比を電

位に対してプロット

した。 実線(;1非線形巌小-二乗法によりフィッティングしたものである。 隣り合う状

態の曲線の交点が E視 的酸 化還 元電 位を 与える。求まった纏は図中に示しである。

微授的酸化還元電位の決定

図 2のスベクトルの強度からは巨視的酸化 還 元 電 位 が 決 定 さ れ た が 、 化学シフト

の 情 報 は 微 視 的酸化還元電位の情報を含んでいる。 図 5は二つの酸化還元中心(A， 

B )をj91Jにとって、 その関係を示している。電子

が分子内で速い交換をしている場合、 ヘム A，

のシグナル は 共 に 完 全 酸 化 と 完 全 還 元 の 中 聞 に 現

II. 

B ι〉
ロヨ+回コ 蕊コ

AOl 

自一A 

れ、 そ のシフトの位置は図に示したようにそれぞ

れのへムに電子が存在する割合に比例する。

を電子分 布確率 R と定義すると、 ヘム A とへム B

の微視的 酸 化 還 元 電 位 の 差 は 式 (1 ) 

によって与えられる。 従って、

これ~- (~コ_ ，-..A 
Aol叫 2 Ir:::珂恒口J-f"¥ 1 

の よ う に R
....E2L=一旦=n

B 

Bot' Bt 2 IT&]...rr:::i:l] -f"¥ 1 それぞれのへムに

ついて全ての巨視的酸化還元状態での化学シフト

を決定し、 電子分布確率を見積れば、 微視的酸化

還元電位の相対値を決めることができる。 更に微

視的酸化還元電位と巨視的酸化還元電位の関係を

用 いれ ば絶対値を求めることができる。

村=8工1~!.U!
F "[口~I

=8工11"¥主上
FURB 

ヘムメチル基の各巨視的酸化還元状態での化学

シフトは様々な中間状態に対して飽和移動(s a tu 

ration transfer) 法を適用して決定した。

本のへムメチル基の内 7本については全ての状態

1 6 
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で、 残りの 9本については部分的に化学シフ ト が 決 ま っ た 。 これらの憶かち、 第 一

次近 似と して の電子分布確率 R を計算し、 これを使って 16本のへムメチルシグナ

ルを 四 つ の へ ムに分類することができる. 各ヘムの内で全ての状態での化学シフト

が決まったへムメチル基について電子分布 確率の平均をとったものが表 1である。

縦についても、 横についてもその和がほぼ 1に近いことは第一次近似としては妥当

な値であることを示している。 こ の 値 を 用 いて計算した 3 2個の微視的酸化還元電

位を図 6 tこ示す。 但し、 この計算ではヘム聞の相互作用ポテンシャル(1 ; j ) を 導

入して、 パラメータを 10個 lこ落としている。

111. 考察

多ヘム蛋白質の巨視的酸化還元電位の決 定はパルスボーラログラフィ一等の電気

化学的方法、 及び E S R による方法などがある。 こ れ ら の 方 法 で は 電 子 移 動 に 関 す

Table Electron distribution probability at each 

Heme 1 

Heme 2 

Heme 3 

Heme 4 

Z 

.. 釦異同tlMthl

.v YS.勾/..口

4崎

持掴

-"" 
...70 

4掴

4田

-，国
・510

.520 

.'30 

.'40 

.，田

.，.。

.570 

.'ao 

.，鈎

heme in four one-elec~ron redox steps 

Rr Rn Rrn Rrv 

0.670 0.051 0.112 0.168 

0.076 0.535 0.336 0.050 

0.047 0.233 0.535 0.185 

0.184 0.210 0.022 0.584 

0.977 1.029 1.005 0.987 

芝二

1.001 

0.997 

1.000 

1.000 

るモデルを立て、 それを

基 lこした理論曲線へのフ

イツティングより、 巨視

的酸化還元電位を見積る。

こ れ ら と 比 較 し て 今 回 の

方法は精度において若干

劣るが、 モデル抜きで巨

視的酸化還元電位を直接

決められる点で優れてい

る。 また、 微視的酸化還

元電位に関しては、 今の

ところ NMRがこれ

を決定できる唯一の

方法である。現在、

擬コンタクト項の寄

与を見積ることによ

る 微視 的酸 化還 元電

位の値の精密化を進

めている。

謝 辞

本調~定の一部で便

宜をはかつていただ

いた日本電子株式会

社に感謝します。

Fig. 6 Obtained 32 m~çroscopic redox potentials of cyt. c3 (MF). 
The definition of eijk1 is given in figure 1. Left artd right sides 
are completely oxidized and reduced states， respectively. 
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転移リポ核酸の動的構造と機能との関連性の解析

(東大理)0河合剛太・横山三紀本・横山茂之・宮津辰雄

い現・日大松戸歯)
lH-NMR Analyses of the Dynamic Structure and Functions of tRNA 

Go主主主主主主主， MikiHara-Yokoyama， Shigeyuki Yokoyama and Tatsuo Miyazawa 

(Faculty of Science， University of Tokyo) 

The functions of tRNA are closely related with the dynamic structure of tRNA. 

To observe lH-NMR signals from the flexible parts of tRNA， we applied the 

methods of spin echo， spin diffusion and 2D-NMR. With these methods， the 
signals from the flexible parts， the anticodon loop and 3' terminus， were 

observed selectively. Some of proton signals of the adenosine residue of the 

3・terminusand the 5-methylaminomethyl-2-thiouridine residue in the first 

Glu position of the anticodon of E. coli tRNA~~U were assigned by NOESY and 

HOHAHA. The functions of th色seresidues will be discussed. 

転移リボ核酸 (tRNA)は，約80個のヌクレオチドから成る分子量2万8千

ほどの分子(図 1)であり，タンパク質生合成において，アミノ酸とコドンを結び

つけるアダプターの役割を果たしている. tRNAは，その3'末端 (CCAOH)
にアミノ酸を結合し，アンチコドンでmRNAのコドンと塩基対を形成する.多く

のtRNAは4つのステムと 4つのルーフ。およびCCA末端から成っている .X線

結晶解析によれば1)，Tループ， Dループおよびバリアプルループは，おたがいに

水素結合を形成してまとまっており，アンチコドンループおよびCCA末端部分の

みが 1本鎖である.すなわち， tRNAのアミノ酸結合およびコドン認識という 2

つの重要な機能を担う部分はそれぞれ l本鎖として存在している.私たちは，複雑

なtRNAの'H-NMRスペクトルから，これらの2つの部分についての情報を抽

出し，その動的構造と機能との関連性を解析

することをめざしている.

水素結合によって固定されている部分にく

らべ 1本鎖の部分は運動性が高いと考えら

れる.したがって，それらのシグナルを抽出

するために，スピンエコーやスピン拡散など

の方法をもちいた.さらに， 2次元NMRに

よっても運動性の高いプロトンからのシグナ

ルを抽出することを試みた. 2次元NMRに

おいては，展開期および混合期に，運動性の

低いフ。ロトンのシグナルは， T2緩和により

小さくなる.また， shifted sine-bell等の

適当なウインドウ関数を利用することによっ

ても，運動性の高いフ。ロトンのシグナルのみ

図 1.t RN Aの構造 を抽出することができる.
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今回は，大腸菌より精製したグルタミン酸に特異的な tRNA(tRN""AG1U) 

について， 37.Cで400MHz lH-NMRの測定を行なった.図2にそのノー

マル・スペクトル， NO E S Yの投影スベクトルおよびスピンエコー，スピン拡散

のスペクトルを示した.NOESYは，混合時間 50msecで‘測定し，はおよびtl方
向について，それぞれπ/8シフトしたsquaredsine-bellおよひ:sine-bellのウイン

ドウ関数をもちいてフーリエ変換した.スピンエコーは， CarrとPurcellの方法に

より 30msec間おこなった.また，スピン拡散は，リボースのプロトンのシグナル

が集まる4.4ppmをラジオ波で 50 msec照射して測定したものである.NOESY， 

スピンエコーおよびスピン拡散の3つのスペクトルは，非常によく似ており，これ

らのいずれの方法によっても運動性の高いプロトンのシグナルを同程度に抽出する
ことカfできることカfわカ瓦った.
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つぎに， CCA末端のアデノシン (A76) 

残基および，アンチコドン 1字目の修飾ウリ

ジン(ト皿ethylaminomethyl-2・thiouridine，
mnm5s2U)のプロトンのシグナルの帰属を試

みた.A76の3'の水酸基にはアミノ酸が結

合し， mnm5s2Uは，コドン3宇田のAまたは

Gと水素結合を作る重要な残基である.

A76の塩基のフ。ロトン (H8，H2)のシグナ

ルは，非常にシャーフ。で、あり，ほかのシグナ

ルと区別することができる.図3に， E. co1i 
のtRNAG1uおよび枯草菌のtRN  A Valの

スピンエコー・スペクトルにおいて， A76の

塩基のプロトンのシグナルを示した.このよ

うに， A76のシグナルは， 2つの tRNAに

おいて，非常によく似ていた.このことは，

この残基の共通の機能を反映していると考え

られる.

a 
. 

g 
H6 

8.0 

H1 ' 
H8 . 

. 

b 

6.0 

6.日

o 91 . 
日11

。・ーF 

. 
5s2U 

CCs 

5.0 
PPM 

H8 H2 

8.0 7.0 
PPM 

図3.枯草菌tRNAVal(A) 

およびE.coli t RN  AG1u (B) 

のスピンエコースペクトル

品

4再-.'<>""

信!;¥σ

宅ι-e! 

一-IG;>ー'-C>

:.~g 

H21 

CH2 
Q> 

4.0 

図4.E.coli tRNAG1uのNOESY(a)およびHOHAHA(b) 

スベクトル
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図4に， E.coli tRNAG1uのNOESYおよびHOHAHAスベクトルの一部

を示した，"NOESYは， magnitude modeで測定し，運動性の低いプロトン由来の

ブロードなシグナルを消すために，はおよびtlについて，それぞれπ/8シフトした

squared sine-bellおよひ:sine-bellのウインドウ関数を用いてフーリエ変換した.

また， HOHAHA (phase-sensitive mode)の場合には，混合時間の聞にスピン

エコーを行なっているため，シグナルを観測するときに，すでに運動性の低いフ。ロ

トンのシグナルは減衰している.したがって， t 2. t 1の両方向について， π/2シフ

トしたsine-bellという比較的に弱いウインドウ関数を用いてフーリエ変換した.

どちらのスベクトルにおいても少数のシグナルのみが，選択的に観測された.

NOESYスペクトルにおいて， A76のH8とリボースのプロトンの聞にNOEが
観測された.それらのプロトンのなかで， H l'は，その化学シフトにより帰属され

た.さらにHOHAHAスペクトルにおいて， H l'とのカップリングにより H2'が帰

属できた.また，枯草菌のtRNAva1においても .A76について同様な帰属に成

功している.

mnm5s2Uの場合は， 5位の側鎖のメチルおよびメチレン・シグナルは，その化学

シフトから容易に帰属できる.NOESYスペクトルにおいて，メチレン・シグナ

ルとの聞のNOEによって塩基の別のシグナルが帰属できた.H6とリポースのシグ

ナルの間にいくつかのNOEが観測されたが，そのなかで.H l'のシグナルはその

化学シフトにより帰属した.さらにHOHAHAスベクトルにおいて，カップリン

グにより目'を帰属し，弱い間接的なクロスピークの存在からH3'を帰属した.

皿nm5s2Uにおいて， H8とH2'およびH3'との間にNOEが観測されることから，こ

の残基が， C3'-endo形をとっていることがわかった.グルタミン酸のコドン

はGAAおよびGAGであり，もし， mnm5s2UがC2'-endo形をとると，コド

ン3宇目がUであるアスパラギン酸のコドンGAUをまちがって認識してしまう.

私たちはすでに，モノヌクレオチドにおいて， mnm5s2UがC3'-endo形を非常

にとりやすいことを明らかにしており，そのコンホメーション特性がまちがった塩

基対の形成を防いで・いるというモデルを提出している2) したがって， tRNA中
においてもmnm5s2UがC3'-endo形をとっているという結果は，このモデルを

強く支持している.

このように， 1 Dおよび 2Dの様々な手法をもちいて，運動性の高い部分のシグ

ナルを選択的に観測することは， tRNAの動的構造と機能の関連性を解析するた

めに，非常に有効であると考えられる.現在，さまざまな tRNAについてさらに

詳細な解析をおこなっている.

なお，枯草菌のtRNAに関しては，自治医大・化学の石倉久之博士，村尾捷利

博士および長谷川典巳博士との共同研究である.
REFERENCES 

1) Kim， S. -H.， 1979， TRNASFER RNA:structure，properties， and recognition， 
Schimmel， P. R. et. al. (eds.)， Cold Spring Harbor NewYork， 83-100. 

2) Yokoyama， S. et. al.， 1985， Proc. Natl. Acad. Sci.， USA， 82， 4905-4909. 
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F' . ) S. (University of California， 

《はじめに》 近年、 生体高分子の構造解析 は、 N門R 法の発展による恩恵を受け、

着実に 精密 化が進み、溶液中のコンホメーシヨンが詳しく議論されるようになった。

即ち、 2次 元(2D ) NMR技法、特に位相敏感手法の発明と発展により、 NMR信号の

帰 属が明確にできる時代となった。 し か し、明確に帰属された、定量性のある NMR

信号のデータ・ セヴ トを 得た とし て、 それをどう扱うかが肝心である。

ディスタンス・ジオメトリー法《れは、画期的である。 これにより、lま、

子の溶液中の構造を ~MR ~と用いて、本柊的 Lこ調べられるようになった訳であり、そ

れは 、結 晶構 造を X 線で解析するのと同種の作業と言い得る。 <2，だが、 N門R 現象

を利用した手訟 は、距離や角度の情報だけでなく、分子全体および分子内部の運動

状 態 に 関 す る 情報をも与えてくれるし、逆に、 それに関する議論抜きでは、距離な

その意味で

生体高分

どの情報が不正 確なものとなる点を、 その本質としている。 その辺の問題意識を縮

り下げて、 緩和行列を、近似でなく行列解法により、完全に解くことに基づく

E解析法、 すなわち、完全緩和行列法(3)が、提案された。 NOE強度の理論値は、

既知の分子構造と 相 関 時 間 か ら 計 算 さ れ 、行列の形で与えられる(ac.)c)。 この

時、理論強度は、 スピン拡散をも含み込んでいる。そこで、 それを実視IJの NOE強度

の行列(a.'bs) と比較して、理論強度との一致を、一番敏感に良くする構造因子か

順次動かして、最適化を行う。 い わゆる、偏微分によるヤコビアン:

NU 

(4 )そこで、

そ

DN 

り、

(')(aObS-ac.'C.) /(1¥O!; 

( j日し、いは各々のプロトンのデカルト座標または個々の二面角など)

を数値計算するのが、 理想的であるが、 この計算は、長時間を要する。

まずは、候補となるモデル構造が入手でき る具体的検討対象を探す必要がある。

して、 1960 年代からの懸案である、 A(アデニン)、 T(チミン〉の交互配列の

A ホリマー(トT)n の分子構造の問題 lこ注目した。 A • T t毎基対は、 塩基• C G 
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対に比べて、水素結合の数が一つ少なく、固定 し た 構 造 を 取 り 難 く 、 A-T交互配 71J

()NA の良い結晶が得られていない。そこで構 造の推定は、 x 線繊維写真や N門R に

頼らざるを得ず、 いくつものモデル構造が提出されるに至った。 A型、 B型 、 左 巻

きB、変形 B 型、 C 型、 D 型、 左巻 き D 型、 しわの寄った( w r i n k I e d ) D'引(1.' 

D と略す)型等、 いくつもの提案が成されている。生体内の DNA 配列の中で、 A.

T に富む領域は、 いわゆる遺伝子の発現上、重要な意味を持つことが多い為、問題

の難解さにも拘らず、 多くの研究発表が成されている。その中の、 ど の モ デ ル 構 造

が、 最 も 良 く 実 現tlの 2D-NOE スベクトルを説 明 す る か を 検 討 し 、 有 力 な 構 造 を 2 つ

に絞り込み、最適 化計算の代替として、 モデル周辺の、エネルギ}極小構造を探す

計算、即ち、分子力学計算法〈引を用いることを考えた。

《方法》【試料調製】 ()NA オリゴマー [d-(AT)n]2 としては、 常法門)によって

合成されたものを用いた。測定溶媒としては、 180 闘門リン酸緩衝液、 200 開門食塩、

0.2 聞門 EGTAの組成の重水溶液を用いた。 3固に渡る凍結乾燥で重水量換を行って、

99.996 % D20 を 0.3悶l加えて試料とした。測定 pH は 、 約 7.0 である。 ()NA オ

リゴマーの最終濃度は、 各試料によって異な るが、 約 3・7 聞円であった。説IJ定温度は、

15 'cを選んだ。

【各種 2D・N門R スベクトル】

クトルを測定した。

PS-2D-NOE 、 1331・PS-2D-NOE、 DQF'-COSY の各種スベ

【NOE 強度の理論 計 算 】 化学交換の速度を求める方法として、 いわゆる、" Acco 

rdion ..法を、 Bodenhausen と Ernst が提唱し、 (8 )その論文の中で、多スピン系

の スベクトル強 度 を 行 列 解 法 で 求 め る 方 法 が示されている。その後、化学交換も、

NOE 現象も、数 学的には、同等なので、その中 で 用 い ら れ た 行 列 解 法 は 、 Keepers 

と.Ja圃es よって、 2D-NOE 強度の理論計算 に 対 し て 実 用 化 さ れ た 。 (3) 理 論 計 算

の 具体的手 11債を以下に述べ忍。

① 分子運動のモデ ル 化 を 行 う 。

これは、 いわゆるスベクト11-密度J(ω〉の計算に必要であり、通常、等方的運動

モデ)¥;を用いる。 その際、パラメータである相 関時 間 τCを見積る必要がある。

) (ω) = 2 Tご/0+ω2T C2) 

ω=  2π)/ν は、観測周波数〉

②分子情造として適当なモデルを見つける、 または、新たに、 モデル構造を組む。

これは、最適化計 算を 行う に当 たっ て、 出発となるモデル構造を設定する必要性

があるためである。 修IJえば、ディスタンス・ ジ オ メ ト リ ー 法 の 解 な ど が 良 い 。

③②のプロトンの座標と、 スベクトル密度から、緩和行予IJ R を構築する。

R，; = L: (1.'0 ; j + 21.'1ιj + 1.'2; j) + Rl; 

R ~ j = (1.'2; j - 1.'0; j) 
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④緩和，行予IJ R を 対 角 化 す る 行 予IJχ(国有ベクトルの行列〉と、 その対角行列入(

国有値〉を求める。

χclRχ= 入

⑤ 2D ・ NOE スベクトル中の交差及び対角ピークの理論強度 ~(T阻) ( T. は、混合

時間〉が計算される。

~ ( Tm) =χexp(・λτm)χー1

【分子力学計算】 分子力学(門olecular門echanics )および分子ダイナミックス

(円。 lecular Dyna問 ics )の計算には、 A門BER ( Assisted Model Building with En 

ergy Refinement )プログラム( Version 3.0 )'6) を用いた。 このプログラムは、

い わゆるエネルギー局所極小( local minimum )構造を探すものである。

【分子グラフィックス】 分子モデルの図形 表 示 を す る た め に 、 門 lDAS (ト101e cu 1 

ar lnteracti、官 Displayand Simulation )プログラム(9 )を用い、 J欠のような機

能を利用した。

①各原子(プロトン以外〉の座標をもとに 、 分 子 構 造 を 携 築 す る 。

②構造の単位要素〈部品〉を複数個人力しておいて、 それらを連結させる。

③それを基に、プロトンの原子座標を計算する。 これが、 N門R データと対応する。

③溶媒が近づき得る限界としての分子の表面像を計算する。

《結果と考察》 先ず、対象とした DNAオリゴマーの塩基部 11)は、 [d(5'ATATATAT

AT3')]2 である。生物学的意義と関連して、 TATAボックスの分子構造は、深く興味

を 惹くものである。詳細は、文献， 10)を参照されたいが、 以下簡単に概略を述べる。

f!Pち、 "二本研究で、候補となるモデル構造の範囲を広げて、 それら全てについて平

等に、 2D・NOE スベクトルの理論計算を行い、実測のスベクトルと、全領域で比較し

たところ、 IID ~' 引 が 最 も 良 い 一 致 度 を 示 した。 この様途は、 いわゆる B型に近い

機 iきであるが、 5'-AT-3' 部分のスタッキングのプヲが、 5' -T A -3'部分のそれよりも良

いなどの点で、若干異なっている。 それにも 拘 ら ず 、 最 初 か ら 単 純 な B型だと決め

込んで眺めれば、 そう見えなくもないような スベクトルを示す。 '11) llPち、 2つの

矯造の違いを識 ~IJ するのは、極めて難しかったのである。 また、 おそらく、 ディス

タンス・ジオメトリー法は、入力データとしての距離の精度を要しない方法である

だけに、 B型と IID型とを区別し得ないと予想される。その意味で、ある構造から

より正確に理論的 NOE強度 を計 算す る完 全緩和行列法は、重要な方法である。次に、

こうし て得 られた IID型 の エ ネ ル ギ ー 安 定性を分子力学計算法によって検証した。

その結果、 分子内に水和水、外側にナトリウム・イオンを配置した系のエネルギー

値の比較では、 この構造の場合の方が、 B 型の場合よりも安定であることが判った。

そして、 その理由として、主溝側の相互作用 エ ネ ル ギ ー は 、 両 者 で 大 差 は な い が 、

副滋側では、¥lD~が有利であること、 とくに、 向かい合ったデオキシ糖同志の疎水

相互作用と、 ナトリウム・イオンを介したりン酸基同志のイオン結合とが、交互に

なら んでいる状態は、水中では、極めて有利であると考えられること、などが、列

挙された。 また、加えて、副構内の連鎖状水和水モデルを提案し、それが、塩基ス
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エネルギー上の不利を補うに足る考案で
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H2 '-H3・-37 5.1 -30 

'1 ''}キンク上の特徴の満足すべき説明と、

ある点が強調された。，

以上のようなデカマー

の結果をさらに確認する

ために、 〈キサマー

[d(5・H.¥T.¥T3')]ニ

25 7.1 Hl' -H2" 

について、 Lス下に述べる

ような検討を行った。

① PS-2D-~OE スベクトル

結果は、

のパターンを示した。 enち、

におけ る 残 基 問

デカマーと同一

87 1. 3‘1.3 

3.5(T) 
3.9・158 8.1 -99 1.2 

3.l(A) 

1.4 160 9.) 1.1 96 86 1.3 H2"-H3' 

5 '・ H-3'

日3'-H4・-89 0.9 -114 ~e 灘の方が、 5' ー TA-3' に

おけるそれよりも短い傾向
-92(A) 0.9 

などが認められた。

② Dur -COSY スベクトル

デオキシリボース環のカップリング定数

aValues from these energy-m1nlm1zed(e.-m.) mode1s were 8veraged for al1 
residues. 

に掲載表の解析を行い、よ

その結果、 次のようなことが明らかになった。

エネルギ一極小化( e. m. ) 構 造 の 値 に 近 い 。 尚 、

値

( 0 b s .構)。

a. 実現~値は、

した

エ手ル

ギー極小化により、 IID 型構造 lこ似た外観を示すようになっていることを付記したいe

b. 従来のいわゆる、 N， S 2 つ の 立 体 構造に基づ 4、二状態モデル(1 2: では、

モル分率の如何:こ拘らず、 実 iltl値を説明でき ない。 NDち、 J(H2"-H3') とJ(H 3・-

H 4 ' )とは、 同 程 度でなければならない筈だが、実測では、 前 者 は 観 測 さ れ て い な い

のに対 L、後者は 明瞭 に観 測さ れて いる 、 という大きな矛盾がある。

以上、:j)および :%iを通じて、 ヘキサマ}も、 デカマーと同じような特色を持って

いることが明かになった。更に、溶液中での分子ダイナミックス計算も、 デカマー

~(ま、B 

成 功し つつ ある 。ナトリウム・イオンの初期 配 置 を 修 正 し て 、

IID 型構造が安定である。

について実行され、

多分に、では、DNA 交互配列H 即ち、
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特皿

DETERMINATION OF THREE-DIMENSIONAL STRUCTURES OF PROTEINS IN 
SOLUTION 

A町 M.Gronenborn and G.M. Clore 

Max-Planck-Institut fur Biochemie， D-8033 Martinsried bei Munchen， 
F.R.G. 

The determination of 3D-structures of proteins in solution using NMR 

speotrosoopy oomprises three stages: (i) the assignment of proton 

resonanoes by 2D-teohniques to demonstrate through-bond and 

through-space connectivities; (ii) the determination of a large 

number of short (< 5.A) interproton distances using nuclear 

Overhauser effect (NOE) measurements; and (iii) the determination 

of the 3D-structure on the basis of these distances. Our approa.ch 

for step (iii) has involved the use of restrained molecular 

dynamics. The prユnciplesof the rest工aineddynamics approach will be 

illustrated for model calculations on crambin (1，2) and examples 

from the set of 3D-structures in solution that we have determined to 

date will be presented: purothionin (3)， phoratoxin (4)， hirudin 

(5)， the globular domain of histone H5 (6)， growth hormone releasing 

factor (7)， secretin and potato carboxypeptidase inhibitor (8). 

References: 

1. Brunger， A.T.， Clore， G.M.， Gronenborn， A.M. & Karplus， M. 
(1986) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83， 3801-3805 

2. Clore， G.M.， Brunger， A.T目， Karplus， M. & Gronenborn， A.M. (1986) 
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3. Clore， G.M.， Nilges， M.， Sukumaran， D.K. Brunger， A.T. 
Karplus， M. & Gronenborn， A.M. (1986) EMBO J. 5， 2729-2735 

4. Clore， G.M.， Sukumaran， D.K.， Nilges， M. & Gronenborn A.M. 
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5. Clore， G.M.， Nilges， M.， Sukumaran， D. K.， Zarbock， J. & 
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6. Zarbock， J.， Clore， G.M. & Gronenborn， A.M. (1986) 
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級機柔駿l二与る Qンjぞっ嘆の計コトオ鈎格私内湖

(骨、大重・主主義丈f{)oイ平島謹厳主・深田 主へ市t反 r ・ぇ
Computer simulation of prot自nrelaxation in proteins 

Ri eko Ishi田a，Susumu Shibata*， and Kazuyuki Akasaka 

CFaculty of Science， Ky日toUniversity and )~School of Medicine， Kinki University) 
The earlier prop口sal(Akasaka， J. Mag. Reson. 45，337(1981)) for the longitudinal relaxation of 

pr口tons1. 0=1，2，... ，n) of a rigid polymer system in solution under selective saturationロfone or 
a group of protons (S) that the longitudinal relaxation times of the 1 spins is co盟国onlygiven by 

T， >l<-; T，包+T，つ 1 where T， is the spin-Iattice relaxation time obtained by regular non-selective 
exci tatio'n and T，s is the cross relaxation time wi th the S spins， was reexa田inedby computer si田ul-
ation uSing the pr口gra田 developedby Shibata and Akasaka. The result of the simulati日n，carried out 

for the core region of a protein ~lrepJ..o喧E笠 subtilisin inhibitor upon saturation of one of the 
ring protons of Tyr 93 under the approximation of a rigid rotar model wi th a correlation time of 

10? s， clearly demonstrated that the protons behave indeed nearly as tWb-spin systems， with 
(l/ n)~ )J" and 1担 1"x (T， ~'/T，)， where 0， k is the c ross relaxation rate between the spin 

S and the individual spin I.， and 1. -and 1血 are，respectively， the initial magnetization and the 
equilibrium magnetization of 1 under satuartion of the spin S. 

〈専〉 年fJ.l古 ニサLiま? 利率的なタ ::"'1でつ慎 kし之 J千/" e p 70何 γCとF

S u. b寸 sr"， I"， h b toト(S S 1 )を対象乞し J 味 ffi. a子、埠1こ
ょっ?崩託され色プロトツ維如のシミュしーショシ‘プログラムを吊 L¥7.、 $5I
の、コ?を量-~~露出乞 r'l Xント巾 η長叔的ヌピ〉拡散l二つい-z内三/三ユし -L3JL

t 和三なっ?-z.E: o 今回 I~ 、(.11.) s s工のコ了全長威主首ic'LL'2の丞4史的能如下τ
の拠説化内経俳句き十事税金‘様~ I (~) $ S工の全プロトニモ討暴ヒした境径が時凪

の陶析の鉱泉lニつlA?幕主主主寸る。

〈討茸1'7;玄〉 ブ00卜ソ聞の手記通三ト組立{手間の勾 't老定し、?'9スヒ・〉券、の急スヒ0ン

めるfL'イヒの時用量化念、然るパを初郵券イキ l-::.~丘っ〆2~t~~ る. この帯、、プロトシ内産

雄、\~メ能血祈による結晶構車 l~ 皇い之来め念。 l台 bの量動とし之 lê1-、空手{内粗~暗
唱も毛コ名寄ろ色81.0l去拡散を%危し. ~，吾 I-=-~ い札メチ Jし基の回転を巾苔F最多Uヒ
L 7. ~ 1昆寸る。

埠ーの四車相同時由ち隠しj 場包 σぅ 縦品イヒの長異 t、)i:、 i金包町フ" 0トユヒつ

凶マ 」(I~(合) -:r i) ー芝町(L(t)一立)十芝0-.・[了。-)-l~ J 勾
-JOJれ "Jl.~J，'J ->-5 

、 ‘

お=与E3z(℃ +JEL寸 i 人 7
'J 2 r:j l -~. I 十ω日 I+qw'>-~J 

、:ご之、
(2") 

~_ __ 3 d-毎日[本 目 白 ι 1 

1 ニ玄一号 Lーい寸市Lv~tc'J 

l;::後イヒの三手術佳 ω:安息由連主立 時:ブQ トン由民結

γ. .五五私自車rヒ 色~1J与の由連'z..!相由民寺田
(¥l t)ニょっ乏手z-S，札、この連主俄切ろえ主主とを陶乙ニヒ(:::ょっ才、 を止1.-2" hのプロ

トン σ〉能血血縁三求、ある。現在 1-1、ぞ r;まマい鞠ぃT、¥~ .メチ lし基の内制回転色、
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金む品会la‘ D.E. W 0 E: :s 5 }V E R 1:::縫い/町内を i札イ札定見t。

Lミユし一三4 ユの亨平易〈とし之 Id:、$'i51'f.用 l¥るo S s工Id'、著.11ID主立/極め叶

ブユユットかラF語る、 11う与量ヨ.3000の タシjマク質?うは叙釘t芝な 2コi''1 1:も
つ@三点ヰ与 1::.ぶ‘j、メ佐回析の患婚、キ特弓れI."る。

以下のシ三ユレ一三:-3>1芯.主主事鳳ヨ霊安Z左4DoMH:.! Iニ認定し-Z~っ色。

ぐJL> $5 エのコy~械を対象!ニ山、創的佐和下τι 縦.#9i伯のるT問、税
互利t9"/)~ ')領内コ 7 全員域 l二)志、~~つ) t"η ょう 1::紺紛がおこっ-Zl IるかJ

シJ付制 b於叶るをこ支級制取胤¥¥{昔、1Q， J.H.R. I~ 含1 /丘三 337>;Iこ

対司る三/三ユし-;'-3. ;...をやごーなっ色o

〔仮定] 指:匁えによ九lず、る量化工i(i.=i，2，....，11)'kニもつ‘別個のア臼トンl二討し 1

I1(す〉とエュけ)!:::::・・ー-，:::，];明け)=+1(+) り-_'".'" m 
工=芝L (勾

:zj¥"， 肢')立つヒ芝、札とっ三日以以上のアロトシお〈ぬ=1，:2，-")を玄人7、廷の

続イヒ主従釦しつフ.'11'ち暢色め、イ包のプlユト">1; (1.:: U，… ..mノ;~~ )の純白釘にの

後仇持¥1:l(マ'1e.)は、全スピシダ\色、$~工の 2 スl:;;ø )..ゑ乞し 2並似できる。

ω武l事1 :2.スぜ ZJ;長の丘似l二よ 77

分=ー(工-r)/市-1/ 11S ({，) 

1."昔)う内之札， 合十句、11'のid:I -rf'¥:.寸札(i.'， 

1ト=寸γ1十寸3Ji 〈ケ〉

~f 巧，i):板井敏3ldTil Td!?、計句、吋のち甘い，抱くなる。 この寸!~ I志、初手桁説fヒ工O

~\戸念書Z釦しつつ'‘ lす色ヒ乏の王手後預金iヒ:F ~I

l伊 =iox寸ユデーロ (む

の|有1~ 1ニあふ堤 l二、五 l志、イlユ 1- ンパ)-白内三つロな9:~~~tJ遺産しおi を
l朝日て， - 71J」41(Z伐:) (7) 
~ / 1まlま官民てをるヒ立山2U;Ef0.
〔計茸1在来観] 己手工のゴ了の告主主投ヒホ&寸シト93を中uヒし1::10 Å 内の残1~
含まれる合計ユ円宮イ国の‘ 71ユトシ王司~ヒ司る。また，盆4民的助定し I 紅釦しつプ
lオ手場色1 でι=ID7SEcでIct.砕)i，ザ I'a:.ほ悦y立つど υつ花泉主得て Uるのず/をニ

ló~ 1:区 ~0 ~。以下の 3 フのシヱュし~3- ふleT<二な3" ど国 i今照)

Q) ~f-品抗判励ι~ðうこちラ

③ 7シト%の~'2-ア0 トンt 乏夜間j字励匙 l /官Z勉しつづ‘lする。 (1思索虫丸AJ
① ②の平fわか S180

0
度予之させ、②と伺 t，、フOQl)...主役勉しつづも|十五 p(母l泊康LB)

〔鎚臭J(的豆は名プロト〉につい才、 Ia:.ぱ師 1).iIつ'(l，.¥ ~o 培 l二 I~プ丘 L ン
η綿 7説fl:Ii'の平均 <rr>乞ノ (官 )1tの首よEtE/可?♂:の平均〈古川i!X'J..・>lci . 

o./!orヒ、 0.11ワfマaあ1).キ常!二一致寸 B。
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微生物起源蛋自性プロテアーゼ・インヒピター S S I立 体 構

造 の 揺 ら ぎ に 関 し て

(都立大理) 0 甲斐;(f正憶・長尾洋昌・広沢教彦・{主 E富崎哉

内 田健一-三宅洋子・細谷仁子

"C-NMR Studies on the Confor・ational Dynamics of Microbial Protein 

Proteinase Inhibitor 55! in 50!ution 

円asa!sune Kainosho， "iromasa Nagao， Atsuhiko Hrrosawa， Haruya Sato，Kenichi 

Uchida， Yoko Miyake， Yosiko "osoya 

(Facul ty .of 5cience， Tokyo Melropolilan University) 

The dyna悶 ic structural aspect of the polypeptide bac 祉bone of proteinase 

inhibilor 55! has been sludied by the assigned carbonyl 13C-NMR signals as 

the conformational probes. The N-terminus of 55!， which 刷 as not visible by 

the X-ray study， was found to show abrupt motional gradient up to Leu-6. 

The other residues having t~e large crystallographic B-factors in general 

were confor湖 ationally flexible in solution， as evidenced by the carhonyl 

carhon line-widths 01 by the facile amide hydrogen exchange rates. 

〔序〕我々は過去数年間にわたり、微生物起 源 の 蛋 自 性 プ ロ テ ア ー ゼ ・ イ ン ヒ ピ

タ -S S ! を対象に構造化学的研究を続けてきた。その中で最も鍔カを集中してき

たこ とは、蛋白質の主鎖カルポニル炭素..C - N M R シ グ ナ ル を 用 い る 新 し い 構 造

研究 手 法 の 開 拓である.一般的に N M R スベクトルによる構造化学的研究手法の基

本は、第一に構造化学プロープとしての N M R シグナルの帰属を確定することにあ

り、第こにはそれら帰属の確定したシグナルのもたらす構造情報を選択的に入手す

ることにある.我々はこれらの基本的条件を一挙に満足しうる手法としての、安定

周{立体ラベルの徹底的な利用こそが N M R による蛋白質の構造研究にとって必要不

可欠であると考えた.

S S !はサブユニット 2 個から形成されるダイマーであり、その分子量 2 3 、 0

o 0は通常のー二次元 N M R法の対象とはなりえない巨大分子である.従って、各残

基毎に帰属の確定した主鎖カルポニル炭素シグナルから構成される構造化学的プロ

ープのネットワークは得難い財産であり、高分子量蛋白質としての S S !分子全体

の高次情造(変化)を観測する・モニター・システム.としての機能を持つ.この

システムにおいては、蛋白質分子の全体構造{変化)は各観測点のもたらす局所的

構造情報の集合としてのみ表現できる.本報告では、長年にわたって続けてきた研

究結果のうち、 S S Iの立体構造の動的怒らぎに関して"モニター・システム・が

どのよう f構造情 報をもたらずかについて紹介したいと思う.

〔実験〕伺{立体ラベル S S !の鋼製は、アミノ酸混合物を用いる合成培地中、適

当な ア ミ ノ 殻 のみをラベルアミノ酸に置換することにより生合成的におこなった.

主鎖カルボニル炭素の N M R シグナルの帰属は主として・ I5 N. 1 3 C ーダブルラベ

ル法'を利用した . リ C -N M Rスベクト ルは X L - 30 O(バリアン社製)を用

い 75.2Mllz、プロトン照射下で測定した.
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〔結果と考察(1 ) J'.1ー末端残慈の揺らぎと N M R スベクトルの線幅弓三井等

は S S 1の X 線解併により N 末端数残基の電子密度が全く観測できないほど低いこ

とを見出した.この結果は S S 1の N 嫡郎分が結晶中において動的に婦らいでいる

か、あるいは静的な干構造の不規則性があ ることを意味している.また赤坂は S S 1 

の 'H-NMRスベクトル中にアラニン、 ロ イ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 側 鎖 等 に

相 当する著しく線帽の狭いシグナルを見出した.これらのシグナルが容易にプロテ

アーゼ処理により失われる部分に由来する ことから、 S S 1の N -末端の数残基は

我々は主鎖カルボニルシグナル

N -末端付近の鑓の線輔がベプチド鎖の運動性と良い相関を示すことを利用して、

らき・の分布に関してより詳細な知見を得ることができた.

図ー lはプロリンのカルポニル炭素を， 3 C -

溶液内において高い運動性をもつことを結論した.

日=-~い札一Iの 13C-NMRス ベクS S 〕P
&
 

〔ラベルした

'0 

主鎖ベプチド自身が異常に高い運動性をもっこ ! 

とは明らかである.我々は Asp-l， Ala-2 も同 10 

様に掻めて鋭いシグナルを室温において示すこや-~品川.....-人---1'"""，-，中--ナ叫~♂ーへ

しかし、 Ser-4， Ala-5と N -末 ，)， ，)，一一寸1;-一一寸1-;:-一一寸j， ppm 

プロリンは環状の側鎖トルの温度変化である.

権遣をもっィミノ酸であり、 低温では側鎖 7・ロ

トンによる緩和機憎が有効に働きカルポニル・ ι。

シグナルの線幅が著 し く 広 幅 イ じ す る と 考 えられ

のみは~滋においても約ところ均《、 Pr 0 -3 る.

2 H z程度と極めて鋭いシグナルとして現れ、

とを見出した.

端 から遠ざかるに つれ徐々に室温での N M R シ N
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図
M
*では他のシグナグナルの線幅が増加し、 Leu-6

-93) (Tyr-75. では他のチロシン残基ル の線輔の半分程度までに広幅化し、 Ty r -7 

S S 1の N -末端ポリペプチド鎖の揺らぎは C-端側につまりと間程度となる.

を境にしてほぼ残りの部分と類似していること Tyr-7向かい徐々に減少し、 Le u -6 

以降のみにX線解析において明瞭な電子密度は Ty r -7 従って、とが明らかである.

N -末端部分の本質的な柔らかさにより説明できる.

X線解析における温度因子とカルボニルシグナルの線幅との関連について

X線解析結果の電子 密 度 図 で は 失 わ れ て いる N -末端 6残基が溶液内においても高

得られた事実は、

( n ) 

い運動性をもつこ と が 明 ら か に な っ た . この知見を受けて、結晶内で高い B 因子を

示す 主鎖 ポリ ペプチド部分のカルポニル炭素 N M R シグナルの線帽を検討した.三

明らかにを見ると、弁等の求めた S S 1結品情造解析での極度因子の分布

S S Iにおける B因子の分布と二次構造と は強い相関がある.

{主鎖)

β ー鎖の方向IlPち、

或いは町一ヘリックスの前後の部分の B 図子は増大する傾向が変 わるターン節分、

(Ser-21 ~Ala-25) 2 t買 に移る長いターン部分1鎖から β 一p -例えば、にある

β- 1鎖の平均値 22と比較すると顕著に大きい.

Leu-60. ~Asp-また

の B -因子は 3 0前後であり、

このような傾向は他のターン部分においても見出されでいる.
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68にかけての不規 則性ポリペプチド鎖

部分も異常に高い B 凶子が見られる領

域であ る. そこ で Thrのカルボニル炭

素 の 13C - N M R スベクトルを用いて

B因子と溶液中の線幅との関連を検討

-'5 

した.サフユニット当日 8個の Thrr# 州山j¥

42. 8 1 (β ー鎖)、 64 ( 不 規 則 領 域 )

に分布しており、こ の 目 的 に 極 め て 適

174 

I 
17' 

図 -2 (TJSSJ の 垂 水 中 で の け C -
N M R スベクト Jレ .~62 'C、 pH 7.3 

し ている Thr残基 の カ ル ポ ニ ル 炭 素 13C-NMRスベクトルは室温においては分

離が惑く、測定はシ グ ナ ル 裕 互 の 分 離 が 最 もよい 62 'cで行った.図-2に示され

るように、著しく線帽の狭い{ピーク強度の 大きい)シグナルは 23.24.64 の 3

本であり、これらはいづれも B 因子の大きい領域に由来する.この他、種々の残基

をラベルした S S Jにについて行った問機な実験から、 B 因 子 と 線 帽 の 関 連 が 一 般

的であることを見出した.

( m ) ア ミ ド 水 素受換速度と主鎖ペプチドの揺らぎ:以上に紹介した二例は X線解

析の結果 B 因子の大きいとされた部分が、溶液内でも揺らぎやすい傾向にあること

を示している.主 t裁の洛らき.は線幡以外にも色々な N M Rパ ラ メ ー タ ー に 反 映 さ れ

る。従来よりアミド水素の交換速度は蛋白質の動的混らぎとの関連で重要な構造情

報と考えられてきた。事実、 'H-NMRスベクトルのアミド水素シグナルの垂水

中における減少速度が総らぎに関する有用な 情報として現在でも用いられている.

ところが、この方法では測定に要する時間により時間分解能が規定されてしまう欠

点に加えて、分子量が大きい蛋白質ではアミド水素の N M R シグナルは個別に分離

観測 することは困 難となり、当然帰属は困難となるために適用できない.一方、選

択的にカルポニル 炭 素 を ラ ベ ル し た S S Jを用いれば、全〈別の角度からアミド水

素の交換速度を測定・評価することができる.この方法はアミド水素の重水素化に

伴うカルボニル・シグナルの化学シフト(岡{立体シフト)を利用するものであり、

二種類のアプロー チ が あ る . 一 方 は 、 昨 年 度紹介した D E A L S 法 (Deuteriu..-

hydrogen Exchange of A..ide on the Line-Shapes )となずけた手法であり、 5 0 

% !重水中におけるアミド・カルポニル炭素の N M R シグナルの線型{定常状態)を

利用 する.もう一方は重水の中に蛋白質を溶解し徐々にアミド水素が重水素置換さ

れる過程を、 N M R スベクトル変化(非定常状賂)により追跡する方法である.前

者は測定時間と交換速度は独立であるために速い交換速度をもっアミド水素に、後

者は遅い交換速度のそれに有効である.

D E A L S 法においては・速い交換鎗は、同{立体シフト健の逆数により定義、され

る.つまり、 i 一番のカルポニルに注目するとき、 + 1 )番のアミド水素の重

水素化によるシフト (sーシフト)値により時間分解絡は決まる.通常、数ミリ秒

以 下の場合にのみ鋭いシグナルが平均位置に生じる.従って、速い交換のリミット

に入るア ミド 水素の多くは溶媒に露出しており 、 相 対 i容itt妻触皮(R a j直%)の
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この経験則には例外

Iの D E A L S実験

大きいものである.

があることを見出した.例えば p H 7 . 

のシグナ Jレは 6 2 "cにおいて既に鋭いシングル・ピークとなる.

の R a 1直が極めて低いことと矛盾するが、 E正に線幅と

我々は多くの残基の D E A L S 実験から、

S S [ T) 3における

、，、，

A 1 a ・24

filらぎの関係で議論したように、 Thr-23 の部分は極めて運動性が高〈、鑓らぎや

すいことにより説明できる.一般的に云えば、同じ表蘭残基であり、アミド水素の

R a 11直が低い環境にあっても、 X線解析結果得られる B因子の大きい部分は他の部

分と異なり、著しく高いアミド水素交換速度を示す.

一方、非定常状態での重水素化速度の

では、 Thr-23

れは結品中において

測定も極めて蛋白質の揺らぎに重要な知

見を与える. WlJえば、

イシンのカルポニル炭素のみを選択的に

標識した S S 1 ) 

(ロS S [ L ) 

の重水素化過程を p H 

l、温度 5 0 "cで測定した結果を図

あっても

て異なっており、アミド水素の交換の相

関性が乏しいことを示している.

- 3に 示 し た . Leu-12とー 14，或いはー 79

のように立体的に近傍にある残纂で

ア ミ ド 水 素 の 交 線 速 度 が 極 め

S S 1 

7 

-80 

のサプユニットの会合商を形成する 5重

の逆平衡 β ー鎖に多〈存在するロイシン、っス
伴
各

に
・

レ
u
レ
u
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R
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図
カ
ベ 残基は、局所的に揺らいだ構造から互い

ド水素の交換速度を種々このようなアミに ラン ダム に重水素交換するようである.

Iの立S S で行ーうことにより{例えば E X 1機構の成り立つ高 p H 領域)の条件

体構造の揺らぎの特徴に関するより詳細な 知見が得られることと期待される.

蛋白帰属 の 確 定 し た カ ル ポ ニ ル・シグナルを利用することにより〔終わりに〕

か つ て な いほどの精密な知見が得られることが上述質樽遣の動的揺ら ぎ に つ い て ，

安定このような動的構造に関する知見は、したわずかの実例からも理解されよう.

同位体ラベル法の有効な活用により、従来は手のっけられなかった高分子量蛋白質

また我々の S S 1に関する研究

のもう一方の側面は、機能に関するものであ る .

学的観点からの み 述 ベ る 知 見 は 、 実 は S S 1のインヒピターとしての機能を合理的

従っ て、 本討 論会 にお いて 憎造 化

に関しでも同様に得られることを特に強調 したい.

に説明する上で も 極 め て 重 要 な も の で あ ることを付記すべきであろう.
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63 

トリプトファン合成酵素のプロトンNMRスペクトルに

及ぼすアミノ酸置換の影響

(阪大蛋白研・横浜田大工*) 0池谷克英、阿久樟秀雄*、

薄田慎太郎、小笠原京子

Proton NMR Studies on theWi1d-Type and Sing1e Amino Acid Substituted 
Tryptophan Synthase α-Subunits 

Katsuhide Yutani， Hideo Akutsu女 ShintaroSawada， and Kyoko Ogasahara 
(Institute for P工otein Research， Osaka University， Suita， Osaka， and 
会 Facu1tyof Engineering， Yokohama Nationa1 University， Hodogaya， Yokohamal 

工n order to e1ucidat巴 theeffect of sing1e amino acid substitution on 
the conformation， of the tryptophan synthase C!-subunit from Escherichia 
三2よiin solu七工on，‘H NMR spectra of the wi1d-type and mutant proteins were 
measured at var工ouspHs. Two of the 4 His C2-proton resonances of the α-
subunit were assigned to two His residues at positions 92 and 146， using a 
mutant protein with Thr substituted for the His at position 92. The 
proton resonances of a11 the Tyr residues in the aromatic regibn cou1d be 
picked up from other resonance peaks， employing the wild-type α-subunit 
deut巴rated at a11 of the Phe residues. On comparison of the spectra of 
the wi1d-type protein with those of the mutant protein with Met substituted 
for the G1u at position 49， it was conc1uded that the substitution on1y 
affects the residues c10se to the substituted residue at acidic pH but 
that a 1arger part of the protein is affected at a1ka1ine pH. 

私たちは大腸菌のトリプトファン合成酵素 αサプユニット (TSaseA)の立体構造

の安定化機構を、一残基のみ置換した変異型をもちいて、置換残基の特性から明ら

かにしようとしているヘその場合、置換によって他の残基及び立体構造にどのよ

うな影響を与えるか予めしらべておく必要がある。変異型 TSaseAの遠紫外部(200

-250nm)のCDスペクトルは野生型のそれと良く一致した1 これはこれらの置換が

TSase Aの骨格構造に影響を及ぼさないととを示唆している. しかし、近紫外部

(250-320nm)のCDスペクトルは芳香族残基以外の残基に置換した変異型 (49位)

と野生型間で、また変異型間でも異なった20 そとで、置換残基の芳香族残基に及

ぼす影響を明らかにするために、 TSaseAの芳香族領域でのプロトンNMRスベク

トルを解析した3。

「実験JTSase Aは分子量29，000で268残基からなる単量体。 His、Tyr、Pheはそれ

ぞれ分子中に4、7、12残基あり、 SS結合、 Trpは含まない。用いた試料はTSase

Aの野生型と 49位のGluがMetに置換した変異型。 HisのNMRシグナルを帰属するた

めに92位のHisがThrに置換した変異型。 Tyr残基のシグナjレをうきぼりにするため

に全てのPhe残基がD化した野生型 (DPhe-TSaseA). N M RスペクトルはJEOL-GX500

sを用いて測定。全ての測定は 30.Cでおとなった。

f結果と考察J

1 .野生型 TSaseAのNMRスペクトlレのHisC2プロトンの帰属

図l AはpD4.32(pHメーターの読み)からpD10.45までの野生型 TSaseAの芳香旗領

域でのプロトンNMRスペクトルである。 H1からH4はHisのC2プロトンとして帰属

できる。本蛋白質は 2個のドメイン (α ーl;N端188残基、 α-2;C端80残基)からなり、

それぞれのドメインに 2個ずつのHis残基が含まれている (His-92，ー146，ー195，ー244)。

。J
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u
 

n
L
 



里1.TSase Aの芳香族領域での

プロトン NMRスペクトルの pH

変化。 A:野生型 a-hはpD10.45， 
9.66，7.50，6.97，6.20，5.23，4.83.4. 
32で測定. B : Met49 a-hはpD10. 

20，9.53，8.87，7.89，7.34，6.38，5. 
56，4.10で測定。

図のHlとH2がαー1ドメインのHis

に、 H3とH4がα-2のそれらに帰属

できることは既に報告された フー

ータから推論できるヘ His-92を

Thrに置換した変異型のスペクト

lレを図 2にしめす。類似 pHでの

野生型と対比すると変異型(図 2

A)では明らかに野生型のHlパン

ドのみが欠けている.そこでH1を

His-92と帰属できる。よって、同 PPM 

じドメインにあるH2J"<ンドをHis- 9 8 7 6 

146と帰属できる.

2.野生型 TSaseAのTyrに基づ

くNMRスペクトル

図3Bは全てのPhe残基がD化 図lB

した野生型 (DPhe-TSaseA)の芳香

旗領域でのプロトン NMRスペク

トlレ。これを図 3A (正常な野生

型)と比較すると、 Phe残基に基づ

くスペクトJレが消失していること

が分かる。つまり、図 3BはTSase

Aの4個のHisと7個のTyr残基に

基ずくスペクトル。図 3Cは図 3

Aから図 3Bを差し引いた差NM

Rスペクトlレで、 TSaseAの12 

個のPhe残基のみに基づく NMRス

ベクトルとみなせる。酸性側では

DPhe-TSase Aの7個のTyr残基の

じた31Lシグナルを図4に示すようにYlか

らY7へと全て区別できた。これら P円4

のケミカルシフトの pH依容性を 9 色 7 
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測定した。その結果、 4

本のピークの pH依存性

が pD4-1 0で観察され

た。それらの転移点はYl

(pD=8. 9)， Y2 (7.9)， Y2' (7.倶

8)， Y7' (8.4)であった。こ

れらのTyr残基間の近隣関

係を明らかにするために

NOEの実験を行った。

それらの結果は最近得ら

れたX線結晶解析から得

た立体構造にほぼ近いも

聞のであった(図 5)0 

寸一一寸寸寸「-r-r
自

皐2・変異型(Thr92) TSase A， pD 9.18(A)と野生型 pD9.31(B)のNMRスペク

トルの比較
図3.正常な野生型 TSaseA， pD 8.98(A)と全てのPheがD化された野生型 pD9.00 

-一 (B)のNMRスペクトlレの比較。 (c)は(A)と(B)の差スペクトJレ

3 .変異型 TSaseAのNMRス

ペクトlレ

49位のGluがMetに置換した変

異型(Met49 )の芳香族領域での

プロトン NMRスペクトルの

pH変化を図 1Bに示す。 4個

のHisのシグナルは野生型との比

較から帰属できる。 Met49の4
個のHisのpKは、 Hl(His-92):6.

67、H2(His-146):8.00、H3:5.93、

114:5.81であった。野生型のそれ

らはHl(His-92):6.39、H2(His-1

46):7.79、H3:5.86、H4:5.76で

あった。 Met49と野生型のHisの

pKの差異は置換部位を含むド

メイン (α ー1)の方が著しかった。 開，
vτ-r~~ー一-.，.-，→→τ→十「十一「~-TI「寸寸寸「

C 

4.野生型と変異型 TSaseAのNMRスペクトルの比較

図 1A、 lBのスベクトJレを比較すると酸性側では限られたTyrのピークだけが野

開
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d
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d
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生型と変異型での差異としてみられたがアルカリ側においては更に多くの Tt，O_クに

差異がみられた.このことは49位のG1u(野生型)とHet(変異型)の残基の差異に起因

している.特に、 49位G1u(野生型)のpKは7.5なので、アルカリ側での著しい差異は

49位G1uの解離の影響と見ることができる。そこで、 49位G1uの解離の影響をうけて

変化したシグナルを見出すために、区別のできるピークの pH依存性を両蛋白質で

比較した(図 6)0 Phe残基に帰属できるF1とTyrのY7'に差異がみられたo Het49のF1

の転移点は7.5であったが、野生型では転移が見られなかった。一方Y7'は野生型の

み8.8で転移点があった。これらの転移点がG1u49のpKと離れているのでG1u49の解

離が亘接的に影響を与えたとは言えない。逆に、このととは置換の影響がかなりの

範囲まで及ぶことを示唆している。野生型のY2とY2'はG1u49の影響を最も受けてい

るように見えるがHet49で解析できていないので、まだ、確かなことは分からない。

図4

寸ら
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:.491へ'・V173 ~ 

図5
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p
2H 

堕4.DPhe-TSaseAの芳香族領域でのNMRスベクトJレ。 pD4.64での測定。 Y1-Y

7及びY1'-Y7'はTyr残基に、 H1-H4はHisC2プロトンに、 H1'-H4'はHisC4プロ

トンに起因。 Tyr2.6とTyr3，5プロトンのカップリングは直線で示す。

図5.X線解析結果による TSaseAの7個のTyrの近隣関係

図6.野生型(白丸)とMet49(黒丸)のF1とY7'シグナルのpH依容性。F1はPhe、Y7'

はTyrに起因するシグナル。
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64 

ヒトおよびマウス上皮成長因子 (EG F )の連鎖帰属

(sequence-specific resonance assignment)と高次構造

〈都臨床研・東大理・ .i勇永製薬・・.岐阜薬大 U) 0 稲垣冬彦・

神田大輔・宮 j事辰雄・・三宅哲雄・・・不破享・・・林恭三 n

Sequence-Specific Resonance Assignment and Soluti9n Structures of Human and 

Mouse Epidermal Groth Factors (EGFs) 

E以些些2.1.旦豆盟主主， Daisuke Kohda， Tatsuo Miyazawa， Tetsuo Miyake， 

Toru Fuwa and Kyozo Hayashi 

(Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， University of Tokyo， 
Wakunaga Pharmaceutical Co. and Gifu Pharmaceutical University) 

Sequence-specific resonance assignment of human and mouse EGFs was made using 

DQF-COSY， HOHAHA and NOESY. HOHAHA is useful for identificatiion of spin 

systems and assignment of the types of amino acid residues. The secondary 

structures of both EGFs are very similar with a triple stranded antiparallel 

pleated s-sheet structure in局 theN-terminal domain and a double hairpin in the 

C-terminal doma工n. A mechanical model is now being constructed based on the 

distance constraints from NOESY spectra. 

ぽむ dij'l之 上皮成長因子 (EG F) は 53個のアミノ酸強基よりなるペプチド性の

ホルモンであり、上皮細胞の増殖分化促進因子として見いだされた。 しかし、その

生理活性には細胞に対する特異性や、種特異性がないことから、 EGFは生体内で

普通的な役割を果していると考えられている。またヒト EGFはウロガストロンと

して、胃酸の分泌を抑制することが知られている。これらの作用は EGFが細胞膜

上の EGF受容体と結合することにより誘起されるが、 EGFの立体構造を決定す

ることは、構造と活性の相聞を明らかにするためにも重要な研究課題となる。二次

元 NMR法など最近の N MRの発展のおかげで、分子量一万程度の小さなタンパク

質については、 NMR情報のみにもとずいてその立体構造を原子レベルで決定する

ことが可能となった。 EG Fはこのような研究の良い対象と言えよう。本研究では

ヒトおよびマウス EGFについて連鎖帰属法 (sequence-specific resonance assig 

nment)(こより NM Rシグナルの帰属を行うと共に， N 0 Eより求められる距離情報に

もとずいて二次構造及び三次構造について検討した。

災事実 ヒト EG Fは遺伝子組換体大腸菌を用い産生した。マウス EGFは雄マウス

顎下線より Savage，Cohenの方法に従い精製後、逆相 HPLCにより分取した。 NM

Rの測定試料として 3mM (重水〉および 6m門〈軽水)を用いた。測定温度は 28。

C， pH は 2.0(マウス〉、及び 2.8(ヒト)で行った。測定には日本電子製 JNM

-GXLlOOおよび GX500を用いた。軽水及び重水試料それぞれについて DQ

Fー COSY，H O H A H A，NOESY (いずれも phase sensitive mode) の測定

を行った。溶媒ピークはラジオ波照射により suppressionした。 2Kポイントの取り

込みで 64・128回の積算;を 512ブロックについて繰り返し、カラム方向についてゼロフ

ィルを行った後、 shifted sinebell，Gaussian を適宜用い、二次元スベクトルのデー

タ処理を行った。
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結来γとヌ玄察 一次構造情報のみを用いてタンパク質の NMRスベクトルを帰属する

連鎖帰属 j去の確立は、 NMR情報のみによるタンパク質の構造研究を可能にしたと

いえる。 II況にI<)uthrichのグループにより詳細に報告されているように、連鎖帰属 i去

は (1)DQF-COSY によ石スピン系の解明とアミノ酸タイプへの NMRシグ

ナルの帰属 (2) NOE(こもとずく距離情報によるアミノ酸配予IJの決定の二つのス

テップに分けられる. この E

うち(1 )のステップが正

確に行われていることが連

鎖帰属の信頼性を高める上

で不可欠となる。本研究で

は日 OHAHAを用いたア

ミノ酸タイプへの帰属につ

いて始めに述べる。図 1(こ

ヒト EGFの重水における

HOHAHAスベクトルの

アリファティック領域を示

す。 C0 S Yとは異なり回

転座標系では効皐的な磁化

移動が行われるため、多数

のリレ}ピークが観測され

る。比較的よく分離された αプロトン

の化学シフトに沿って β ，r ， a等のプ

ロトンとの交差ピ}クが展開され忍。

とくに長い側鎖を持つアミノ酸のスピ

ン系の解析に HOHAHAは有効であ

る。図 1に示すようにリジン(K )で

は αプロトンの磁化は εプロトンまで

伝わっている。またグリシン(G )は、

αプロトン聞の大きなスピン結合のた

め特徴的な花弁型の交差ピークを示す

ことより容易に判別できる(図 1)。

次にアミドプロトンの化学シフトと対

応させる必要がある。この目的には図

2に示す軽水における HO H A H Aス

ベクトルが有効である。図 2はアミド

プロトンとアリファティックプロトン

との交差領域を示したものである。 α 

プロトンが重なっている場合 (Ya 7 

と C 3 1 )でもアミドプロトンの化学

OG 
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シフトが異なる場合には、軽水における HOHAHAスベクトルより二つのスピン

系を区別することができる。 またグアニジウム基の NHプロトンからの展開を参照

することによりアルギニン(R) のスピン系をあきらかにできる。図 3はヒト E G 

Fの軽水中の DQF-COSYのアミドプロトンと αプロトンの交差領域〈指紋領

域〉をしめしたものである。 DQF-COSYではアミノ酸残基について 1個の交

差 ピーク(Gでは 2個〉が観測されること、分解能がよいため、交差ピ}クが重な

りあった場合でも判別できる長所を持つ。図 3には溶媒に重なった 4このアミノ酸

残喜与を除き観測可能な全てのシグナルが観測されている。以上のプロセスによりス

ピン系と各アミノ酸タイプへの帰属が完了する。次にこれらのアミ Y酸タイプ別に

帰属されたスピン系を、 N 0 E情報に従って順次つなげていく。図 4はヒト EGF

の NOESYスベクトル(軽水〉のうち、 αプロトンとアミドプロトンの交差領域

を示したものである。四角で囲んだピークは同一残基の αプロトンとアミドプロト

ンの NOE相関ピークである。アラニン (A3 0) より出発す忍とこのアラニンの

アミドプロトンはチロシンの αプロトンに近接していることがわかる。このように

アミノ酸タイプの帰属が行われていることは重要である。 ヒト EGFの一次構造の

上で Y-Aのならびをさがすと Y29-A30がみつかる。これより Y2 9とA3

Oの帰属が磁立する。同様にして αプロトンとアミドプロトン間の connectivityを

順次たどれば、 Y29-A30 ・-C31-N32の帰属が決まる。図 4には V34
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図 3 ヒト EGFのDQF-COSYスベクトル、 NHとαプロトンの交差領域
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図4 ヒト EGFのNOESYスベクトル. N Hとαプロトンの交差領域

R 5 3のconnecti v i tyも示されている。 NOESYの感度が高いため、 αとアミド

プロトンの connectivity(d αけを用いて 8割以上の残基について帰属を行うこと

ができた。図 5はヒトおよびマウス EGFについて観測された隣接残基聞の NOE

connect i v i tyを示したものである。主に dαNで結ばれる領域は βシート、 d N Nで

結ばれる領域はターン構造を取る。 ヒト、マウス共によく似た二次構造を取ること

が分かる。交換の遅いアミドプロトンを考慮すると N末は三重鎮の βシート構造、

C末はdoublehairpin構造を取ることが分かった。この結果はトlonte1 i oneや Carver

の短報の結果と一致する。一次構造上離れた残基同士に観測される NOEを用いて

メカニカルモデルの組立を行うと共に、 distancegeometryの計算を行い立体構造の

精密化を行っている。

図 5
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65 

糖ータンパク質問相互作用の TRNOEと

量子化学計貨 に よ る 研 究

(国際基督大、千葉大、理研、国立がんセ研 ) 0梅本公子、

笈川II靖 子 、 菅 原 洋 子、柏田美砂子

Wheat Germ Agglutinin~Saccharide Interactions Studied by TRNOE and Pair~ 

Potential Calculatiolls 

K i m i主o Umemoto. Set.suko Oikawa， Yoko Sugawara， Misako Aida (International 

Christian University， Chiba University， The Institute of Physical and 

Chemical Research， National Cancer Center Research Institute) 

The binding machanism of O~methyl~N~acetyl~D~a ~glucosa 田 ine (OMe~GlcNAc) 

to wheat germ agglutinin(liGA) was studied using 'H~'H transferred NOE(TRNO 

EI and pair-potential calculations. Negative TRNOE was observed on the 'H 

~MR spectrum of OMe-GlcNAc in a solution cont主i日in g 官GA， when the arom孔ti c 

region of the liGA spectru曲 was irradlated. From the Initial slope of the 

time dependent TRXOE and fro田 the calculations， it was concluded that in 

the bound state the N-acetyl group of OMe-GlcNAc is 凶ost likely situated 

close to tyrosine 64 of WGA. 

レクチンとし て 知 ら れ . る 一 群 の 糠 結 合 性タンパク質は、細胞表面に露出している

穂タンパク質や糖脂質の糖鎖部分と立体特異的に結合する事により細胞を凝集する

能力 を 持 つ 。 本研究はレクチンのーつである小麦膝芽レクチン (WG A Iと糖の腐

の相互 作用 の詳細を N M R と量子化学的手法を飼いて明らかにする事を目的として

いる

WGAはその 三 次 元 構 造 が X 線により精密に解析されておりい、分子量も比較的

小 さく、金属を含まないので理論的扱いが容易である。また機能的には特にがん細

胞を凝集する能力を持つなど興味ある性質を示す。 W G Aは分子量約 17ち00の サ プ

ユニ y トの二量体からなるタンパク質で、 l分子当り 2カ所の結合部位で N-acetyl

gJ ucosami ne (GJ cNAc)とそのオリゴマ一、 N-acetylneura皿ic a c i dなどと特異的に結

合する X 線解析によれば、その双方の結合部位においてチロシン残基 2 コが存在

しており、糖と の 結 合 に 重 要 な 位 置 に あ ることが示唆されている。

研究方法

(11'H ;¥:V1R測定

WGAは一部粗 WGAからアフィニティクロマトグラフィにより精製したものを

用い、また一部は Vector Laboratories Inc.から購入した。糖として用いた 1-0-回e

thyl-N-acetyl-D-α-glucosamine(OMe-GlcNAc)、 N-acetyJ-D 一回 annosa皿Ine iDonohyd 

rate (ManXAc)、書-acetyl-D-gal品ctosamine(GalNAc)、および N，N'一diacetyJchitobi

ose(ChtXAc)は市販のものを用いた。

W G A:立 D，O より:2[iiJ凍結乾燥し重水置換を行った。 WGAの濃度は O.12mM，糖

の濃度は 2.:; m M程度、溶液の p D は 6.8であった。サンプルは真空下で数回凍結ー融

解を繰り返 Lて脱気した。 IH N M R測 定は Yarian XL300を用いた。パルス列(t ， 
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t εーt，-Jr/2-AT)，において、選択的照射時間 t2を 0.02-4秒で変化させ、差久ベクト

ルを取った.パルス列問の待ち時間 tIは 4秒とした。

( 2 ) 量 子 化 学計算

穂ータンパク 質 な ど の 巨 大 な 分 子 系 の 相 互作用エネルギーを計算する方法として、

Fragaに より 開発された Ato田ic Pair Potential2'を用いた。 これは、 Cle皿en t iら

によるアミノ酸分子についての精度の高い ab initio分子軌道法計算値を再現する

ように定めたもので、分子 A - B 聞の相互作用エネルギー(E A sl を、 以 下 の 式

( 1 )に示すように全ての原子 pair間 距 賎 (R..)の 1、 4 、 6、 12乗の各逆数

の項の総和で表す。

E".=~~こ C C a' ( 1 ) / R. b十 Cab(4)/R.b'

4ド C"(6) /Rab5+ Cab (12) /R.b'2] ........ (1) 

ここで、原子 aは分子 A に、原子 b は分子 B に属する原子である。 C • b ( 1 )は

l ノ R .，の係数。計算 l立、各分子の原子配置を下記のように決め、エネルギー勾配

法により、最も安定な相互作用エネルギー E A Bと、その時の二分子関相互配置を決

定した。 使用し たプログラムは Fragaより提供を受けたものを一部改良して用い、

東大計算徳センター M 6 8 2 H コンビュータを利用して計算した。

W GAの三次元婿造は東大計算機センターのプロティン・データパンク(P D B ) 

に登録されている WGAの最新データを用いた。 まず、 P D B のデータに基づいて

WGAの精 密 分子構造模型を組み立て、 そ れ を 基 に 第 一 結 合 サ イ ト の 1 8 コのアミ

ノ酸残基を選んで主鎖の原子も含めて原子数 2 5 ぢコについて計算を行った。 その

際、 X 線データには水素原子の座標は除かれているので、 これを回復するプログラ

ムを作りアミノ酸残基構造としてもちいた。また、 種々の活性測定が行われるのは

p Hが 7.0付近であるから、 Hi sと Tyrは中性愛、 G 1 u は解離型(COO-) であるとして

構造を決定した 。

穏としては、 WGAと特異的に総合する GlcNAcと，結合を作らない ManNAcおよび

GalNAcについて、その WGAとの相互作用の様式を調べた.

結果と考察

WGAを添加すると OMe-GlcNAcの 線 幡 は増加し、かつ NAcメチルと O ーメチルプロ

トンピークは高磁場シフトした。線幅増加もシフトも NAcメチルの方が顕著であった。

リングプロトンも線揺が大きくなったが、 その増加は一様ではなかった。例えば、

3位のプロトンはかなりシャーアなままで あったが、 4位のプロトンは完全にプロ

ードになってつぶれてしまっている。

CbtNAc の埼合では線揺 I持加はさらに顕著であり、 ChtNAc-胃GA の結合定数が大き

いことと一致した り 。 また、結合が起こらないとされている ManNAcでは、 WGAを

加えてもまったく変化なく、 したがって OMe-GlcNAcの線幡地加は WGAと の 結 合 に

よるものであること が確 かめ られ た。

WGAの D 20 溶液の， H N M R スペクトルにおいて、 6. 5 -8.ちpp田の部分には芳香

族残基の吸収がみられる。 x線解析およびアミノ酸分析の結果によればこの部分に
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は Ty r 7個、 Tr p 2個、 Ph e 2 j閥、 Hi s 2個の芳香族残基から合計雪 4j澗のプロトンの

吸収が含 ま れ て いるはずである。 これらは互いに重なり合っているため個々のピー

7の解析は不可能であった》 したがって選 択 的 照 射 は 主 な ピ ー ク の 集 ま り に 対 し て

行った 書11図 l土OMe-GlcliAcと WGAを含む溶液のプロトン NM Rスペクトルと.7. 17 

ppmを 照射して得られた差スペクトルの例である。 負の N 0 Eが主として 2.0ppm 

(liAcメ チ ル プ ロ トン)とヲ 9ppm( 2位または 6位のプロトン)に見られる。 OMe“ Glc

NAc は WGAと結合一解離の早い平衡にあると考えられ、また OMe-GlcNAc自身は芳香

族 領域のプロトン吸収を持たないので、 この負の N0 E は W G Aと絡会した糠にお

ける分子間交差緩和に起因する N 0 E の寄与によるものであり、 かっ結合体の溶液

内における運動の 相関時間は比較的長いと思わ れ る 。

分子問:¥0 Eに加えて WGA分

子内グ):'¥ 0 E も観測された たと

え ば第 1図 に お いて 6.83ppm に見

られる もの は照 射時間が非常に短

くて も観 測さ れ、おそらく同-分

子内グ〕プロトンによる Lのと思わ

れ、 7.17ppmと 6.83ppm の吸収は

同じ Tyrに 帰属 されるのではない

かと推測されるな

照射時間を変え て b.ち 8.ちppmの

の主 なピークを次々に照射し、得

られた NAcメチルプロトンの吸収

の強 度を照射周波数に対してプロ

ソトしたのが茸12図である。 最も

大きな負(TJ:¥OEは i.1ラppm のあ

たり に 現 れ て いる&しかしながら

照射時間が長くなると共に1'10 E 

は次第に選択性を失っているのが

見ら れ る 。 こ れはスピン拡散によ

る も の で 、 こ の ような二次的な効

果 を避 ける ため に time-dependent

TR習OEの測定を行った。 照射時間

を 0.02-4秒 の簡 で変化させ、得ら

れた:'¥0 E を照射時間に対してプ

ロット L その初期の傾斜から O羽e

】 GlcNAcの NAcメチ ル プ ロ ト ン と 2

位 (または 6 位) (1) プロ トン が

芳香族残基(おそらく Tyr) から

約 4 A 以内の距離に位置 L、その

図 1. OMe-GlcNAcと WGAの溶液の 'NMRスペクト

ル(a)と、 7.17ppmを 0.2秒 間 (b)および l秒

間 (c)照射した時の!lOE差スペクトル

‘ υ1。
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O 
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u 
《
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。"
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図 2.WGAの芳香環残基のスベクトル (e)と、その

各 ピ ークを照射時間を変えて照射した際の

OMe-GlcNAcの NAcメチルピークの強度比 (a-d) 
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他のプロトンはそれよりは隠れているとの 結論を得た。

一方、量子化 学計算の結果のよれば .WGA-GlcNAc聞の特異的結合には WGAの Glul15

と稼の 3-0H. 4-0H の悶の水紫結合が最も大きく寄与しており、その結果、穂は WGA

の二量体結合部のくぼみにはまり込んだ形 に な っ て 安 定 化 す る 。 そ の 様 子 を 第 3図

に示した。穂はまず、解高ました Glul15によ

って捕らえられ、さらに、糠内の他の極性

基によるの水素結 合 に よ っ て 固 定 さ れ る 。

この時、糖の ~Ar 義と 2 位のプロトンの近傍

には Tyr64があり、また 6位のプロトンのそ

ばには Hi s 6 6が 位 置 す る こ と が 判 明 し た 。

この結果は上記の N M R の結果をよく説明

する。従来、 Wright等の X線解析とモデル

ビルディングの結果から糖の NAc塞はTyr 7 3 

の近傍 にあ るとされてきたが二 Ty r 7 3は蛋

自の表面からはかなり奥に位置しており、

我 々の計算の結果は拷がそれほど奥に入る

のは図書Eであることを示した。 N M Rでは

ど ちらの Tnが NAc基のそばにあるかを判定

するのはいまのところ困難であるが、理論

計算と組み合わせることによりさらに詳細

J な検討を加えている。
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TRNOEによるイソロイシルtRNA合成酵素に結合した

アミノ酸のコンホメーション解析

(東大理)0横山茂之・河合剛太・神田大輔本・宮湾辰雄

け現在，東京都臨床研)

TRNOE Analyses of the Conformations of Amino Acids Bound to工soleucyl-tRNA

Synthetase 

主主主丘三ヱ旦主iYo主2之主主主， Gota Kawai， Daisuke Kohda andiTatsuo Miyazawa 

(Faculty of Science， University of Tokyo) 
By analysis of time-dependent transferred nuclear Overhauser effect (TRNOE)， 
the conformations of L-isoleucine and L-valine bound to Escherichia coli iso-

leucyl-tRNA synthetase (IleRS) were determined. The 工leRS-bound L-isoleucine 

takes the gauche+ form about the Ca.-Cs bond and the trans form about the Cs-
CY1 bond. The conformation of 工leRS-bound L-valine is the same as that of 

工leRS-boundL-isoleucine except for the o-methyl group. 

[序] タンパク質の生合成において，アミノ酸は，それに特異的な tRNAに

エステル結合し，リポソームに運ぼれてポリペプチド鎖の延長に用いられる.その

ようなタンパク質生合成に用いられる 20種類のアミノ酸のそれぞれについて，ア

ミノアシルtRNA合成酵素 (ARS)が 1種ずつ存在し，アミノ酸と tRNAの

双方を厳密に識別してエステル結合させる.もしARSが，それに特異的でないア

ミノ酸を誤って認識して，そのアミノ酸とは対応しない tRNAにエステル結合さ

せると，誤ったアミノ酸配列のタンパク質が合成されることになる.したがって，

ARSによる基質識別は，タンパク質生合成におげる翻訳の信頼性を左右する，も

っとも重要な分子認識過程である.

このようなARSによるアミノ酸の厳密な分子認識のメカニズムを解明するため

には， ARSとの複合体におげるアミノ酸のコンホメーションを解析することが重

要である.NMRは，そのようなコンホメーシヨンの解析に有力であると期待され

が.ARSは高分子量 (50，000-300，000)の酵素タンパク質であるので，アミノ酸

との複合体について，通常のNMR法でコンホメーションを解析することは，現実

には不可能であった.本研究では，転移核オーバーハウザー効果 (TRNOE)り

の手法により，イソロイシンに特異的なARS(イソロイシルtRNA合成酵素，

IleRS，分子量 115，000)との複合体におけるレイソロイシンおよびLーパリン

のコンホメーションを決定することに成功した幻.

[実験] 大腸菌の IleRSは，込eS遺伝子をクローニングし，大腸菌により

大量に調製したもの幻を用いた.工 1e R S (10 mg)について，セントリコンー30
(アミコン)による限外ろ過を数回繰り返すことにより，緩衝液を交換するととも

に濃縮し，最終的に， IleRSの濃度が O.3 IIllの重水緩衝液 (50mll塩化カリ

ウムと 10mllリン酸カリウムを含む， pH 7.0，3.5 ml)を得た.この IleRS

の溶液に，モル比で16倍量のL-イソロイシン，または26倍量のL-パリンを加えた.

400申llHzプロトンNMRスベクトル(370C)は， Bruker A)l-400型分光計を用いて

測定した. F 1 Dは 200-300回積算した. F 1 Dの取り込みに先立ち， Lーイソロイ

シン(またはLーパリン)のプロトンを選択的に照射して， TRNOEを観測した.
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照射時間 (t= 0.0 ..， 0.8秒)の関数として，レイソロイシン(またはレバリン)

のプロトンシク・ナルの強度 1(t) を測定した.スピン拡散の効果を補正するため，

IleRSのプロトン(4， 3 ppm)を照射した時のシグナル強度 10(t) に対する比

[ 1 (t) /1 c (t) ]をとり，解析に用いた 1人

[結果と考察]遊離のレイソロイシン(重水溶液)のプロトンNMRスベクト

ルを図 1Aに示す.γ1メチレン基のふたつのプロトンについても，帰属が確定し

ている的.図 1Bは， L-イソロイシン(4. 8 mV)に11 e R S (0，3 mV)を加えた

試料(L-イソロイシンの6.3%がIleRSと1: 1複合体を形成)のスベクトルであ

る.IleRS存在下での遊離L-イソロイシンのプロトンシグナル(図 1B)は，

IleRS非存在下の場合(図 1A)と比較してブロードになっている[L-イソロ

イシンが遊離の状態と IleRSに結合した状態を移りかわる化学交換のため]. 

3ト500Cでの温度上昇にともない， L-イソロイシンのプロトンシグナルがさらにブ

ロードになることから，この化学交換は化学シフトのスケールに対して遅く，図 1

Bに観測されているシグナルは，遊離状態のL-イソロイシン (93.7%)のものであ

る.これは， IleRS・L-イソロイシンの解離速度が15秒-1と遅いこと 5)と対応

する .IleRS存在下のLーバリンについても，化学交換によるブロードニングが

見られた(図 1C， D) .この場合は，交換は，レイソロイシンの場合と比べてか

なり速く，観測されたL-パリンのシグナルは，遊離状態 (96.5%)とIleRS結

合状態(3， 5%)の両方の寄与によるものである.

A C H~II~ Hγ2 
Hγ211， Ho 

Ho Hα 

、，
U
H
 

Z
 

V
 

U
H
 

A
u
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un Hs 

B D 

『¥--.J

4 2 4 3 2 

Chemical shitt (ppm) Chemical shift (ppm) 

図1.IleRSの非存在下 (A，C)および存在下 (B，D)でのL-イソロイシ

ン (A，B)およびLーパリン (C，D)の 400-阻 z1H-NllRスベクトル.
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L-イソロイシンのプロトンの聞では，選択的な照射 (0.8秒以内)を行なうと，

I1eRSの存在下でのみ.NOE (負〉が観測された .Hαプロトン，あるいは

Hβプロトンを照射したときに，他のプロトンシグナルの相対強度 [I(t)/Ic(t)]
が，照射時間に対してどのように変化するかを図2に示した.いずれのプロトンの

シグナル強度も，照射とともにただちに減少することはなく.0.05秒程度のラグが

見られた.これは，遊離状態と結合状態の間の交換速度が遅く[1 1e R S ・レイ
ソロイシンの解離は15秒一1]，遊離状態での照射によってあるプロトンを飽和され

たL-イソロイシン分子が，結合状態へと移行し，さらに，結合状態において生じた

NOEが再び遊離状態へと移行して観測されるという 2つの段階に時間がかかるた

めである.シミュレーション(図3)により，約O.05秒の「交換ラグJが観測され

ることが確認され，交換ラグに引き続くシグナル強度の減少の勾配は， IleRS
に結合したL-イソロイシンについての交叉緩和速度に，およそ比例することがわか

った.図2に示した中には，さらに長い 0.2秒程度のラグの後でシグナル強度の減

少する場合もあるが，これらは，他のプロトンを経由する間接的なNOEのためで

あって，直接の交文緩和速度は，きわめて遅いと考えられる.以上のようにして，

I1eRSに結合したレイソロイシンについて，図2に示したメチン，メチレンプ

ロトンの間の交叉緩和速度の相対値が求められた.
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他のプロトンシグナル強度の依存性.



このようにして得られた交文緩和速度と，レイソロイシンの可能なコンホマーに

おけるプロトン間距離の6乗の逆数を比較して， IleRSに結合したレイソロイ

シンの分子は， CαーCβ結合のまわりではgauche+形， Cβーcr 1結合のまわり

では trans形をとっていることが明らかになった(図4A) • 
L-パリンの場合には，遊離状態と結合状態との交換が十分に速く，通常の取扱2)

が可能で‘あった.得られた交文緩和速度に基づいて， IleRSに結合したL-バリ

ンは，図4Bのようなコンホメーシヨンをとっていることがわかった.すなわち，

IleRSに結合した状態で， L-パリンは.L-イソロイシンの3メチルを除いた部

分と同様のコンホメーションをとるのである.分子聞のTRNOEの観測により，

IleRSとアミノ酸側鎖との疎水性相互作用は，レイソロイシンの方が， L-パリ
ンよりかなり強いことも明らかになった.これは.L-イソロイシンが， L-パリンと

比べて.70倍強く IleRSに結合することと対応すると思われる.この方法を用

いて .IleRSに結合した他のアミノ酸アナログのコンホメーションを解析する

ことによって，この酵素によるアミノ酸識別のメカニズムを，コンホメーションの

レベルで解明できると期待される.

なお，本研究は，水島昭二教授(名大農)ならびに川上実博士(名大理)との共

同研究により行なった.
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図4.大腸菌の IleRSに結合したL-イソロイシン (A)およびレパリン (B)
のコンホメーション (TRNOE法によって決定). 
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予定日封羊幸台

【はじめに】 球状タンパク質の構造と機能の関連を追究する上で， NMRは本質的な役割をはたす.

BPTIに代表される超小型タンパク質の場合には，全てのアミノ酸残基を分離し，解剖学的な構造

解析が行われている. 一方，さまざまな機能を搭載したタンパク質は，必然的に巨大な分子となる.

分子量の増大に伴う線幅の埼加，重なりのため，解剖学的アプローチは，意味があるかどうかは別と

して，いずれにしても.不可能となる. われわれは，これまで，免疫グロプリン，補体系第三成分

C3 .α-2・マクログロプリンなど，異なる機能を担う複数のドメインからなる多機能タンパク質を

対象として.lH NMRによる研究を行って来た. これまでの経験から，たとえ巨大であっても，

タンパク質分子内部に fI ex i b i I i tyが存在すれば，この部分からのシグナルを，充分に狭い線幅を

もって観測することが可能である. 一般に，タンパク質の機能は，分子表面に露出した部分〈面)

によって表現されている. この部分は，広い意味で認識にかかわり，一般にf1 ex i b i 1 i tyに富む.

したがって.なんらかの方法によって.シグナルを簡単化することができれば，巨大タンパク質を

対象として.NMR はさらに有用な手段となるはずである. このための方策として，われわれは，

一般には極めて労力を要するが，得られる結果が劇的な，安定同位体によるラベルを研究に取り込む

ことを計画した. 本講演では，モノクローナル抗体制Ab)の選択的重水素化を軸とする， IH
NMR による多機能タンパク質の研究法探索の現状について報告する.

【本研究の方針J (予選択的に重水素化した，高純度の MAbを， 10 mg -20 mg以上，常時確保

するためのプロトコールを確立し，②さまざまのクラス，サブクラス，特異性をもっ，可能な

かぎり多種類のモノクローナル抗体を生産する. これによって，③ Fabを舞台とする抗原認識，

Fcを舞台とするエフヱクター機能発現の分子機構をアミノ酸レベルで研究する.

[実験】

選択的重水素化門Abの調製

1.ハイプリド}マの無血清化と培養

10% FCSを添加した日水製薬無血清培地 NYSF-1l01l中で，ハイプリドーマを継代培養し， FCS濃度

を 7.5%.5.0%， 2.5%の順に下げ，最終的には無血清培地に順応させる. この後，ハイプリドーマ

をラベルしたいアミノ酸，例えば，チロジン，フェニルアラニン，トリプトファンを含まない培地中

で 6時間にわたってスタープさせ，つづいて Tyr-3，5・d2+ Phe-d5 + Trp-d5を添加した培養液に

移す. 培養は，通常， 1 ~it のスケールで， 80 ml培養フラスコ 15個を用いて行っている.

2.門Abの単離と精製

培養液は.ミリボア社製ミリタン〈分画分子量 30，000)により， 10・20倍に濃縮し， Protein A 

カラムにより抗体画分を分離する. 抗体は，印刷門ES，pH 5.6に対して透析し， T.Baker社製

ABxカラムを用いて， HPLCにより分取する1'litの培養により，最終精製標品 (SDSPAGE， 

二次元電気泳動により，単一であることを確認)10・20mgが得られる.

lH NMRスベクトルの測定

スピン拡散法およびスピンエコー法を併用する. スピンエコースベクトルは，パルス系列

π/2-( T -π-T )nにより， T = 1 msec. n = 2・10として測定した.
【結果】

1 .抗 dansyI MAb (r 2a)のlHNMRスベクトル
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図 1aに示すように.通常の制定を行う限り.His C2・Hプロトン以外には，明確なシグてナルを

与えるものはない. 光 CIDNPによって， Tyrと Trpiこ由来すると見られるシグナルが出現する

(図 1b)が，シグナルの分裂および線幅の広がりのため，このままでは解析に用いることが困難で

ある.

2.選択的重水素化 MAbの lHNMRスベクトル

図1のスベクト)l"が複雑な原因は， Tyr残基に関していえば， 3，5-Hプロトンのシグナルが，

2，6-Hプロトンとのスピン結合によって分裂し，さらに双極子緩和によって，線幅が広がることに

ある Phe残基， Trp残基のスベクトルは，さらに謹雑な多重線構造をもち，このままでは解析

は絶望である Tyr残基の 2，6・Hを重水素化すると， 3，5・Hのシグナルがシングレツト(芳香環の

運動が速い場合〉となり，かつ，ラベルした周辺のシグナルがシャープになるおまけがつく.

図2Aに Phe-d5;Tyr-2，6・d2; Phe-d5 + Tyr-2，6-d2; Phe-d5 + Tyr-2，6-d2 + Trp-d5を導入

した抗 dansyI MAb (r 2a)の lHNMRスベクトル(通常測定による〉を，ラベルしていない

スベクトルと比較して示す. 予期されたごとく， Phe-d5ラベルでは，分離の本質的な向上は見ら

れない. これに対して Tyr-2，6・d2ラベルの効果は甚だ劇的であり，あらたに多くのピークを

分離して観測することができる. さらに， Trp-d5を導入すると，図 laの光 CIDNPスベクトルに

おいて， & 7.2・7.4ppmに見られるI慣の広いピークが.Trp残基に由来するらしいことが分かる.

抗原結合において Trp残基のはたす役割の重要さは，しばしば指摘されるところであるが，高次

構造との関連については，明らかでない. この点を考慮し， 41立にだけプロトンをもっトリプト

ファン Trp-2.5，6.，7-d4を用いて抗体をラベルずること(甲斐荘正恒博士のアイディアにヒントを

得た〉を計画している.

3.スピンエコースベクトル

図2Aに，スピンエコー法によって得たスベクトルを，通常測定によって得たスベクトルと比較

する. 一見して明らかなように.短い T2をもっシグナルの除去の効果は， ~IJ的である. これら

のスベクトJL，には.高磁場側lこも，いくつかの特徴的なピークが見られる点で興味深い.

[マーカーとなるシグナルの探索】

現在われわれの考えている戦略は.つぎの三点に要約される.

(1) s... i tch var i antトlAb(共通の VH，VL. CLを持ち， H鎖の C領域を異にする一連のモノクロー

ナ)J..，抗体〉の利用. この場合には， H鎖 C領域由来の，サブクラス特異的なアミノ酸残基の帰属

を行うことができる.

② Deletion mutantの利用. 特定のドメインを欠損した門Abを用いる. 本研究では， Cll1 ドメ

インを欠損した抗 dansylMAbを，正常の抗 dansylMAbと比較する.

③同ーサプケラスに属し.アロタイプが同じで，しかも特異性の異なる MAbを用いる. この場合

には.V領域のシグナルの帰属につながる結果が得られることが期待される.

S....itch variantトlAbの lHNMRスベクトル

図3(こ.三種類の抗 dansylトlAb : r1， 2a， 2a short (CH1を欠損した MAb)のスピンエコー

スベクトルを比較する. 芳香環領域において見られるシグナルは極めて類似している. とくに，

γ2a MAbと r2a short MAbは， His C4・Hのシグナルの線幅が異なる点を除くと，極めて良く一致

している. 同じトlAbについて， HDOの位置くバックボーンのシグナルを含む〉を presaturation

したスピン拡散スベクトルを図4に示す. この二種のトlAbは，同ーの抗原結合部位をもつにも

かかわらず.スピン拡散の振舞が著しく異なっている. この実験結果は，抗原結合部位の構築に

あたって.C領域のドメインの存在が重要であることを直接に示す点で，甚だ興味深い.
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異なる抗原結合部位をもっモノクローナル抗体の比較

つぎに，同じサブクラス IgGlに属する二種のモノクローナル抗体:抗 dansylMAbおよび

抗ニワトリ 1)ゾチーム MAbを比較する. 図5参照 Tyr残基の 3，5・Hプロトンのシグナルは，

大部分が異なっている. 以上の結果は，ここで見えている Tyr残基のシグナルの多くが，抗原

結合部位に由来していることを示している. さらに，サブクラスに特異的なピークが見られる，

と〈に.r 1 MAb における o2.2，' 2.0 ppmのピーク ，rl， r2a， r2a short MAbに共通に

見られる O 3.0 ppmのピークが注目に値する.

【謝辞】 lHNMRスベクトルの測定に便宜をはかつて頂いた宮浮辰雄教授，光 CIDNPスベクトル

の測定をしていただいた林文晶氏，京極好正教授，ハイプリドーマの重水素ラベルの実験にあたって，

種々の本質的な議論をしていただき，かつ貴重な試料を提供してI買いた甲斐荘正恒博士にお礼申上げ

ます.
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図3 Switch variant抗 dansylMAbの 図4 Switch variant抗 dansylMAb におけるスピン拡散

b 

スピンエコースベクトル (n= 8) (presaturation : HDOの位置を照射〉の効果

a. IgGl: b. IgG2a short ; c. IgG2a a. IgGl; b. IgG2a sOOrt ; c. IgG2a 

一一 T ・・.

図5 二種類の IgGlMAbのスピンエコースベクトル

(n = 8)の比較

a.抗 dansylMAb 
b.抗ニワトリリゾチーム門Ab

図 3.4.5は，いずれも.(Phe-d5 + Tyr-2，6-d2 + Trp-d5)ラベル MAbを用いて得た結果である.
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危疫7・ロプリシの cp川合法による解析

(阪犬蚤白荷・東ぇ薬氷)0本たえ晶・忠治時正法義氏、史*
え田洋?台本

A St凶yof Immunog10加1inG by CFM; Me七h吋

Fumi叫ci Hayashi， Yoshimasa Kyogoku， Satoshi Endolf and Yoji Ara七J
持

Insti七u七efor Pro七einResearch， Osaka Universi七，yand'Faculty of Pharmac巴u七ica1Sciences， 
Universi七.yof Tokyo 

There are many 1旦rgeproteins whose struc七uresin solu七ionhave to been solved， 
a1though it is difficu1t to analyse七hes七ructureof a large protein by NMR because of 

severe overlapping and broadening of i ts signals. In this s七udy，CPMG me七hod has been 

applied to 七heanalysisof a large pro七日in，immunog1obulin G (IgG MW 150，000). The method 

provided us sharpened signals from movi1e domains wi七h10nger T2， which七hecross-sa七ura七ion

method could not give. Th巴 differencein the spectra obtained by七hetwo me七hodswere 

compared and d工scussed. Application of七heme七hod七opo1yc1onal IgG from七hepa七ientsof 

rheumatoid arthritis (RA) will be reported. 

[ ¥まじ・め¥(J ー般に・分子量のえをいタン 1，07JのN附 Rλ イクト JしE解材する

こヒ l;t本~-(Itti ¥)。村主要な原因は.札端な線櫨の広が.~とシグナノレの重 f，a.'1
1二也来している。 J こて“解祈~'J を紹11-する釘史f ロプリン 11 ' J.;j子量が約 /5~ ，お

よそ /3JOj紘から点，ている久きなタンパ71まである.単純計草するヒ l砂子

中に 60荻1;'q)閉じアミ}I約格拘ぐれ灯、ιJヒに広 1) ・解村IJ絶望的である

官、のように乱えるが，そうで J;[ ぽいこヒド遠藤らによフマホざ札r~ .これによるピ

ドメイン Eめ点している高基の進、 1運動性けl用して よ札に由来するシ?ナ lレt

j限射すると トメイン由来のシ rナん鼠わtλ ピン拡昔えによっ月えら札.ヒンシ執

成ヒ寸Ifれる，ド Yイγ主的内しない，謹主的性の書11'セ7"メントのシ 7‘ナ jレド組対

的に1鈴唱さ札，シャープなシ 7ナ jレヒし T観洲できる。これはヒンジ領域η解祈1;:

tHをめて有知であマ kが，遂にこのこと I;T ，ドメイン領域;に由来するシグナル 11~:え
し T 二の手法 1"1;1解祈できないこピ E 意味し t いる.ニ九に対して，穴~ ~ Ilょ札ま

で主に丸 CIDNP~去に J ヲマドメイン領域由来のシ 7 ナ/しの解杵を試みてきた 。こ

ねてよう， V領域M がん綾城の各ドメインからそ礼ぞ札いくつかめシャー 7'な

分極古殺到され，帰iもされてき T:. • ここてい1滞，j，さ札 r: ?境基11J 免疫グロフ')ンザ子

の中て'Ii-t;よく蕗ゑしげ審制民基ヒ L てこれま τ・の解約て・室~な地位を占めてき
kが J" 1) 細部 1: われる解祈の k め I~ I;! ~ 1くつかの問麹点があヲた.1づに Id:t静え
を担保足レているこヒ(露也し T~ HiS) Tyr) Trpの三成基のみの i清幸えし旬、得られない)

2各自 IJ CIDNPえ動1・広場制である kめに生じるいくつかの困難である。具備可

にIJ，~散のうすい糸 ( 0‘1 mt1以下)て 1;1:鰐回数昔、I'.t.1ずられ白けために械が‘

困難てあゐこ t ， l)く勺がの文j検i.H !.j' " 1:ぃ場令サンプJレ量が多量に孔、話トヒ芯る

よヒ，おJび・や L{し口ずさかないことなどていある.ニれらの問題点、1;1:CIDNP:.-去の

本質問江都分に由来してお')，鳥島 1:11解与えできな、 1ので，さらに併有?を進めるた

内
喝

υ円，.。，“



めには，ピうしてる別の解材才、〆必要であフ Tこ・
今固有 iIl ，ζ の糸に CPMtEf去を通用した結果，ヒンシ t:.由来するラ fナノレぁ-

JびCLDNPの観法付れるシアナ lレ11るちろん，そのイ也多〈のシャーフ・fd.~ シ 7 ナル
を幅広 υ スペ 7トlレから勿唱Itずるこヒ廿ずで?， λピン拡散t起こさせたスペ 7トjレ

ヒ I~ きわだヲ T:達ぃ E 示した.本珂先l て 1 ;1 ， C P M q-スペクト jしをこれ3てγえわ九

τ きに手法ヒ比較・校討し氏。さらに，ニ札までの手法τ"(';J 解沼fll{困難であゥ Tこ~.

ms'Jにつ u 日報告する.

[ N門R剥え NMR.剥え IJJEOL 6-X -5"00.s主用いて行!.. 'ヲ h • C P門e法

( qO;ー("1:ー 180;'ーで )n. - fi 1 0 ] Ij: ，で=1 m$ピし九をタこえてスピンエコーを

観波1[， f:. • 5~~氏時に IJ HDO ピー 7 を抑制すゐ k め I~ ，短時間 (0、25"-'0‘5S ) 

~~い/-(ワー ( IRATN =2.90 "-J 00 )で照射した・この条件てい11λピン私散の彰誓

1吉野視/(ぎる.くう返し咋問 l'd 2 Sて"ffなヲた。スピン拡散スペ7トjレ1:1.HDOピ

ー7の位置を 0，5"-/$魚川 1¥0ワー (IR.ATN = 90 "'-' /S"o) -(，~~Jすするけによ
，て得氏@刻え1;1，約 .5Tnjの試科を 0.3 mf.のO‘2M Na.α重水落えに落点、してn
なヲた e リヴマサ当今 1:踊して Il， pHマ/0・/5f1 リン政パ・ッワァー重米本来T・ff
な..， i~ 0 

[結呆也君寡i ゑ初 t~ λ ピン拡散λ ぺ 7 ト jレヒ CP 阿奇スペ F トノレド協較された。
Fcつラアメント Ike-N l~ 対する結果が図 1 に示ざれている.戸c フラグメ γ ト
11~子をが約 5 万であるが.この場ふ(~tJ normαl スペ J ~ )レ l~ おり 1 t ， broa.d 

な九件のよ t:T-...くさんのジャー 70なシプナ

ル骨吸をのぞかせてお ')，スピン椋散スペ

7トjレて 1"6，それら〆 SNを君、くしたれで

そのまま昆えている Jうで.ある e すなわち

スピン拡散の効果li，ドメイン会イ本に比較

的均一!こ伝達ざ札，全体向 I~-Æ柔 1:' シ rt
lレ法度が汎少している。ー方， C P M命ス

ぺ 7 ト jレ It スピン拡散λ ぺ 7 ト jレ~ IJえき

な達、ぺ示レ f:..防， t::こヒ Jく 28'ms C P 

M奇スノマ 7いして。Id.，数本のシ守ー 7・なシ

プナ/レY人件の A~'(1丸会(~λ ぺ 7 ト jレから
婿えてお 1) ，それぞ札のシ rナノレ1;1l~ li'~虫

鱗議主なラアナルヒして与えられ(:.. j T~ この
スペクト jレで (1， ?乙ormo.lスぺ 7卜jレγ頻
をのぞ却、せ TいたいくつかのシJ"ナノレ{::関

する暗殺が失わ九ているが，これ 1;1"こに
ld.永さ札τぃfl'lが ，8m，r CP何苧 λぺI ~' ..・， ， ，・ 341

トJレで 11胡E伝に更Iえている.この採に 90・ 函 1rc 1い Jの号杏衣場以

I~ )しえヒ観fJ.~ ざ札るエコー問の時間 E 交ι 仏)normal λイクトi[，)(B)λヒ。ン孫政λぺ71-)レ 3

T:: -迭のスペ 7トlレを比較するこじ 1::J' ~ ω2s附 cp附 λ々クトノレ
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イ色の手法ょ')D Ij い、 1: 怠~I:: シャー 7・ u
シ7ナlレに関する情報が得られるこヒがわ

官、守 k

この両;fの差実 11令子をの埠丈ヒ t~ f~ 
ょっ歴然ヒしてくる。函 211 l~ 命 1 Jtz-N 

の芳香茨領域eのスペフト jレを比較したるの

τある .normαdスペクト lレを見;1わかる

ように)F氏C の老のヒ比べて比車較交的シヤ十-
プな予7"ψ ナ/し号 7ブ'ロ-ドな点分の局ヒして

L 

lは1解不杵l庁JiぽJ難レ¥)・ λピン拡散スぺ 7トノレτ・
11とンジの His 224がきわめて日月時に法調

ざ札てける I~ 旬、 fJ I 一様I::}怠皮が減少レ全

〈解折てーきそうにな 1) ヒこ巧が• CP M手

スペ 7トノして“ IJ J n釣ma.f.λぺYトノレて"rJ 

有ヒレてし台、観劇さ札制、ヲた?くのシ 7・
ナjレが i本のピー 7ヒレて分離しノマーカ

ーシ7"ナノレを得るという g的に対し J -}な PPH 

矯えすべき結果を与え 1~ • 占 ;・ ‘t 

この CPM母の結果を cIDt、JPλ ぺクト 図2 I~引 J{0; -Nの芳香狭場域;

/レヒ凶較すると J C P阿 4トスペヌト Jしで観) (肘仰A川)nωwrn 

し彊到，]::さ れt丁五♀ の長 1υ)シ7ナ/ルレのラ < 1;1 C1 卜、-iルし J (μωC吋)i.却Om吋sCP円仲附fV阿ν沖i叶スぺ 7トjん

DNPシ7・プノレ E与えて υた。このこヒ r;I ， 

Jこで観測され了こシ fナjし/;]運動性の島

レ 1露点した高基 I~ 由来しているこヒを覚、 Cy2
味ずしさらに札らのうち帰島めつ

i 】士るの I~ 勺 1) て揖え上の特微E 調べて
みるヒ J すべて rimmu"nD9lobulin fold J 

1 1l'~嵐 L ている~ -鎖問 k つなぐ f.~~p
部分に由来してけた。従，てこ札らのシ

7"ナノし Id.，ドメイン内にあってセ 7メン

トレベ Jレでの運動性を持ラわゆ反基/::

古来 Lている 6のと思われる.てーIJゲぜ

スピ〉拡散スぺ 7トjしがこれらのシ 7ナ Cy3

Jレb手がL古ぐらぜるこヒ古1いてゆきな官、フ 7τ

ずにつけて 1-;)' }ニの場令 J 照射の効果世~.
λピン Eイトしてイ己主ざれi:.結果ヒいうえ

骨抜能、5搬 1(，てけるた的，仰少な動図 3 Fc 7ラ7ν〉トのX線図

性の差 t 月(.9央できな也、フ k の l~ 対し) C :::印IJん一7
0
セ7'j.ントの位置を示す
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PM~ スぺフトルの場合It最近棒7・ロト γ
{~よる T2 緩和 lリラマ変化して\ 1るためL

J IJ R.oca.1l.な素兎が瓦吹き札kるのと男‘わ

れる。
決に，リウマチ寿者血愛ょう得られkポ

リ7ローナ jレ19母へのtv'用伊jを示す。リヴ

マテ戎妻、(R A ) {~ 11危戎要常が見られ.

持 I~ ，リ匂マ今国チのd二戎や緒鎖付加の麦

常のような I併の実需が報告されてお? . 

希気との関係が:円注目ざ札ていゐ e ここ τ11

五希 i例，リウマチ寿治耗i..219'1 I 中孟 2
刷，宣孟 219'1 および・~身性工リテマトーデ
ス(SLE ) ;号者 I{9~の計 B穫の専守 1":. 対し
てCP附 λペクト jレを刻えし比較し k ・(

函4-)図ょ o7"ロードな点:11トl;t(~ 1 1."あ令I~
除旬、札 J S N Id号いながら ¥1 くつかのシャ

ープなシ 7ナjレE観測するこヒができ T=. 0 

こ札れ"の失験台、ら，ここで観刻さ九r~ I~ 
ヒんピのラ 7"ナlレ11すでに帰&されてお 7‘
その肉めい〈っかが図に示ざ札ている oT'tJ 

絞ょう B~ ~ 1)、な Jうに J Tyr 296 ヒPhe2% 

およが Z本の His2&'5'の相対強度比Jが異な ; 占

ヲマ¥)る。 j1と7.86ftm付託の仰 2680シ

7"1"1レ成費る灸イじしている e これはすプ7 図4 ヒトバマリアローナノし併の /6m:;CP!1fi-μ 

ラス閣のスぺ 7トルの略較のデイょっ，

ヲキ1ヒ与母2サプ 7ラス 1;:白来するシfナ

ルであ 1) .この λぺ7トjレ変化 112撞のサ

プ7ラスの沼対令をの変イじに由来 Lている，

71、jレ

併)布阪司令; (B)， lC) リクマチ聖母;軽二止 ~(D)，

(け)す:/i...; (E) JF)重手;(舟) 5しE 18々

こヒがわ旬、フ t-:..図 l;tソ 7 7 L-ン λヒして用 11 T:仰のスイクト lしを除lll. 析
2 サプ 7 ラスの相対量の多‘l~ のが‘下にくる J う 1;: 並べら札ているが，ざら lてお号
しろいこヒに，こ札を晶状ビ比較したビごろ 正常ヒ耗孟RA219付与命の入ぺクト

lレが函の.t.3つを，中兵・重兵 R.Aおよび SムE のヲφが下の gゥま占め Ii-:tだヒ
サブ 7"1入舎をの相対量 (l~ q. i t 有印)の問 1: 相関がιら札T~ .ここて・得ら札た変

イじのるつ意味1;1'今のヒころ明らかて"11小、が，ここ τ特られた Jうな情報IJこれま

て"の手法で l;r*専られないるのであ?記。

[謝辞] リウマナ与奇の研克lこ除して，訟法卜j崎製および有意義な助言 a11 T::. f;;' 1) 

r~唱えをえ学長学制1 ・ y寸嘉F月九に辱謝い k します.
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