
第27固NMR討論会

フログラム

日時:昭和63年9月22日同-24日(土)

会場:北海道大学学術交流会館

共催:日本化学会・日本薬学会・日本生物物理学会

日本生化学会・日本農芸化学会・日本分析化学会
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9月22日同
一般講演発表 12分

討論 3分

特別講演発表 35分

9: 15~11 : 00 
討論 5分

座長 甲斐荘正恒

1.補酵素 C4'位をエンリッチしたアスパラギン酸アミノ基転移酵素の13C-NMRによる研究

(熊本大医短・熊本大医・ TexasA & M Univ.) 0槍垣 強・棚瀬純男・長島不二夫

森野能昌・ Neal1.Stolowich . Howard J. Williams 

A. Ian Scott 唱
，
ょ

• • • • • 
・

2. 低溶解性蛋白質(ヒト IL-2) のlH-NMR

(味の素中研・東大薬)宮野 博・ O鈴木栄一郎・辻 尚志

澄川弘美・永嶋伸也・明石知子

古屋真美・平山和雄・西村善文

荒田洋治 cu 

• 

3. アミノ酸変異黄色ブドウ球菌核酸分解酵素タンパク H124 L (His at 124 to Leu) の芳香環水素

lH-NMR帰属と pH滴定

(National Magnetic Resonance Center at Madison， Department of Biochemistry， 

University of Wisconsin) 0因 正信・新宮正久…'.9

座長 森島 車責

4. α アミラーゼインヒピタ一 HAIMの溶液構造

(蛋白工学研究所・阪大蛋白研)0吉川 渉・福原健一・好田真由美

中村春木・小林祐次 ……13 

5. 1 H NMR STUDY OF RECOMBINANT DESULF A TOHIRUDIN FROM YEAST 

(Institut fur Molekularbiologie und Biophysik， ETHでHonggerberg)

H. Haruyama and K. Wuthrich......17 

6. プロトン NMRによるハブ毒ホスホリバーゼ Azのトリプトファン残基の環境の解析

(群馬大工短・オランダユトレヒト大・鹿児島大医・九大理)

0遠藤斗志也.Robert Kaptein・木原 大

毛利紀子・田中修司・大野素徳 ……21 

I 
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7.ω ーコノトキシンの溶液構造

(阪大蛋白研・蛋工研・住友化学愛媛研・奨励会ペプチド研・京大理)

小林祐次・ O西村重徳・京極好正

大久保忠恭・島田 健・美濃部正夫

西内祐二・榊原俊平・郷 信広……25

一一休 憩一一

11 : 15......12: 00 

座長 荒田洋治

特別講演ー1.全重水素化リン指質ミセルに埋めこまれた生理活性ペプチドの構造と機能の相関

(都臨床医学総合研究所・東レリサーチセンター)0稲垣冬彦・嶋田一夫・川口 謙

大竹修子・平野昌彦・寺沢 功……29

一一昼 食一一

13: 00......14 : 45 

座長 稲垣冬彦

8. lH NMRによる免疫グロプリンの高次構造の研究

(東大薬)田中俊之・半沢宏之・矢田信久

高橋栄夫・海老沢計慶・西村善文

。荒田洋治 qa 
q
d
 

• • 
・

9.糖鎖構造と免疫グロプリン Gの糖鎖多様性

(阪大医)0藤井 茂・西河 淳・谷口直之……37

10. NMRによる金属ポルフィリン π ラジカルの特異な電子構造の解明

(京大工) 0森島 績・藤井 浩・城 宜嗣……41

11. 1 H、2H-NMRによる金属ポルフィリン πアニオンラジカルの電子状態、の研究

(京大工) 0山口和也・藤井 浩・森島 績……45
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座長 阿久津秀雄

12. 遺伝子操作によるアミノ酸置換変異ヘモグロビンの NMRとその高次構造

(京大工・阪大医・阪大基礎工・ MRC分子生物研)0石森浩一郎・森島 積・今井清博

伏谷建造・宮崎源太郎・ D.Shih 

J. Tame • K. Nagai -….49 

13. ヘモグロビンのサブユニット間相互作用

(東工大工)0山本泰彦・井上義夫・中僚利一郎……53

14. エチオヘミンを含むミオグロビンの lH-NMRスベクトル

(京薬大)0根矢三郎・舟崎紀昭……57

一一休 憩"一一

15 : 00~15 : 45 

座長 永山国昭

特別講演ー 2. HETERONUCLEAR POLARIZATION TRANSFER AND EDITING TECHNIQUES 

(Laboratorium fOr Physikalishe Chemie， ETHーZentrum)

Ole W. Sctrensen......61 

15 : 45~17 : 30 

座長 小林祐 次

15. 主鎖カルボニル炭素シグナルを出発点とする蛋白質 NMRスベクトルの帰属拡張法の開発

(都立大理・ Univ.Wisconsin-Madison) 0甲斐荘正恒・佐藤晴哉・細谷仁子

三宅洋子・ M.W. Westler 

B. J. Stockman • J. L. Markley ……63 

16. カルボニル炭素13C-NMRシグナルによる蛋白質の主鎖アミド水素の重水素交換速度の測定

(都立大理)0内田健一・甲斐荘正恒 ……67 

17. DNAイミノプロトン交換と核酸一核酸相互作用

(東薬大・理研)0神藤平三郎・福島千晶・松本 潮

柴田武彦 ……71 

座長 神 藤平三郎

18. tRNAによるコドン認識の制御機構の 2次元 NMRによる解析

(東大理生化・横浜田大工物質工学)0河合剛太・宮津辰雄・横山 茂之……75

而
出



19. DNAの1H_31p二次元シフト相関スベクトル

(阪大薬・蛋工研)0賢明秀一・小田康司・上杉晴一

池原森男 -・・79

20. レシチン二重膜における極性基の構造解析

(横浜国大工)0阿久津秀雄・長森敏明・徳光英之……83

21.交差緩和時間、スピン・エコー・スペクトルによるウシ血築アルブミン構造転移の研究

(岐阜大学医学部第2生理・第 1病理・生理学研究所分子生理・京大理)

恵良聖一・ O桑田一夫・長岡俊治

曽我美勝・加藤一夫・亘 弘

赤坂 一之 …・・・87

18: 30.......20 : 30 

一懇親会(クラーク会館)ー

百
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9月23日(謝

9: OO~l1 : 15 

座長 安藤 勲

22.団体高分解能13CNMRによる液晶の研究(第 3報〉強誘電性液晶の13CNMRとX線解析

(化技研・お茶大理)0早水紀久子・柳沢 勝・堀佳也子

大橋裕二 ……91 

23.ゼオライトの細孔中のテトラアンモニウムイオンの運動

(化技研)0林 繁信・鈴木邦夫・清住嘉道

早水紀久子 ......95 

24. Quadrupole Echoによる2HNMR線形測定を利用した固体中ジメチルアンモニウムイオンの運動

の解析

(分子研・名大理・ BritishColumbia大)0池田龍一・C.A. McDowell"…・99

座長 池田龍一

25.重水素 NMRによあポリグルタメートの分子運動

(北大工)0平沖敏文・松尾研吾・堤 耀慶……103

26.国体高分解能13CNMR‘スピン格子緩和による固体ペプチド、蛋白質の分子運動の検出

(国立がんセンター研)0斉藤 肇・横井もと子……107

27.重水素 NMRによるトルエン・カリックスアレン包接化合物の運動に関する研究

座長 内藤 日
日目

(京大理)田村 充・内藤 晶…...111

28. SASS.NMR法による包接化合物におけるゲスト分子の動的構造

(京大理)0今城文雄・桑原大介・北崎信幸

中井利仁・寺尾武彦 ……115 

29.固体における 2次元 powderpatternの応用と、 13C.IH間相互作用の新測定法

(京大理)0中井利仁・芦田 淳・寺尾武彦……119

30. Magic Angle Spinning下における13C及び31pNMRのspectralspiildiffusion 

(University of British Columbia) 0久保 厚・ C.A. McDowell'"…123 
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11 : 15.......12: 00 

座長 寺尾武彦

特別講演ー 3. Two-stage Feature of Hartman一HahnCross Relaxation in Magic Angle Sample 

Spinning 

(Department of Physics， East China Normal University) 

Wu XiaoHng・ZhangShammin・WuXuewen……127 

一一昼 食一一

13: 00.......15 : 00 

座長 藤原英明

31.粘土鉱物一有機物材料の囲体高分解能 NMR解析

(豊田中研・京大化研)0田島一郎・山本 豊・白井有光

福嶋喜章・堀井文敬 ……129 

32. 固体CP-MASNMRによるプロリン残基を含んだオリゴペプチドのコンホメーション

(東工大工・群大工短)0安藤慎治・松本圭右・安藤

荘司 顕・尾崎拓男 q
ペ
U

勲

33. ポリエチレンの13CNMR化学シフトと結晶構造

(東工大工・東工芸大工)黒子弘道・安藤 勲・山延 健……137

34. 高純度直鎖アルカン一軸配向試料の VT/CP13C NMR 

(京大化研・九大工・熊本大教養)中川 勝・辻 秀人・堀井文敬

北丸竜三・高見津撤一郎・占部美子

小川芳弘 -・・141

座長 堀井文敬

35. 長鎖n一アルカンに於ける13Cスピン緩和の結晶構造依存性

{名古屋工業技術試験所)0岡崎正治・鳥山和美・布目 華ー……145

36. ポリオレフインの13CNMR立体規則性化学シフトとその帰属

(東京農工大)0朝倉哲郎・平野幸喜・…..149

37_ 31p固体NMRによる PM2ファージと宿主の生体膜の動的の研究

(阪大蛋白研・横浜国大)0小田原孝行・阿久津秀雄・京極 好正H ・H ・153

38-n-アルカンと芳香族化合物の分子間相互作用

(電通大)仁木園雄……157

百



一一休 憩一一

15 : 15~16 : 00 

座長 斉藤 肇

特別講演-4. Spin Echoes in Zero-and High-Field 

(材料科学技術振興財団・ Univ.California)竹腰清乃理・ T.P. Jarvie • D. Suter • A. Pines .…・・161

16 : 00~18 : 30 

座長 高橋憲助

39. AUREOLIC ACID ANALOGUESのNMR解析:構造、シグナjレ帰属、シフト挙動、特殊スピン結

合などに関する知見

(塩野義研究所)0照井彬弘・高山 陽子・肥沼 三雄

松本浩一 -・・165

40. 1H NMRによる石英ガラス中のプロトンの定量

(東ソー)戸井田良晴・ O世良朋子・岡田 忠司・・・・・・169

41.ポリメタクリル酸メチル溶液の13C磁気緩和の周波数依存性

(京大化研)0堀井文敬・中川 終・北丸竜三

高分子学会 NMR研究会会員……173

42. テストステロンの 13CTlの測定と解析. とくに四級炭素の Tlの温度及び磁場依存性と緩和機

構について

(阪大薬・阪大産研)0宣 永忠・藤原英明・鄭 斗燥

佐々木喜男・高井嘉雄・沢田正案……177

座長 朝倉哲郎

43. ブタジェン誘導体ジアニオンの NMR

(名工大工)0高倉 裕・横山幸弘・高橋憲助……181

44. NMRのよる反応速度の研究(2)置換フェノール類の酸触媒水素交換反応への応用

(名工大工)0吉野明広・中島康喜・高橋憲助……185

45. アキラルなアミノ酸を中間に合む保護テトラペプチド・ジアステレオマーの溶液中でのコンホ

メーション

(神戸女薬大・甲南大理)0杉浦真喜子・高尾樟雄・山田 隆巳

中尾正之 -・・189

唖

takai
鉛筆



座長 平沖敏 文

46. 中止

47. lH NMRからみた界面活性剤共存下での蛋白の水和特性

(北大低温研)0花房 尚史……193

48. ポリビニルピロリドンーDMSO-水系の動的状態H

(北大理・北大低温研)0山本勇一・花房尚史・上平 恒……197

49. 蛋白質燐酸緩衝溶液の 31P~NMR

(北大理)0石村美雪・上平 恒……201

四
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9月24日(土)

9 : 00-10 : 15 

座長 堤 耀贋

50. 25Mg核磁気共鳴によるリン酸基移動反応における触媒作用の研究

(北大理)0市川和彦・和泉光則……205

51. 113Cd NMR.溶液状態と固体状態におけるカドミウム(II)錯体の構造の比較

(近畿大理工)0宗像 恵・北川 進・田村義隆……2ω

52. 51V NMRを用いた 3価パナジウムの化学

(近畿大理工)0北川 進・宗像 恵・植田昌伸……213

座長 北 )11 進

53.多核 (13C 、15N、113Cd)固体高分解能 NMR. キトサンと鉱酸塩金属錯体生成効果

(国立がんセンター研・大阪府放射線研・日本ブルカー)

斉藤 肇・横井もと子・小川i広蔵

0恵良田智樹 ……217 

54. 融塩中のイオンの緩和速度(Li-Cs)N03系の Li-7とCs-133

(北大理・北大工)0中村義男・舟木 淳・下川繁三……221

一休 憩ー

1 0 : 30-11 : 15 

座長 宗像 恵

特別講演-5. THE EFFECT OF SOLVATlON ON THE PARAMETERS OF NMR SPECTRA AND 

THE STRUCTURE OF ORGANOMERCURY COMPOUNDS IN SOLUTIONS 

(Department of Chemistry， Moscow State University) 

OYu. A Ustynyuk・Yu.K. Grishin・D.V. Bazhenov ..….225 

11 : 15-12 : 00 

座長 高橋征三

55. ラジオ波位相差の NMRによる測定

(日本電子生体計測研)藤原 敏道・永山 国昭…・・227

E 



56.差分NMRの高分解能 NMRへの応、用

(電総研) 0亀井裕孟・片山義明……231

57. 23NaのNutationNMR 

(阪大理)0大木 寛・中村 E男・千原秀昭……235

一昼 食ー

13: 00......15 : 15 

座長 赤坂一之

58.軽水溶液の NMR測定における 11パルス法の改良

(日本女大家政・日本電子生体研)0高橋征三・永山 国昭……239

59.選択的 INADEQUATE法

(日本電子・日本ロシュ・東大応微研)0大内宗城・河野静江・今成 司

児玉佳子・瀬戸治男 ……243 

60. Selective HOHAHA.CH法の構造解析への応、用

(東大応徴研)降旗一夫・瀬戸治男……247

座長 中村 E 男

61.リレード HMQC

(北大理)0小椋賢治・引地邦男……251

62. NMR 温度ジャンプ装置の開発

(京大理・日本電子)0赤坂一之・内藤 晶・中谷 博

今成 司 -・・・255

63.液体仕様分光器を改良した固体重水素NMR測定装置

(京大理・日本電子)0内藤 晶・赤坂一之・清水章=……259

座長 亀井裕 孟

64. オンライン GPC/NMRによるポリメタクリル酸エステルの構造解析

(阪大基礎工・日本電子)畑田耕一・ O右手浩一・西村 透

今成 司・藤井直之 ……263 

65. MEMのNQR周波数の精密測定への応、用

(阪大教養・阪大理・大阪市大)0江口 太郎・中村亘男・真野倖一……267

X 



66. lH/13C-NMRスペクトルデータベースによる検索同定システムの開発(1)機能とアルゴリズ

ム

(目立計測・目立那珂)田中保子・ O橋本正雄・笹淵

服部忠、銭 日・・271

一休 憩ー

15: 30.....17 : 30 

座長 日 ヲム

67. カイコの invivo NMR 

(東京農工大・東京都老人研・京都府立医大)朝倉哲郎・ O出村 誠・小山内実

西川弘恭 "275 

68. }，η vivo NMRにおける磁化移動法ーその意義と問題点一

(国立公害研)三森文行……279

69. 31P-NMRスペクトル走査による筋線維に沿ったクレアチン・キナーゼ反応の測定

(京都府立医大生理)0吉崎和男・西川 弘恭……283

座長 西川弘恭

70. 39K NMRによる細胞内Kイオンの動態計測

(生理研分子生理)0村上正隆・鈴木英司・宮本信一

瀬尾芳輝・ MartinC. Steward ・亘 弘……287

71.高エネルギー燐酸化合物のスピンー格子緩和時間 (TIlの検討

(生理研分子生理)0鈴木英司・前回宗宏・九鬼 覚

川上 剛・塚本賢治・中山晋介

瀬尾芳輝・村上正隆・亘 弘…・・・291

72.心筋エネルギ一代謝の酵素濃度依存性-P31NMRと光学測定

(北大医循環器・応電研・工)0福田洋之・安田寿一・田村 守

下川繁三 ……:295 

座長 三森文行

E 



73. lH-NMR緩和時間測定による正常および変性椎間板髄核内水分子の易動性と同組織の粘弾性特

性の関係

(京都府立医大整形外科・第一生理)日下義章・三船哲郎・茶谷賢一

大友啓資・山下文治・榊田喜三郎

西川弘恭

74.交差緩和時間による生体内水構造の検討一各種脳腫虜への応用一

(岐阜大学医学部脳神経外科・第 2生理・生理学研究所)

岩間 亨・山田 弘・恵良聖一

-・・299

桑田一夫・曽我美勝 .13 Fム・・・・・・303

E 
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9月22日(木)
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補語草案 C(・位をエンリ 'Y 7-した 7 スパラギン酸 7 ミノ基転移酵素の

13C-IiMRによる研究

(熊本大・医短 )0槍短 強

(熊本大・医〉棚瀬純男、長島不二夫、森野能昌

(Texas A&M Un i v‘) Neal J. Stolowich. Howard J. Williams 

A. lan Scott 

CMR STUDY ON ASPARTATE AMINOTRANSFERASE 曹ITH [4・ 13C] PYRIDOXAL PHOSP百ATE

T. Higaki. S. Tanase， F. Nagashima and Y. Morino (Kumamoto Univ.) 

N. J. Stolowich， H. J. Williams.and A. 1. Scott (Texas A&M Univ.) 

Apoenzyme samples of Aspartate a寵 inotransferase (AspAT) purified from cytosolic 

fraction of pig heart were reconstituted with [4'_13C] pyridoxal 5・-phosphate. 

CMR spectra of AspAT samples thus generated established the chemical shift of 

165. 3 pp~ for C4' of the coenzyme bound as an inter~al aldimine with lysine 258 

of the enzyme at pH 5. In the absense of ligands the chemical shift of C4' was 

。00.0 tu Lu uepeodent on pH displaying a pK of 6.3. The chemical shift and pH 

dependency of C4・ were also examined in the presence of ligands (succinate， αー

methyl-aspartate， cysteinsulfinate) and upon reduction with sodium borohydride. 

[ 序 論 ] プ タ 心筋細胞質局在プスパラギン酸アミノ基転移酵素

( cAspAT)は同ーのサブユニット(412残 基) 2偶から構成され

(分子量 93，000) 各サプユニットに於て、 i個の補酵素ピリド

キサールリン酸 (PLP)がアポ酵素の Lys 258とシッフ塩基を作

り 活 性 中 心 を 形 成している(図 1)。本研究では、補醇素の C4・

を 13Cでラベルした PLPで再構成した cAspATと基質及び基質アナ
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図 1

ロ グとの反応に伴う変化を検索する目的で下記の NMRによる実験を行った。

[実験方法]並主主 AspATは崎乳動物において細胞質局在、 ミトコンドリア局在の両アイ

ソエンザイムの形で存在する。ブタ心筋から精製した cAspATは A430n./A3un.(pH5): 3.6 

-3.7， S.A.= 290μmoト min-1.mg-1であった (25 .C) 0 cAspAT (200mg， 4. 3pmol/モノマー〉

のピリドキサール型 を O.1 M リン酸パ y ファー 8ml(pH 8.0)中で 1 mMのシステインスルフイ

ン酸との反応によりピリドキサミン裂に変換し た 。 補 酵 素 ピ リ ド キ サ ミ ン リ ン 酸 を 1M りン

酸 パッファー (pH 5)の条件下で酵素から解離したo 得られたアポ酵素は Sephadex G-50カラ

ムを用いて単離した。濃縮したアポ酵素を [4'_13C] PLP (Vande Velde， V. W. eも al.，
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1985) と、 室温下 30分間インキュベーション し

ホロ酵素を再構成した。 再構成度は元の酵素に

対し 96%であった。

13C NMR測定:装 置は Bruker WM-300 wide bore 

(75.46 剖HZ，10mmO)， AM-500(125. 76 MHz， 5mmO) 

及び Jeol GX-270 (67.8 MHz， 5m加φ}を用いた。

ロックのために重水を用いたが、 pH はメーター

の読みそのもの を記載した。 ケミカルシフト値

は TSPを外部基準として用いた。
胸中l

[結果と考察]

(図 2A) 。それは aliphatic carbons (10 - 70 

ppm) ， aromatic carbons(120 - 135 ppm)， 

carbonyl carbons(170 - 180 ppm)， 160 ppmのア

なシ州恒

ルギニンおよびチロシンの 1:carbonsのシグナル

184 pp簡およびから成る。

グナルはコハク酸のカルボキシル及びメチレン 炭

素を示す。 同様な測定条件での [4'_13C] AspAT 

の 13C NMR;I.ベクトルは新たに 165.9 ppmにシグナ

Jレを与える 〈図 2B) 、 13 Cラベルした AspAT と

native AspATとの差スベタトル(図 2C) から 本シ

グナルは補酵素の 4・Clt由来することが明か Tである。

IU!....並主:透析によりコハク酸を除去し、 リガンド

フリ ー の 状 態 で pH滴定を行った(図 3)。 4・cに由

来するシグナル は pHIこより化学シフト変化(160 -

“e 

". 

τ ... 

166 ppm)を示し、 pKは 6.3と算出された (・@ー・・)0 ， .. 
これは補酵素シ ッ フ 塩 基 の プ ロ ト ン の 解 離 状 態を

PPM 

反映するものと考えられ、 'H NMRから得られた補 ー・.

酵素 4・4 の化学シフトの pH不感性と対比される結
10' 

果である。 pK値 6. 3は分光学的観察のそれと良い

一致を示し、 CMRの有用性を示す結果と言える。 ". 
コハク重量の彫響: コハク駿は本酵素の競争限害剤と

して知られている。 基質がないとき、 AspAT は open 

ellnformationをとっているが、 コハク酸と AspATと

の強い結合は大きな構造変化 (elosed conformation) 

をも たら す (Arnone et al.， 1985)0 CMRスベク ト ル
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上でのコハク酸の影響を知るために、

飽和濃度でのコハク酸の添加実験を行

った結果、 pH 7. 5で補酵素 4'Cはおよそ

4 ppm低磁場シフトするのを観察した。

その titration curve (図 3、ー口・口+ は B・2

pK 7. 7を与えた。 この値は分光学的に

得られた結果 (Jenkins & D'Ari. 1966b) 

に近い。

αーメチルアスパ ラギン酸 (α-MeAsp)

基 質アナログ α-MeAspとAspATとの反応

は αー メチル基が存在するため、 transー

aminationの次のステ y プに進むことが

出来ず安定な external aldimine複合体

を作り、反応中間体の良いモデルとなる。

α-MeAspの添加実験を行うと、 pH 5， 6で

164. 7 ppm(internal aldimine)のシフト

値を示した~4・cは 10 mMの DL-α-MeAspを

加えることにより1 .5 ppmだけ高磁場シ

フトした(163.2 ppm) (図 4)。

α-MeAspを更に 50 mMに増やすと pH 5. 5 

で 4・cは 162.7ppmと高磁場へシフトした。

external aldimine の化学シフトは pH 5 

C. Difference (B-A) 

図 4
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から 9までの範囲で殆ど変化 aを示さなか

った (図 3、・企・企・)。 これは internal 図 5

aldimineにおける 4'Cシグナルが pH滴定

される事実と対比 され、 α-MeAsp との Table Effect of ligands upon Jinewidth of pyridoxal C4・boundto AspAT 

複合体 に お け る aldimine結合が外界から Ligand 

シールドされーた環境にあることを示唆し

ている。

システ イン スル フィン酸(C Scsと

の反応は AspATをピリドキサール型か

らピリ ド キ サ ミ ン型に変える。 pH 5. 15 

で CS を加えると 165 ppm の internal

aldimine は消失し、 aliphatic領域に

新 しいピークが現れる (39.6 ppm) (図

5 ) 0 4・Cの線幅は 125:t20 Hzから 75土

None 

Succinate 

MeAsp 

Cysteinesulfinate 

NaBH4 

MeAsp + NaBH4 

a Unewidth measυred al half-helght. b Variable剛山 pH.

表 1
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TabJe Comparison of chemical shif1s for C4・ofvarious deriva1ives of 
phosphorylated 86 in enzyme-bound and free form 

Compound o (ppm) 院4

pyridoxat・5・-phosphateo!l

(aldehyde) 197.3 8.4 

(hydrated aldehyde) 88.4 8.4 
Aldimine derivatives 

N-phosphopýr~doxylidene-n・ butylamine 165.8 7.4 
163.8 3.1 

N-PhosphOpyridoxylidene-valineb 165.3 7.6 

Pyridoxamine-5・-phosphateo!l 37.6 7.0 
37.6 12.5 

N-n-butylpyridoxamine-5'-phosphateo!l 45.5 7.8 

Enzym&骨boundPyridoxal Derivatives 

D-serine dehydrataseB 
• 167.7 7.8 

168.0 9.4 
reduced witjl NaBH4 41.7 8.3 

Cytosolic AspATc 

pyridoxal form 165.3 5.1 
160.2 9.4 

complex with succinate 165.9 5.5 
164.0 7.5 

complex with 2~methyトDしaspartate 162.7 7.5 
reaction with cysteinesulfinate 

(pyridoxamine form) 39.6 5.1 
reduced with NaBH4 47.2 5.8 

A. Internal aldimine 

c. Difference spectra (B-A) 

弓Eζ耳石訂蒜).b 0011可el0111. (1976Jコヲhissl高一一一一一- zde l，40.1tolB」eh1お白 '00 品 ' 占

表 2
図 6

10 Hzlこ変化し(表 1 )、運動の自由度の増加を示した。

T 

" 
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rー寸

" 

E亘且旦A.:AspATの internal aldi嗣ine および external aldimine に対して NaBH.による還元実

験を試みた pH 6. 2で internal aldimine (162.65 ppm)は NaBH.により消失し 47.4 ppmに新

し いピークを現した(図 6)。その線幅は 250士 25 Hzであった。同様な方法で external

aldimine に対しては、 40.3 ppm. 200:t 25 Hzであった。 これはシッフ塩基の還元による

13 C-I H緩和の増大を反映している。

AspATは広範囲にわたってその構造やメカニズムが研究されているにもかかわらず、 CMRに

よる 活性中心に関する詳細な研究はなかった。以 上 の 結 果 を PLPを要求する D-セリン脱水素

酵素、アルドイミン誘導体に関するデータと共に表 2 に示す。今後、本酵素のアミノ酸置

換に よる 変異 酵素について 4・cのシグナルを指標 に し て 補 酵 素 の 結 合 環 境 に つ い て 検 討 を

加えて行きたい。
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2 低溶解性蛋白質 (IL-2)の IH-NMR

〈昧の素・中研、台東大・薬)宮野i導， 0鈴木栄一郎，辻尚志， i登川弘美，

永嶋伸也，明石知子，古屋真美，平山和維，

西村善文*荒田洋治*

lH-NMR OF HUMAN INTERLEUKIN 2 

Hiroshi MIYANO， Ei-ichjro SUZUKI， Takashi TSUJI， Hiromi SW可IKAWA， Nobuya 

NAGASHIMA， Satoko AKASHI，トlami FURUYA. Kazuo HIRAYAMA (Ajinomoto Co.) 

Yoshifumi NISHIMURA， Yつji ARATA (Faculty of Pharm~ Sci・， University of Tokyo) 

The NMR signals of C2 protons of al I three histidine residues in recombinant 

(N-methionylated) hllman interlellkin 2 (IL-2) have been assigned by hydrogen-

dellterium exchange rate analysis in combination with the fast atom bombardment 

mass spectrometry (FABI門S). V8 protease digested I レ2was used after incubation 

in deuterium oxide solution (pll 8.5， 37" C， 64 hr). The pKa values for each of 

the histidine residlles have been determined (His-16: pKa 7.2， 8.64ppm at pH 4.5; 

His-55: pKa 3~4 ， 7.85ppm; His-79: pKa 6.4， 8.61ppm). 附 croenvironmentsof each 

of the residues were discussed and compar~d with those of an X-ray structure 

analysis (Science，238，1707CI987)). Assignments of all three tyrosine residues 

are also proposed on the basis of results'ohtained by using the CIONP method. 

【緒言】

ヒトインターロイキン 2 (IL-2)は、 133個のアミノ酸からなる、免疫応答に関与する

蛋白質1) 2)であり、その 3次元構造に関しては、 3A分解能のX線結品解析が報告され

ている。幻 一方、 1H-NトlRの完全帰属は、分子量が 15000以上でかつ低溶解性であるた

め、 400MHz程度の分解能と感度の装置では難しい。

しかし、州Rによる蛋白質の機造研究は極めて有用で、例えば、比較的抽出しやすいシ

グナルを与えるヒスチジン (His)践基やテロシン (Tyr)残基の帰属ができれば、それを

プロープとして、他の分子やレセプターとの相互作用の機構等を直接的に捉えることが可

能となる。我々はこの点に着目し、これまでに、 IL-2の 3つの His残基の C2プロトン

の滴定と縦緩和時間の測定を行い、それぞ、れの His残基の静電的な環境、運動性の違いを

H月らかにした。 4) 

本研究の目的は、これらのプロトンの~義的な帰属である。 His C2プロトンの帰属には、

このプロトンの境基性の重水溶液中での H→D交換速度の違いを利用した。この方法は既

知であるが、今回は、その重水素化率の測定に大型質量分析計の利用者E試みた。これによ

り、酵素消化後の試料の分離操作等を省略することが出来、微量試料での迅速な帰属が可
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能となった。また、 TyrC3，5プロトンの帰属も試みたが、これには lレ2の溶解度の極め

て低い pH6付近でも、 CIONP法が有効であった。これらの帰属により、 1L-2分子内に互

いに離れて存在する、これら 6個のアミノ酸残基のミクロ環境が、ある程度論じられる段

階に至ったので報告する。

【実験】

誌主主 N末端にメチオニン(トlet)のついた|レ2 (自Met-IL-2)を用いた。

重水素交換と酵素消化 0.1門 Na2HP04軽水溶液 500μi に iレ20.3 mgを溶解し(

pH 8.45)、凍結乾燥した。これを、 500μi の 99.95% 020に溶解した。この試料老、

37 ocで 64時間インキユベーションした後、 OCIで pH4.5に調整し、附R測定を行った。

間測定用試料は、無機塩を除くため、 1L-2試料 1mgを 3ml の 0.1M (NH4)2C03 -

(N1I4 )HC03 町 020溶液 (pH8.5)に溶解し、 37ocで 64時間インキユベーションを行っ

た。これを凍結乾燥後〈塩が除去〉、 S. a盟主!l~ V8 protease (門iles Scientif ic I L. U. 

S.A.) 20μgを溶解した 50自1M酢酸アンモニウム緩衝液 (軽水溶液 pH4 ~ 0) 150μ! 

に溶かし、 3TCで、 48時間インキユベーションし、凍結乾燥したものを試料とした。尚、

対照として、重水素交換処理をしていない lレ2についても同様の隣素消化を行った。

盟L塑JIi: 主として、 JEOLGX 400 FT-N門R(400~IHz) を用いたが、 CI Il NP の実験は、

Brukerの 400MHz及びそのプロー-プによった。

目L塑l1r 用いた機種は、 j門S-HXllO/IIX110(JEOL)である。試料約 10μg (JL-2重量〉

を 1N滋酸 lμl に溶解し、さらにグリセリン:チオグリセリン= 1: 1のマトリック

ス 1μI~加えた後、 FAB/MS を制定した(積算モード、分子量依存分解能〉。

【結果と考察】

H→D交換後の IL-2の NMRスベクトル

まず、重水素交換前〈下〉後(上〉の

N門Rスベクトルを示す(図1)。シグナル

呈は約 40%のプロトンが残っていたが、

hはそのシグナルが消え、ほぽ完全に重

水素化されていることがわかった。逆L之、

シグナル C は、ほとんど重水素化され

ないことが明らかとなった。

H→D受像反応後の IL-2の

S; aureus V8 I】rotease処理体の附

分子量 2000以下のペプチド断片につい

て、明確な 1マスユニットの区別が出来

図1.重水素交換前〈下)、後(上〉の

IH-NMRスベクトルの比較(芳香族、及び

アミド領域、 pH4.5、25
0C、同一積算条件〉

た。lIis-55を含むペプチド Leu-53- GI u司 60(附.981.5)のスベクトルは、 His残基を
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含まない他のベプチド断片のそれと同様、重水素交換前後での変化が全くなく、 N門Rシグ

ナル cは、 llis-55C2プロトンに帰属できた。

また、 His-16を含むベブチド His-16""-Asp-20の [門+HJ+に関しては、 m/z610.5 

と 611.5の 2つのピークが検出され、その量比は、おおよそ 1:1であり、この残基の約

50 %の C2プロトンが重水素化を受けていることがわかった。これより、シグナ1!.-aが、

His-16に帰属できた。

最後に残ったシグナル hは、 His-79の C2プロトンに帰属できた。実際には、 His-

79を含むベプチドは、分子量が 3114.8と大きく、定量的な考察には慎重ぞ要するが、プ

ラス 1マスユニットの移動を十分認め得るものであった。

N門Rからみた IL-2の His残基の存在環境と X線結晶解析との比較

IL-2の， H-N~IR における C2 プロトンシグナル昼、 h~ cに対応する His残基について

pll 滴定、縦緩和時間の測定から、既に以下の知見が得られている。 4)即ち、 ε(His-55， 

pKa 3~4. T， 1.4 s， 7.85 ppm at pll 4.5)は pH4以上では、分子の内部に埋もれてい

ると推測されている。また、担 (His-79，pKa 6.4， T， 3.4 s， 8.61 ppm)は、他の残基と

の相互作用は小さく、外部に露出していると考えられた。さらに、呈 (His司 16，pKa 7.2， 

T， 2.2 s， 8.64 ppm)は酸性アミノ酸解灘基との相互作用が示唆され、運動性または諮媒

との妓触性l立、 ιε どの中間であった今これらの知異と今回の重水素交換速度の結果は、

よく符合している。

一方、 B. J. BrandhuberらのX線結晶解析の結果3)は、 IL-2は 6つの α-helix、A

(GI n-l1-Leu-19)， B(Asn-33~Leu-56) ， C(Leu-66""-Phe-78)， D(Arg.-83.:.....rhr-l01)， E 

(Tyr-l07""-Thr-l1:1)， F(Phe-117""-Thr-13めから構成されτいることを示している。 His-

79は、 X線結晶解析、及び構造予測5)いずれの徳造においても、ループ部位に位置してお

り、他残基どの相互作用が少ないと推測されるが、附Rの結果もこれを強〈示唆している。

また、 N門Rによる pH滴定の結果から、 His-16と酸性解離基との相互作用が示唆されたが、

X線結晶解析では、 His-16はヘリックス Aの中ほどに位置している。 IL-2分子内のヘリ

ックス Aの近傍にあるのは、へ 1)、yクス Aと Bをつなぐ残基とヘリックスB、FのN末

l.QIJの残基であるが、これらの中には、酸性アミノ駿残基は存在しない。放に、 lレ2の全体

像がX線結品解析で表きれる通りであれば、lIis-16と近接している酸性アミノ酸の解離基

は、 G1 u -15、或は Asp-20の側鎖である可能性が高い。これは、 3A分解能のX線結品解

析では指摘されていないことである。

さらに、 X線結晶解析によると、 His-55は、ヘリックス B内の C末部分に位置してい

る。 111-N~lR から pll 4以上では、運動性が小さく分子の内部に埋もれていると推測された

が、この側鎖は分子の内側に向いており、近くのジスルフィド結合訟はさんで、対面する

残基とともにかなり密?な構造になっていると考えられる。
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ンによりニトロ化されるのは、 Tyr-31 と

Tyr-45であり、 Tyr-107は、修飾され難いこ l

とが、 Trypsin消化から確認された。また X線 図 2. I L-2の CIONPスベクトル

結晶解析の結果から、 Tyr-31だけが、比較的 通常のスベクトルと重ね描き

自由な環境にあり、 Tyr-45，107は、それぞれ、 *フラビン色素(pH6.0; 020) 

へ1)ックス B，Fに組み込まれている乙とが、 『一一_，Tyr

分かって川。特にTyr-107は、上述した ~~~川lL
His-55同様に s-s結合近傍にあり、分子の[了←一一r-...，.--.----.--了一一十十一fτ....--..す.....-r--r--T""十;

内側に向いてい~と推測される。 I

これらの知見を総合的に勘案す忍と、明糠| 、.
で強い CIONP信号を与える 6.78ppm (a)そ、

Tyr-31に帰属す忍のが、最も自然と思われ

る。また、一応弱いながらも CIONPが観測

される 6.61ppm (c)が Tyr-師、上記 6.78

ppm (a)の高磁場側の、明瞭な CIONPを示さ

ない 6.74ppm (b)‘が Tyr-l07であると考え

られるが、結論には化学修飾などによる確認

l L-2の CIONPと Tyrの帰属

pH 6.0の CIONPスベクトルを下に示す

(図 2)0 1 H-NMRスベクトル上の、 Tyrシグ

ナルの C2，6H、C3，5Hの組合せは、 COSYスベ

クトル(固めで明瞭に区別される。これより E

CIONP信号が TyrC3，5Hシグナルに観測され ι

たのがわかる。一方、 IL-2の 3つの Tyr

残基 (31，45，107)のうち、テトラニトロメタ

を要するであろう。

ヘ
¥ 

図 3. I L-2の COSYスベクトル

(pH 4.5; 0:>0) 
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3 一アミノ滋賀主主黄色ぶどう球菌核酸分解酵素H124L(124 {i'z Hi伊 Leu)の

一次元及び二次ii:. 1 H-NMRによる pH減定。

図正信f*T:、新智正久*久留米大医ウイ lレλ去、ウイスコンシン大生化#) 

pH titration studies of a single amino acid substituted staphyiococcal 

nuclease H124L(His to Leu at 124) by one-and tω0-dimensionaI 1 H-NMR. 

Masanobuむhinami議# Masahisa Shingu者

Depart亜entof Virology'" ， Kurume University Scho01 of Medicine， 
Kurume 830， Japan， Department of Biochemistry# ， Unlversity of lI'isconsin-

Madison 11'1 53706， USA 

位註盟主皇

pH titrations of staphylococcal nuclease H124L lIere made in the presence 

and/or absence of Ca2>and an lnhibitor deoxythimidine-3' ，5'-diphosphate. Based 

on the assignments by tllO dimensional lH-NMR (Wang et a1.，1988)(1)， .almost of 
a11 peaks in aromatic region of the titration spectra lIere assigned. Of the 

ring protons of the three histidines， only the Co1Ji of His46， sholls a large 

chemical shifL perturbation on formation of the ternary comple瓦， (nuclease 

H124L)・pdTp'Ca2>. 1n the ternary complex， the p抗avalues of Tyr85 and other 

severa1 tyrosines(Tyr 54，Tyr"') lIere lIell above 11， which suggested their 
hydrogen-bonding formations. The chemical shift of Tyr 115 Cd! shifted 

to extremely high field as same as the prototype nuclease(Markley， 1970)(6)， 

against the calculation value from ring current shift， which may be due to 

either the difference of the structure of the prototype lIith Hl24L or the 

dif.ference of the structure betlleen in chrystal and in solution. 

盛込企ι
黄色ブドウ球菌核酸分解酵素(st.nuclease) は分子量16，800の5-5結合を有さない比較

的安定な蛋白であり、古くから酵素活性の研究 (2)及び蛋白質のfolding-unfolding

メカニズムの研究に用いられてきた。又蛋白質工学の耐ーからsite-directedmutagenesis 

訟の寄与により、多くのー及び二アミノ酸置換 st.nucleaseが作られ(4)，現在それら置換

アミノ酸蛋自の構造及び機能に対する影響、物理化学的性状が調べられている。我々は

今回、上記方法により作られたH124L(124位の Hisを Leulこ置換)をその二次元 lH-NMR

の帰属(1)に基き、 H124Lのアミノの酸芳香袋、特にヒスチジン及びチロシン水素核に

注目しpH滅定をおこなった。

材料及び方法

nuclease H124L の遺伝子をコードしたプラス ξ ッド pFOG405はDr.DavidShortle 

(Johns Hopkins University)より分与を受けた。 E.coli で産生した H124L 蛋白は

文献の方法 (4)で精製し、二度重水中で凍結乾燥し sミリ径の NMRtube中で測定した。

NMRは Bruker-AM500を用いた。一次元 1 H-NMHスペクトルは残存 HDO を

presaturate し90度パルスを照射して得た。二次ji; 1 H-NMRスペクトルはPhase-

sensitive double quantum f.iltered correlated spectra(DQF-COSY)(Rance et a1.， 

1983)， 2D dlpolar-correlated spectra(NOESY)(Kumar et a1.，1980)を使用した.蛋自の

濃度は3mM， Ca2
' 20州， pdIp 10酬 を闘い pHは DC1 又は NaODで調整した。

9一



..帽

6.5 

・.輔

.. .. 

.7.0 

7.5 

.. .. 

.帽

..圃

同

調

・

"

，
，
，
 
..・・

.. .. 
'・納.

~ 

函 2

.， 
P32" 

ザ:j'f
pj議w制

;毒
.， 
噌

結果及び考察

図 uこはH124L+Ca 2，+ pdTpの

pH滴定スペクトルが示されている。

(H124Lのみ， H124L+Ca2
+は示さ

れていない)。凶 3はH124L+Caわ

+ pdTpの pHi商定スペクトルから

Aspect-3000で autopeak-picking 

した一部の芳誉環水素核領域ピーク

をグラッフイクプログラム (GOS

syste皿)を用いコンピユータで

プロットしたものである。極JItの

矢印はTyr8SCEJ!を示す(後述)。

とのようなコンピユータプロットと

Ca2¥pdTpの存在、非存在下での

二次元 DQF-COSY、NOESY (pH 5.5， 

8.2， 10.2) (とこでは DQF-COSY

pH 8.2のみを図 2に示した)及び

Alexandrescu et al. の報告 (5) を

基にし図 1のピークの帰属は行なった。 ... 

図 3: GOSプログラムによる

コンピユータプロット。
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10 日6 
pH 

4 

8.6 

向 8.55
g 

s ・L. 
・-E 

= 7 o95 . 
E 
Z 
O 

8.5 
8 

8.7 

8.65 

凶 4-a 

7.4 

7.3 

7.05 

図4-c 

7 

~ 7.25 .. .. 
b・
言。

.. 7.15 

E . 
0 

7.2 

7.1 

7.35 

闘4 -a，b，cにはHis • C占社(a)，His46仏且 (b)，

His46C
E且 (c)のコンピユータプロッ千と

non-linear least-square program 

(LSDA， Markley) によるcurvefitting 

を笑線で示した。これらの凶から解るよウに

His 8 及び His'21 (ヂータは示されて

いない)ではchemicalshift ， pKa共に

Ca 2+、pdTpの影響を殆ど受けていないが

これらの結呆はHisa及び His'2' が

prototypeのX線解析にj:)いてactlvesite 

から離れていることと 4 致する。以 fX線
解析のデータは全てprototypeのものを

参考にした。尚、 H124Lの 1 H-NHR 

スペクトルは他の変異株蛋白と異なり

prototypeのものと非常によく似ている (5)。

一方、 His46C ~， His 46C Hではligandsの

影響があり、特に後者では著しいパターンの

変化が観察された。 prototypeを用いた

lIis46C
E
!iのminorpeakの出現に闘しては

Ca2+との 2ndbinding siteの可能住iJ¥示唆

されていた (6)。しかし、lIis46Cd!iの

Ca2¥pdTp結合による著明な変化は

deprotonationの抑制によるものが考えらる。

His46が蛋白の表層に位置するにも

かかわらず、このような彪響を受ける版図は

Ca2
+イオンよりもむしろ構造変化に帰凶

するものと筆者らは考えた。一つの可能性

として、 st.nuclease;/J¥42， 56位に 2つの

prorineを有して、その閣が}l!ープを

形成していることから (X線解析による)、

我々は、両 prorine 閥においてcis-trans

.interconversionによるhingingmechanis皿

が働きHis46がactive- site~こ近づき、

pdTpの負電荷した燐酸基の影響でHis4fiCo辻

のdeprotonationが抑えられていると

考えた。このことは現在、 13C及び 15N

ラベル等を用い確かめれつつある。

図4-b

10 6 8 
pH 

凶4

ロH124Lonly 

4 H124L+ CaY.+ 

o 11124L+pdlp+Ca2+ 
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.s:: 

且iochemistry，sbmitted o 
(2) Anfinsen B. C. ， Cuatrecasas P. and Taniuchi H. (1971) pp 177-204 6.55 

in Stapylococcal Nuclease， Chemical Properties and Catalysis. 

(3) Shortle， D. (1986)~. Ce且且笠駐旦hem.~O. 281-289 

(4) Shortle， D. (1983)五型盗~， 181-189 

(5) Alexandrescu， A.， T.， Mills， D.A.， Ulrich， E.L.， Chinami M.， and 

Markley J. L. (1988) B並並盟通主主y27， 2158-2165 

(6) Markley， J. L. and Jardetzky， O. (1970)吐血・ h生1.包ad.Sci.， lL.主主主.

国 223-233

凶 5-a，b，c fこは Ca2¥pdlp存在、

非存在下におけるTyr幻， B!J， 11!Jの

pH溺定パターンを示した。 Tyr27 (a) 

においては Ca2.'、pdTpの影響を

ほとんど受けておらずTyr引がactlve

siteから離れて蛋白質の表層に位置

するとと一致する。 Tyr85(b) に

むいては怪12と一部重複したデータを

示したものであるが Ca2+とpdTpの

イ長在下のみにおいて抑制された

言 7.4
a. 
a. 

) 

島 7お
トー

τiu 守，
E
O
K
 t 
.s:: 

フラットなパターンを示している。 ;695-

このことは Ca2+とpdTp存在ドで:Tyr85 .2 

の水酸基プロトンのdeprotonationが 高 6.9...， 
抑えられていあことを表し、かっ 。
X線解析におげる 3'-phosphateと 6.85， 
との水素結合の存在の可能性と一致する。

Tyr 115 (C)の CaZ+容在下以外に怠いて

pH7 J.孔ドでchemicalshiftが極端に高磁場

にshift しており酸性基 (pKaが5-6) 

のイオンイじの影響が示唆された。又 Ca2+ 

とpdTp存在下におけるTyr115 Cs!:Lの高磁場

shiftは以前にも報告されていたが(7)、

近傍の環篭流の影響が考えられ、 X線解析で

最も近い目Iyr 113のものが可能性が高い。

X線解析データを用いた Perkins等の方法に

よる計算ではTyr118CEιは Ca2+とpdTp

非存在下におけるよりも0.4pp皿低磁場すべき

であるが、附Rデータでは逆に0.25ppml者磁場

shiftしている。この矛盾は結晶構造と

溶液中の構造が異なる為であるのか、又は

prototypeとH124Lの構造の遠いかのどちらか

が原因と考えられる。
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4 日アミラ ゼインヒビ夕 日 A 1 M の溶液構造

(蛋白工学研究所 阪大蛋白研) 吉 111 渉、福原 健一、好田 真

由 美、中村 春木、小林 祐次

Three-Dimensional Structure of 日 Amylase Inhibitor HAIM in Solution 

Two-dimensional NMR sludies have been performed on a -amylase inhibitor 

HAIM which contains 78 amino acids. The sequence-specific assignments were 

completed for the amino acid residues from Ile-6 to Cys-72目 With the aid of 

these assignments， the NOESY cross-peaks could be interpreted in terms of short 

inter-proton distances involving remote sites in the po!ypeptide chains. These 

analyses show ~hat the secondary structure is composed of two-sets ofβ-sheets 

and al田ost the same to that repoted for Tendamistat except the length of a 

β-st.r and. 

The 3D structure was constructed with restrain of about 300 inter-

regidue distances using DISGEO calculations. 

く序 H A 1 M は村尾、 荒井らにより放線菌 Streptomyces griseosporeus Y M - 2 5 

株 の格養液より発見された分子量約 8 0 0 0の蛋自性アミラーゼインヒビターである。 類

似のアミノ酸配列 と ア ミ ラ ゼ阻害活性を有する一連のものとして PAIM、 テジダミス

タソト、 Z - 2 688等がある。 これらインヒビターの生化学的研究から、 動物アミラ

ーゼのみを阻害する、 基質アナログとは別の部位に強く結合する、 H A 1 M と PAIMの

閉で動物特異性や臓器特異牲に遠いがある等が明らかにされた。

最近これら一 連のアミラ ゼインヒビターのうち、 テンダミスタットの 3D構造が X

線と N MRで独 立に決定され、 NM  

R による立体構造解析の有効性が実

10 20 
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明によりさらに有用な情報が得られると考えて 、 2 DN  M R による解析を試みた。

今回試料と して用いた H A 1 M は、 大 阪府大・荒井研から提供された。 そのアミノ酸

配列を F g. に示す。 テンダミスタ‘ソトとのホモロジーは、 約 3 0 %である。

〈実験 HAIMは非常に安定な物質で 37.C、 2 5時間処理しても p H 2.宮、 10の範

図でその活性を完全に保持する。 P 1 は 3. 8 0で、 この付近で溶解度が著しく低下す

る。 NM Rの測定は、 p H 2.60、 2 ~雪 rn M濃度、 温度 3 O.Cで行なった。

試料溶液は、 ① D20中に溶解直後 ② D 2 0中 7 O.Cで約 10分間処理して遊

費量のプロトンを完全に D置換 ③ D，O/H20=1/9 の 3種類を用いた。

測定は、 すべて B r u k e r A M -500  N M R分光器を用いた。

〈結果〉

( 1 ) スピン系の解析

C 0 S Y及び HOHAHAの 2次元 NMRの測定により、 各アミノ酸残基に特徴のあ

るスピン系を解析した。 F g. 2の D 2 0 中の HOHAHAスペクトルでは日メチン

一β メチン - rメチルのスピン系が、 H A 1 M の 8 コの T h r (破線)とヨコの 1 1 e ( 

実線)で追跡できる。 H A 1 M の 7 コの V A Lのうちのちコについても、 日メチンー T

メチル聞のリレーピークが観測できる(実線)。 さらに日メチン β メチ L ン 7 メチ

レンのスピン系が、 HAIMの 4 コ

の P r 0 のうちの 3 コ、 1コの Gl

U と 4 コの A r gのうちの 1コにつ

四5

いて遺跡できる(一点破線)。

スピン系の解析では、 HOHA 

HAスペクトルが有効であった。

C 0 S Y実験に比べてクロスピーク

がシャープなため、 クロスピ クの

混み合った芳香族領域やメチル領域

でのスピン系の識別に有効であった。

また 日メ チン ー β メチレンのスピン

系でも、 β メチ レンが非等価な場合

C 0 S Yスペク ト ル で は し ば し ば 片

方のクロスピークしか観測できなか

ったが、 日 OHAHAスペクトルで

は明瞭に 2つ のクロスピークが観測

できた。
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( 2 ) 一 次 配列に基つく連続帰属

N 0 E が ほとんど観測されなか

った N 末と C 末の一部をのぞく 1 1 

e -6から Cys--72の問で、 一

次配列に基づく連続帰属ができた、

F g. 3にその結果を示す。

この連続帰属の過程で、 OOj!鎖の

帰属も明らかとなった。 伊jえば、

P R 0 の S メチレンは N 末側に降接

するアミノ務残基の aC Hプロトン

との問に強い N 0 E S Y交叉ピーク

が観測され Pr 0 侭l鎖の帰属に役立ったs

10 20 30 40 

DAGNR1AAPACVHFTADWRYTFVTNDCS1DYSVTVAYGDG 

d"'N E・E・-・・・・・園田・・・・・・・・・・・・・・・・・
..・ ・・・・・ ・圃園田園田・・dON 

dNN -置 •• -
NH in~O ・・・・ ・・・圃・・・・・・・・・

41 :;0 60 。
TDVPCRSANPGD1LTFPGYGTRGN~VLGAVLCAT ロ GSA

d凶 園田一・・・.-園田・ー・・・・園田園掴掴園田
dON ・・・・・・・・・ E・・・
dNN E E 置

NH in 0，0 圃圃• ••• • 
Fig.3 逮読帰属の結果

T r pー 18の日メチンと、 Arg--46と Le uち 4の側鎖の一部である。

N 末と C 末以外では帰属の不明なプロトンは、

( 3) 2次 構造

F g. 3で示した様に多数の隣接残基間で do(N'の N 0 E交叉ピークが観測され、 ポ

リペプチド鎖の大部分が伸びた状態にある事がわかる。 得 ら れ た 帰 属 を も と に 主 鎖 プ

ロトン(日 C H、 NH) 間の NOEを解析して H A 1 M の 2次構造を調べた。 F g. 

4に模式的に示す 2認の β シート構造は、

チンダミスタ‘ソトとほぼ一致する。 テンダ

ミ ス タ ッ ト で は 4 1から 4 9番目の残基聞

で長い β ストランドを形成している(途中

4 3 -4 4残基自 に β パルジが存在する

) ， しかし H A 1 M で は こ の β ストラン

ドが短くなっていて、 β ストランド問の N

o E は cy s 勾 45力、ら Asn-49まで

の問でしか観測されなかった。 また T h

r -3 4と Cys-45の聞では、 日メチ

ン需には弱い N 0 E しか観測されないが T

h rの β メチンと C y sの日メチン問で強

い N 0 Eが観測された。 この部分ですでに

規則的な β シート構造のくずれている事を

示唆するず また H A 1 M ではテンダミ

スタットのち 6ーち 7の部分でアミノ酸が

一残基 deletionしているため、 この部分の

β パルジが消失している s Fig.4 日入 1九!の二次構造

F
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( 4)  3 0 構造

1 1 e - 6から cy s - 7 2の間の 6 7 コのアミノ酸残基部分について、 o 1 S G E 

O プログラムのコンビュ タ 計算により立体構造を求めた。 ミキシングタイム 7 5 m 

s e c の N0 E S Yスペクトルを用いてクロスピークを解析し、 その強度に応じて S (く

。 ・
2.5 A )、 M (く 3.0 A )、 W(く 4.0 A )の距離の制限をつけた。 立体特異的な帰属

をしていないので、 Pseudo原子の表示を用いた。 全部で 30 1コの残基間距離の制限を

用いた(表一 1) ， 残基内の距離情報は考慮 していない。

1つの立体構造を求めるD 1 S G E 0 プログラムにより、 1 0還りの解を求めたe

のに cp uは約 6時間であった(VA  X 8 5 0 0 )。

得られた 10コの解の残基あたりのバイ オレ ション(バイオレ ションの総和を残
。

基数でI'Jったも の)は o.2 ~ 0目 4 Aで、 あ たえた距離情報に対して矛盾しない解といえる。

-またバイオレー シ ョ ン の 最 も 小 さ い 構 造 に 対 する他の構造の RMSDは主鎖原子で1.5A
。

程度、 全原子では 2.0~ 2.6Aであった。

い解に他の構造をベストフィットした重ね図である。

F i g ちは、 バイオ L ーションの最も小さ

表一 l

隣接残基 関 非隣接残基間

主鎖一主鎖

倒鎖ー側(主)鎖

S - S架橋

L 
Fig.5 

5

7

O

 

R
J

円

f

3 3 

130  

6 

DISGEOで求めたH主1Mの立体構造

n
h
u
 

市

i



5 DETERM工NATIONOF 'l'HE THREE-D工MENS工ONALSTRUCTURE OF RECOMB工N且NT

DESULFATOH工RUD工NFROM YEAST BY lH NMR. 

(工nstitu七 furMolekularbiologie und Biophysik， ETH-Honggerberg) 

8093. Zurich， Switzerland， H. Haruyarr.a and K. Wuthrich 

1. 工ntroduction

Hirudin is a small protein of 65 amino acid residues， which was first isolated 
l 

from the salivary glands of the leech Hirudo medicina工is. Hirudin acts as a spe-

cific inhibitor of aー七h主ombinand appears potentially favorable for medical appli-

cations. However， until recently investigations of possible clinical applications 

had been restricted due to the limited availability of theprotein frαn na七ural

souces. Now the expression of desulfatohirudin in yeast provides sufficient 
2 

amount of pure protein.- However， hirudin originating from the leech H. medicinalis 

comtains a sulfated tyrosine residue at the position 63. The recombinant protein 

lacks this post-transcriptional modification， and its inhibitory activity is ten 
3 

times weaker than that of native hirudin.- Chemically desulfated natural hirudin 

showed a similarly reduced activity， which was taken as evi.dence that the rec<コmbi.-

nant protein folds. up similar to the native hirudin conformation.
4 

This report 

describes the refined七hree-dimensionalstructure of recombinant desulfa七。hirudin

determined by the combination of 2D-NMR techniques and distance geo~etrYI which pro-

vides the basis for a direct structure comparison with native hirudin.
5 

2. 工npu七 DataUsed for the Structure Calculations 

Table 1 summarizes the distanc唱 constraints，which were prepared based on 600 

MHz NOESY spectra recorded a七 220 and pH 4.5 using .a Bruker且M 600 spectrometer， 
and the torsion: angle constraints， which were derived frαn the combined analysis of 
intra-residual and sequential NOE's and the vicinal coupling constants， 3J

問日
and

-Jα0・ 30out of the. total of 72 prochiral pairs of methylene and~methyl groups were 

stereospecifically assigned using procedures described elsewhere.-These procedures 

also yielded a工low巴dranges for the to主sionangles <j>，中， and X
1 

of mοst of the 

residu旦s.
L 1 

To relate the NOE data with intra-molecular -H - -H distances， approximate 

relative peak intensities of the cross peaks in NOESY spectra with"てm=70ITlswere 

evaluated by countin口 thenumber of contour工evels. According to their intensities， 
the intra-residual and sequential NOE's were dividedinto three classes with differ-

ent upper bounds， as indicated in Table、1.工nmost cases， upper bounds of 4.0 and 。
:'.0 A， respectively， were given to the medium-range and long-range backbone con-

stra土nts，and to inter-residue 

ヮ，
唱

e
・4



torsion ang1es a.bout sing1e bondscan be adjusted so that the vio1ations of the ex-
perimenta1 distance constraints and torsion ang1e constraints should be minimized. 

The po1ypeptide segment from Q49 to Q65 has on1y very few long-range NOE's to the 

rest of the mo工ecule，whereas the po1ypeptide segment from V1 to P48 has a dense 

distribution of 10ng-range NOE's. Independent ca1cu1ations were made for the who1e 

protein 1-65， and a partia1 structure 1-49， respective1y， to investigate the inf1u-
enc唱 ofthe po1ypeptide segment 50-65 on the core of the molecu1e. Out of fifty 

starting structures， five and four structures， respective1y， converged in the ca1-
cu1ations for the who1e protein and the partia1 structure. 

Residua1 constraint vio1ations are given in Tab1e 2. The structures obtained 

satisfy virtua11y a11 input data. Fig. 1 shows the superposition of the polypeptide 

segment from 1 to 49 of a11 nine structures. The C-termina1 part beyond 850 is not 

sho明n，since the individua1 D工8MANsolutions deviate 1arge1y because of the 1ack of 

effective distance constraints. The who1e protein can be divided into a wel1 de~ 

fined core consisting of the residues from Y3 to L30 and from N37 to P48， and the 

disordered protruding loop frαn G31 to K36 and C-termina1 segment from 850 to Q65. 

since independentca1culations with and without the C-terminal segment from 

850 to Q65 caused no significant structura1 differences in the DI8MAN solutions for 

the core， it can be conc1uded that the conformation of the core is defined in itself 
and is 1itt1e inf1uenced by the C-terminal segment. The averageof the pairwise 

e 

RMSD's.for the backbone atoms and a11 heavy atoms in the core part is 0.8 ! 0.2 A 。
and 1. 7 ! 0.2 A， respective1y. 

4. Globa1 Po1ypeptide Fold of:Recombinant Hirudin 

The core part consists of two.antipara11el s-sheets and a Large， we1l d巴fin巴d

100p which is c10sed by a disu1fide bridge. 工n the presentation of Fig. 1， a 10ng 

double stranded s-sheet consisting of the strands with residues N26-L30 and N37-T41 

is in the foreground， and a short s-sheet consisting of the strands with residues 

L15-C16 and V21-C22 is in the back. The re1ative spatia1 orientation of the two s-

sheets is 1arge1y fixed by the two disu1fide bridges C16-C28 and. C22~C39. The 10-

cations of these two disu1f主debridge宮 are un国 nb主ヲuous1yidentified to be the same 
s as in native ..hirudin. ~ The po1ypeptide 宮egmentfrαn D5 to 

口。
噌

a
i



On the 1eve1 of the backbone fo1d for the region of residues 1-48 and the 10-

cation of the disu1fide bridges， the two structures are c1ose1y simi1ar， and no sig-

ni王icantdifferences can be identified at the present1y' avai1ab1e reso1ution. 工n

particu1ar both mo1ecu1es contain the same secondary structure e1ements. This is 

not rea1工y unexpected， since the site of the sulfonated tyrosine， Y63， is part of 

poor1y defined C-termina1 segment， which appears to make on1y few tight contacts 
with the core region. 工.twou1d be interesting in the future to extend the compari-

son to the comp1ete structures， inc1uding the amino acid sidechains， once such data 
become avai1ab1e for the native protein. 
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Table 1. Constraints Used for the Three-Dimensiona1 Structure Ca1cu1ation of 

Recombinant Desu1fatohirudin. 

Category of Constrain七s No. of Constraints Upper/Lower Limit 

1. NOE Distance Constraints 

a) Intra-residua1 82 

b) Sequentia1 Backbone 62 

c) Medium/1ong-Range Backbone 37 

d) 工ntra-resuduewith Sidechain 244 

a) + b) + c) + d) 425 

2. Hydrogen Bond Constraints 26 

。
}25/30/40A事

or， 2.5/2.8/3.2 
4.0守

5.0
C 
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4. Torsion Anq1e じonstraints~ 159 

事Theshorter 1imi七swere app1ied tb d日N and ~Ji ， i) ・ The 10wer 1imits of NOE 

distance constraints were set to the repu1sive core radii given in Tab1e I of ref.7 . 
CFor 13 outstanding1y strong NOE's， the upper 1imit was reduced by 1.0 A. 

9The range of torsion ang1es which satisfy the intra-residua1 and sequential NOE's 
3_ • 3 

and vicina1 coup1ing constants， JJ._._ and JJ_"， were determinea by :using the )?rogriU!l ， -l制時 四fj'
6b 

HABAS; 
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Tab1e 2. Residua1 Constraint Vio1ations in the 9 D工SMANSolu七ionsfor 

Desu1fatohirudin. 

Upper Limit Vio1ation事 Lower Limit Vio1ation事 TorsionAng1es$ 
。 。 d 

> 5 o rms 0.3-0.5 A > 0.5 A rms > 0.3 A 

vio1ation
C vio1ationC 

who1e mo1ecu1e ca1cu1ation (1-65) 

工 0.06 5 。 0.08 。 1 ( 5.4
0

) 

工工 0.06 5 。 0.08 。 3 (11.7
0

) 

工工工 0.06 7 。 0.08 。 2 ( 7.50
) 

工V 0.07 6 1(0.51)0.10 1(0.35) 5 ( 7.30
) 

V 0.08 8 2(0.55)0.10 。 2 ( 8. 3
d

) 

partia1 segment ca1cu1ation (1-49) 

V工 0.06 4 。 0.04 。 3 ( 6.6
0

) 

Y工工 0.07 7 。 0.08 。 4 ( 8.4
0

) 

V工工工 0.07 5 。 0.09 。 3 ( 7.5
0

) 

工X 0.07 6 。 0.07 。 4 ( 7.3') 

事Thenumber in paren"th巴ses"indicatemaximum vio1ations for each cateqory. 。
CThe rms vio1ation ( A ) for the upper and 10wer 1imits were ca1cu1ated indi-

vidual1y as， 
[E(d

C，.， _ dU¥ .， )2/ n
U1l1/2， [lJ rms violation [E(d-，.， -d--，.，)-/ n--j-'-， [lJ L，..... ¥..... ij ij ~ I .... ) 1.'- .; 

where" dむも isthe interproton distance H， -H.， in the DrSM且N structure， du1，" the 
it-- --------=-~~__:---.:=~:----=:-iu1 ~) ---------， ij 

correspondingupper or 10wer 1imit， and n--the total number of upper or 10wer 
L.. 1 

limit distance constraints. The sm略nationwas taken only for the -H - -H pairs 

which have a nonvanishing distance constraint violation. 

Fig. 1 StereO" view of the polypeptide chain frαn residue 1 to 49 for the nine 

DrSMAN structures， whereby only the polypeptide segments from Y3 to L30 and from 

N37 to P48 were used for the superposition (see text). 
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6 プロトン NMR によ~ハプ毒ホスホリバーゼA2のトリプトファン残

基の環境の解析

〈群馬大工短・オランダ、ユトレヒト大*・鹿児島大医+・九大理事〉

遠藤斗志也・ RobertKapte i n#・木原大+・毛利紀子九田中修司車.

大野素徳本

Proton N阿RAnalyses of Environments of Tryptophan Residues in Phospholipase A2 

from Trimeresurus flavoviridis 

Tosh i ya Endo ， Robert Kapte i n帯， Hiroshi Kihara+， Noriko問。hri車， Shuji Tanaka% 

and 門otonori Ohno* (Gunma University， Universih of Utrecht#， Kagoshim喰
Universitザ+and Kyushu University%) 

Proton N門Rspectra of a dimeric phosphol ipase A2 from Trimeresurus flavoviridis 

have been recorded. N-l proもonresonances of tryptophan indole rings have been 

detected and assigned to specific positions， Trp-3/Trp-30， Trp-68 and Trp-l08， 

by comparing the spectra of the enzyme derivatives with tryptophans oxidized to 

different extents. Photo CIDNP experiments have revealed ihat Tr・p・.68and Trp-l08 

are exposed while Trp-3 and Trp・30are buried in the molecule. This is 

consistent with the X-ray crystal structure of a homologous phosphol ipase A2 

from Crotalus atrox where residues 3 and 30 are located at a dimer interface，but 

inconsistent with the results of stepwise oxidation of tryptophan. 

ホスホリバーゼA2は、ジアシル-sn-グリセロリン脂質の 2位の脂肪酸エステル結合

を加水分解する酵素であり、細胞内で働くタイプと細胞外に分秘されるタイプの二種類が

あ忍。後者については、晴乳額の棒臓、ヘピ毒等から多くの酵素が単離されて 1次構造が

決められ、ウシとプタ停臓のホスホリバーゼA2... ガラガラヘピ (Crotalusatrox)のホ

スホリバーゼA2について結晶構造が報告されている。 C.atroxの酵素は dimer型であるが

、不思議なことに結晶構造では、活性部位の入口が dimerの界面で塞がれた形になって

い石1)。基質がどのようなメカニズムで活性部位に入りこむかは、謎である。

ハプ(Trimeresurusflavoviridi s)毒より単離されるホスホリバーゼA2は dimer型

でEヘ一次構造は C.atroxのホスホリバーゼA2と相向性が高い旬。 4つのトリプトファ

ン残基についてNBS酸化により露出度が調べられ、 C.atroxのホスホリバーゼA2の結

品構造を仮定した場合、 dimerのサプユニット間の界面に位置するトリプトファンの方が

-dimerの表面に泣置するトリプトファンよりも酸化されやすいという一見矛盾した結果が
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得られているAK本研究では、ハプ毒のホスホリバーゼA2のプロトン NMRスベクトル

を測定し、 4つのトリプトファン残基のシグナルの帰属を行った。そして photoC1 D N 

P法により各トリプトファン残基の溶媒への露出度を調べ、 NBS酸化の結果、 L主主ox

のホスホリバーゼA2の結品構造と比較した 5)。

【方法】ホスホリバーゼA2は、 Trimeresurus担2.V笠江国民奉より精製した。 NBS酸

化は、 pH4.0で報告された方法4)に従って行った。 270・附z及び400・附Z プロトン NMR

スベクトルの測定は， Bruker WH-270、州・400分光計により、 360・附zにおける photo C 

IDNPスベクトルむ測定は BrukerHX-360分光計を用いて行った。

【結果と考察】トリプトファシ残基のシグナルの帰属 トリプトファンのインドール環の

N 1プロトンシグナルは、軽水中で 10ppm付近に観測され、 C2， C 7プロトンとの聞

に大きなNOEが期待される。

図lAは、ハプ毒ホスホリバ

ーゼA2の軽水溶液の低磁場

側のスベク子 ル〈軽水のシグ

ナルは 1-1パルスによって

suppress)である o 6.4・9.2

ppmにある重なったシグナル

は、芳香族プロトン及びアミ

ドプロトンのシグナルである。

10 ppm付近のシグナルのう

ち、溶媒をラジオ披照射で
B r 

s酬酬附岬柏ゆV#~W州W

suppress (溶媒の水素原子と

の交換速度が速いシグナルを

除去する〉しでもなお観測さ

れるシグナルについて順番に

ラジオ波を照射、 NOEを観

ゐ川端I~桝~'

測した〈図 lB-lE)。そ

の結果、トリプトファンのシ

D 

グナルに特徴的なNOEのパ E 

ターンを与える Nlプロトン 叩

シグナルの候補として、図中

の a-dの4つのシグナル

を見出した. 次に、これら

のNlプロトンシグナルをー

次構造上の特定のトリプトフ

ァン残基に帰属するために、

12 11 10 9 8 
Chemical shlft (.ppm) 

Y 

7 

〈図 1>ハプ毒ホスホリバーゼAiの軽水中の 400MHz 

'H -NMRスベクトル (pH5.5，0.1 M CaC12t 40'C) 

(A )及びシグナル晶一 dを照射 (0.5s)したときの

NOE差スベクトル (B-E)。
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〈図3>ハプ毒ホスホリJ'¥-ゼA2の軽水中の 360附Z

'HNMRスベクトル (A)と photoC1 D N P差ス

ベクトル (B) (pH 4.7，0.1 M CaCI2，40"C).フラー

ビン昔密度は 0.1m問、レーザ}光照射時間は 0.58. 

〈図 2>ハプ毒ホスホリバーゼA2のNB

S酸化体の 270MHz'H-NMRスベクト

ル (pH5.4， O.1M CaCI2，40"C)。図中の

モル数は、 サプユニットあたりの酸化さ

れたトリプトファンの残基数を示す。

各トリプトファンが異なる程度に酸化された標品のNMRスベクトルを比較した〈図2)

。酸化はまず Trp圃 3と Trp-30、続いて Trp・68、そして最後に Trp-l08と進むことが分

かってい忍ので、酸化と共にまず消失す~シグナル a と b を Trp-3、 Tr・ p-30 に、次に強

度が小さくなるシグナル Cを Trp・68に、最後まで残ったシグナルdをTrp-108に帰属し

た。

各トリプトファン残基の溶媒への露出度を調べるために

軽水中で photoC1 D N Pスベクトルを掛j定した〈図3)。すなわち、フラピン色素存在

下で、レーザー光を当てたときと当てないときの差スベクトルをとれば、色素に接し得る

トリプトファンやチロシンのシグナルのみを抽出することが出来る筈である。図3から明

photoC 1 DN Pスベクト Jレ

らかなように、 Trp-68と Trp-l08にのみ photoC1 D N Pシグナルが観糊され、これら

の残基が分子表面にあること、一方 Trp・3と Trp-30は分子内部に埋もれて色素と接触

できない状態にあることが分かった。

ntυ 
q
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これらの結果は、 3番目の残基と30番目の残基がdimerのサプユニ、yト間の界面に位置す

る C.atroxのホヌホリバーゼA2の結品構造と良く対応してい忍。したがって、水溶穣中

でも C.atroxのホスホリバーゼA2の結晶構造と同様の dimertopologyが保たれてい忍

ものと考えられる。しかし一方で、 NBSによる酸化のされ易さの結果〈酸化され易いJI慣

から Trp-3= Trp-30 > Trp-68 > Trp-l08 )とは対応しない。理由としては、 NBSが

dimerの界面に異常に高い親和性を持っている、 NBSによる修飾が、高次構造の変化を

引き起こしてしまう、等が考えられる。いずれにしても、トリプトファン残基の溶媒への

露出度を議論す~のに、一つの方法で得られた結果のみに基づくのは危険だと言えよう。

本研究により dimerの界面に位置する 2つのトリプトファン強基に帰属されたN1プ

ロトンシグナル及び C2プロトンシグナルは、 dimer型ホスホリバーゼA2において基質

が活性部位に入りこむ際、 2つのサプユニットの四次構造がどのように変化するのかを探

るための、良いプロープとな忍ものと考えられ忍。例えば酵素の界面認識部位へのミセル

状基質の結合、カルシウムイオンの結合等が、 dimertopologyを変え、基質が活性部位

へ入り込めるようになるのではないかという speculationがある。いまのところ基質ア

ナログ〈アルキルホスホコリン〉の存在は、 4つのトリプトファン残基の photoC1 D N 

P シグナルのバターンに変化を与えないことを確認しているが、中性 pH付近でのカル

シウムイオンの pho.toC 1 D N Pシグナルへの影響等については、今後の諜題である。

(270附 z及び 400附zプロトン NMRの測定に関して便宜を図って下さいました宮

津辰雄教授〈僕浜国大〉に感謝いたします。〉
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7 ω ー コ ノ ト キ シ ン の 溶 液 構 造

{阪大蛋白研、 蚤エ研'¥1、 住友化学愛媛研【"、 奨励会ペプチド研《引

京大・寝【 4')小林結次、 。西村重徳、 京極好正、 大久保忠恭【¥1、

島田健， 2¥ 美濃部正夫， 2'、 西内祐二【引、 榊原俊平《引、 郷信広， " 

Solution Structure ofω-Conotoxin 

Yuji Kobayashi. Shigenori Nishimura. Yoshima.sa Kyogoku. Tadayasu Ohkubo.【， ， 

Ken Shimada<2'. Masao Minobe'2'. Yuji Nishiuchi'3l. Shunpei Sakakibara<3】 and

Nobuh i ro Go'" 

(Jnstitute forProt.ein Research. Osaka. University. (1 'Protein Engineering 

research lnstitute t.'Ehime research Laboratory. Sumitomo Chemical Co. Ltd.. 

"'Peptide lnstitute. Protein Research Foundation t"Department of Chemistry. 

Faculty of Sci~nce. Kyoto University ) 

官e have reported a preliminary investigation of the solution structure of 

ω-conotoxinω-CGTX). a toxic peptide with 27 residues. using H-N蝿R and 

distance geometry. ln order to add the informations of torsion angles 1cir the 

refinement of the obtained structure. the stereospecific assign田ents suggested 

by S. G. Hyberts et al. were cd.rried out. This was perforlled by co・bined
analysis on J-coupling constants with simulations and peak.fitting of cross~peak 

国ultiplet structure in double quantum filtered COSY spectra. and on intensisties 

of intraresidual NOE. The stereospecific assign置ents forβ-methylene protons of 

6 out of 17 residues with AMX symmetry were obtained. 

[はじめに ]ω ーコノトキシン (ω-CGTX) はイモ貝 (Conus Geographus) の産出す

る 27残基からなるペプチドである。 ω-CGTXは神経細胞の C aいチャンネルに縮会

し神経伝達を阻害する。 我々は現在、 NMRによって得られる距鷲情報を基に、 種有のペ

プチドやタンパク質の立体構造を研究する方法を確立させつつあり、 こ の 手 法 を 用 い て ω

-C G T Xの構造を解析している。 既に報告したように (日本生物物理学会年会.8 7 ) 

重水及ぴ軽水溶液において、 DQF-COSY、 HOHAHA、 N O E S Yを測定し、 連

続帰続法により NMRシグナルの帰属を行った。 次に、 N 0 E強度を換算して得られた m
11の 情 報 か ら D A D A S法" ，を用いて三次元構造を求めた。 しかしながら、 距鍵の情報

が充分ではなかったため、 求められた構造の収束は感く(R M S D (backbone) = 2 . 3 A. 

RMSD(all)=5.0A)、 さらに S - S結合のトポロジーの違うコンフォーマーも同時

に求められ、 これらから 1つ を選ぶのは困鍵であった.

今回、 我々は、ー側鎖の局所橋進、 特に S-s結合鯨位の構造を決定することが全体の機

F
D
 

q
d
 



2 7残基中 17留の A M Xスピン系をもっ残基め側鎖進 の精密化に有 用であろうと考え、

β-methylene protosについて stereospecific assighmentと二面角 φ、x'の決定を行った.

3つの S- S 空気酸化を行った後、GVIAは液相法により合成し、[実験 ]ω ーC GTX

をもっ成分を H P L Cys"-CYS26 ) Cys8_CYS'9， 結合が 天然 物と同じ様式 (CYS'-CYS'6，

垂水溶液および13m  Mの試料浪度で行った。NMR測定は、Cによって単薩精製した.

1 'Cで行った。測定はすべて pH=4.7宮、軽水溶液を用い、

t ，、重水溶液での DQF-COSYの測定は B r u k e r -A M - 5 0 0で行った。

二次元フーリヱ変4 Kポイントのデ ータをサンプリングした。1 K、方向それぞれ、t 2 

換の前に t，方向にゼロフィリングして 4 K x 4 Kポイントのデータマトリックスとし、

最終的t 2方向それぞれに shift sine square 型 の ウ イ ン ド ウ 関 数 を か け た 。t. ， また、

なポイント分解能は 荷 軸 方 向 と も 1.95Hz/ptである。

mixing time は 200軽水溶液での N 0 E S Y測定は JEOL-GXーち o0で行った。

に比例した時間待った位C 0 S Yピークの混入を避けるため第二パルスから t， m s てヘ

2 方向それぞれ、t 2 t ，、パルスをおいたパルスシークエンスを用いた。置に 180・

t ，方向のデータポイントをち 12と4 Kポイントのデータをサンプリングした。5 6、

t ，方向に shift sine bell型 の ウ イ ン ド ウ 関 数 を か け た 。t 2方向に Gausi胡、した後、

実際的な応用面で改良を施してらの方法， 2 J 日 yberts  

Stereospecific assignmentを行った。

G. [結果と考察] S. 

DQF-COSY クロスピークにあらわれる Jは

そこで、 クロスピークの微細構造をピー ク 聞 の cancellationのため正しい値を示さ ない。

これを実験で得られたクロスピークと定量的にフィッティングして Ja シミュレートし、

1つのが決定されたが、得られた Ja β と Ka r p 1 u sカーブから x'β をもとめた。

日 β'が Hβε の場合がHβ が Hβs、が H β3の場合と、Hβ x'について Hβ が Hβ2、

NH一H a間の NOEの相対強度を比較してどち問、N H - Hβ' N H - Hβ 問、ある。

同時にゆをきめた.らの場合かを決定し、

/ 
クロスピークの微細構造のシミ A レーション

ク ロスピークのシミュレーションは S P HINX'3JO ・ 0 ・

• 0 ・O

L INSHA'3l及び PLOTの 3つのプログラムに 0 ・ O.・

・o.。J a β は K a r p 1 u sカーブに従うと←→ m 
←一一一ー→ n 
r-一一一一一→ Xl 

の測定によって得られた o 0 • • 

また Jβ2βs はモデルペプチドから、・・ o 0 

o 0 ・・
得られた値《引を用いた。 カップリングは Hβ-Hβ の. . 0 。

←ー一ーーーx4r-→ 15 
←一一ーーーーー→ H 

l)DQF-COSY  

より行った@

ferricrolle 係数は

値， . Jを用いた。

仮定し、

0 ・ O ・ o ・ o ・

0 ・ O ・・ 0 ・ 0

・ 0 ・ o 0 ・ o ・

・ O ・ 0 ・ o ・ o
-ー柳ドー--ー+-ー・トーーー制トー司令
X7 x8 X9 I1・111112 

図 1.各パラメータの定重量

は WeHα .，.Hβ み Strongカップリングとし、

得られるピークのa k カ ップリングとして計算した.

9惨を 定 量 化 す るために図 lに示すパラメータを設定し ノa

カヅプリングに起因する各パ'

およびそれらの線巾

P
0
 

9
u
 

β ーβstrong

ラメー タ の A ~ (β ーβ.)依存性、

た.



依存性をシミュレー シ ョ ン に よ っ て 調 べ た 。 その結果、 D. 8 に対してはム 8~O.Ol p 

p m の範囲でほぼー定なのに対し、 線巾に対しては著しい変化を示した。 そこで、 今回は

D. 8 は O.雪 p p mに固定し、 線形は 1D -スペクトルのピークフイティングからえた線巾

9 . 1 ちHzのロー レンツ裂を採用した。

2)実 験デ ータ とのフイツチィング

ω-CGTXの 17個の AMXスピン系のうち Se r'、 S e r 1 ・、 Asn空包はノイズのため、

Ser7 ，Ser'. ，Tyr22 IまHβ2 ，Hβ3 が等価なために、 クロスピークの微細構造をみるこ

とをできなかった。 図 2と表 lに 残り 11個の残基についてそれぞれ測定されたクロス

ピークと先に定義したパラメータを読みとった結果を示す。 実験によって得られたクロス

ピークとシミュレートされたクロスピークのフイツティングをする為に次のようなエラー

関数を導入した.

E ， ( X 1 玄[X i・'P-Xi9i.(x')] 2 

x'を 10 ・きざ みに一 180・から 180・まで変化させた時の X • i・(xりを用いて

E (x りを計算し、 そのうち E 1 ( X 1 )の最小値を与える x'を選んだ. こうして 1 1個

の残基について再現されたクロスピークとその時の;:.:'を図 2に示す。

3)Stereospeclflc As'ignment と二面角や.;:.: 1の決定

Hβ が Hβ2、 Hβ3のどちらに対応するかを決めるために、 NHから H a 、 日 β、 Hβ 

'への NOE強度を比較した 1. 2傍ずつの 高 さ で 切 っ た contourplotから、 クロスピ

ークの高さを読み、 これを NOE強度として、 次のような相対強度を計算した.

R 言 N 0 E 11-β 〆/N 0 E 11-a 

R2eq  NOE.1I- β ' / N O E1I-a 

R ，・ x p NOE1I-β ， / N 0 E 11-β 

先に決定した;:.:'の時 φを変化させると各原子関BI!灘がどうかわるかを EC EP、P(.，で

計算した。 N 0 E強度は核開距般の 6乗に反比例するから、 残基内の格照時間が一定であ

ると仮定すると、 N 0 E強度比を算出することができる。

C1 S6 C8 S9 Y13 N14 C15 C16 C19 C26 Y27 

β 

実謝された

クロスピーク

β' 

β 

シミュレートされた

クロスピーク

x' -120・ -50・ -110・ -110・ -40・ ー120・ -50・ -50・ 120・ -50' -60・ {β=β2の場合)

ー120・ 170・ -130・ ー130・ 160・ -120・ 170・ 170・ 0・ 170・ 180・ {β=β3の場合}

図 2 ・ 1 1個の A.MXスピン系残基のクロスピーク
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表 1 ・各パラメータの鐙と二面角4>.，，'の値
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Para配 tersfr'帽 DQH郎 Rela.tiveinte悶ト Tors'ionangle Me出ylene

他~----------~単盟~一一一一一よL2!:笠~
X1 X2lGX4X5X6X7鴻 X9X10 Xll X12 R1 磁問 φ ;0:' β8・

一一 7.84.0 2.2ι2 6.2 9.5 8.0 7.811.8 - 0.2且74.0 10 -120 β3β2 

7.剖
5or6 7.594.333.68 3.78 9.8 4.0 ¥3.8 4.1 9.914.0 4.2 7.6 5.910.0 3.8 9.9 0.7 0.8 0.8 -20 170β3β2 

Cys8 8.264.80 2.77 2.9¥ - - 6.0 一 一 -L5 L8 L3 L8 L6 L8 

5or9 8.43 4.74 3.55 3.86 5.8 1.8 7.6 - - 9.6 6.5 6.8 6.3 6.8 6.6 6.8 
Tyr¥3 8.03 4.29 2.77 3.12 11.9 4.0 15.9 5.1 10.9 16.0 6.0 9.8 6.0 10.0 5.8 9.8 0.2 0.3 ¥. 7 20 160 β3β2 

AsnI4 8. 19 4.72 2.56 2.90 一一 10.0 一一 10.0ιo9.8 7.8 6.011.6 6.0 0.6 

Cys15 8.ω4.48 2.312.82 11.8 1.6 ¥3.4 4.0 9.813.8 8.0 8.0 7.511.5 4.111.8 3.0 2.0 0.7 -110 170 β3β2 

Cys16 9.41 4.39 2. 65 3. 08 一一 13.94.0 11.7 15.7 5.8 9.9 5.811.8 4.211.5 ¥.0 ¥.0 1.0 -30 170 β3β2 

Cy519 8.84 4.ω2.652.79 9.7 3.913.6 4.111.815.9 5.7 9.5 6.0 9.9 5.8 9.8 0.8 

匂526 8.43 4. 742.653.53 11.9 2.0 ¥3.9 3.9 一一-5.911.811.7 3.911.7 0.4 

Tyr27 9. 18 4. 27 2.伺 3.02 一一 11.75.8 9.815.6 一一一 11.54.111.5 2.5 1.2 0.5 -60 -60 β2β3 

R 1 '3; IP 手 r (N-'β2)-6./ r (N-a )-6 

R 2' ι 繍 (φr(Nーβ ヲ)-6./r(N-日)-6 

R S'3 i ~φ ，- (N-β3)-6/ r (N-β2) -6 

各残基のゆを決定するため、 # を変 数と する次の様なエラ 関数を導入 Lた。

E 2 ゆ~[ R ;・ xP _ R !S i 111φ) ] 2 

求められた，，'で Hβ が日 β2に対応する場合と、 Hβ が Hβ3に対応する場合についてゆ

を 10 ・きざみにー 18 0・か ら 18 0 .まで変化させた時、 最小の E2 (4))を与える

4>とその島幸の β、 β' の対応を求めた。 結果 を表 1に示す令 φ、 ，，'が記されていない雪

残基は N 0 E ピークの overlappingやノイズのため正確な N 0 E強度を求められなかった。

側鎮のコンフォメーションが決定された 6残基のうち、 Cys'が cis以 外 は Tyr27が tg、 他の

4残基は gtと安定な申書遣をとっている。 Cys'は Cy s ' 9と s-s絡会しており Cy s ' 9の側鎖も

c i s型であることからこの Sー s結 合 は か なり歪んだ構造を持っていることが示唆される。

現在、 更に N 0 E S Y を話題定して残りの stererspecific ass[gment を行うとともに、

距権の情報に、 今回得られた 2面角の情報を加えて distance geo国 etry の計算を行い ω-

CGTXの機遣の精密化を行っている。

自信辞

2次元 NMRデータの処理に協力して下さった民本 B r u k e r社の Wa1 c h 1 氏

に感謝します。 またプログラム開発に協力し て 戴 い た 阪 大 蛋 白 研 の 菅 田 宏 助 教 授 に 謝 意 を

表します.
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特別講演 1 全重水素化リン脂質ミセルに埋めこまれた生理活性ペプチドの

構造と機能の相関

(都臨床研、東レリサーチセンター〉

O稲垣冬彦、嶋田一夫、)11口謙、大竹協子、平野昌彦、寺沢功

はじめに メリチンは蜜蜂の毒液に含まれる 26個のアミノ酸残基よりなる塩

基性ボリベプチドであるくG同 I-G・A-V-レルトL-T-T-G-レトルL-卜S・111-トK-R-K-R・

Q-Q-CONH2)。溶菌、溶血活性を示すことよりメリチンと生体膜の相互作用を明ら

かにすることは興味深い研究対象であり、物理化学的な手法により多くの研究が

なされてきたく1)0 C Dスベクトルの解析より、メリチンは水溶液ではランダム構

造を取るのに対し二重膜やミセルの中では αーヘリックスをとることが知られて

おり、高次構造形成には膜と水の界面が重要な従割を果たしていること、このよ

うにして形成された高次構造は溶菌、 j容血活性と関連づけられることが期待され

る。

NMR ~こ A りリン脂質と結合したベプチドの構造を解析する場合には、リン脂

質由来のプロトンシグナルを消去してペプチド由来のプロトンシグナルのみを抜

き出すことが必要である。ー金重水嚢化リン脂質の合成はこのような研究には必須

となる。全重水素化リン脂質ミセルに埋もれたメリチンの高次構造に関する先駆

的な研究がBrownらにより行われたが、帰属が不十分なこともあり明確な結論は得

られていない(2)。一方、全重水素化リン脂質二重膜に結合したメリチンについて

はTRNOE法を用いた研究が行われているく3)。本研究では全重水素化ドデシル

ホスホコリン (DP C)を合成し、そのミセルに埋め込まれたメリチンのプロト

ンNMRスベクトルを解析し全てのプロトンの帰属を行うとともに高次構造を明

らかにしたので報告する。

実験 メリチンはシグマより購入し逆相HPLCにより精製した。メリチン5m門

と50倍モルの全重水素化DPCを含む重水及び軽水 00%重水を含む〉溶液を調製

しNMR測定試料とした。 pHは3.17、測定温度は300Cであり、化学シフトの内

DPC 

r¥¥T""1・ 1"" 1"" 1.""1" '" 
PPH 

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4.0 J.5 J.O 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ・0.5

図 DPCミセルに埋め込まれたメリチンの 500MHzIHNMRスベクトル.
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部標準として DSSを用いた。 NMRの測定には日本電子製 JNM-GX500

を用いた。垂水および軽水試料について DQF-COSY、HOHAHA、NOE

S Y (いずれも phasesensitive mode)の測定を行った。 HOI-IAI-IAおよび N

OESYの混合時間はそれぞれ45ms、150ms(こ設定した。 solventsuppressionに

はDANTEパルスを用いた。

結果と考察 図 1はDPCミセルに埋め込まれたメリチンの500門HzlH NMR 

スベクトルを示す(軽水溶液) 0 D P Cは、既にBrownらにより報告されているよ

うに臨界ミセル濃度(lm門〉以上では40分子会合したミセルを形成する。したがっ

て、本実験条件下ではメリチンとミセルは 1 1の複合体を形成していると考え

られる。全重水素化リン脂質ミセルを用いるメリットは50倍モル DPCの存在に

もかかわらずメリチンのシグナルを明瞭に観察できること、スピン拡散の効果を

無視できる点である。図2は、メリチンの軽水溶液の NOESYスベクトルのう

ちアミドプロトン領域を示したものである。この領域には dNN connect i v i tyに基

づく NOESY交差ピークが数多く観測されている。これらの交差ピークを順次

接続することにより、図 2tこ示すように、ほぼすべてのアミノ酸残基のつながり

を求めることができた。これらのアミドプロトンの帰属を参照し、 dαN、 dBN 

connect i v i tyおよび重水溶液の DQFー COSY、HOHAHAスベクトルを解

析し DPCミセルに埋め込まれたメリチンのプロトンシグナルの帰属を完了した。

この帰属に基づき軽水および重水におけるメリチンの NOESYスベクトルの交

差ピークの帰属を行った。図 3はDPCに埋め込まれたメリチンに見いだされた

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 ppm 
19.5 
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図2 メリチンのNOESYスベクトル. 図3 メリチンの N0 E connectivity. 
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N 0 E connect ivi ty をまとめたも N 

のである。 dNN connect i v i tyで強 、
く結ばれていること、 αーヘリック 17 

スに特徴的に見いだされる d州(i ， 
i +3)、d"B(i，i+3)connectivityが

観測されていることよりメリチンは

αーヘリックス構造をとることがわ

かる。次に、 NOESYの解析によ

り求めた距離情報に従ってdi stance 

'̂川c 
図4 d i stance geometryの計算により求めた

DPCミセルに結合したメリチンの構造

geometryの計算を行い、 DPCミセルに埋め込まれたメリチンの構造を明らかに

した。なお、この計算は京都大学理学部化学教室郷研究室との共同で行った。計

算には、残基内N0 E68個、隣接強基間 N0 E93個、それ以外の N0 E70個、計2

31個の NOE情報を用いた。 5残基以上離れたアミノ酸残基間には NOEが観測

されなかったことより、メリチンは比較的伸びた構造をとることが推測された。

そこで、アミノ酸の重なりを含む 5つのペプチド断片について求めた最適解を組

み合わせて、最.終的に targetfunct i onの値の小さな 3つの解を得た。いずれの

構造についても、 G1-Tl1および L13-Q26の2つの αーヘリックス構造よりな

り、 2つの αーへリックスは30.-60。の角度をなすことがわかった。これは P14 

の存在により regularなα-""-リックス構造がとれないためである。最近メタノー

ル中のメリチンの構造が報告されたが (4)、DPCミセルに埋めこまれたメリ

チンと同様な構造をとっている。しかし、両方の状態における NMRスベクトル

は顕著な差異を示している。これはメタノール溶液は等方的な環境であるのに対

し、 DPCミセルの場合には水とリン脂質ミセルの界面が存在するためである。

0.0 
GI GAVLKVLTTGL PA Lfsw， KRKRQQ 

5 唱o 1S 20 2s 

DPCミセルおよびメタノール溶液にお (ppm)

けるメリチンの主鎖のアミドプロトンの

化学シフトを比較したのが図 5である。

K 7 ， V 8， T 11 ， A 15， L 16， W 19 ， R 22， K 23 

のアミドプロトンの化学シフトが大きく

変化している。実際、これらのアミノ酸 0・5

残基は αーヘリックスの一方に集まって

おり、他方には疎水的なアミノ酸残基が

集まっている。 DPCミセルと水の界面

にメリチンは存在し、疎水的な面をアルキ

ル側鎖に埋めて存在していることがわか

る。以上の結果を総合するとメリチンの溶

血活性は図 6のように考えられる。 IlPち

t
i
 

q
d
 

c. O (OPC-MeOH) 

図5 DPCミセルおよびメタノール溶液における

メリチンアミドプロトンの化学シフトの差異



生理的条件下ではメリチンは

ランダム構造をとるが、膜に

結合すると同時に親水性領域

を外側に、疎水性領域を膜に

埋め込んだ αーへリックス構

造をとる。 αーへリックスは

膜電位に従って膜を貰通し、

親水面を向けて会合しイオン

チャンネルを形成する。イオ

ンチャンネル形成は膜電位を

形成する時にのみ起こること 図6 メリチンによる溶血活性のスキーム

が報告されており、ここに示

したモデルと対応する。

N 

〈本研究は昭和 62年度科学技術振興調整費による"生体膜機能の解析、利用技

術の開発に関する研究"の一環として行われたものである。〉
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多屯受吏ラ-rczフ e リニ〆Q)詰寄託欠牢棒文章Q)葺汗多苦

〈東大薬〉田中懐之半沢宏之矢田信久高橋栄夫海老沢計鹿

西村善文蓋量豊撞

免疫系を代表する糖タンパク質である免疫グロプリンは，異物の認識から排除に至る

一連の生体防御反応の涜れを担う. タンパク質分子の高次構造の構築という視点から

見れば，免疫グロプリンは，異なる機能が，異なるドメインによって発現されている

多様能タンパク質である. 我々はこれまで，免疫グロプリンの高次構造が，その機能

とどのようにかかわっているかについて， NMRによって解析を進めできた. 今回は，

重水素ラベルマウスモノクロ}ナル抗体〈則的を用いて，これまでに得られた成果に

ついて要約する.

《試料の調製》

重水素ラベルト1Abの調製については，すでに報告した. 現在までのところ， Tyr-2，6 

・d2，Trp-2，4，5，6，7・d5，Phe-2~3 ， 4 ， 5 ，ß ・ d5 によって，重水素ラベルを行っている.

表 1: NMRによって解析を行っている門Ab

Hybridoma 5pecificity I sotype 

27・44 dansyl IgGl @ 

27・13.6 dansyl IgG2a @ 

27-1BI0.7 dansyl I gG2a(sho rt) @ * 27・35.8 dansyl IgG2b @ 

7D7 17α-OH-progesterone IgG2b 

4B.223 17α-OH-progesterone IgG2a 

7.5.14.21 acety 1 cho I i ne IgG2a 

Hyb.Cl HEW lysozyme IgGl 

14:1.1 551 IgGl 

14.2.3 551 IgG1 

14.3.3 551 IgGl 

14.4.1 5S1 IgGl 

57・2 5S1 IgGl 

梓

持

梓

梓

持

梓
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【表 1の脚注】

@ L鎖 (Vl，Cl)および VHを共通にもつ "switchvariant" MAb 

:1* VH， Vlの一次構造が既知の門Ab

* ドメイン 1個分(恐らく CHl ドメイン〉が欠落した switchvariant門Ab

27・35.8および 7D7ハイプリドーマ由来の IgG2bについては，バパイン消化により，

均一なF'ab およびF'c フラグメントを得~条件を確立し， NMRの測定を行っている.

<{ IgG， Fab， Fcの IH附Rスベクトル》

以下， 27・35.8ハイプリドーマ由来抗 dansyl抗体 (lgG2b)を用いて得た実験結果

についてまとめる.

図 1に示すように，通常の門Abでは， His残基のシグナルが一部分離しているだけ

である. これに対して，重水素ラベルを行うと，分解能に大きな改善が見られる.

図2は. IgG， Fab. F'cのスベクトルを比較したものである. ここで IgGのスベク

トルは，スピンエコー法によって測定したF'abは，明瞭に分離した Tyrおよび His

残基のシグナルを与え~. 種々の門Abの比較か、ら，分離して観測可能なシグナルは，

ほとんどがV領域由来であることがわかる.

F'cフラグメントもまた，きわめて明瞭に分離した Tyrおよび His残基のスベクト

ルを与える. シグナル a-fは， Tyr残基由来である. シグナル bは，サブクラ

スの異なるマウスの IgGを比較す忍と， IgG2aと IgG2bに存在するが， IgGlでは欠

損している IgG2aと IgG2bの場合には 296起が Tyrであるのに対し， I gGlでは

Phe に置換してい~. このシグナルはまた，すでに林によって帰属が行われている

ヒト IgGl F'cの Tyr-296と化学シフトが一致する. これらの事実から，シグナル b

を Tyr-296に帰属することができる. そのほかの6本のシグナルはすべて CH3 ドメ

イン由来である. マウスの IgG2bのF'cには，全部で7個の Tyr強基が含まれて

いる. すなわち，シグナル fが恐らく 2本重なっているほかは，すべてのシグナル

が分離していることになる.

《抗体制より見た抗原抗体反応》

図4に MAb27 ・ 35.6 由来のF'ab に，抗原である ε-dansyl-L~lysine を添加した場

合のスベクトルの変化をしめず!~fl を付した 3 本のピークに劇的な変化が観糊され

る. すなわち，ピークの蕗はそのままにして，強度が減少し，遂に消失する. 抗原

がF'ab tこ対して過剰にな~と， dansyJ基の芳香環プロトンに由来するピーク〈マ〉

が見え始める. このピークは， 30べでは，化学シフトが遊離の dansyl基の場合に

比べて変化がなく，かっ線幅もシャープである. 一方，測定温度を 450Cに上昇させ

ると，線幅が広がり始める. すなわち，ここで用いている系においては，抗原は，遊

磁の状態と，抗体に結合してい~状態の聞をゆっくりと交換してい~のであ~.
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図 抗 dansylマウスモノクローナル抗体 IgG2bの lHNMRスベクトル

A，垂水素ラベルしていない場合 B，重水素ラベルして， His C2-， C4・H

および TyrC3，5-HのシグナJ!.-を選択的に鏡測.

測定条件:400附z，30.C， pH = 7.3，μ=  0.2. 

図2:;重水素ラベル抗 dansylマウスモノクローナル抗体 IgG2bおよび，それから

バパイン消化によって得た Fab，Fcの lHNMRスベクトルの比較.

A， Fab; B， I gG; C， Fc. 

測定条件:400附z，30・C，pH 7.3，μ=  0.2. 

ここに示すIgGのスベクトルは， CPMG法(l闇sx 20) によって測定した.

図3 重水素ラベル銃 dansylマウスモノクローナル抗体 IgG泌を用いて得た

芳香環領犠のシグナJ!.-の pH滴定曲線 30.C，μ=0.2. 

実線は Fab，点線は Fcに由来.

図4:抗原の添加によ忍 Fab(抗 dansylマウスモノクローナル抗体 IgG2b)の

'H NMRスベクト J!.-の変化 pH 7.3， 30.C，μ=  0.2. 

A，抗原がない場合 B，モJ!.-比にして， f'abあたり抗原を約 116量添加;

C， Bの倍量の銑原を添加 D-H，以下同様に倍量づっ抗原を追加.

Gの段織で， Fabの抗原結合節伎は，抗原でほぼ飽和されている.
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9 
穏鎖構造と免疫グロプリン G の婚鎖多様性

(阪大・医・生化) 雇是非 茂、西伊] 淳、谷口直之

The heterogenelty of sugar chalns in bovlne immunoglobulln G based on structures 

of sugar chalns in solution 

Shi互主工旦 E且1li. Atsushi Nlshikawa and Naoyuki Taniguch 

(Department of Biochemistry， Osaka University Medical School) 

The asparagine-linked sugar chains of bovine immunoglobulin G wefe separated 

by reversed phase HPLC and their structures were determined by lH NMR 

spectroscopy. In biantennary complexes without bisecting GlcNAc， a monogalac-

tosylated sugar chain at the Manrl-3 branch was a larger component than that at 

the Manc{1-6 branch. On the other hand， in bi sected biantennary complexes， the 

monogalactosylated one at the Mandl-6 branch was a larger component than that at 

the Man~1-3 branch. The difference ln the above sugar structures can be well 

explained by the branch specificity of bovine milk galactosyltransferase and the 

substrate specificity of bovlne kidney N-acetylglucosaminyltransfera~e III. 

[序論]

高磁場 NMRの登場や HOHAHAなどのパルス系列の開発により‘ NMRI土稽タ・ンパタ質や鰭脂

質などの篇銭構造の決定においても非常に有効な手段となっている.また、穏鎖の溶液中

での立体構造に対する砺究も NMRを用いて盛んに行なわれつつあり、これらの積鎖構造に

対する研究は、結鎖の生合成過程に対する有効な情報を与えてくれるものと期待される.

結タンパク貨の一つである免疫グロブりン G のアスパラギン結合君主繕鎖に i士、図 I に示

した様な多様性が存在することが、ヒトの

場合に示されているりまたウシの免疫グロ

ブリ>'G では、 bisecting GlcNAc(GlcNAc 

9)を合 ま ず 、 Fuc を有する二本語鎖糖で、

非還元末端がともに Ga I であるものと、図

l の Man a 1-3 分校の GaI が欠如したもの

が主なのもであると報告されていたが、我

々は、 NMR解析により Ga I が欠如している

のは、 Man a 1-3 分校ではな<Ma n a 卜 8

分枝であることを示した 2)

6・ 5・ 4・
士Ga181-4GlcNAcs1-2M自主，，(1-6 士 Fuc~1-6

¥1  
まGlcNAcβ1-4一Man81-4GlcNAcsl-4GlcNAc

9 / 3 2 
土GalS1-4GlcNAc81-2M叩叫-3

6 5 4 

図:tを付けた単婚は、それぞれ単槍

を合有する篇鎖および合有しない槍

鎖が存在することを示す.
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H鎖にーヶ所しか存在しないにもかか免疫グロブり Y G のアスパラギン結合型糖鎖 i士、

ウシ免疫グロ上に 示した様に穂鎖に多様性が晃られることにわれわれは注呂し、わらず、

これらの多様性の原因を溶液中での穏ブりン G の積 鎖の多様性を明らかにするとともに、

鎖構造との関連において稽転移酵素の基質特異性から解析を行った.

[方法]

ヒドラジン分解によりタンパタ質

部分より切断し、精鎖の分離・精製を容易にするため還元末端を 2ーアミノピリジンで修飾

し、ま長光および UVでの検出を可能にしたむこれらの修飾された槍鎖は、東ソーの TSKgel

ウケ免疫グロプリン G のアスパラギン結合型繕鎖は、

OD$-80TMを用いた HPLCにより分離・精製した.精製した糖鎖は日 20 による凍結乾燥を数回

日本電子社製 GX-500にて行っ測定は、NMR測定を行った.日20 溶液にて

た.測定温度は 300 cで、

くり返した後、

TSP溶液を用いた.外部標準として

NMRにより構造を同定した稽鎖を受容体基質として用い

ウシのミルクより精製したものを

槙転移酵素の活性測定に i士、

ガラクトケルトランスフエラーゼの活性測定には、た.

ウケの腎臓のホモN-アセチ Jレグルコサミニ Jレトランスフエラーゼの活性測定に i士、用い、

ジェネート 900gの 上 楕 を 用 い た .

[結果と考察] V脳

ウシの免疫 グロプリン G のアスパラ

vu 
ギ Y 結合型穂 鎖の HPLCでの溶出パター

--s。a-
-
E

』。一

Fo---・
白

図中にローマ数字

ウ シ の 免 疫 グ ロ プ リ ン

ンを図 2 に示した.

で示した様に、

G にも十二種類もの穂鎖が合まれてお

およピーク V11 り、主成分の稽鎖 i士、

NMRスペクその結鎖のぴ V111であり

80 40 60 
Elutlon Tlme (mln) 

20 。
のスペ図 3 (b) に示した.トルは図 3

クト ル か ら ピ ーク V1 1 1の 稽 鎖 は 非 還 元

1 
[l 

ChemIc副 ShIft伽開司}

図2

末端がともに Ga1 である槙鎖である乙

の犠鎮で i士、

一つの Ga1 が欠如していることが図 3

ピーク V11 とがわかる.

8で示したのスペクト Jレにおいて(a) 

プロ トンからの面積強度が

一個 分 の プ ロ トンに相当することから

また、欠如している明らかとなる

Ga 1 の C-1

分校の方のものであ

プロト y の化

a [-6 

Man 4 のC-1 

は Man

ることが、

Ga 1 

a.b はそれぞれ図2のピークVII、

VIIIの糖鎖の NMRスペクト Jレを示す.

図g
学シフト 1;);変化していないが、 Ma n 4' 
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また、他の糖鎖の NIIRスベクトルは図 4

6こ 示し、これらの NIIRスペクトルからの化

学シフト値を表 I にあわせて示した。これ

ら の NIIRのデータおよび穂鎖のフコシダー

ゼなどによる酵素消化などの結果から、そ

れぞれの糖鎖構造が図 5 に示したように決

定された.これらの結果から、ウシの免疫

グロプリン G の稽鎖において、 bisecting

GlcNAcを合まない稽鎖ではlIan a 1-6 分校

に Ga 1 を合まない槍鎖の方(図 2 のピーク

111 および V1 I)が Mah a 1-3 分校に Ga 1 を

合 まない糖鎖(図 2 のピーク 11および V1) 

よりも多〈の割合を占めていることが明ら

かとなった.一方、 bisecting GlcNAcを有

する糖鎖に関しては、逆に 11a n (Xトs分 校

に Ga1 を合まない繕鎖(図 2 のピーク X)の

方が、 Man a 1-3 分校に Ga1 を合まない稽

蜘帥.-

4・ 。
ch・w出描，1Shltt (p酬明3

図 a，b，c，d.e，f，gはそれぞれ図2のピーク I、

IV、V、VI、IX、X、XI、XIIの棒銀の

鎖(図 2 の ピーク XI)よりも少ない穏鎖成分があった.
NMRスペクトルを示す.

これらの槍鎖成分の割合の差異の一つの原因は、稽鎖に Ga1 を転移するガラクトシルト

ランスフエラーゼの 活 性 が bisecting GlcHAcを持たない結鎖に対して、 Man (X 1-3 分 校 の

万が Man (X 1司自分枝よりも約 3倍大きいが、 bi s e c t i n g G 1 c NA cを有ーする語鎖に対する場合

その 活性 がと もに低下す

るが、 Man (X 1-3 の分校 inm.mo g 1 obu 1 in C 

Table I 官lE!chemical shifts 01 indlvldual components 01 5ugar chalns 01 bovlne 

に対 する 活性 の低下の方

が 著し〈、それぞれの分

校 に対する活性がほぼ同

等 になることにある.

このガラタトシ Jレトラ

ンスフエラーゼの活性の

変 化 i士、 NMR解析により

明らかにされている著書鎖

の溶液中での構造により

よく 説 明 さ れ る bi s e c 

ting GlcNAc を有する図

5 (I X)で示した穂鎖の溶

液中で の構 造の 模式図を

図 B に示した。この図か

ら明らかなよ うに

No. of peak Anomerlc <C-1) protons 

1n Flg. 2 Man3 M副 4 M副 4・Glc胤 c5GlcNAcS' Ga16 Ga16' Fuca)ClcNAc9 

I 
IV 
V 
VI 
Vll 
VIll 
IX 

x手〉
XII 

8
8
8
9
 

6
6
6
6
 

4
4
4
4
 

••• 4
4
4
4
 

a
u

勾，勾，
ee
司，内砲件。，目・

5
5
5
7
5
8
6
8
 

8
8
8
8
8
8
8
8
 

-

-

-

-

-

-

-

a
-
a
-
a“，
a
a
T
4
-
a
-
a噌

a-

5

4

4

6

5

 

守
，
司
，
『
，
司
，
，
，

必
句

d
-
y
a
a
'
a
A守

au噌

-

目

・

l

a喝

aa噌

aa噌

a
u
T
a
u
t

2

2

4

6

5

 

，
，
句
a

守
，
守
，
守
，

凋
句

a
-
a
-
a
u
，a噌

.•••• 4

4

4

4

4

 

7
5
9
4
8
6
7
6
8
6
 

5
8
5
8
5
8
4
7
7
7
 

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
 

•• 

，
 
.••• 

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
 

7
5
9
9
6
8
2
4
8
8
 

5
8
5
5
8
8
5
5
7
7
 

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
 

-

-

-

-

-

-

-

-

A
宅
凋
倦

aa噌

a品可

a品可

a句

aa宅
必
舗
も

a侍

aA唱

6
7
7
5
8
5
6
6
6
6
 

1
2
1
2
1
2
8
0
8
日

9
9
9
9
9
9
8
0
8
0
 

・
・
・
・
・
・
目
・

4
4
4
4
4
4
4
5
4
5
 

日
3
2
2
5
6
2
2
3
3

。‘。
&
n
a

。‘。，
a
の
&
R
u
c
u
a
u
R
b

1
1
1
1
1
1
0
0
0
0
 

•••••... '
h
u
R
“R
d
w
p
h
d
R
M
F
b
"
a
R
U
F
b
F
b
 

0
2
7
3
8
5
 

6
8
6
8
6
8
 

7
7
7
7
7
7
 

••• 4
4
4
4
4
4
 

No. 01 peak C-2 protons MethYl protons-

jn Fig. 2 Man3 M副 4 Man4' GlcNAcl a)GlcNAc2a)ClcNAcS GlcNAcS' Fuca)GICNAc9 

I 4.233 4. 186 4. 106 1. 967 2.071 2.057 2.051 
IV 4. 233 4. 189 4. 11 I 1. 952 2.075 2.055 2.048 
v 4.235 4. 189 4. 108 1. 910 2.081 2.057 2.052 J. 171 
VI 4.234 4. 188 4. 107 1.964 2; 082 2. 057 2. 048 1. 169 
VII 4.236 4.191 4. 108 1. 910 2.081 2.055 2.053 J. 170 
VIII 4.237 4. 193 4. 107 2.003 2.087 2.056 2.049 1. 189 
IX 4. 163 4.245 4. 144 1. 962 2.079 2.063 2.050 J. 166 2.071 

xド〉 4. 163 4.248 4. 142 1. 963 2.084 2. 062 2. 041 J. 165 2. 071 
2. 062 2. 049 1. 172 2. 072 

XII 4. 166 4.250 4. 140 J. 909 2.084 2.061 2.041 1. 164 2.070 

a) These chemical sh1fts were pH-dependent. due to the ne1Bhborlng 1個 lnogroup. 

b)百18 lH NMR spectrum of-this 5uga， chaln was obtalned with a mlxture witb the $Ulat 

chain of peak X. 
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bisecting GlcNAcと Man a 1-3 分校の GlcNAcとが

非常に隣接した位置に存在している.この bisec-

ting GlcNAc からの立体障害のため、ガラクトシ

Jレ ト ラ ン ス フ エラーゼの Man a 1-3 分校に対する

活性が著しく低下したものと考えられる.この推

;l¥i I士、 bisecting GlcNAcにガラタトシ Jレトランス

フエラーゼにより Gal が導入きれないことによ勺 (Vl 

ても支持される.また、 !!an a 1-8 分校側に対す

る活性の低下も、この分校の GlcNAcが GlcNAc2 に

近づいた位置に存 在 す る た め と 予 想 さ れ る .

もう一つの原 因 は 、 bisecting GlcNAcを導入す

る N-アセチルグルコサミニルトランスフエラーゼ

111 の基質特異性に基づくものと考えられる.こ

の穏転移酵素の基質特異性を図 5 (V) から (V1 1 I) 

で示した 4種類の舘鎖を受容体基質をして調べた

結果、図 5 (V) で示した結鎮が最もよい基質とな

り図 5 (V 1 1 )および (V1 1 I)で示した穏鎖 i士、我々

が用いた反応条件では基質とはなり得なかった.

N-アセチルグルコサミニ Jレトランスアエラーゼ
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図5

Man 0: 1-6分校

111 が bisecting GlcNAcを導入する擦に i士、基質である犠鎖の Ma n Kan 0: 1-3分校 1 

出ト3 分校と Man 0: 1-6 分校とが図 8 に示した 様 に 互 い に 広 が っ た 、 ~.?p

状態で反応部位に結合し、 GlcNAcの導入を容易にしているものと予 j{)("]、 1

恕される.この 様、 Man 0: 1-3 分校の方が、この酵素との結合によ

り必要であると考えると、得られた結果を十分 に 説 明 す る こ と が で

きる.すなわち‘ Man a 1司自分校に Ga1 を有する結鎖はこの酵素と

の 結 合 に 大 き な影響を及ぼさないが、 Man a 1-3 分 校 に Ga1 を有す

なるものと予想される.

る嬉鎖で i士、この Ga1 が大きな立体障害となり酵素と結合できなく図8 図5(IX)で示 Lた

槍鎖の模式図

以上の結果および考祭から、 bisecting GlcNAcを 持 た な い 穏 鎖 に お い て は 、 Man 0: 1-3 

分殺に Gal を有するものがより多くの割合で存 在 し ‘ bisecting GlcNAcを 有 す る 穂 鎖 に お

い ては 逆に Man aト 8 分校に Ga1 を 有 す る ものがより多〈の割合で存在するのは、結鎖生

合成過程におけるガラクトシルトランスフエラーゼおよび N-アセチルグルコサミニルトラ

ンスフエラーゼ 111 が持つ基質特異性をよく反映したものと思われる.
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10 NMRI三μ企ìi;~，レフィザ〉元うジカ Iレヲ持奏ワ守主痔進。鳥~

f支丈、ェJ ο森島綾ノ藤# J!完成、生~jJ

NMR STUD工ESOF UNUSUAL ELECTRONIC STRUCTURES OF METALLOPORPHYR工N

-RAD工CALS

工saoMorishima， Hiroshi Fujii ~nd Yoshitsugu Shiro (Kyoto Universi七y)

日ehave studied the paramagnetic NMR of some metalloporphyrin ~-radicals which afford broadened 

or no distinct ESR signals due to enhanced electron relaxation and exhibit the unbroadened hyper-

fine shifted m低 spectra.Experi皿.entally，two different cases are distinguished for such radicals 

in which (a) the unpaired electrons of the metal and the porphyrin are more or less magnetically 

interacted and (b) the metal center is in a diamagnetic state but the π-radical orbitals (a
1u 

and a
2u 

for D
4h 

sy四 netryand a
2 

and b
2 

orbitals for c
2v 

sy四回try)are nearly degenerate. Ru(工工)

and Co(工II) porphyrinπ-cation radicals are the typical examples of the case (b). Meso-oxyporphyrin 

冗 -neutralradical is also another example of the case (b). As a exa田pleof caSe (a) we have studied 

Fe(工工工)ーchlorin7[-cation radicals which afforded an extraordinarily large H shift of 650 ppm. 

Some implications of the electronic structures of these metalloporphyrin 7L-:-radical.、sare discussed 

in relation to their biological significance. 
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11 lH. 2H-NMRによる金属ポルフィリン πアニオンラジカルの電子

状態の研究

(京大・工 o山口 和也・藤井治・森島績

An NMR Evidence for MetalloporphyrinπAnion Radical Character 

Kazuya YAMAGUCHI， Hiroshi FUJII and Isao HORISHIMA (Kyoto 

University) 

In order to solve the question of whether a redox reaction has occured at 

the iron atom or at the porphyrin ring in highly reduced co阻plexes.we studied 

the meso-substituted Octaethylporphyrin (OEP) by NMR spectroscopy. In the 

one electron reduction products of Iron(II) OEP and Iron(II)圃eso-Chloro OEP， 

the meso-deuterium resonances exhibited downfield hyperfine-shifts (15 pp置)

and could be assigned to Iron(I) porphyrins. However， far hyperfine-shifts(30 --

210 ppm) were obserbed in singly reduced Iron(II) meso-Nitro OEP and Iron(II) 

田eso-FormylOEP. Such a large para圃agnetic NMR shifts are attributable to 

resonance structures of Iron(I) porphyrin and -Iron(II) porphyrin πanion 

radical. 

1.はじめに ヘム蛋白質は、へムと呼ばれる鉄ポルフィリンを持っておりこれが活性

の中心となっている。 生体エネルギーを生成する一連の酸化還元反応の酵素であるチト

クローム及びチトクロームオキシダーゼ、過酸化酸素を分解する酵素カタラーゼやベルオ

キシダーゼは、金属ポルフィリンが関与する重要な蛋白質であることが知られている。

これらのへム蛋白質の反応機構を理解する基礎として、高酸化状態または低原子価状態の

鉄ポルブイリン錯体の電子構造を解明する必要がある。 そこで我々は、これまで研究対

象とされることの少なかった低原子価状態について取り扱った。 この電子状態は、酸素

の活性化反応やヘム蛋白質の還元機構に関して重要である。 特に、鉄 2価ポルフィリン

を 1電子還元した化合物は、鉄 1価ポルフィリンか鉄 2価ポルフィリンアニオンラジカル

か、もしくはこれらの共鳴構造をとるのかが、議論の対象となっている。 これらの電子

状態は、ボルブイリンのメソ位の炭素上のスピン密度に、鋭敏に反映されることが示唆さ

れる。 しかし、メソプロトンシグナルは、鉄やラジカルの常磁性の影響で広幅化して、

1 H -NMRスペクトルでは、観測は、困難なことが多い。 しかし、 2H..:.NMRシグナ

ルは 1H -N MRのものと比べ線幅が減少し分解能が上がることが知られている。 これを

E
U
 

A
吐



利用して、メソプロトンを重水素化したポルフィリンを合成し、その2H-NMRスベクト

ルを測定し、低原子価状態にある金属ポルフィリンの電子構造を明らかにした。

2. 実験 オクタエチルポルフィリン (0E P)のメソ

プロトンの重水素化は、 Bonnettらの方法によった。 OE

Pのメソ位にニトロ基、ホルミル基、クロル基を一つ導入

したモノ置換体を合成した。合成方法は、文献に従った。

また、従来の方法で鉄をいれてメソ置換OEP鉄 3価高

スピン錯体を得た[図 1]。 これら化合物を乾燥テトラ

ヒドロフラン (DRYT H F )溶媒中でナトリウムミラー接

触還元法(真空下)または、ナトリウムーアントラセン還

x 

元宵~ (アルゴン雰囲気下)で化学的還元を行い、目的の 2 図 11 

電子還元生成物を得た。 NMRスペクトルは、 NICOLET NT-300を用いた。

シフト値は、 TMS基準である。 併せて、 UV-VI.S， ESR 測定及び分子軌道計

算も行い検討を加えた。

3. 結果と考察 a. 鉄 1価ポルフィリン

鉄 1価ポルフィリンの研究は、今日までに

OEP鉄錯体、 TP P (テトラフェニルポル

フィリン)鉄錯体について、 UV-VIS.

N MR， E S R，ラマン等で報告されている。

OEP鉄錯体の還元生成物のメソプロトン

の化学シフトは、 14.7ppm低磁場側に

見られる[図 2] 0 この生成物の ESRスペ

クトルでは、 g値が 2. 3 0と 1. 93を示

し、中心金属の鉄が 1価であることがわかる。

2H-NMR of 
14.7 

rーーー寸ー-戸寸ーーーー寸

1日o80 60 40 

15.0 

V岬 W世怖い崎山肌r'

OEP Fe(l) 

了一一「

20 0 ・20 -40. ・60 -80 -100 -120 
ppm from TMS 

[図 2) 

2H-NMR of 

meso CI OEP Fe(l) 

ル川山川岬川山相....，.tまた、 OEPのメソ位の一つをクロル基で

置換したメソクロルOEP鉄鎗体を測定した。

他のメソプロトンの常磁性シフトは、 1 5. 
6Z一石-20 「一"-T一一一寸

0 ・20 ・40 -60 -80 -100 

Oppm 低磁場側にみられ、無置換OEP銭
ppm from TMS 

[図 3] 

体と殆ど同じであった。 ESRでも、 g値が 2. 3 1と1. 93を示し、これもまた無

置換OEP錯体と同じであった[図 3]0 UV-VISスペクトルも類似を示した。

これらの結果よりメソクロル OEP鉄錯体の還元生成物は、鉄 1価ポルフィリンである

ことが明かとなった。

b. 鉄 2価ポルフィ I}ンπアニオンラジカル アニオンラジカルの研究は‘ TPP亜

鉛錯休の ESRや TPP(CN) 4鉄錯体のラマン等が行われている。 OEP亜鉛錯体の
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1電子還元生成物について ESR測定をすると、通常の有機ラジカルのように g= 2. 0 

o 1にシャープなシグナルが得られた。 この生成物のNMRスペクトルは、測定したが

観測されなかった。 これは、電子スピンによる強い局所磁場のため大きくブロードした

ためと思われる。 OEPのメソ位をふたつニトロ基で霞換したメソジニトロ OEP鉄錯

体の還元生成物では、 OEP亜鉛錯体と同様に g=2.001の ESRスベクトルが得ら

れ、 NMRスペクトルは観測されなかった。 また、 UV-VISスペクトルが、無置換

OEP鉄錯体のものとは大きく異なり長波長側にプロードな吸収がみられることからも、

この鉄ポルフィリン錯体の還元生成物は、鉄 2価ポルフィリン πアニオンラジカルである

と思われる。

C. 共鳴槍遣をとるポルフィリン

上で挙げたふたつの他にこれら極限構造

の共鳴状態にあるものも考えられる。

というのは、アニオンラジカルのラジカ

ルの分子軌道と鉄の d電子のうちの dX2， 

d Y2軌道が共に同じ対称性(e 9 )を持

つからである。 これらの軌道のエネル

ギー準位が近くなり、混合するとラジカ

ル電子は、非局在化するため、鉄 1価ポ

-58.2 
2H-NMR 01 

meso N02 OEP Fe(1り
anion radical 

T 
-40 

T 
-200 

ルフィリンでもなく鉄 2価ポルフィリン

πアニオンラジカルでもなくて、これらの共鳴構造をと

ることが考えられる。しかし、これまでその様な共鳴構

造についての実験の報告はない。 そこで、我々は OE

Pのメソ位にニトロ基をひとつ導入したメソニトロ OE

P鉄錯体について検討した。 この還元生成物のメソプ

ロトンのNMRスペクトルは、-58; 2と-209. 

8ppmという異常に大きな高磁場シフトを示した[図

4 ]。 このシフト大きさは、単なる鉄の常磁牲の彰響

だげでは説明できない程大きいものである。この様に大

きな常磁性シフトは、ポルフィリンカチオンラジカルや

ニュートラルラジカルなどではみられる。 よって、ご

ればポルフィリンの πラジカル性によるものであると考えられる。

-80 
¥一

-120 -160 
PPM from TMS 

[図4] 

8040-d  

PPM from TMS 

[図 5] 

実際に、分子軌道法

(CNDO/2-UHF)によってメソ位の炭素のスピン密度を求め、それをIfcConnellの

関係式に代入してシフトの大きさを見積るとおよそ 200ppmとなり測定値とよい一致

を示している。 また、メチレンプロトンを lH-NMRで測定すると 17.4-63.3

ppmという比較的大きな低磁場シフトを示した[図 5]。 これもまた分子軌道計算か

ち見積るごとができる。 ごのシグナルの本数から中心金属である鉄は、 5配位檎遣をと

司'
d
u
z
 



っていることもあわせてわかる。 さらに、 NMRのエパンス法により磁化E艇を測定する

とμ今川=5. 8μn となり、スピン S=5/2であるごとがわかった。 ESRでは、上

述の二つの極限構造のいずれのものとも異なり、 g= 5.6 3. 2 . 0 0という非常に大

きな異方牲を示すスペクトルが得られた。 これは、純粋なラジカルでは説明できない.

UV-VISスペクトルでは、ラジカルのものとよく似ていて長波長側に大きなプロ・ード

な吸収が現れる。 これらの結果から、メソニトロ OEP鉄鎖体の還元生成物は、鉄 1価

ポルフィリンと鉄 2価ポルフイリン πアニオンラジカルとの共鳴構造をとっているととが

わかる。 その共鳴は、 πアニオンラジカル性の性質が強い。 また、 OEPのメソ位に

ホルミル基をひとつ導入したメソホルミル OEP鉄鎖体の還元生成物について検討した。

このメソプロトンの NMRシグナルは、 -30--40ppm高磁場にみられた。 ラ

ジカル牲のもののシフト値がー 200ppmで、鉄 1価のもののシフト値は 15ppmを

考慮すると、この生成物はちょうど中間の共鳴矯造をとっている可能性があるカえあるい

は、まったく別の反応が起こって何か他の化合物になっているとも考えられる。 この E

SRスペクトルは、有機ラジカルのものと同じで g=2.001を与える。 UV-VI

Sスペクトルでは、他のメソ置換体とは異なるようにみられるパターンを示している。従

って、このメソホルミル OEP鉄錯体の還元生成物については更に詳細な検討をしなげれ

ばならない。

d. 盤量 鉄2価ポルフィリンを 1電子還元した生成物の電子情造について、主に2H

-NMRを用いて議論した。 メソ位に電子吸引力の異なる各種の置換基を導入した OE

P鉄錯体を合成し、メツプロトンの常磁性シフトを糠定する.ことによって、その還元生成

物の電子構造が、鉄 1価かアニオンラジカルかまたはこれらの共鳴情遣をとるかを決定で

きた。 これらの結果をまとめたものカ人表 1である。 これを見ると、メソ位に導入す

る置換基の電子吸引性が強いほど¥鉄 1価からアニオンラジカルへと移っていくごとが、

NMRの常磁性シフトの大きさを見積ることによって分かる。 即ち、鉄 1価のとき小さ

な低磁場シフトしていたのに対し、電子吸引性基を導入すると、中心金属の鉄に比ベボル

フィリン環の軌道の準位が下がり鉄とポルフィリンの軌道が混ざり共鳴構造をとり、ポル

フィリン環にラジカル性が生じ、大ぎな高磁

場シフトがみられるようになる。 以上の結

果から、 NMRシグナルは、純粋なラジカル

では観測困難であるが、メソニトロ OEP鉄

錯体のように非常にラジカル性の強いもので

も共鳴構造をとっているため観測可能となっ

ていると思われる。 このように特殊な場合

ではあるが、ラジカル種の共鳴構造を研究す

るうえで、 NMRは有用な知見を与えてくれ

ることが本研究から期待される。

表 I

OEP Fe 

圃esoCI OEP Fe 

.eso CHO OEP Fe 

lIeso NO:? OEP Fe 

国eso(N02h OEP Fe 

。EPZn 
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メソプロトン (pp自〉 電子構造

14.7 Fe(l) PORPHYRIN 

15.0 Fe(I) PORPHYRIH 

-30. -40 
--------ー-----. 

-58.2. -209.8 RESONANCE(ANION RADICAL) 

NOT Fe(II) ANION RADICAL 

NOT Fe(II) ANION RAOICAL 



12 遺伝子操作によるアミノ酸置換変異ヘモグロビンのNMRと

その高次構造

(京大工・'阪大医・・・阪大基礎工・ "'MRC分子生物研)

0石森 浩一郎・森島 緩・今井 清博・・伏谷 建造・・宮崎源太郎・・

D.Shih・・'.J.Tame.... K.Nagai'" 

NMR Study of Hu田anMutant Hemoglobins Synthesized in 

Escherichia coli 

K. ISHIMORI'， I. MORISHIMA'， K. IMAI・ K.FUSHITANI". 

G. MIYAZAKI"， D. SHIH'''， J. TAME・R ・andK. NAGAI"・

('Kyoto University， "Osaka University， "'MRC Laboratory of 

Molecular Biology) 

Two artificial human mutant he田oglobinsin which a key a盟inoacid residue. 

α42(C7) tyrosine， was substituted for phenylalanine or histidine were 

synshesized in Esch豆richiacol1. Since the hydroxy group of α42 tyrosine is 

bonded to the carboxylate ofβ99 Asp in the deoxygenated state， the effect of 

these mutations of the hydrogen bond on the structure and _ function could be 

exa阻inedby NMR spectra and oxygen equilibriu盟 curve. We found that the 

for田ationof the specific hydrogen bond between αand βsubunit are critical 

for the structure and function of hu阻anh.emoglobin. 

[序論] ヘモグロビン (Hb )は、生体内での酸素運搬体として重要な役割を果たして

おり、特に、その酸素化過程におげる協同的な酸素結合は、代表的な酵素のアロステリッ

ク効果として興味深い。そのアロステリック効果の分子論的メカニズムの解明のたのには、

どのようなアミノ酸残基がどのような構造的、機能的役割を持っているのかを詳細に検討

することが必要である。 Hbには幸いにも、 60'0種を越えるアミノ酸の置換等を有する

天然の変異体(異常 H b)が報告されており、そのうちのいくつかについては、詳細な構

造的、機能的異常が明らかになっている。しかし、研究上、重要と考えられる変異が必ず

しも存在しているわけではなく、 また、今後そのような変異体が出現するという保証もな

い。そこで、近年発遼してきた遺伝子操作の手法を応用し、天然にない蛋白質を大腸菌の

蛋自費合成系を用いて発現させ、自由にアミノ酸置換した蛋白質を得ることが試みられて

きたが、 NMR測定のように比較的試料を大量に必要とする測定手法には応用が盟難であ

った。しかし、今回、 Nagaiらの開発した効率のよい発現系 1を用いることによって、人工
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的にアミノ酸置換した HbのNMRを初めて測定することに成功したのでことに報告する.

[材料と方法] アミノ酸の置換位置としては、 Hbの高次構造や機能の維持に対して大

きな役割を持っていると考えられるにもかかわらず、現在まで、天然にその置換体が報告

されていない α42Tyrを選んだ。このTyrはα1βE界面に存在し、天然のHbAではデオキ

シ状態(r T J状態)のときに β299Aspとの聞に水素結合を形成し、そのNMRシグナル

は rT Jマーカーシグナルとして、 NMRによる高次構造解析のたぬの重要なシグナルの

ーっとして利用されている。このTyrの位置に、 Tyrと比較的立体障害のよく似てはいるも

のの、水酷基がないために水素結合できないと予想されるPheやHisを導入し、 Nagaiらの開

発した発現ベクターpLcIIFXglobinを用いて、大腸菌内で置換グロピン鎖を発現させた。置

換グロビン鎖の精製は既報 1に従い、アミノ酸置換は DNAの配列と発現したグロビンのマ

ススペクトルから確認した。

[結果と考察 1. アミノ睡置換HbのNMRスペクトル 図 1A，BにHb (α42Tyr→P 

he)、 Hb (α42Tyr→His)、 HbAの02体、 CO体のNMRスペクトルを示す。天然のH

bAでは、水より低磁場側に α1β1界面の水素結合に由来する 2個のシグナル(7. 4p開，

8.3pp阻)と 02体では5.8p開、 co体では5.9pP固に rR J状態特有の水素結合 (α194Asp-

β2102Asp)に由来するシグナルが観測され、その高次構造が rR J状態であることを示し

ている。一方、高磁場側には、ヘムの環電流によって高磁場シフトしたシグナルが観測さ

れ、これらのシグナルのうち、 02体でー7.2p問、 co体で-6.6pp田に観測されるシグナルは、

ヘムポケットの遠位H'is側にある ValEl1の γ1-メチル基と帰属されている。

H b (α42Tyr→Phe) 0 2体の場合、 5.8pp固に rRJ状態特有のシグナル、ー7.2ppmにVa

lEllのシグナルが観測され、その高次構造は天然Hb 02体とほぼ同じであることを示して

いる。 CO体の場合にも、 5.9pp田に肩が観測され、これが rR Jマーカーと考えられる。

高磁場側の-:6.7pp阻のシグナルは、わずかに分醸しているが、これは αサプユニットと βサ

Hb02(a42Tyrー.Ph・1

1" 50mM BI! τrls-O.1MCl-
pH7.40123・c

HbCO(a42Tyr-Ph・1

~ ¥よ…。
6-5-B  6B ・E8'110 g 一s 7一6-5  -6 -7 ・8
ppm from H20 ppm from H20 

図 1A 02体のNMRスペクトル 図 1B C 0体のNMRスペクトル
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プユニットのValEllのメチル基が分嫁してきたものと思われ、 C O体の場合も局部的な構

造変化は認められるものの、その高次構造としてはほぼ天然H bと一致するものと考えら

れる。 Hb (α42Tyr→His)の場合でも、特徴的なシグナルパターンは天然の場合と一致し

ており、 02体、 co体とも天然 Hbとよく似た高次構造をとっているということがわかっ

た。つまり、 α42TyrのPheやHisへの置換はヘム鉄に配位子が結合した rR J状態ではその

高次構造に大きな影響を与えないことを示している。

一方、ヘム鉄から配位子が解厳し、デオキシ状態のNMRスペクトルを図2に示す。

天然HbAの場合、鉄の常磁性により、水から 72p問、 60pp田にそれぞれ近位HisのN1Hシグ

ナルが、 5から 20pp置にはへムに結合したメチル基のシグナルが観測される。また、水から

5から 10ppmには02体と同様、サプユニヅト界面に存在する水素結合のシグナルが観測され

るが、 9.4pp固と 6.4pp圃のシグナルは、 r T J状態特有のシグナルで、 r T Jマーカーシグ

ナルとよばれている。特に、 9.4pp田のシグナルは、 α142Tyrとβ299Aspの水素結合に由来

しており、この水素結合は rT J状態の高次構造維持のため重要な役割を果たしているこ

とがX線構造解析の結果などから示唆されている。

との α42TyrをPheに置換した Hb (α42Tyr→Phe)では9.4pp圃のシグナルが完全に消失

しており、アミノ酸置換が完全に起こっていることと共に、シグナルの最終的な帰属が証

明できたことを示している。更に、この水素結合の消失は、単にそのNMRシグナルの消

失だげではなく、常磁性シフトしたNMRのスペクトルパターンも大き〈変化させた。ま

ず、近位Hisのシグナルは、天然のHbAに比べ、 αサプユニット、 βサプユニットともに

大きく低磁場側へのシフトを示している。このことは、鉄の不対電子がHisのイミダゾール

環に伝わり易くなったことを示しており、鉄-Hisの結合が rT J状態のHbAのように歪

がかかっているのではなく、歪のかかっていない rR J状態に近いと考えられる。ヘムメ

チル基のスペクトルパターンも天然のHb Aとは異なって、デオキシ状態でも rRJ状態

しかとれない化学修飾Hbの場合に類似している。以上の結果はHb (α42Tyr→Phe)では、

酸素が解醸し、デオキシ状態となっても α142Tyr四 β2Aspの水素結合が形成されないたの通

常の高次構造、 r T J状態をとることができないものと解釈できる。しかし、 r R J状態

NoliveHb 

一一人J丸一

in 50mM Bis-Tris-O.1MCl~ pH7.1 at 23・c

Hb(o42Tyr-Ph・}

Hb(・42Tyr-ーHI.1

~… 
100 製 80 70 60 50 40 30 25 

図2 デオキシ状態のNMRスペクトル

20 15 10 
ppm from H20 

噌
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特有の水素結合に由来する NMRシグナル (5.8ppm)も観測されていないことから、配位子

が解降することによって rR J状態からある程度高次構造変化が誘起されるものの、 r T J 

というよりは rRJ状態に近いままで固定されているものと考えられる。

もう一つのアミノ酸置換Hbである、 TyrがHisに置換した Hb (α42Tyr→His)では、

アミノ酸が完全に置換されているにもかかわらず、 9pp置付近に交換性のシグナルが観測さ

れた。これは、 Tyrの水酸基の代わりにHisのNHを用いて、 βサプユニットの99Aspとある程

度水素結合が形成されていることを示している。更に詮目すべきことは、常磁性シフトし

たNMRシグナルのパターンは Hb (α42Tyr→Phe)とは異なり、天然HbAのものとほぼ

一致したことである。これは、 αtHisとβ2Aspとの間に水素結合ができることによって、

近位Hisやヘムメチル基周辺の高次構造が rT Jに近い状態へと構造変化を起こしたものと

考えられる。つまり、立体障害が多少異なっていても、サプユニット聞の特定の位置に水

素結合さえあればある程度 rT J状態は安定化するものと結論できる。

-~三i盤置盤ILÞ----22醒業担割盤 H b (α42Tyr→Phe)、 Hb (α42Tyr→His)、天然H

bAの酸素親和性を図 3に示した。いずれのアミノ酷置換Hbも天然 HbAより高い緩和

性で、特に、 Hb (α42Tyr→Phりでは、単厳サプユニットやミオグロビンに近い親和性を

示し、協同性を示すHill定数もほぼ 1であった。この結果は、このアミノ離置換Hbの機

能が fRJ状態でほぼ固定されていることを示しており、 NMRによる高次構造の結果と

一致している。他方、 Hb (α42Tyr→His)の酸素親和性はそれほど高くなく、また Hi11定

数も 1より大きく、協同的な酸素結合が認められた。

これは、配位子結合によるアロステリツク効果が存 3.0~ 一一一ヨヘ\一一コー
在することを示しており、酸素の結合によって、高

次構造や機能が変化することを意味している。 N M

Rからみた高次構造も、デオキシ状態で rT Jに近

い状態に変化することが前項で明らかであり、この

場合も構造変化と機能変化を対応づげることができ
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以上、本研究の結果から、サプユニヅト界面の

わずか 1偶の水素結合の有無によって、 Hbの高次 1.0 

A 

らかとなった。このことはHbにおげる安定な rT J 

状態の形成、つまり高い協同性発現のためにはサプ

ユニット聞の特定の場所が水素結合によって圏定き

れることが必要であることを示している。今後、従 -u¥ 

来の研究によって構造的、機能的に重要とされてい
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るアミノ酸残基を本研究と同様な手法によってその

意義を的確に評価できるものと考えられる。
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13 ヘモグロビンのサブユニット間相互作用

(東工大工 o山本泰彦、 井上義夫、 中篠利一郎

工NTERSUBUN工T 工NTERACT工ON工N HEMOGLOB工N A: INFLUENCE OF SUBUN工T ASSOC工ATIONON THE 

SP工N EQU工L工BR工UMOF MET-AZIDO HEMOGLOB工N A 

Yasuhiko YAMAMOTO， Yoshio INOUE， Riichiro CHUJO 

(Department ofBiomolecular Engineering， Tokyo工nstituteof Technology) 

1H NMR analyses of the influence of the subunit association， 2a + 28→臼282' on the 

low spin 二~ high spin equilibrium of the individual subunits of paramagnetic met-

azido hemoglobin A have demonstrated that the formation of the intersubunit contacts 

leads' to a decrease and increase in the amount of high spin characters for the α 

and 8 chains， respectively， leaving the average position of the spin equilibrium 

approximately main七ainedduring the association. The observed shift in the spin 

equilibrium dictates small strengthening and substantial weakening of the axial His 

F8 - heme iron bond in th.e臼 and8 chains， respectively， upon forming the tetram巴r.

Thus the incorporation of th巴日 and 8 chains into the tetramer tends to equalize 

the structural property of their cavities as well as their heme magneticjelectronic 

propert工es.

常磁性へムタンパク質の NMRスペクトルで、タン

パク質のシグナルからは分離して観測される超微細シ

フトしたシグナルは、ヘムタンパク質の活性中心部位

であるへム(図 1)及びへムキャビティ の分子構造

・電子構造変化に対して非常に敏感である。したがっ

て、へムタンパク質の構造と機能との関係を研究する

ために広く用いられてきた。今回は、ヒト正常ヘモグ

ロビン(H b A)のサプユニット間の接触が、それぞれ CH:r 
のサブユニットの活性中心部桂の分子構造-電子構造

に対してどのような影響を与えるかを 1H-NMRに

より解析した結果を報告する。

H弘Aは、 α、βサブユニットそれぞれ2コが集合し

て形成された四量体(分子量約 64000}として存

在している。 α鎖及びβ鎖の活性部位の構造(図 2) 

は、基本的にはHb Aのサブユニットとして存在してい

CH3 

CH2 . CH2 

?H2042  

C02" C02" 

図 1 へムの分子構造。

つd
F
h
u
 



HlG/ 図 2:メトアジド体へムタンパク質

のへムと近傍に存在する遠位ヒスチ

ジン (HisE7)と近位ヒスチジン

(His F8)のイミダゾ ル環・の位置

関係。

る状態とほぼ同様であるが、四量体形成

、2α 鎖十 2β 鎮一 α2β2(HbA)、によ

って初めて、酸素を肺から末端組織へ効

率的に運搬するために必要な協同的酸素

結合性が発現すると同時に自らの酸素親

和性は著しく減少する。そこで、 HbAの

サブユニット聞の接触が、それぞれのサ

ブユニットの活性部位に与える影響を解

析するために、 HbAのサブユニットを単

離してへム鉄{酸化数十 3の状態)にア

ジドイオン {N3- }が結合した状態(メ

トアジド体)で 1H-N M Rを測定し、

そして解析した。それらの NMRスペク

トルを HbAのものと、 H20(約 20%020

を含む)と 020中でそれぞれ比較したも

のを図 3に示した。まず、 H20中メトア

ジド HbAのスペクトルで 14ppmより

低磁場側にへムのメチルプロトンに由来

する 6本のシグナル(九、 &ii = 1、5、

8. Ai、&iは、それぞれHbAのαとβサ

ブユニットを示し、数字はへムのメチル
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図4 へムメチルと HisF8 H.Hプロトンシグナルの伽rieプロット{ケミカルシフト値
占

VS. 温度の逆数)。 α ・β鎖と HbAのα ・βサプユニットの状態でそれぞれ対応する

シグナルについてCurieプロットを比較した oとーは、単離鎖の状態.と HbAのサブユニ

ットの状態のデーターを示す.α鎖の8ーメチルプロトンのシグナルは 2本に分裂する.

基の番号(図 1}を示す@なお、シグナ

ル帰属は、メチルプロトンを特異的に D

核でラベルしたへムとアポタンパク質と

の再構成により得られたHbのスペクトル

を用いて行ったとシングルプロト

ン以下の強度を持つシグナルX、Y、牢

が、観測される。ここで、 X、Yは、溶

媒のプロトンと交換可能なプロトンシグ

ナルであることは、 B~こ示した1)2 0 中の

スペクトルからそれらのシグナルが完全

に消失していることからわかる。なお、

スペクトルAでの XとYのシグナルの強

度が、シングルプロトン以下なのは、溶

媒として約 20%含まれる1)20の影響と

共に NMR測定時に"20のシグナルをホ

モゲート法で照射したことに起因する飽

和移動のためである。また、*で示され

たシグナルは βサブユニヴトのへムが、

C 

A 

B 
8 

図 5α鎮 (A)、HbA ( B )、 β鎖(c ) 
の 1H-NMRスベクトル (pH7.2，35・C)• 

単離鎮の状態と HbAのサブユニットの状態の

スペクトルで対応するシグナルを破線で示し

た.
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まわりのタンパク質部分仁対して、 α 、γ メゾプロトンの軸に関して X線結晶解析より

示された配向と比べて 180。回転した配向を持つへムの 4ービニル基の αプロトン仁由

来するシグナルである 2 Hb ^より単離した α鎖と β鎖のスペクトル(図 3のCD、EF' 

にそれぞれ示す。)にも、それぞれ 1つの化学交換可能なプロトンシグナル(X¥Yヲが

観測され、シフト値の比較より X、Yの各サブユニットへの帰属は、 Xはαサブユニ'"ト

Yはβサブユ二ットのプロトンに由来するシグナルであると帰属される。これらのプロト

ンは、そのシフト値、線幅、及びシフト値の温度依存性(図4)から考えて HisF8 HoH 

に帰属できる。

また、アジドイオンの配{立場はそれほど強くないために、メトアジド体のスピン状態は

低スピン状態と高スピン状態聞でのスピン平衡として存在し、両スピン状態の存在比は温

度に依存する。そのことは、図4に示したようにいくつかのシグナルのシフト値の温度依

存牲がCurie則に従わないという現象に表れている。

次に単離された α鎖、 β鎖のシグナルのシフト値をHbAでの対応するシグナルのものと

比較してみた(図 5)。その結果、単離された α鎮のシグナルは、それぞれHbAでの対応

するシグナルに対して低磁場シフトしていることがわかる。一方、 β鎮の場合は逆に、単

離された状態のものは、 HbAでの対応するシグナルより全体的に高磁場シフトしている。

これらのシグナルの全体的なシフトは、 α鎖、 β鎖のへムのスピン平衡が四量体形成によ

りどちらかのスピン状態(高スピン状態か、あるいは低スピン状態}の方にずれた結果で

あると考えることができる。根矢と船崎3 によって決定されたメトアジド体HbAの各サブ

ユニットのへムのスピン平衡に関するパラメーターを用いると、四量体形成により高スピ

ン状態の量は、 α鎖では約 2%減少し、 β鎖では逆に約 10%増加すると計算される。へ

ム錯体のスピン状態は、配位子により 2組の軌道群に分れるへム鉄の d軌道の分裂(配位

子場分裂)の大きさによって決まる。ヘムタンパク質のへムで、へム鉄の配位子場分裂の

大きさを制御する因子としては、へム鉄と HisF8 N~ との結合の強さの程度の変化が考

えられ、今回観測された四量体形成による両単離鎖のスピン平衡のシフトは、直接的仁、

Fe-Nj3:の結合の強さ仁関して解釈することができる。つまり、 α鎖のFe-Nf;結合は四

量体形成により僅かに強くなり、反対に β鎖での結合は弱くなったと推測される。また、

スピン乎衡のシフトの方向が、 α鎖と β鎖で、逆方向であることから四童体形成は、単離

鎖の状態で存在していた両鎖のへムの電子構造及びへムキャビティーの分子構造の差を減

少させる結果になる。したがって、 α鎖・ β鎖活性部位の分子構造は、四量体形成により

生じるサブユニット間相互作用により変化し、その結果として単離鎖とサプユニットの機

能の差が、うみだされていると推測される。
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14 エラオヘミシち倉むラオグロピコの ¥H-NMRス人。クトlレ

(主主薬科大)0木畏矢三好・舟崎免os"s

Proton NMR Study of the Myoglobin Reconstituted with Etiohemin. 

osaburo Neya and Noriaki Funasaki (Kyoto Pharmaceutical University， 

Yamashina， Kyoto 607) 

Sperm whale myoglobin was reconstituted with a synthetic hemin， 

etiohemin. 工ncorporationof the hemin into the heme poc'ket was confirmed 

with the electronic absorption and proton NMR spectra. The NMR spectra 

show that all of the four heme-methyl peaks are observed in the paramagnetic 

region with much smaller heme-methyl spread as compared with that of natural 

myoglobin. The results indicate that in-plane magnetic anisotropy is much 

reducedin the reconstituted myoglobin. The decreased magnetic anisotropy 

of etioh巴min.

was 工nterpretedas arising from the equival巴nceof the four pyrrole rings 
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特別講演 2HETERONUCLEAR POLARIZATION TRANS 

01e w. SOrensen 

Laboratorium fur Physikalische Chemie 

ETH司 Zentrum

8092 Zurich， Switzerland 

This lecture intends to throw new light on the efficiency of heteronuclear 
13 polarization transfer in liquid state NMR. and to present new ，vC editing tech-

nl ques. 

Conservation of entropy during reversible transfer leads to an upper limit 

for the total amount of polarization transferable from a number n of 1 spins to 

one S spin. This upper limit can be achieved in practice under certain circum-

stances including non-equivalence of the 1 spins. 

On the other hand. no pulse sequence is known whi.ch achieves the entropy 

limit in case of magnetic equivalence of the 1 spins. However， the hitherto 

most efficient non-selective pulse sequence. INEPT， is for n>2 less effective 

than experiments employing appropriate selective pulses. Two approaches have 

been employ巴dto obtain pulse sequences superior to INEPT: (i) A formal analogy 

between r巴focusingof antiphase multiplets and composite pulses for compensation 

of rf inhomogeneity; (ii) combined use of singl巴 transitionand Cartesian 

product operators allowing a direct derivation of pulse sequences. 

13 
In case of '-C editing. entropy considerations also makes it clear that 

establi.shed edi.ting techniques like DEPT and SEMUT do not take advantage of the 

full polarization available. New editing methods are presently under investi-

gati.on with thi.s fact in mind. 

Finally. selected new 2D or 3D pulse experiments will be described. 
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15 主鎖カルボニル炭素シグナルを出発点とする蛋白質 NMRスベクトルの婦属

拡張法の開発

(都立大理， Univ. Wisconsin-Madison 粛 ) 0甲斐荘正↑亘・佐藤晴哉・

細谷仁子・三宅洋子・ W. M. Westler 申・ J. L. Markley ホ

EXTENSION Of PEPTIDE BACKBONE CARBONYL CARBON ASSIGNMENTS TO OTHER NMR SIGNALS 

OF THE PROTEIN 

Hasatsune Kainosh 0， Haruya Sato， Yosiko Hosoya， Yoko Miyake， William M. Westler * 

John L. Markley * 

(Faculty of Science，Tokyo Metropolitan University， Univ. Wisconsin-Madison 事)

Backbone carbonyl carbon resonances，which can be assigned unambiguously by a C-13， 

N-15 double-labeling strategy in proteins as large as Mr 23，000， have beenused as 

versatile conf6rmational probes for a protein in solution. They also canserve as 

starting points for extending assignments to other parts of the proteinmolecule. 

In this symposium， various one- and tωo-dimensional NMR approaches， whichωe have 

been developing over the lastseveral years， will be discussed. 

〔序〕我々は過去数年間にわたり、インヒピター蛋白 SS 1をモデルとして、 NMRによ

る高分子量蛋白賓の高次構造研究に真に有効な種々の解析手法の開発に努力してきた。これ

らの多様なアプローチにおいて共通した原点となるものは、蛋白質主鎖ペプチド結合のカル

ボニル炭素 13C-NMRシグナルの一義的帰属とそれらの構造化学的利用である。既に明ら

かにしたように、高分子量蛋白質において主鎖カルボニル炭素 NMRシグナルこそ、アミノ

酸配列を前提とする最も確実な帰属が可協な部位である。我々は安定同位体ラベル法の徹底

した利用により、 SS 1の殆ど全てのカルボニル炭素シグナルの帰属を完了した。従って、

今後の研究の重点はこれら帰属の確定した N MRシグナルを利用する高次構造の研究手法の

開発に向けられる。カルボニル炭素シグナルの利用は大別して二つある。第ーには、それら

が蛋白質主鎖ポリペプチドの構造(変化)に直接的情報を提供するのみに止まらず、側鎖の

構造に対しても鋭敏なプロープとなることを利用するものである。つまり、帰属の確定した

カルボニル炭素シグナルの蛋白質の高次構造{変化)プロープとしての直接的利用である.

我々は多くの実例により、この種の応用技法の有効性を示してきた。本討論会においても、

S S !の主鎖ポリベプチドの揺らぎの研究について報告する予定である。第二の利用法とし

ては、本報告で示すような、カルボニル炭素シグナルを出発点、とする、蛋白質の他の議成原

子の N M Rシグナルを帰属手法の開発がある。多くの生化学的興味の持たれる機能が、主鎖

カルボニル炭素以外の部分において果たされていることを考慮するならば、高分子量蛋白質

の側鎖原子団の構造情報の選択的取得方法を開発することの重要性は明瞭であろう。
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〔実験〕本研究で用いた安定同位体ラベル S S 1の調製は、アミノ酸混合物を用いる合成培

フ J¥地中、適当なアミノ酸のみをラベルアミノ酸に置換することにより生合成約に行った。

ルアミノ酸類は有機化学的、或いは醸酵・酵素反応なとを適宜組み合わせることにより合成

(ノてリアV X R -3 0 0 した。種々の一次元、二次元 -NMRスベクトルは XL-300、

を用いて行った。実験の詳細は紙(ブルカー社製)AM-500 AM-400， 

数の都合上省略する。

ン社製)

( 1 )特定種類のアミノ酸のみを均=~;: 1 3立二三ーベルした蛋白質を利用した〔結果と考察〕

その内帰属主主張手法:この手法は既に我々が第 24回 NMR討論会において一部紹介した。

容は、高濃度に均ーは C ラベルしたリジンを取り込ませた SS 1を用い、帰属の確定した

13 C カルボニル炭素 NMRシグナルと側鎖原子団のけ C シグナルとの関連を直接には c，

c 0 S Yから確定する方法であった。住IJ鎖の lH-NMRシグナルは、帰属が確定した側

この方法の巌

大の問題点は測定時間と実験労力・費用である。従って、できれば比較的安価に合成可能な

低い濃縮度の均一 13C _ラベルアミノ酸を用い、

リ C-COSYにより決定可能である。H
 

鎖のけ Cーシグナルを利用して

1 H-検出による感度向上、種々のしかも

ここではその一例としパルス技術による選択性の増大など今後改良すべき多くの点、がある。

を利用した(85% ul13C-Leu ) SSI Leuを均一 13CーラベルしたS S-1に 9ヶ含まれるて、

7 7 M 13C 125. (lH 500， 二次元 NMR実験について示す。図 1は間一500

o 5 M重水素化リン酸緩衝液)， pH=7.3 の試料についH z )を用い 10 0 mg/ 2 ml (0. 
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+"Cぽ)領(13 C 0 / ル炭素の帰属を同一残基内の庄一炭素に拡張した。図-1 aは C0 

+ 13 C a) 領域をそれぞれ示す。既に確定している 9ヶの Leu(" C 0 1 bは 13C α /  域、

カルボニル炭素の帰属は 1dを仲介して、図示したように配ー炭素、水素の帰属に結びつけ

1 H/け C。領域(図-1 'H {"C } HMBCスベクトルの町←二次元(図一 1c) られる

これらは各 Leuのカルボニル炭素と C 一末端は、幾つかの明瞭な crosspeak を示し、d) 

側の隣接残基のぼ 水素との聞のスピン結合に由来する。我々は現在種々の濃度には Cーラ

ベルしたアミノ酸を S S 1に組み入れたものを用いて、さらに有用な帰属拡張手法の開発に

L乏重Lラベルしたアミノ酸を利用する手法 13C-"Cスピ

ン結合は直接に結合した炭素間( 1 J c c) 或 いは結合 3ヶを隔てた炭素間( 3 J c c ) 

努めている。

( n )選藍血主主1鎖を 13C 

に観測

3 J c cを利用すれば、均一にラベルすることなくカルボニル炭素シグナルされる。従って、

さらに、よく知られているように、の帰属を側鎖原子団に拡張することが可能と思われる。

は結合二面角に依存することを利用して、伊IJえば側鎖部( 3 J cc) ピシナルスピン絡会定数

分の x-angle の決定が実現できる。我々はこの 目 的 の た め に 、 立 体 選 択 的 な 重 水 素 化 を 含

ここでは S S 1に 9ヶ含まれる Asx (Asp， 6; む、種々の手の込んだ手法を開発中であるが、

(1， 4-13Cz の l位と 4位 の炭素をダブルラベルした I¥sxを取り込ませた SS 1、As n， 3) 

の利用について報告する。先ず、スピン結合による複雑化を避けるために、

4位 の カ ル ボ キ シ Jレ基を 99 %には Cー交互ラベルしたものを取り込ませ

アス-B) SSI， 

パラギン畿の l、

のように 18本{下)(1 or 4-13C2-B ) SSI，の一次元の "C-NMRは図 2 た SS 1， 

のスベクトルを測定しての シン グレ ット シグナルからなる。践に、我々は (4-13C.-B)SSI 

}、 O(Hz)

の婦

属は確定している(クサビ

低磁場

ル基に由来)。従って、残

りの 9本のシグナルが主鎖

おり、側鎖カル;fキシル基

とカ Jレボキシ

の主鎖カルボニルシグナル

の 6本がAsp のカ Jレボキシ

ダブルラベ

しかし

に由来する。我々はこれら

アミド基 (Asn， 3ゲ)

1レ法"で帰属した。

で示したシグナル;

"15N，13C 

(Asp， 6ヶ)

を
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帰属はこのままではできな
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MRスベクトルでは多くの

(1， 4_13C2) SSI 



ピークにスピン総合が観測された。一次元 INADEQI川TE によりスピン結合定数を正確に測定

したところ、スピン結合が観測された 10本のシグナルの内 6本については一義的に組み合

わせが確定した.残りの 2組を含めて全ての組み合わせについて、け c，リ C - C O S Y法

により、明らかとなった。スピン結合の殆ど観測されない (-OHz) 3組についても、化

学修飾法などを併用して完全に決定することができた。このようにして各残基の 3 J c cが求

まるとともに、これらの残基の x-angle についての情報が得られる。

Ml03 

7 
176 

ヤプ一

( sl )均_'5N ラベル蛋白質の特定の

川アミノ酸のカルボニル炭素を選択的 '3C 

ラベルして得られる (uI-ISN，X ) SS 

I の応用手注:この手法は我々の開発し

m たカルボニル炭素 NMRシグナルの帰属

手法( "15N， 13C ダブルラベル法>>) 
副己

~の変法である。最も有効な応用は、 '3C

ロ{'5N } HSBC (COSY) である。この手法

!?「C71ーIppm

によりカルボニル炭素 NMRの帰属を直

接にI5N-NMRの帰属につなげること

ができる.図-3は均一に '5Nーラベル

したアミノ酸混合物に(1_'3C) l1et を

加えて調製したSS!， (uI-' 5N，l1et) SS!， 

175 13Cδ 
Y 
174 ppm の'3C {'5N} HSBCスベクトルである。

図-3 (60% uI '5N， 60% 1-'3C-l1et ) SS! の 見事にそれぞれのカルボニル炭素に結合
13C {ISN} HSBCスベクトル。 16mg/1.2揃L 0.0511 
リン酸緩衝液， pH 7.3，90% 'H20/10% .2H20 0 10 しているアミド窒素の化学シフトとスピ
世用ミクロセル 0.2mL) 使用、温度 61 'C. AI1 
400， BSV3 X-nucleus decoupler 使用。 ン結合定数('J C N) が測定できる。

〔今後の展開〕以上、概略を紹介したようにカルボニル炭素の 13C-NMRシグナルの帰属

を出発点として、高分子量蛋白質の NMRシグナルの帰属が可能である。もし必要とあれば

全てのシグナルの完全帰属も不可能ではない。しかし、蛋白質の構造と機能の関わりを追求

するためには、より選択的な、より高度な構造情報を必要とする場合が多い。本報告で述べ

るピシナルスピン結合による x-angle の決定などはその例である。このような蛋白質の N

MR解析技術にとって、. tailored Iabeling"とも呼ばれるべき選択的な安定同位体ラベル

技術とラベル蛋白質からの構造情報の抽出のためのパルス技術の調和のとれた進展が今後増

々重要となろう。

〔文献) (1) Biochemistry， 21 (982)， 6273-6279: (2) J. Moi. Str.， 126 (985)， 549-

562: (3) Biochemistry， 26(987)， 1068-1075: (4) J. Amer. Chem. Soc.. 110 (988)， 

4093-4095: (5) J. Amer. Chem. Soc.，投稿中 (6) 蛋白質・核酸・酵素、 27(982)， 1556 

-1569;(7)蛋白質・紘酸・酵素、別冊 No. 32， 40-55; (8) "生物物理のフロンティアーペ

培風館、印刷中 (9) 日本農芸化学会誌、印刷中。
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16 カルボニル13C-NMRシグナルによる蛋白質の主鎖アミド水素の

重水素交換速度の測定

〈都立大・理) 0内田健一、甲斐荘正恒

AMIOE HYDROGEN EXCHANGE RATES AS STUDIED BY CARBONYL CARBON NMR SPECTROSCOPY 

Kenichi Uchida and Masatsune Kainosho 

(Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University) 

Two different approaches for measuring the amide hydrogen exchange rates by 

using the assigned carbonyl 13C NMR signals have been developed by us. One is 

the steady state method， which we have denoted the DEALS method. This method 

utilizes the line shapes， due to deuteration induced isotope shifts， of the 

individual carbonyl resonances of a protein dissolved in 50% 2H20. The other new 

method utilizes non-steady state signal changes， due also to deuteration of 

amide nitrogens， of carbonyl signals dissolved in 100% 2H20. These two methods 

are complemental in nature to each other in their time resolutions. We will 

discuss theconformation features of SSI by using these two methods. 

[はじめに] 蛋白質の溶液内における構造の揺らぎは、その機能発現との関連からその

機構について以前から研究されている。この種の動的構造に関する情報を得る手段として

は、蛋白質に含まれる交換性のプロトンの交換速度を測定する方法が重要である。特に主

鎖アミド水素の交換速度から得られる情報は、蛋白質の広い範囲にわたる動的揺らぎの情

報を得ることができる点において近年でも、種々の蛋白質に関して研究されている。これ

らの多くは、高磁場の装置を用いた 2次元1H-NMR を用いたものである。しかしなが

ら、この手法は従来から言われているようにシグナルの分離の点で高分子量の蛋白質には

適用できない。我々は以前からこの様な問題の本質的な解決のために、安定同位体標識法

を駆使した手法を用い、蛋自性セリンプロテアーゼインヒピター(SS 1 )を対象として広

範な研究を行ってきた。¥)蛋白質の溶液内における動的機遣を研究する上で、主鎖カルポ

ニル炭素13C-NMRシグナルから得られる情報は有用であり、昨年の本討論会に於いて

は、主鎖カルポニル炭素を選択的に13Cで標識した SS 1の立体構造の揺らぎに闘して報

告したが、今回は更に、主鎖アミド水素の交換に関して詳細に検討したので報告する。

[方法] 主鎖カルボニル炭素の¥3C-NMRシグナルを利用するアミド水素の交換速度

の制定法の原理は、隣接アミド水素が軽水素か重水素かによって生ずる同也体シフトを利

用するものである。 1・2・3) 番目のカルポニル炭素シグナルの同位体シフトを与えるアミ

ド水素は(i+ 1)番目の残基のもの(s位〉と、 i番目のもの〈 γ位〉の2箇所がある。 n位の

水素が重水素に置換されることによる同位体シフト (β シフト〉は約十7Hz、γ位のそれは
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約2Hzあるいはそれ以下である。この様に 1つのカルボ

ニル炭素シグナルを観測することによって同時に 2箇所

のアミド水素の交換に関する情報が得られる。この間位

体シフトを用いて実際にアミド水素の交換速度を求める

方法には 2つの手法があり、一方は定常状態での測定法

(DEALS法)，他方は非定常状態による方法である。以下、

それぞれの方法について説明する。

D 

C 

1) DEALS (Deuterium-hydroxen Exchanxe of Amide 

on the Line-Shapes)法2・3) 蛋白質のサンプルを 50% B 

2H20中に溶解し十分に平街化させると β位、 T位にはそ }ノーSHIFT

_1 /:;:: s-SHIFT←| 

れぞれ 1: 1の割合で軽水素と重水素が存在することに A 

なる。この状態で13C""""NMRシグナルはそれぞれのサ

イトの交換速度によって多彩な線形変化を与える。実際

に観測さ7れる典型的な線形を図-1に示す。 HPちp位、

図-1 DEALS法により観輔

される代表的な線形

γ位ともにその交換速度が遅い極限の場合 :A、 γ位のみが速い極限の場合 :B、n位の

みが速い極限の場合 :C、 β位、 γ位ともに遅い極限の場合 :D、であ ~o b. ν戸=5Hz、

s -H H D D 

y-HD HD 

T:~E~ 10 

A 
3.0 

2.0 

1.25 

0.75 

o 

図-2 非定常状態法によ
るカルボニル炭素シグナル
の線形変化のシミュレーシ

ョン。 k=2kの場合につい
て示した.時間は州の種の
半減期を 1としたスケール

で示しである.

ムνy=2Hzとすると、それぞれのサイトが平均化されて観

捌されるときの交換速度は、 k=fiπ ムνであ忍から、

k
s
= 22 sec-I、ky=・9sec-1と極めて速い時間領域であるこ

とがわかる。このDEALS法は定常状態における方法なので、

時間分解能はサンプル調製や、測定時間による影響は全く

受けない。また， 1H-NMRによる飽和移動を利用する方

法と比べてスピン拡散による影響もないという利点がある。

2〉非定常状態法 これは、凍結乾燥したサンプルぞ重

水に溶解し、 NMRスベクトルを経時的に測定し、シグナ

ルの減少あるいは増加の速度により交換速度を求めるもの

である。さきに述べたように、 n位、 T位の同位体効果が

同時に観測される。 β位， γ{立のプロトンの状態をHH，HD，

DH，DDと表すことにする。例えば、 HDとはn位が軽水素、

γ位が重水素である状態を示す。非定常状態に於ける重水

素交換の過程は、比較的簡単な式で表される。これをPC・

9801を使ってシミュレートした結果が、図-2である。こ

のように時間とともにカルボニルシグナルは一見複雑な変

化を見せるが、 DDのピークの出現過程を時間と共に追跡し、

非線形の最小二乗法等を用いてパラメーターを推定す忍こ

とにより、旬、 kyを独立に決定することが可能である。こ
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の手法はDEALS法とは反対に，数分あるいはそれ以上かかる遅い交換の過程に対しては強力

な武器とな~。

[実験] 主鎖カルボニル炭素のみを選択的に標識した SS 1はアミノ酸培地中の必要な

アミノ酸のみを[l・13C]アミノ酸に置き換え、 S.albogriseolus S-3253を培養し、常法

により精製し凍結乾燥標品とした。 !3C-NMRの測定はすべてXL・300(Varian社〉を用い、

75.2MHzにて測定した。 DEALS~去は標識 S S 1 を 50%重]j(~こ 20mg/0.5ml ， あるいは60mg12ml の

濃度に溶解、 pHを調製し、 60.C，3時間以上インキュベートしたものを、測定サンプルとし

た。非定常状態法による羽j定は、凍結乾燥標品60mgを軽水2mlにとかし、 pHを調整した後、

再度凍結乾燥し、氷搭中で重水 2mlを加え溶解し、 50.Cで制定を行った。サンプルを調製

し、測定を開始するまでの時間は10分以内であった。各時聞のスベクトルは繰り返し時間

1.984秒で1024回積算した。よって時間分解能は約34分である。

[結果と考察] S S 1には 2つのαヘリックスと、 5重鎮の逆平行pシートがある。今

回はこれらの2次構造とアミド水素の交換速度との関係について考察を行った。

1)α ヘリックスについて。 図-3 tこアラニン残基のカルボニル炭素のみをqcで標識

した SS 1、 [A] S S 1のDEALSの結果を示した。 α1ヘリックスは3.5ターンで46番-57

番の12残基より形成されている。このうちAlaは 46，49，51.54，55番に存在している。低pH

においては、 α1ヘリックスに存在する各シグナルはそれぞれ2本線を示しているが， pllの

上昇にともなって 46，54番のシグナルは 1本線になる。即ちこれらの残基のカルボニル炭

素のn位つまり 47，55番のアミド水素の交換が他に比べきわめて速くなることを示してい

る。また5日Cys、56Valについても同様なDEALSの測定を行った結果，これらのシグナルも高

pHに於て 1本線となることが判った。三井等のX線構造解析の結果によると 47，51，55，57

番のアミド水素は分子表面の溶媒に接する方向に並んでい~。すなわち α1 ヘリックスに

存在するアミド水素は分子表面に位置するものが交換が速いことが明かとなった.また α1

ヘリックスのアミド窒素のB因子との関係についても検討したが、交換速度との相関はみ

られなかった。これはこの速い交

換を示すアミド水素の交換は、局

所的な運動により支酎されている

のではなく，むしろ α1ヘリックス

全体の構造が揺らぐことによって
8.3 

'"却材、骨内情~，

図-3 [A] S S 1のDEALS.サンプル濃度
は60mg12mI ，60"Cで40960回積算. 75.2附 Z.

Q
d
 

p
h
u
 

起こっていると考えられる。

2〉 βシートについて。 図-4

に [L]S S 1の非定常状態にお

けるアミド水嚢の重水素化の過程

の一例を示した。 60，63，6番のシ

グナルはサンプ)J.，.調製の間に既に

完全に重水素交換しているのに対



して他のシグナルはそれぞれ異なった速 TIMEIH:OUR) 

度で重水素交換している。これらの交換

の遅いものは、 53番は α1ヘリックス、 い円
他は βシートを構成する残基由来のシグ 20・o

ナルである。これらの遅い交換を示すシ

グナルについて種々のpH下隣接アミド水

素の交換速度を求めた〈図-5)opH6.5

からpH9.7の範囲内でこれらのアミド水

素の交換速度定数の対数はpHに対しでほ

ぼ直線関係にあり、 50.Cでは βシートを

構成するアミド水素は EX2機構で交換し

ていると考えられる。またX線構造解析

によれば、 81lLeu、81Thrのアミド水素の

うち水素結合しているのは 81Thrだけ宅

あるが、今回の結果は、これら 2つのア

ミド水素の交換速度は比較的近く、交換

速度に影響を与えるのは水素結合の有無

だけではないと考えられる。現在、この

S S 1のβシートの揺らぎについて更に検討するため、 Val、Thr残基等についても交換速

度の測定を進めており、より詳細な知見が得られ-'5ものと期待してい-'5。

[まとめ] 以上のように主鎖カルボニルシグナルに現れ

る同位体シフトを利用した 2種の新しいアミド水素の交換

速度の測定法は、互いに極めて異なった時間領域に関する

知見を得ることができる点に於て、有用な手法である。特

に DEALS法は、これまで困難であった非常に速い時間領域

での交換に対して強力な手法である。これら 2つの相補的

な手法を用いることにより、高分子量の蛋白質についても

溶液内の揺らぎに関して貴重な情報が得られることが明ら

』

3
0
Z

=: 10・1
a 

10-2 

6.0 7.0 8.0 90 10.0 

pH 

9.8 

5.8 

0.7 

図-4 [L] SS 1の非定常状態法によ
る測定.サンプル瀧度は60mg12mlo実線は

出現してく-'5DDによるもの.破線は消失す
忍聞によ弓もの. 12番のシグナルも変化し
てい忍が， 14番のDDによるピークと重なる

ため図示しなかった.

かとなった。
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17 DNAイミノプロトン交換と核酸ー核酸相互作用

〈東薬大・理研) *神藤平三郎、福島千晶、松本瀬、柴田武彦

Iminoproton Exchange in DNA and Nucleic Acid-Nucleic Acid Interaction 

Heisaburo Shindo， Chiaki Fukushima， Ushiho Matsumoto and Takehiko Shibata* 
(Tokyo College of Pharmacy， and Riken Institute of Physical and Chemical Research) 

Transiently occurring base-pair breakage in DNA， so-called "breathing" is of 
very interesting and thought to be relevant to biological function of DNA. Many 
studies on iminoproton exchange have been made by means of H-l NMR， and have let 
to conclude that iminoproton exchange occurs through base-pair breakage along a 
few base-pairs or probably at a base-pair level due to local fluctuations of 
DNA and that the frequency is an order of milliseconds. If this is the case， it 
is plausible that iminoprotons thus exposed in bulk water interact with other 
base-pair acceptors in solution. We investigated the effect of the presence of 
ssDNA on the iminoproton exchange rate of dsDNA and demonstrated that there 
exists detectable nucleic acid-nucleic acid interaction. 

遷移的に起こる二重鎮DNAの塩基対の開裂は、いわゆる"Breathing" と呼ばれ、興味

ある性質であり、 DNAの機能と密接な関係があると考えられている。この塩基対の関裂

を調べる目的で、古くから uvやlHNMRによるプロトン交換の研究が為されてきた。と

りわけlHNMRによるイミノプロトンの交換速度は多くの重要な知見を提供する。これら

の研究によれば、二重鎖 DNAのイミノプロトン交換は DNAの局所的な運動に基づいて

おり、数塩基対、おそらく塩基レベルで起こっていることを示唆している。その理由は各

塩基対が固有の交換速度を持っていること、また交換に要する活性化エネルギーが 50-

80 kJ/mol の範囲にあって、比較的小さいという事実である。

最近 Gueron1)らは、いくつかのオリゴ核酸についてイミノプロトンの交換速度に関する

詳細な研究から、塩基対の寿命〈その逆数は開裂頻度に当たる)が、これまで考えられた

ものより著しく短く、数 ms--10ms であること、また二重鎖の解離定数が 10-7 オーダー

の合理的な値となることを示した。このように高い頻度で塩基対、特にA-T塩基対が解

裂し、その水素結合部也を露にすることが事実であるとすれば、バルク中に存在する他の

水素結合受容体と二重鎖 DNAが相互作用する可能性は充分考えられる。結果として、イ

ミノプロトンの交換速度がその影響を受けることが予想される。本研究の目的は、二重鎖

DNAのイミノプロトンの交換速度が相同な塩基毘列をもっ単鎖 DNAの存在によってど

の様に影響されるか、さらに核霞ー核酸相互作用の定量化のための速度論的な解析を試み

ることである。

試料および実験方法

自己相補的な塩基配列;をもっ 16咽 mer[1 ]、 d(GGCCGGTTAACCGGCC) および 10・mer[II]，

d(CGTGTACACG) を固棺合成法により得た。 これらのオリゴ DNAのイミノプロトンの交

換速度を lHNMRにより検討した。イミノプロトンの観測には、 JEOL FX-200 NMR装

守

a
A

n
i
 



置を用い、軽水中 00%重水〉、アンモニア緩衝液 (pH=8.3......8.8)中で、 1331パルス、

または 11パルスを用いて行った。交換速度は、イミノプロトンの緩和時間 Tlまたは線幅

から求め、アンモニア緩衝液の濃度および温度の関数として測定した。 また、単鎖 DN

Aの存在下におけるプロトン交換速度についても同様に行った。

結果と考察

1. 二重鎖 DNAとへアピンループとの相互作用

自己棺禄的なオリゴDNAは、一般にヘアピンループを生じ易く、 DNA濃度が希薄で

あるとか、イオン強度が低く、高い塩度ほど、その平衡はへアピンアループが生成する方

向に向かう。ステム部分が比較的長いものにおいては、ループと二重鎖との間の障壁が高

く、常塩では平衡に達するのに数日を要する。図 1は

16・mer[l]の溶液を、初め 75"Cに保ち、 25"Cまで徐

々に冷却したもののlHNMRスベクトル (A)、お

よび O"Cまで急冷した後、 25
0

C で測定したスベク

トル (B)を示す。矢印で示した一対の thymidine

methyl ピークがヘアビンループ分子に帰属できるこ

とは明らかである。スベクトルBでは、ヘアビンルー

プが 0.3......0.4のモル比で存在することが分かる。

ヘアビンループの存在割合を変えて、イミノプロト

ン交換時間 rexまたは半値幅ム vを測定した。 プロ

トン交換時間 τexはつぎのいづれかの式を用いて求め

るこ干とができる。

工/T1
0bS

1/T
1
dd 

+ 
x
 

e
 

T
 

/

/

 

『五 (l) 

obs . ad lrOV---πI1v-- + 工/Tex
(2) 

A 

..2J5.2JoiJs じoV

図1 16・冊er[口のメチ)v，メチレン領域の

'HNMRスベクト)v (0.1門Nacl，1ω耐

リン酸緩衝液， pH=7.5) 

ここで、上付きの添字 obs と ddはそれぞれ観測値

および双極子ー双極子の項を意味する。 表 1 16・舵r.T7とT8のイミノプロトンの緩和

表 1には、それぞれの試料に対する緩和時間Tlお 時間と交換時間(隠〉に及ぼすヘアピンループ

よび式(1)を用いて計算した τuの値を示す。表 分子の影響.25'C 

から明らかなように、ヘアピンループの割合が高く

なればなるほど、交換時聞が短くなっている。この

結果は、二重鎖中の TTAA部分がヘアピンループの

TTAA部分と相互作用していることを示唆している。

2. 二重鎖 DNAと単鎖 DNAの相互作用

イミノプロトンの交換はつぎのような反応スキームで起こっている.

-72-

Hairpin 
mol.ratio 

T7 T8 

T，ρbsτ 
'ex 

T，obs 
1 ~ex 

白 7

3

0

 

eo
守
'

ζ

U

ι
u
n
u
q
3
 

5

5

4

 

0.1 
0.3 

F
3
p
h
d

《
U
3

5

4

9

 

吋

3

可
ム

4

1

1

 

司

'

ζ

U

R

J



kop k色T

A'..H*T 手~A+H噂 T ー→ A+HT
k.， 

まず、塩基対AH"Tはkopの頻度で解離し、プロトン HOは交換されないで、 kc1の速

度で元に戻るか、または kt rの速度で交換される。中性 pHの領域では塩基 B (OHーまたは

緩衝剤)によるプロトン引き抜きによってプロトン交換が触媒される。

B+H*Tミコ [B".H*TJ +=主 BH*++T-

交換速度の逆数、すなわちプロトンの寿命 rexは次式で与えられる。

τ.玄 =τ。(1 +k..!k色 r)

‘ τn . k" 
2τ。十 ka/( 1 + 10-".1[)τ古了 (3 ) 

ただし、 ktr=kR (B) 1(1+10・APK) の関係を用いた。ここで kRは二次反応に対する

速度定数であり、ム pKは触媒BとHTの pKaの差である。式 (3)から明らかなように、

r ex は触媒漉度 (B)の逆数に比例する。 τex vs 1 I (B)の直線と綴織との交点から塩

基対の寿命 raが得られる。

10-mer[ll]について 5'端より 5番目のチミジン T5のイミノプロトンの半値幅から求

めた T引をアンモニア緩衝液濃度の関数として灘定した。予測されるように、 rex VS 

1 I (B)のプロットは直線を与える。このA-T海基対の寿命 T由は msオーダーである

ことが分かる。

次に、相閥的な塩基麗ヲ1]を持つ単鎖DNAが存在することによる、イミノプロトン交換

に及ぼす影響について考察しよう。この場合ニつの反応スキームが考えられる。

k.， 20 

(c田 eI)

k.. k‘r 

A...H傘T二二=A+H事T- A+HT 

十

s 

k~ ， It k~. 

(A+S …H*T) 

(
m
E
 
M 

~ 10 

< caseJl) 

k.p k'¥l'町

A'..H*T二=A+H*T-A十日T 
k.， 

+ 
S 

k~ ， H k~. 
ktr 

(A…HS+日事T)一一【A...HS+HT)

10 20 30 

lI[NHa] (M-") 

図2 10・舵r，T5のイミノプロトンの、アンモニア

緩衝液鴻度の逆散に対する Texのプロット

上の反応で、 Sは単鎖DNAであり、 CA …HS+WT)は三次複合体と見なすことがで

きるだろう。
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case 1 ~こ対して、プロトンの寿命 r exは、近似的に、

τ.，. = 1;' 0 { 1 + (k; ，/k亀r)(l+Cs.kふ/k.dl (4) 

case 11 ~こ対して、 k.r=k;r. k~.<k'rとすると、

τex= 
τ. { 1十 (k.dk色r)(1 十 Cs.k~ ， /kcdl

1 +k~ ， Cs/k'r 
{ヲ)

case 1とEの違いは、前者では三次複合体 (A+S …H"T)からはプロトン交換が起こら

ないが、後者では交換が起こることである。

式 (4) は τex vs 1/ C B )のプロットが直線になることを示しており、一方式 (5) は

曲線を与える〈図 3)。

図4は、 10・mer[11 ]に部分的に椅同な塩基配列を持つ単鎖 4-mer、d(TGTA)を加えたと

き、 25"Cにおけるイミノプロトンの寿命をアンモニア濃度に対してプロットしたものであ

る〈黒丸)0 4-merが存在しない場合〈自丸〉に比べて寿命は短くなっており、アンモニア

濃度Lこ対して曲線的な挙動を示す。この結果は、この混合系においては case11が正しいこ

とを示している。図4の破線は、データを最もよく再現ずるように (5)式のパラメータ

を選んで描いたものである。

Cs = 8.3 x 10・"CM) 20 t 20・c
/ / ノイζ~d T. = 1.0 (ms) 

( 

//メ--川 t，--Ju  t，r，-d'z， a， f a， 回，'1ら

ω 
E A=1.45xl07 

~ 10ト //〆~//------------ ~ (klr = A '[NHaJ) --晶 ...~....4園・

10 20 30 10 20 30 
lI[NHa] (M-') 1ノ[NHa] (W') 

図3 触媒濃度の逆数に対する τOXの理論曲線の例;

実線はcase1に対応し、破織はcaselHこ対応する

図4 4-lIIerを加えた場合の、lI[NHs]に対する Tox 

のプロット〈黒丸)， 4・舵rが存在しない場合〈白丸〉

これらの結果より、 case11で示した三次複合体の寿命はきわめて短いものであり、他の手

段では検出困難であるが、その形成はイミノプロトンの交換速度には敏感に反映している

ことが明らかとなった。第 1節で述べたヘアビンル}プの効果も、ループ部分と二重鎮D

N Aの相同な塩基配列聞の相互作用から容易に説明できる。これらの結果は、また、イミ

ノプロトンの交換が塩基対の梼裂を通して起こることを実証するものである。

文献 1) Gueronetal.， Nature，詔宣， 89 (1987) 
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18 七RNAによるコドン認識の制御機構の2次元NMRによる解析

(東大・理・生化，横浜国大・工・物質工学*)

0河合開太，宮揮辰雄本，横山茂之

TWO-DIMENSIONAL lH-NMR STUDY ON THE CONFORMATION OF THE ANTICODON OF tRNA 
2 

皇旦主主主互主主主i"，Tatsuo Miyazawa~ and Shigeyuki Yokoyama 

(lFaculty of Science， University of Tokyo， 2Faculty of engineering， Yokohama 2 

National University) 

The functionsof tRNA are closely.related with the dynamic structure of tRNA. In 

order to recognize the correct codon， the confo-rmation of the anticodon is 

regulated. .Specially， the uridine residues in the first position of the anticodon 
are always modified and their conformational characteristics are regulated by the 

modifications. We have analyzed the conformation of 5-methylaminomethyl-2-
_5 2、_~ .m，.Glu thiouridine (mnmVs~U) residue in the first position of anticodon of tRNA~"U from E. 

5_2" .~，， ^Gl coli. and found that mnmvs~U takes C3 ・・endo form in the tRNAli
.1u. Further， we 

assigned the proton signals of uridine in the second position of the anticodon of 
Glu tRNAU"U and analyzed the conformation of the two residues. 

七RNAは，タンパク質の生合成において， mRNA上のコドンに正しいアミノ酸を対

応させる重要な分子である。七 RNAは，その3'末端にアミノ酸を結合し，アンチコド

ンによってコドンを認識する(図 1)。これら3'末端およびアンチコドンは1本鎖であ

り，七 RNAの他の部分に比べて運動性が高いと考えられる。昨年の本討論会において，

2次元NMRなどの手法を用い，これらの運動性の高い部分のシグナルを選択的に取りだ

し，その動的構造解析の可能性を示唆した。本研究では， NOESYスベクトルをさらに

03' ゐ-&. jγす¥姐 }恥平" .-..---，..... 詳細に解析し，アンチ

tRNA 

O 

5'g 
o ・O
0・0
0'0 
0・0
0・0
0・0
0・o
o OOOOO~ ..， O 

_On 0 ・・・・・ o 
OV--C;~C;~ OnOOOOOO 0 

。O~nOOOO...... -0 
00 0 00 

O ・o
0・0
0・0
0・o
0・0
o v 
Oピt，3Q..・ anticodon. .・

3'.・…・00000000000.....5'
321 

mRNA codon 
図 1 tRNAの構造
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コドンループの残基に

由来するシグナルの帰

属およびその構造解析

を試みた。

七RNAのアンチコ

ドンの3つの残基の

うち， 2， 3字自は，

コドンの2，1字冒と

ワトソン・クリック型

の塩基対のみを形成す

ると考えられている。

他方，アンチコドンの



1宇目は，コドンの3字目とワトソン・クリック型あるいはそれ以外の塩基対を形成し，

必要に応じて複数のコドンを認識できると考えられる。したがって，アンチコドンの2，

3字自のコンホメーション特性は， tRNAの種類によらずRNAのA型のコンホメーシ

ヨンをとりやすく，他方，その 1字自は，その七RNAの種類に応じて，コンホメーショ

ン特性が制御されている考えられる。昨年の本討論会において，実際にアンチコドジ l宇

目のウリジン残基のコンホメーション特性がその転写後修飾によって制御されていること

を明らかにした。

今回は，大腸菌のグルタミン酸に特異的な七RNA(tRNAG1u，図2)について，

NOESYの測定を行ない，アンチコドンの2字自についていくつかのプロトンの帰属を

行ない，その部分の構造について考察したので報告する。

大腸菌から精製した tRNAG1uを，アミコン社のセントリコン30を用い，濃縮およ

び印刷 Mg C 1， 100mM N a C 1による希釈を 5回繰り返した。その後，エパポレート

と重水による溶解を2回繰り返し，測定用試料とした。 400MHzlH-NMRの測定は

370Cで行なった。 NOESYについては， TPP 1法を用い， 2 k語のFIDを512

個測定した。混合時間は200msecとした。 T1ノイズおよびT2ノイズを減らすために，

両方向についてサイン変調取り込みを行なった。フーリエ変換は， F 1方向をゼロ付加に

より 1k語に拡張して行なった。ウインドウ関数としては， F 2， F 1方向についてそれ

ぞ、れπ116およびπ18シフトしたサインベル関数を用いた。

図3に得られたNOESYスベクトルを示した。混合時間を200msecとやや長めにと

つだために，全体としては非常に多くのNOEが重なって現れている。 Lかしながら，低

磁場領域には，塩基のプロトン間のNOEが，分離して数多く観測されている。とくに，

8.5ppmから7.0ppmには塩基聞のNOEが観測されており，これらのNOEによって，塩基

配列に依存した帰属を行なうことも試みている。

大腸菌の tRN A Gluは，アンチコドン 1字自に 5-methylaminomethyl-2-thiouridine

Cmnm5s2U，図4)を持っている。この5位の側鎖のメチルおよびメチレンシグナルは，

; 日 その化学シフトから間違

~ CH究 CH2， C， ，H いなく帰属できる。その
ドヨ¥/¥/

P11 ¥ NEfz f T 化学シフトは，それぞれ

5:g o¥ /C¥/Cふ 2.64ppmおよび 3.88ppm
C ・G CH2 H 'N' 、S
U G H A l O / である。これらのシグナ

U"  A" 1 /.¥¥/ 
;fAGA~v九CUザJ 4ヂ6“ω己……G叩G句TJ 担J/メと¥J干 ?U/C一 /ルレと川
C GAC 一'A 'c-c 位)のシグナルの間にク
CCAG""~A UA "J 

C G ?OE  

mnmS 

C.G 
G'C 
C.G 
C.G 

C C 

図4 mnm'.s2Uの化学構造
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ロスピークが観測され，

また，その8.07ppmのシグ

ナルと5.73ppm，4.48ppm

および4.27ppmの間にク



ロスピークが観測されている。後者の3つのシグナルは， 2D-HOHAHAの実験から

1つのスピン系に属することがわかり， mnm5s2Uのリポースプロトンのシグナルであると

帰属された(昨年の本討論会)。今回のNOESYスペクトルにおいて，このmnm5s2Uの

塩基の6位のプロトンシグナル (8.07ppm)と7.67ppmのシグナルとの聞に弱いクロスピー

クが観測された。さらに，この7.67ppmのシグナルと4.48ppmおよび4.27ppmのシグナルの

聞に強いクロスピークが観測された。また， 7.67ppmと5.71ppmシグナルの間にも強いクロ

スピークが観測された。これらのことから， 7.67ppmおよび5.71pp恨のシグナルは，それぞ

れU(35)の塩基の6位， 5位のシグナルであると考えられたo そして，となりあった

塩基のプロトン閤にNOEが観諌uされること，および， 2つの塩基に挟まれたリポースの

2位および3位のプロトンにいずれの塩基のフeロトンからも強いNOEが観測されること

(図 5)から，との2つの残基は七 RNA中においてRNAのA型のorderedstructure 

をとっていることカまわカ為った。
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大腸菌の七 RNAGluは，コドン3宇田としてAのみを認識する。従って，この七 RNA

のアンチコドンは，その 1字自を含めてRNAのA型のコンホメーションに固定されてい

る必要がある。本研究の結果は，この七 RNAのアンチコドン 1宇田および2字目が，水

溶液中において，たしかにRNAのA型の構造をとっているごとを示している。私たちは

すでに， mnm5s2Uがヌクレオシドとして C3'-endo形を非常にとりやすいこと，およ

びこのmnm5s2UがtRNAのアンチコドン 1字自においても C3'-endo形をとってい

ることを示した。このmnm5s2Uのコンホメーション特性は，七 RNA Gluにおいて，アン

チコドンの 1字自と 2宇目がRNAのA型のorderedstructureをとっていることに大き

図5

く寄与していると考えられる。

現在，大腸菌の七 RNA Gluについてアンチコドンの構造を解明するためにさらに詳し

い解析を進めている。また，アンチコドン 1宇目にmo5Uをもっ枯草菌のパリン，スレオ

ニンに特異的な tRNA，アンチコドン 1字自にcmnm5Uをもっ枯草菌のグリシンに特異

的な tRNAなどについても，それぞれのアンチコドンの構造解析も進めている。

oo 
n
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19 D N AのLH_31 P二次元シフト相関スベクトル

〈阪大・薬〉。鹿明秀一、上杉暗一 (蛋工研〉池原森男

20 1 H_31 P Coherence Transfer Spectrωcopy of Short ONA Fragment 

Hidekazu Hiroaki， Seiichi Uesugi， Morio Ikeherao 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences， Osaka University， oProtein Engineering Research Institute) 

lu_31 
H-'" I P heteronuclear correlation transfer spectroscopy is very useful for conformational 

study of nucleic acids. On the other hand， MLEV-17 spin 1∞king pul略 thatis a new technique 

for 20-HOHAHA， is effective to resolve many complex proton spin-spin connectivities. 

We used 20 1 H_31 P coherence transfer spectroscopy with proton spin locking ，and assigned 

phosphorus and sugar proton resonances of deoxyribooligonucieotide d(ApGpA). Using this pulse 

technique， 3'， 4' and 5' proton resonances of each residue can be traced "sequentia"y" along 

the chain on the 20-NMR chart. 

[序]

オリゴ核酸 (DNA，RNA)の1H -NMR による研究は、それらの祷液中の構造解析

に非常に重要な手法である。これらオリゴ核酸のプロトンの帰属については、専ら塩基部

プロトン (Purine-H8，Pyrimidine-1I6) と糖部l'(及び2'、3')プロトン問の NOEを観測

し、それを連鎖的に追跡する "Sequential Assignment"法[1-4Jにより進められている。

しかしこの"Sequential NOE"は、次の二つの問題を内在している。すなわち、

( 1 )右巻構造〈とくに B型様構造〉をとっていることを前提とした帰属法である。

そのため例えばLoop構造やBIZ境界部位のように局所的に乱れた構造について、その

まま適用することはできない。構造未知の核酸を測定した場合に本当に正しい帰属が

できるかという疑問が残る。

(2)NOEが常に観測可能とは限らない。例えば単一の構造を取っていない一本鎖

の核酸や、部分的に運動性の高い Loop構造などでは強基間 NOEが出ないことが多い。

また温度や、;出濃度、分子量なども大きく影響する。

このことは、主に核酸のプロトンのスピン系が残基毎に途切れてしまい、 NOE以外に

各残基の間をつなげる手法がないことに起因している。ところで、核酸にはー残基に一つ

ずつリン酸基が存在するため、この31Pの髄荷を効果的に用いれば、核酸分子全体をスピ

ンネットワークで連続させることができる。

また、これら核酸のリン原子はduplexの糖ーリン酸骨'格の局所構造についての情報を与

える。また、核酸と蛋白質や薬物の相互作用を調べる上でも、重要なプロープとな忍。こ

れらの帰属は、 31P-detectedの1H _31 Pシフト相関スベクトルや、 HMQC法などによっ

て行われている。 [5，6J

今回演者は、 1Hースピンロックを用いた HOEAHA-CH法を 1H _31 P間に応用し
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て核酸の帰属を試みたところ、本法が短鎖核酸に極めて有効であることを見いだしたので、

報告したい。

[実験]

(1)パルスシーケンス

図 lAは INEPT型の 1H _13 C 

シフト相関法のパルス、図 1BはA

のプロトン側にスピンロックを入れ

A 31p 

lH 

たHOHAHA-CH法のパルスで B 31p 

あり、いずれも JEOL-PLEX

US ver1. 5に収められてい

る。今回演者らは、標準版のパルス

のスピンロック部分〈図 1C 、古典

的x，-xスピンロック〉をより効率の

よいMLEV-17(図 lD)[7，8]

に改良して、 S/Nの改善を試みた。

以下このパルスをMLEV~CH法

と略す。

lH 

CJffi 
モーーーー一一一3・
Loop 

(2 )試料の調製 図 1 パルスシーケンス A;INEPT型CH・シフト相関パルス

トリヌクレオチドd(A・G-A)を液相

トI}エステル法により合成し、 7500

を400ulのD20(0.lMNaCI、10mMリシ

B ; HOHAHA-CH1;去 C; Bの古典的(x，-x)スピンロック

D，門LEV-17によるスピンロック

酸ナトリウム緩衝液pH6.8)に溶解したものを用いたくca.5.3m的。

またA-dGfl-A(dGfJ: 2' -deoxy岨 2'-fluoroguanosine)の帰属も本法により行った。これは、

RNaseTlとの相互作用を研究するために当研究室で合成された、同酵素で*解を受

けない基質アナローグであり、その 1]ンの帰属は重要である。

(3 )測定

測定は日本電子 JNM-GX500を用いて行った。 1H _31 P二次元スベクトルは 5φ

のリシのプロープを用いた。 d(A・G-A)の2次元NMRの測定は 30.Cで各々 16回の積算

を行った。

〔結果と考察]

まず同一残基内のconnectivityをHOHAHA(MLEV-l 7)により明らかにした

〈図 2) 。混合時間 70ms で、同じ糖に属する 1'~5'のプロトンの組が与えられ忍が、

この段階ではそれがどの残基かはわからない〈図ではribose-l，2，3と表しである〉。

ついでMLEV-CH法スベクトルを測定した〈図 4)。今回、混合時聞を 30ms， 

80ms， 130msと変化させて測定したところ、リンならびに 3つのデオキシリボー

スをチャート上で吋equential
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(図 4B )3'、 4'、 5'のそれぞれのプロトンが、 3'側と 5'側の両方のリンとの相関ピーク

を与える。そのためこれら 3つの領域各々で、 1H _31 Pのconnectivityが連続的に帰属で

きる。とくにわかりやすいのは3'プロトンで、近い側の J}ンとは強く、遠い側のリンとは

弱い相闘を与えるため、 5'末端から、強一弱一強ー弱と追っていくことができる〈図 3)。

さらに図 4Bでは、l'プロトンと 3'1P'IJのリンとの間に明確な相関が観測された(図中星

fn)。この 5ポンド隔たった原子聞の相関ピークは、複雑な核酸のリンのシグナ)L-を帰属

する上で、とりわけ有利である。というのは一般に DNAのプロトン NMRスベクトルに

おいて、糖の4'、 5'プロトンシグナルは分離がきわめて悪く、個々を正確に帰属すること

はしばしば困難である。逆Lこ塩基部プロトンやl'プロトンは、それらに較べてかなり分離

がよい。こうした分離のよい〈言い替えれば帰属の容易な〉プロトンシグナルをリンの帰

属にも援用できるということで、より正確を期すことができる。

混合時間 130msのスベクトルは、 80msとほとんど変化しなかった。これより d(

A-G-A)のような短鎖核酸には 80-130ms程度の混合時間が適当であると思われる。

また古典的スピンロックを用いたパルス〈図 1C)で同じ 80msの混合時間で比較した

のが図4Cである。 J}ン専用プロープではプロトン側のコイルは外側に巻いであり、その

分出力も弱いため、少しでも効率のよいMLEV-17を用いたパルスのほうが、目的に

かなっていると考えられる。事実、 J}ンから速い 1'との相関に於いては、 S/Nもよいよ

うである。

d(A-G・A)のような低分子一本鎖核酸については、残基間の NOEに頼る従来の帰属方法

では帰属は不可能であるため、 MLEV-CH?去は極めて有力な手法である。 しかし本法

にもいくつかの欠点があるので、最後にそれについて述べたい。まず第一に INEPT様

のパルスであるため、パラメーターに J(の逆数〉を含んでいることである。 I)ンと直接

カップリングしている 3'-5'プロトンとの結合定数は 6-10Hzであり、構造未知の核

酸を測定する場合、 Jの設定如何によっては相関が得られない可能性がある。また第二に、

分子量が大きくなるにしたがって、横緩和による磁化の減衰が重大となる。 F2軸側をデ

1・ 3' 4・ 5・ 2'，2-
「一一一一ーー一--，一一-， .，r-一ーー一一一一-.

←図 2
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カップリングするために最後の 180。パルスの前後に 1/4Jの時聞がとつであるが、

25msとなり無視できない。実際約 5mMの8111肝

不完全なスベクトルしか得られなかった。

J=8Hzとしたときにこれは 31 . 

duplexでは 176回の積算の後でも、

これらを克服するためには次の二つの方法での改良が考えられる。一つには、横磁化の

デカップリングを行わずすぐに F 1 Dの取り込みを始めて、 J¥ 減少を起こさないように、

lH-detectiontこしてもう一つには、ラメーターに Jを含まないパルスにするということ、

両者について検討中である。

骨一一一F2(31p)一一一→
，2 3 ! 1 2 

A 1¥ 1¥ B ~GpA I¥ApG C 

同PF'M ，.剃
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感度の向上をはかるということである。現在、
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20 レシチン二重膜における極性基の構造解析

〈横浜国大工) 0阿久津秀雄、長森敏明、徳光英之

CONF'ORMi¥TI ONi¥L i¥Ni¥LYS I S 01" THE POLAR GROUP I N THE LEC I TH I N B I LAYER 

Hideo AKUTSU， Toshiaki NAGA門ORI，Hideyuki TOKUMITSU (Yokohama National 

University， F'aculty of Engineering) 

Conformational analysis has been carried out for the polar group of phospha 

tidylcholine in the I iquid-crystall ine state by the use of the data of 2H N門R，
31 P N門Rand Raman spectroscOpy. F'rom Raman scattering it turned out that the 

torsion angle of the choline gruop is in the region of the gauche conformation 

both in the absence and presence of cations. Under this restriction ten 

solutions were found from the ana!ysis of deuterium quadrupole spl ittings at the 

α，βand r positions for in the absence of cations. Only two of them were 

found to be appropriate by refεrring to phosphorus chemical shift anisotropy. 

These conformations are similar to each other and also similar to one of the 

crystal structures. The analysis was carried out also for the phosphorylcholine 

group in the presence of cations and the glycerol back bone. 

1.はじめに

リン脂質極性基とカチオンの相互作用は古くて新しい問題である。極性基は疎水性領

域と水相との界面にあるために水相中の様々な分子と相互作用する。又、生体膜が生体内

で発生する電場と相互作用する際、脂質二重膜部分で電場に対して反応するのは極性基で

あると考えられる。このような相互作用が3次構造的にどのようなものであるかを明らか

にすることは相互作用が引き起こす物理化学的野響を理解する上で重要である.しかし、

液晶状態にある脂質二重膜の構造を原子レベルの分解能で明らかにできる単独の方法はな

い。重水素NMRはそのような可能性老持つものの一つであるが、運動のモデルを導入す

る必要があり、解析する際に多価関数を取り扱うことになるので一意的に解を求めること

はできない場合が多い。以前われわれはフォス

ブアチジルコリン〈図1)のコリン基について、

一つの構造のみをとること、及びカチオンとの

相互作用によりその構造は連続的に変化すると

の仮定の基に近似的な解を得て生物物理学会に
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報告した。今回、同じコリン基について、重水嚢及びりんの NMRとラマン散乱の結果を

合わせることによりほぼ全面的な解析を行うことができたので報告する。

2.解析の方法

i )運動のモデル

解析の対象は液晶状態にある二重膜中のブォスファチジルコリン分子の極性基である。

従って、極性基金体は軸対称な運動をしている。更に、極性基の構造が a.)一つに固定

されている場合、 b)鏡面対称な二つの構造の聞を速い交換をしている場合、について解

析を行った。極性基の無秩序な運動は実測結果と矛居ずる。

i i)重水素NMR

CD結合を持つ試料の重水素NMRのパウダ}パターンからもとまる四重極分裂AνQは

ムν白= (3/4) (e2qQ/h) SCDobs ....(1) 

で表される。ここで、 SCDObS、 (e2qQ)/hは実測配向秩序パラメー夕、静的四重極

定数である。いま、分子軸の配向秩序パラメ

ータを Smo1、分子軸に対する CD結合の臨向

秩序パラメータを SCDとする。分子軸と CD

結合の揺らぎに相関がなければ

SCDobs = Smol X SCD ..(2) 

となる。分子軸と CD結合のなす角を o'と

すると

SCD=(3cos20'-1)/2..(め

である。従って、 Smo1 が既知であれば四重

極分裂より分子軸と CD結合のなす角を知る

ことができる。本研究では Smo1 としてグリ 5 
セロール骨格の C2-C3軸の揺らぎを用い

た。文、分子内配向パラメータとしては図2

のような三つの角度を用いた。ここで(芝、

ρ、と〉はα位に固定された分子内座標であ

下A~'ユ
日eflnitionof angles e.世 and 白書

Z the director axis 

り、 Z は分子軸を示す。 α5 は O-C-C-Nの内部回転角であ~。

i ) 31 P NMR 

りン脂質のリンの化学シフトテンソルの主値は幾っか報告されている。ここでは σ11=-

81ppm、 σ22=-25ppm、 σ33=110ppm を用いた。軸対称な運動をしている分子では化学シフ

トテンソルが対称軸の周りに平均化され、化学シフトの異方性(~ σ=σ"σι〉が観測

される。この値も分子軸の播らぎとリン酸基の配向によって決まる。本研究では様々な配

向について化学シフトの異方性を計算して実測値と比較した。

i v)ラマン散乱
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われわれの帰属したコリン基の C-N全対称伸縮振動の波数より、ブォスファチジル

コリシ二重膜中のコリシ基はカチオンの存在の有無に関わらずゴーシュ型をとることがわ

かった。従って、本解析ではその内部回転角 (αけ を400-900の範囲内にあるとし

た。この制限は解析を著しく容易にした。

3.結果

運動モデルaについては以前近似的方法によって解析したときとほとんど同じ結果が得

られた。

運動モデル bに

ついてはコリン基

の3カ所を重水素

化した試料の四重

極分裂値を同時に

満足する構造を調

べた。まず、図2

から明らかなよう

にα位の四重極分

裂は0とφのみに

よって決まる。そ

こで、図3aのよ

うにここでの実醐
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Schematic view of the analysis 

α3 αa αs φ 8 

51 120 83.2 6.3 22.7 

司 59 -150 83.2 6.3 22.7 

56 130 89.5 161. 6 154.7 

時 OCH L O iiU3 H2C-Oー 0+CHzCH2IJicHd3
α4 

「

D
0
0
 

{直を満たす θとφの関係を得ることができる。この関係を使うとn及びT也の四重極分裂

値はαsとφの2変数だけで計算できる。図 3aのような等高線を βとγの実測値に対して

もかくことができ、その交点から三つの実測値を満足する角度を得ることができる〈図3

b)。その結果、 1 0個の解が寄られた。これらのうちリンの化学シフトの異方性の実謝

植を満足するものは2個であった。その結果を表 1に示す。このニつの構造は非常によく

ELlE1Solutions obMined frMZH-and 3a P-NMR 蝦通っており、極性基はほぼ
data in the absence of cation (degree) 

膜面に平行に臨向している。

1，2 dimyristoyl-sn-g!ycero 

・3-phosphorylcholineの結晶

構造が報告されており、二つ

の構造が存在することが見い

だされた。本解析で得られた

構造はそのうちの一つで極性

基がより膜面に平行に臨向し

ている構造と非常によく似て



いる。図4に

本解析で得た

構造のーっと

結品構造二つ

を示すー液品

状態では分子

聞の距離が結

品よりも大き

くな~ので、

コリンのよう

tこ大きな基で

も膜面に平行

B 
F二僻

な配向が可能

になるものと

思われる。
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8，C Crystal structures of DMPC 

水相にイオンが存主Eすると極性基はそれとの相互作用により構造を変えることをわれわ

れは見いだした。これは重水棄の四重極分裂値の変化として検出されている。そこで、イ

オン結合時のα、β、 T位の四重極分裂値を-3. 0 、7. 92、o.85kHzとして

同様な構造解析を行った。重水素NMRの結果を満足する解としては7組得られた.その

肉、リンの化学シフトの異方性

の結果と矛盾しないものは 3組

であった。それを表2に示す。

この場合、極性基の構造にはカ

チオンとの結合型と非結合型が

存在し、そのあいだには速い交

換があることを意味する。カチ

I~J)Ie2 Solutions obtained fro皿 ZH-and "P-NMR 
data in the pr巴senceof cation (degree) 

α3 φ 

132.9 

132.9 

132.9 

132.7 

8 

84.5 

97.5 

97.5 

108.8 

α4 αs 

58. 1 

54.7 

54.7 

30.6 

-75 

-60 

-67 

-6 0 

140 

120 

170 

128 

オンとの結合型の構造では極性基が膜面に対して大きく闘いて水相に突き出している。こ

のような構造は局所的膜電位に対して大きな影響を与えるものと考えられる。

グリセロール骨格には5個のプロトンが付いている。これらを重水素に置き換えるとす

べて異なる四重極分裂植を与える。従って、コリンの場合と異なり、メチレン基の二つの

プロトンは非等緬である.この場合は内部回転角についての情報はないのでそれについて

の制限は設けられない。ただし、結晶構造かを長考えて、 C2-Cs軸は分子軸から大きくは

外れないとの制限を設けた。このような条件下で四重極分裂についての解析を行ったとこ

ろ、 2組の解が得られた。結晶解析ではかなり異なる二つの解が得られているが、われわ

れが液晶状態の二重膜を解析して得た構造はその内の一つに比較的近い。
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21 交差緩和時間，スピン・エコースベクトルによるウシ血衆アルブミン構造転移

の研究

(岐阜大・医・ 2生理，町病理，酬生理研.兼務*京大・理・化学) 志良聖一.

0桑田一夫，長岡俊治，曽我美 勝，加藤一夫矢亘 弘糊，赤坂一之輔業

lH-NMR STUDIES ON STRUCTURAL TRANSIT工ONSOF BOVINE PLASMA ALBUMIN BY CROSS-

RELAXAT工ONMEASUREMENTS AND SPIN-ECHO-SPECTRA 

Bovine plasma albumin(BPA) and/or bovine mercaptalb咽 in(BMA) showed a 

characteristic two-step transition in acidic region， one corresponding to the N→ F 

transition (pH 4.40 to 3.75， 0.10 M NaCl and the other to the acid-expansion (the 

F→ E transition， pH 3.60 to 2.80)， and an one-step transition in alkaline region， 

the N→ B transition (pH 7.0 to 9.0). These transitions were studied by measuring 

CD-resolved secondary structure， lH-NMR spectra， spi-echo spectra obtained using a 

[n-/2-(τ -n--τ)nJ spin-echo pulse sequence with τ0.001 sec and n 5 or 10 

(0.010 sec or 0.020 sec CPMG spectra， Tanaka et al (1987)) and cross-relaxation 

times (TIS) between irradiated and obs.erved protons， obtained by the inversion 

recovery method of Akasaka (1981). 工nacidic region in 0.10 M NaCl， CD-resolved 

secondary structure， such as f (a) showed a two-step decrease in the N→ F and F→ E 

transitions. TIS values of various side chain protons， obtained by f2-irradiation 

at desired frequency， such as 7.13， 4.72， 0.40， -2.45 p.p.m. at 7 H.j2n- of 

20-107 Hz showed increases in the N→ F and F→ E transitions， indicating that the 

rigidity in intramolecular structure is partly lost and the internal motion is 

liberated in the F-and E-forms. Changes in 0.010 or 0.020 sec CPMG spectra in 

these transition were in agreement with increases in TIS values. 工n alkalin 

region， changes in f(α)， TIS values and 0.010 or 0.020 sec CPMG spectra in 

the N→ B transition with no added were similar to those in the N→ F transition in 

acidic region， indicating that the B-form with no added salt is mobile structure. 

However， in the N→ B transition in 0.10 M NaCl， there were not significant changes 

in f(α)， TIS and CPMG spectra. 
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分子量66Kのウシ血衆アルブミン (BPA). ウシ・メルカプトアルブミン (BMA)は酸性側におい

てN→F転移(pH4. 40→3.75) .酸膨絹 (F→E転移. pH 3.60→2.80)の2段階構造転移を示す。 また，

中性領域で. N→B転移(pH7.0→9.0)なる構造変化を示す。 筆者等は，二次構造Cf(α). f(β) • 

f(R)) .スピン@エコ ・スベクト Jレ(CPMGスペクトル).交差緩和時間(Trs)を測定し，上述の構

造転移における分子の「固さ」の変化を測定した。

[実験材料及び方法]

市販BPAは微量のプロテアーゼを含み，この酵素はF型のみ， Gln-392とCys-435の聞で1-2箇

所加水分解し， BPげ. BPA糊と呼ばれる構造になる。 このため酸性側の実験ではSE-Sephadexを

用いて精製した酵素を含まぬBMAを使用した。 中性，アルカリ仰jの実験では，分子内SH. S-S交

換反応を防ぐため. SH基をヨードアセトアミドで化学修飾した IA-BPAを使用した。

二次構造(f(α). f(β))はJascoJ-40S円二色性分散計を用い. Chen等(1972)の方法により

求めた。 CPMGスペクトルは[1r/2ー(τ-1r一τ九]スピン・エコー・パルス系列で， τ0.001秒，

n 5または 10(0.010秒または 0.020秒CPMGスペクトル)を用いてil/IJ定した(田中等 1987)。 交差

緩和時間(T1S)はAkasaka(1981)の inversionrecovery法を用い. 8.65. 7.13， 4.72. 0.40. 

-2.45 P.P.田.を rH./21r. 20-107Hzでf.照射して測定した。

[結果と考察]

1. N→F転移. F→E転移一一 B.MAは酸性側において. N→F転移，酸膨潤(F→E転移)の2段階

構造転移を示す。 N. F. E型の分子容の指標となる固有粘度は，それぞれ3.8. 4.4. 8.3 ml/g 

(0.15 M KCJ)である (Tanfordet al， 1955)0 N(pH 4.5)， F(pH 3.7)， E(pH 2.8)型の f(α)， 

f(β)はそれぞれ. 0.68， 0.13 0.58， 0.20 0.48. 0.25であった (0.10M KCl)。 従来，耳→F

転移では，分子容，二次構造の変化が少なく，主として三次構造変化であると説明されていた。

N→F転移における BMA分子の[固さ. rigidihJの変化を見るためTable1 に示すように，交差緩和

時間(TIs)を測定した。 一般に， N型のT1S値に比し， F型のT1Sは1.5-2倍， E型のTrs値はさらに

長くなった。 この結果は， N→F， F→E転移により， BMAの固さの減少，側鎖，セグメント等の動

きの増加を示唆している。 また. Fig. 1の0.010秒CPMGスペクトルも. TIsの増加に対応して，

側鎖の動きの増加を示している。

ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)とBMAの複合体(ADII.田はSDS/BMAモル比， 0く阻< 12)のE→F

転移について研究した。 AD，0の分子容(回有粘度)，二次構造(f(a)，f(β))がN→F転移で変化

しなかった。 T工s値(Table1)は， ADo.即ちBMAと同様に， N→F転移で域加し， 0.010秒， 0.020 

秒のCPMGスペクトルも，側鎖の動きの増加を示した。 AD，oのF型はDolgikhet al (1981). 

Ohgushi & Wada (1983)により報告された「掴olten-globulestateJに類似した構造であろう。

2. N→B転移一一一 IA-BPA，BPAはpH7.0→9.0において， N→B転移と呼ばれる構造転移を示

すことが[αJ3 ， 3， [αJ.33. [8J26.. [8J'82などのpHプロフィルより見出された。 最初iこ，

低イオン強度(μ<0.025)における N→B転移を説明し，ついで0.10M NaCl. KCl中における転移
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について説明する。

低イオン強度(μ<0.025)における H→ B転移一一 f(α)，f(β)のpHプロフィルはpH7.0→ 

9.0にわったであきらかにN→ B転移を示した。 N型(pH6.8)， B型(pH9.0)のf(a)，f(β 〉はそれ

ぞれ0.70，0.12 0.62，0.18であった。 N→ B転移(μ-0)においてTIs億が増加した (Table2)。

即ち， B型構造で，分子の固さが減少した。 0.010秒CPMGスペクドル(Fig. 2)も， B型のt'JIIJ鎖の動

きの増加を示唆した。 μ -0でB型がf(α)も減少し 'Hー刊E約により彊obileな状態にあること

は， N→ B転移が，酸性側のH→ F転移に類似していることを示唆している。

μ0.10-0.20における N→B転移ーー喧 0.10M KClまたはNaCl中における H→B転移は

[α]313. [8 ]...， [8 ]...等のpHプロフィルにおいてのみ観測される o f(α)， f(β 〉はN→ B転

移において，殆ど変化しなかった。 N，B型の TIS値(Table2)， 0.010秒または 0.020秒の印刷ス

ペクトル(Fig. 2)も殆ど変化じなかった。 しかしながら，薬物等に対する結合能はB型で大きく

増加することが報告されている。 N→ E転移における結合能増加の機序は，次のように説明し得

るだろう。 BPAは3個のドメインをもち，各ドメインはヒンジ部位でつながった2個のサブドメイ

ンよりなっている。 各サブドメインの二次構造，削Hにより観測される固さ，側鎖の動きがE→ B

転移で大きく変化しなくともヒンジを介するサブドメイン閣の動きが増加すれば，結合能は増加

するだろう。

Fig. 1 

0.01 SEC CPMG SPECTRA 

4.80覧， 0.10 M CI-

10 
ppm 

Fig. 2 

0.010 SEC CPMG SPECTRA 

N-B TRANSITION(IA-BPA， 5.5 %) 

T1S (SEC) 

らーIRRA!>>ATI畑町 7.13
ppm AT 1均〆町制69Hz

-CHJ LYS 

0.93 0.92 

10 
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Table 1. Cross-relaxation times (Trs) of side chains ーCH3 • e -CH. of Lys and 
aromatic protons (7.13 p.p.m.)) of BMA and sodium dodecyl sulfate-BMA complex 
(ADm m. molar ratio of added sodium dodecyl sulfate-to BMA) in 0.10 M Cl-. 
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0.39 

0.51 
0.74 
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0.54 
0.76 

Table 2. Cross-relaxation times (Trs) of side chains 一CH3.ε-CH. of Lys and 
aromatic protons (7.13 p.p.m.)) of IA-BPA (iodoacetamide-blocked BPA) with no 
added salt or 0.10 M Na+. 

pD(form) 
6.27 (N) 
9.14 (B) 
6.27 (N) 
9.14(B) 
6.27(N) 
9.14(B) 
6.27 (N) 
9.14 (B) 
6.96 (N) 
9.27 (B) 
6.96 (N) 
9;27(B) 
6.96 (N) 
9.27 (B) 
6.96 (N) 
9.27 (B) 

Salt (M) 

- 0 
- 0 
- 0 
- 0 
- 0 
- 0 
- 0 
- 0 
0.10 
0.10 
0.10 
0.10 
0.10 
0.10 
0.10 
0.10 

f. (p.p.m.) 
7.13 
7.13 
4.72 
4.72 
0.40 
0.40 

-2.45 
-2.45 
7.13 
7.13 
0.40 
0.4-0 
4.72 
4.72 

-2.45 
-2.45 

7 H. /21l (Hz) ーCH.
69 0.63 
69 0.93 
20 0.95 
20 1.21 
39 0.37 
39 0.57 

107 1.02 
107 1.49 
69 0.73 
69 0.73 
39 0.52 
39 0.64 
20 1.41 
20 1.33 

107 0.75 
107 0.78 
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Trs (SEC) 
e ~CH.- Arom 
0.58 
0.92 
0.95 0.94 
1 .24 1.10 
0.41 
0.60 0.48 
1.04 1.28 
1.96 1.28 
0.64 
0.73 
0.65 0.58 
0.63 0.82 
1.30 1.37 
1.35 1.22 
0.74 0.53 
0.68 0.87 
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22 固体高分解能 "CNMRによる液 晶 の 研 究 ( 第 3報)

強誘電性液晶のは CNMRと X線解析

(化技研 )0早水紀久子、柳沢 勝. (お茶大理}堀 {圭也子、大繕裕二

High Resolution Solid-State "CNMR Studies on Liquid Crystals 

3. 1 3CNMR spectra and X-ray Analysis of Some Chiral Smectogens 

K.Hayamizu and M.Yanagisa刷a (National Chemical Laboratory for Industry) 

and K.Hori and Y.Ohashi (Department of Chemistry， Ochanomizu University) 

Variable-lemperature high-resolution soli.d-state 13 CNMR spectra were 

observed for ch~ral smectrogenic compounda 5本BBCOOB07 and 70BBCOOB5事 ofωhi c h 

crystal structures were studied by X-ray analysis. In the solid state， the 

lower-field shifts for the biphenyl carbons adjacent to the inner bond ωere 

observed for the t ωisted configuration.ωhile the upper-field shifts for the 

coplanar configuration. The 180・flip of the benzene ring with the activation 

energy 4 kcal/鳳01ωas clearly observed for 5*BHCOOB07. The disappearance of the 

particular spectral lines dependlng on the temperature Is related to the 

80lecular・otlons.
カイラルな{則鎖を持ちスメクチック C 相 (Sni~C) を形成する液晶は強誘電牲を示すの

で、実用化を目的とする研究が行われているが、その構造についてはまだ明確に説明され

ていない。 S rn C相 は ネ マ チ ッ ク 相 に 比 べ れ ば高い秩序性があり、構造的には国体により

近いと考えら.れる。一方、液晶中で配向している小さな分子の構造決定等に関する研究の

報告例は多いが、液晶そのものの研究としては重水素置織した化合物の 'HNMR，1 HNMRの研

究がみられる程度で、日 C N M R の研究は少ない。液晶物質の固体高分解能 13C N M Rス

ペクトルでは、特定の炭素原子に対して線幅が広がったり、シグナルが見えなかったり、

また分裂がみられたりするが、これらは明瞭に説明されていない。本報告では X議回折法

によって結晶精進が決められている 2つのスメクチック液晶の国体高分解能川 CNMRの

温度変化を測定し J分子運動について明らかにした。

本研究で飼いた液晶の稿造式、省略名及び相転移温度を示す。

省略名:噴B B COOB07

C H 3 ーC H. - c H C H. -10， -¥0) -c::ー O ー{O> -OC.  H J5 

i 山'-" 11 ~ 

C H 3 0 

図体→ 80.C→ sJ.と→ 87"C→コレステリック相→ 176.C→ 等方相

司
2
4

Q
d
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略名 70 B B C 0 OB 5托

H 15 O E-E〉-i-o-@-CH Z 

O 

C H 3 2
 

H
 

C
 

一

3

H

H

 

elle 

C ， 

→コレステリック棺→ 176 'c→等方格

./ 
CP/MAS 法により、 JEOL FX-200 を用いて 50.10 MHz で 測 定

169'C SmA→ 92 'C→ SofC→ 国体→

固体高分解能 13 CNMR は塁墜

Dipole CP 時聞は 3 m s で約 200図の積算を行った。3.7KHz， した。 MAS 回転数は約

化学シフト値は外部基Dephasing スペクトルの測定における遅延時間は 4 0 u sである。

温度変化におけるサンプル準としてアダマンタンの C Hシグナルを 29.5 ppmとして得た。

温度は、融点温度による一点補正で決定した。

5*"BBCOOB07 は単位絡子内に形の異なる 2穫の分子が逆平行の形で存X線回折か ら藍塁

在するが、 70BBCOOB5骨では単位格子内に 1個の分子が存在する。前者では 2種類の分子は

カイラルな側鎖のコンフォ メーションが非 常に異なるが、ι 他の部分の f構造は似ており、

。
ビフェニルの 2つのベンゼン環のねじれ角は約 6 0である。一方後者のピフェニルのベン

ゼン環の聞のねじれ角は小さく平面に近いこ とがわかっている。5*BBCOOB07のは CNMR

70B B COO B5+ ここて.li 

ILc U U 1・i's. ，. 
L，:4Hah.:"ムム。!f下子、包~-I'JlぞやHI~tH円

¥::/¥=1 ~ ¥.=J èHlIl~ 

スペクトルについては昨年の液晶討論会で一部を報告してあるので、

融点図 1に CDC13 務液と、

CP/MAS， dipole 

を 中 心 に 述 Jえる。

直下(約 9 0 'C )における

dephasing スペ クトルを示す。務液スペクト

d)ιD(Q3l島長及川

白「
l-

ルの帰属は化技 研 で 様 策 し て い る NMRスペ

SDBS-NMRを参

考にして行った。 dipole dephasingスペクト

ルでは四級炭素と速い運動のあるメチル炭素

クトルヂ タベース、

液晶転移点直下のシグナルが測 定 さ れ る が 、

速では数多くのシグナルが観測されており、 j，) CP/HAS ; "'1fι(7o'c) 

吋人

常温い分子運動があることを示唆している。

付近では四級炭素とメチル炭素及びセグメン

ト 運 動 の 速 い 位置にある側鎖の炭素シグナル

だけが観測される。液晶相におけるは C 制MR

スペクトルは線幅が広がり固体及び溶液状懸

のスペクトルとは異なったパターンを示す。

川1k内
'----ー← g

1，0 IDO 

国体状態でのスペクトルは溶液のスペクトル

にほぼ対比できるので、帰属を付けたうえで

閤体状態と溶液状 態 で の シ フ ト 値 の 差 を

Fig. 1 1 'CNMR spectra of 70BBCO日B5*
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Table I. The Induced I 3C shifts in the soJid state (ppm) 

5 BBCOOB07 (45 "'C) 70BBC005* (90 "C) 

Aromatic Heptoxy Chiral Aromatic Heptoxy Ch i ra I 

CO 0.2 0.8 l本 O. 1 CO ~0.4 0.4 1* 2.2 

a 1.0 2 2.4 2本 0.7 a 0.7 2 1.4 2本 1.5 

b -0.4 3 3.7 3事 0.5 b 0.6 3 -O. 1 3本 1.4 

c 2.5 4 0.6 4* ー0.6 c 2.5 4 1.2 4本 1.1 

d 2.3 5 2.6 5* 0.4 d 3.7 5 -0.7 5本 0.2 

e 2.3 6 2.4 e -2.0 6 1.5 

2.5 7 0.2 叩 3.0 7 0.7 

g 1.1 g 0.5 

1.3 0.5 

0.5 1.6 

-0.3 0.6 

k k 0.3 

0.9 

Table 1から分かるように、構造的には非常によく似ているこの 2種類の化合物におい

て、芳香族炭素では低磁場方向(5者BBCOOB07) と高磁場方向 (70BBCOOB5吋に 2~ 3 ppm の

大きなシフトがビフェニル環の内部結合に接し ている炭素シグナルにみられる。溶液状態

においては、ビフェニ ル 環 の 内 部 回 転 を 仮 定 できるので、図体状慾において生じた化学シ

フトは、国体における内部図転の停止に由来し、 2つの化合物のねじれ角の相違によって

シフトの方向が決まるものと思われる。このような現象がビフェニル化合物に一般的かど

うかについてはデータの蓄積が必獲であろう。また芳香族炭素の化学シフト値は団体状態

で温度変化をしても大きく変わらず、ビフェニル環は固定したままであると考えられる.

一般に側鎖炭素の閲体状態におけるシフトは小さいが、 5*BB COOBO 7の 2、3、5、6 の炭素では

2.5 ~ 3pp四の大きな低磁場シフトが見られる。この化合物では、へプトキシ基が伸びた

形で配向し、単純なジグザク構造をとらないことが X 線解析から明らかになっているので

このために大きな低磁場シフトがみられたものと考えられる。

5肴BBCOOB日?の常温の国体スペクトルには芳香族炭素の j• k の シ グ ナ ル は 測 定 さ れ ず 、 低

温にすることによっ て溶液状態の j と kに対応 した 位置 に 2本のシングレットが現れ、緩

いてブロードにな り 、 そ れ が 2組のダブレットに変化するパターンがみられる。温度変化

のパターンは、溶液状態の 2ーサイト問の化学 交換の系と良く似ている。パターン解析す

ることによって、活性化エネルギー約 4Kcal/moliを得た。側鎖炭素のシグナルの温度変化
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等を考察した結果、ベンゼン環が 180 ・フリップしていると解析できる。この場合ベンゼ

ン 環はー 0-⑤ -0ーの構造をとっており 、 環 の 反 転 は 容 易 と 考 え ら れ る . x ~M 析の
結果からも十分 な空間的余裕があることが分か っ て い る 。 このような現象はフェニルア

ラニン、ポリマーなどの国体中でも観測され

ている。

ここでは 7088C0085すの固体状態のスペクト 1¥) 6o'c 

ルの温度変化を Fi g. 2に示す。 Fi g. 1から明

らかなように、 90.Cのスペクトルではへプト

キ シ 基 の オ ル ト位の炭素 bのシグナルは溶液

状態と同様に 1本であり、 21園の炭素は等価

になっている。一般にはメトキシ基や oH基 -t-)4s-'c.. 

のオルト位炭素は 2本のシグナルを与える。

温度が下がると(70 .c付近)このシングレッ

トは観測されな くなり、 60.C付近から小さな

シグナルが現れ、 40 .C付近ではブロ ドな

シグナルとしてみえるようになる。更に温度

を下げると 20.C付近ではダブレットになる。

炭素 b に隣接した炭素 cのシグナルは分雛し

ないので、明確な変化を観測できない。シグ

ナル bの変化が見られる原因としては 5￥8BCO

ンゼン環の 180 .フリップあるいはヘプトキ

一一」一一一一-0807の場合のよ う に ビ フ ェ ニ ル 環 の 一 方 の べ :totl 15"0即 日 o /p. 

シ側鎖のセグメント運動の両方が考えられる。 Fig.2 Te・perature dependent spectra 

化学シフトの議論で述べたように、ビフェニル環の内部回転はないものと考え、さらにビ

フェニル環全体が内都回転なしにフリップする こ と は 考 え に く い の で 、 側 鎖 の セ グ メ ン ト

運 動 が 重 要 で あるといえよう.事実側鎖炭素 シ グ ナ ル に お い て 線 幅 や ピ ー ク 強 度 の 温 度 依

存性が見られ、予備的な実験から側鎖炭素の T ，は非常に短い。従ってシグナル b の温度

変化はへプトキシ基のセグメント運動による効巣と考えられるが、詳細な解析を現在行っ

ている。また特定のシグナルがある温度領域で見られなくなる現象がある。一般には相関

時間が 10 -6秒 のオーダーの分子運動が存在する時にプロトンの結合している炭素シグナ

ルの線幅が広がることが理論的に示されている。本研究で見られた現象がこの理論に対応

するか否かについては未だ検討の余地があるように思われる。 7088C0085専においても

0-① -Cータイプのベンゼン環がフリソプする可能性がある。t3C酬において炭

素 j と kの各々 2個 の 炭 素 は 化 学 シ フ ー ト の差がないために、スペクトルパターンからの解

析はできず、シグナルが重なることもあって、現在のところ明確な知見は得ていない.
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23 ゼオライトの絢孔申のテトラ メチルアンモニウムイオンの運動

(化技研) 林 繁信・鈴木 邦夫・清住 嘉道・早水 紀久子

Motion of the tetramethylammonium ions trapped in zeolite 

(National Chemical Laboratory for "Industry) Shigenobu Hayashi. 

Kunio Suzuki. Yoshimichi Kiyozumi， and Kikuko Hayamizu 

High-resolution solid-state I.C NMR spectra have been measured for various 

types of zeolites trapping tetramethyla田monium ions in their cages. Various 

modes of pulse sequence were used to indicate that the ions move rather freely 

in the cage. I.C spin-lattice relaxation times have been measured as well. 

which can be related to the size of the cage as well as the I.C chemical shift. 

T h e s i t e 0 c c u p.a n c y 0 f t h e i 0 n s i n t h e z e 0 li t e f r a m e W 0 r k h a s b e e n d i s c u s s e d 

quantitatively. 

ゼオライトは結晶性アルミノシリケートであり、 AIO.、 Si O.四面体が 3次元的につらな

った多孔佐の構造をしている。 種 I:rの ゼ オ ラ イトが有機塩基を用いて合成されている。有

機 分子はゼオライト生成過程においてテンプレ ー ト の 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て い

るが、 その機構についてはよくわかっていない。ゼオライト骨格中に閉じ込められた有機

塩基の梼造や位置を知ることはゼオライトの結晶化過程を明らかにする上で非常に重要と

考えられる。

有機塩基としてテトラメチルアンモニウム (TM A) イオンを用いて種身のゼオライト

をアルミノシリケートグルから合成することができる。結晶化過程においてトラップされ

た TMAイオンはゼオライト骨格内の特定のサイ ト に 存 在 し て い る と 考 え ら れ る 。 前回の

報告において、 我々は種々のゼオライト申に閉じ込められた TMAイオンの I.C CP/M  

A S NM Rスペクトルの測定を行ない、 ，. Cケ ミ カ ル シ フ ト が TMAイオンが閉じ込めら

れている細孔のサイズによって変化することを報 告 し た 。 1

本研究では、 固体高分解能 I.C NMRスペクトルを種々のパルス系列を用いて測定し、

TMAイオンが細孔中でかなり自由に動きまわっていることがわかった. また、 1. C 繊の

スピンー格子緩和時間の測定を行ない、 緩和時聞が絢孔のサイズによって変化することを

見いだした。 これらの結果から、 細 孔 中 で の T M Aイオンの運動について考察するととも

に、 T MAイオンの各細孔への入り方を定量的に議論する。

[実験 T MAイオンを含んだゼオライト試料は前回用いたものと同じである。
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固体高分解能 13C NMRスペクトルはブルカ一本土 MSL-400を用いて測定した。

13 C核の周波数は 100.62 ~Hz であり、 測定は室温で行なった。 ケミカルシフトはアダマン

タンの高磁場側ピ}タを 29.50ppm として決めた。 13Cスピンー格子緩和時間の測定には

反転回復法を用い、 シグナル取り込みの聞だけ 'Hデカップリングを行なった。

[結果及び考察]

1. 13C  NMRスペクトル

図 1にA タイプゼオライト中の TMAイオンのけ C N M Rスペクトルを示した。 図 lA

は 'Hデカップリング (DD )を行ない通常のシングルパルスで測定したスペクトルである。

線 I掃の広いシグナルが得られる。 図 1Bはクロスポーラリゼーション (Cp) とマジック

角回転 (MA S )法を併用して測定したスペクトルである。 58.6、 56.8、 56.0 pp皿に 3つ

のピークが観測された。 このスペクトルは、 前回報告した 50.10HHzで測定したスペクトル

とシフト個、 相対強度比とも一致している。 A タ イ プ ゼ オ ラ イ ト に は ソ ー ダ ラ イ ト (s ) 

ケ-~及びそれより大きい α ケージがあり、 観測されたピークはそれぞれ、 ソーダライト

(戸)ケージ、 aケージ、 外表面の TMAイオンに帰属される。 コンタクト時簡を増加さ

せてスペクトルの測定を行なったところ 10~ 20 msecで 強 度 が 帯 加 し な く な っ た 。 図 1Bの

ス ペクトルではコンタクト時聞を 18msecにしている。 アダマンタンで 6msec前後で最大強

度 が得られたことを考えると A タイプゼオライト中の T M Aイオンでは CP効率がかなり

緩いと言える。 llPち、 TMAイオンはゼオライト中でかなり速い分子運動をしていると考

えられる。 図 1Cは'Hデカップリングと MA Sを併用し、 CPを用いないで測定したスペ

クトルである (DD/MAS)o BとCでは積算回数が異なあので単純に SN比を比較で

きないが、 積算回数を考慮しても(Bは 4 0 0図、 Cは 18 0 0図)、 C においてかなり

の SN比の向上がみられる。 ピーク位置は B と全く同じであるが、 3本のピークの相対強

度比は大きく異なっている。 llPち、 一番高磁場側のピーク強度の増加が著しい。

図 2にオフレタイト 2種と ZSM-4の IHデカップリング MASスペクトルを示した。

オフ レ タ イ ト で は 2本のピークが観測された。 低磁場側のピークはグメリナイトケージ、

高 磁場 側の ピ} クは管状のス}パーケージ (γ ケージ)内の T M Aイオンに帰属される。

Z S M'-4では 57.8ppmにグメリナイトケージ内の T M Aイオンが観測された。

表 lに NMRの結果をまとめた。 DD/MASスペクトルにおいては、 各 ピ ー ク の 面 積

強 度は各ケージ内の TMAイオン量に比例している。 一方、 T M Aイオンの全量は TGの

結果から求められる。 これらの結果から、 名ケージ 1個当りの T M Aイオンの個数を計算

した(表 1の占有率) 0 A タイプゼオライトでは日ケージ、 オフレタイトと ZSM-4で

はグメリナイトケージにおいて lに近い占有率を示している。 これらの細孔が T M Aイオ

ンによって型どられていると考えられる。

図 3に 'Hデカップリングしないで MASのみで測定したスペクトルを示した。 A タイプ

ゼオライトでは 56.0ppmを中心とした 4重線が線帽の広いピークの上に重なって観測され
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" 図 2. 'Hデカップリング1
3C MAS NMRスペクトル

図l. Aタイプゼオライトの13CNMRスペクトル

Ga ーヌナフレタイト

(C) 

表 1. 13C NMRの結果及び細孔の占有事

い州川村
試料 シフト値割合 TI  ケージ 占有率

(ppm) (耳) (s) (絢孔)

A 58.6 16 8.9 戸 1.17 

56.8 37 0.9 出 2.72 

56.0 47 0.5 外表面

オフレタイト 57.7 80 3.3 グメリナイト 0.76 

56.7 20 3.8 γ 0.19 

Ga- 57.8 93 3.1 グメリナイト 0.69 Aタイプ

オブレタイト 57.0 7 約3 γ 0.05 (A) 

ZSM-4 57.8 100 2.5 グメリナイト 1.07 
PPH 

図 3. IHヂカップリングをしない

13C MAS NMRスペクトル
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た。 TMAイオンのメチル基の CH 3スカラーカップリングパターンであり、 A タイプゼオ

ライトの外表面 の TMAイオンがかなり自由 に運動していることを示している。 同様のパ

ターンが Gaーオフレタイトでも観測され、 グメリナイトーケージ内においても TMAイオ

ンがかなり自由に運動していることがわかる。 同じグメリナイトケージでも普通のオフレ

タイトでは線帽の広いシグナルが得られ、 ZSM-4ではシグナルが観測されなかった。

G aーオフレタイトにおいては G a置 換 の 効果で絢孔が大きくなっていると考えられる。

2. '3 Cスピンー格子緩和時間

図 4に A タイプゼオライトのスピンー格子 緩和曲線を示した。単一の指数関数約減衰を

示し て い な い のは 'H核とのカップリングによ る も の と 考 え ら れ る 。 τの小さい部分を用い

て T，値を決定した。 他の試料についても測定を行ない、 その結果を表 lにまとめた。 車田孔

の大 き さ に よ り T ，が大きく変化することがわかる。

締 孔 の 内 緩 球の直径で絢孔サイズを表わすと. s 6.8、 グメリナイト 7.6、 γ8.7、 自

11. 1λ となる。 図 5に '3C核のケミカルシフト及び T，の綿孔サイズ依存性を示した。細孔

が小さくなるにつれ、 共鳴周波数が低磁場側にシフトし、 T，が長くなる傾向にある.細孔

が小さくなるにつれ TMAイオンの運動が束縛され、 その結果 T，が長くなったものと考え

られる。

1代ご;¥fJ

f'i ~\ • 56.0ppm 
O 

~ 

4‘ 

o 2 
T (sec) 

図4.Aタイプゼオライトの'3Cスピンー格子緩和幽線

[文献]1)林、 鈴木、 新、 早水、 山本:
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5 

第 2 3回 N M R討論会(1984).

S.Hayashi， K.Suzuki， S.Shin， 

K.Haya田izu，and O.Yamamoto: 

Chem. Phys. Lett. 113 (1985) 
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図5.'3Cケミカルシフトと T，の細孔サイズ依存性
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24 Ouadrupole Echo法による 2H NMR線形測定を利用した

国体中ジメチルアンモニウムイオンの運動の解析

〈分子研、名大理、 British Columbia大〉

O池 田 龍 一 、 C. A. McDowel1 

STUD工ES ON MOT工ONALPROCESSES OF D工METHYLAMMONIUMIONS 工N SOLIDS BY MEASURE-

MENT OF 2H NMR SPECTRA DERIVED FROM QUADRUPOLE ECHO S工GNALS

Ryuichi IKEDA， C. A. McDowell (工nstitute for Molecular Science， Nagoya Univers工ty，

University of British Columbia) 

2H NMR powder spectra obtained by Fourier transform of quadrupole echo signals 

were recorded for [(CD~)~NH~l~MClc (M:Sn， Te) to elucidate motional effects on the 3'2....2'2..-~6 ".._..， 
lineshape. Observed spectra were analyzed by comparing with lineshapes ca"l-

culated for various motional modes， their rates， and interpulse spacing times. 

Both complexes showed narrowing of the spectra around room temperature due to a 

new motional processof the cations， which was determined to be 1800 

flip of the 

cation about its C2 axis. From the lineshape analysis， CNC and DND bond a珂 1es，

and activation energies as well as correlation tェmesof the 180
0 

flip were deter-

mined. 

1 .はじめに

2H NMR粉末スベクトルは、分子の運動によってその線形が著しい変化を示すことから、

分子運動のモードおよびその速さを決定するための優れた情報を提供することが明らかに

されている。また、これらのスベクトルを四極子エコー法を用いて測定する場合、得られ

た線形が加えた二つの 90。パルスの間隔〈 τ〉に強く影響されることが指摘されている。

このことは、スベクトルの解析をより複雑にするという欠点になるが、同時に、運動につ

いての新しい情報源として利用できる。従来、分子運動の研究に広〈用いられてきた 1H 

N門Rは主として原子聞や分子聞に働く陽子磁気双極子相互作用に着目してきたのに対し、

2H 州 R では、 2H 核近傍の電子分布によってスベクトルがほとんど決定されるので、 1H 

NMR と違った観点、から分子運動を眺められるという利点がある。本研究では、大きな錯イ

オン (SnCI62-，TeCI62-)を対イオンとした (CD:j)2NH2+(以下側A-d6と略記〉および (CH3)2・

ND2+ (DMA-d2と略記〉イオンの結晶内の運動の温度変化を 2H核を通して眺め、 IH N門R に

よって明らかにされなかったジメチルアンモニウムイオンの新しい運動をどこまで明確に

できるかに焦点を合せた。

2 実験

2H N門Rスベクトルは Bruker CXP・200分光器を用いて、 900

- 90。パルス t去により 30.7附 Z

で観測し先四極子エコーを Fourier変換して得た。 Phase Alternating Pulse Sequenceを

-99-
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採用して系統的雑音を排除した。測定した試料は (DMA-d6hSnCI6 (以下 Sn-d6 と略記)、

(D門A-d6)2TeCI6 (Te-d6と略記〉と (DMA-d2hSnCI日で、いずれも多結晶粉末である。

3.結果と考察

200・360Kで測定された Sn-d6，Te-d6 の2Hスベクトルの例を図 1に示す。いずれもパル

ス間隔 25μsで測定した。 200Kのスベクトルはどちらも電場勾配の非対称定数甲 =0 で、

四極子結合定数(QCC)は 52;0 kHz(Sn-d6) 、49.5 kHz(Te-d6) となり、 lH N門Rの結果か

ら予想されるように、 CD3基の N-C結合軸回りの 120
0

jump運動が十分速いというモデル

でよく説明される。室温付近で観測されたスベクトルの尖鋭化は、新しい運動の励起が進

行していることを示している。図 1の 360K (Sn-d6) と 320K (Te-d6) のスベクトルは

この新しい運動によって十分に尖鋭化していると考えられる。これらのスベクトルは可否e0 

の典型的な例で、スベクト)1.-幅から求めた QCCと可は、それぞれ 25.4kHz，0.70(Sn-d6) 、

24.3kHz，0.63 (Te-d6) となった。運動の対称性から

推定すると、このような大きな甲を与える運動は

2-site jumpと考えられる。この運動が十分遅い時
200K 

と十分速い時の電場勾配の主軸の方向を、それぞれ一

(x，y，z) ，(X，Y，Z)とし、十分速く回転している

CD3墓が Z軸(Z.対して Oの角度をなす二方向の間を

Jumpしているとすると〈図 2参照〉、電場勾配の

主軸成分(q )は

qxx = (1/2)qzz (3sin28 - 1 ) 

qvv = (-1/2)qzz 

q zz (1/2) q zz ( 3cos28 - 1) 

320K 
となる。 ηおよび、 Jumpが十分遅い時と速い時での

QCCの比 Ie2Qq.v/e2Qqo Iについて、角度依存性

(関係するすの範囲内のみ〉を図 3に示した。

_0.6ト / ¥ ノ/ 」η

y 
、~、eEE、s詰“ F 

CN 国ヨ

x .. ¥ ¥ 
0.6 

Y 

)
 

向

H
u
v
n
u
u
v

p
h
d
a
n噌

4

{

 

n
H
U
 55 60 

(35) n^ IJ~____ (30) 
2e/degree 図 2 電場勾配主軸系

とCD3基の 2θJump

-40 Freq (kHz) 40 
(DMA-d6)2TeC16 (DMA-d6)2snC16 

1.0 図 1.測定された 2Hスベクトル
積算 400回、繰り返し時間 0.5s

図 3
図 4計算スベクトルの角度依存苧

ηとQCCの比の角度依存性 a: 1240 b: 120
0 

c: 116 O~ d: 112 y 

e:l080 f:l04
0 

g:100
0 

h:96
Q 
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この図を用い、測定した甲から jump角度 28を求めると、四つの 28の可能性がでてくる。

l!Ilち、 Sn銅山では 103.60

(文は 76.40

)と 116.80

(又は 63.20 )となった。カッコ内外の

角度でのスベクトルは同ーになり区別できない。これら四つの角度のどれが正しいかは、

運動の両極限状態でのスベクトルからだけでは決定できないが、スベクトルの角度依存伎

は非常に顕著であるのでく図 4参照、 QCC=43kHz，τ=25μsで計算)、可の実il1j値から精度

よく jump角度が求められる。 jumpが中間的速さく 104-106Hz)の場合、スベクトルの形は

パルス 間 隔 (T )に依存ずる。 QCC=43kHzの場合を例に取って、 T=25μsと τ=100μsでの

スベクトルを種々の jump照波数について計算し図 5に示す。又、 Sn-d6が取りうる二つの

角度について、中間的 Ju仰周波数でのスベクトル (QCC=43kHz，T =25μs)の計算結果を

図 6!こ示す。図 1の実illJスベクトルは ju聞p角度 116.80

(文は 63.20

)でよく説明される

ことがわかる。スベクトル解析からだけでは、角度についてのこつの任意性 (116.8。と

63.20 )が残る。 (D門A)zSnCI6の X線構造解析によると、 D門A+イオンの CNC結合角は 115.9。

又は 116.9。と報告されている。これらの慢が一方の jump角度に非常によく一致している

119.0。となった。

28 =116.8。を用いて計算したスベクトルと実測

を比較することにより、各温度での jump周波数を

決定した。 Sn-d6について 300Kと350Kで測定され

たスベクトルと計算スベクトルとの比較をそれぞ

れ、図 7と図8に示す。この比較により jump周

波数は310Kで 15kHz、350Kで200kHzとなった。

図 9に Sn-d6とTe-d6について、 Jump周波数 (k)

から求めた jumpの相関時間 τo(k=2/τ0)の温度

変化を示す。 1H N門Rの実験から求めた (CH3)zNH2+

イオンの相関時間 (τH)、塩素 NQRから求めた

C 

d 

-40 FR悶悶E印OlK附i

図 6 Sn-d6について計算した線形

a:l0kHz b:50kHz c:lOOkHz d:500kHz 

o 104 105 106 107Hz 

~へし
山ユ-lJJLA_0し

， M:40Frei(kHZ)48 
図 5 種々の Jump照波数について計算したスベク ル(28i・116~ ) 
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正八面体型錯イオンの 90' jumpの相関時間〈 τCI )も合せて示した。

以上で述べたジメチルアンモニウムイオンの運動を確かめる目的で (D門A-d2)2SnCI6の2fI 

スベクトルから刀 =0.70が求その結果を図 10 (a)に示す。スベクトルを 350Kで測定した。

められ、それに対応する jump角は 103.6' (76.4' )と 116.8' (63.2' )となった。 CD3につい

これら二つの角度について計算じたてこの温度で決定した jump周波数 200kHzを用いて、

くこの spctrumsimulationにはパルス I偏(6μs)に対するスベクトルを図 10 (b，c)に示す

のモデルにより実測のスベクトルは補正が加えられている〉。明らかに Jump角 103.6。

の可能性は、 ND2+よく説明される。 jump角76.4。
T/K 250 350 
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基中の D…D距離が異常に短くなり、 1HN門Rにおける

陽子関磁気双極子相互作用を説明できないため除
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C}' 
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この結果から ND2す基の結合角として、外できる。

)ノ τ
・~/一 Cl

ノ (b)

τ 
D 

，
 
，
 

，ノ

n
n

，
，
ザ
t

ノ
'

/
 /

 /
 ノ

t 
D 

5
 

nuu 1
 

回

¥
Z
H
-
z
H
-
E
H

kK/T 

/0-7 

103.6' 

図 7

180'flipの棺関時聞の温度変化図 9〈左) ，k=15kHzを用いて計算した線形〈右)
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T C I : MC 16イオンの 90' jump 
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図 8Sn-d6 : 350Kで測定されたスベクトル

クトル(a )、 1¥=2001¥持zを用いて計算

した線形(b ) : 103.6' (c): 116.8。
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25 垂水 素 NMRによるポリグルタメート固体の分子運動

(北大工) 平沖敏文、 松尾研吾、 堤耀広

Side Chain Reorientation of S01id P01y(g1utamate)s studied by 2H HMR 

Toshifumi HIRAOKI， Kengo MATSUO， and Akihiro TSUTSUM1(Department 白fApp1ied PhysiCs， 

Hokkaido University) 

'H spin-1attice re1axati日ntimes and 1ine shapes were measured at various telpera-

tures fロr poly(y -[methY1-'H，J田ethY1-L-glutamate)(PMLG-d3)，and p01y(y -benzyl-L-

:y-'H"lg1uta園ate)(PBLG-yd2). 1n PMLG-d3 the orientation dependence of T， calcu-
1ated by using a three-site jump mode1 is in good agreement with that measured at a 

telperature range of -120 to -70oC. Cロrre1ation times derived fr白圃 the ana1ysis of 

datashow the activation energy of 6.1 kJ/mol for methy1 reorientation. Increasing 

temperature， T， and 1ine shape change remarkably， showing the rapid motiロns for the 

C3 axis in addition of the C， r百tation. The Cy -"H bond axes ロfPBLG-Y d2 are 

near1y rigid and execute only sma11 alp1itude 1ibrations at be10w 25・C. At higher 

telperatures the rapid orientation about the C β C y  aXlS is observed from the 

ana1ysis 由fuSing a t智o-site jump model. 

重水素 NMRは固体における分子の運動状態の詳細な情報を与えるので、 iJ水素ア標識ぎれ

た分子の局所的な運動を定量的に求めることが出来る。 C-'H結合の， H -NHR ス卜)~の線形

はおもに核四重極視互作用によりきまり、運動の速さにより変化 L、 分子間・うj'f-内相互作用

は無視できる. この結果線形は分子運動を反映して特徴的なパターンを示す。運動の相関時間

'r cが 10・3Sより長〈、輪対称の粉末平均スベクトル は約 128kHzの四重極分裂を示す。相関時間

が 10-'s<'r.， < 10-'sでは 、核 問重 極相 互作 用の大きさが 170kHzなので線形は運動のモードと速

さに依存して著し〈変化する。'rcが 10-'sよりも速くなり運動が単一モードの時には線形は変

化せず、 'r cは スピンー格子緩和時聞から求められる。本研究ではポリグルタメート側鎖の分子

運 動 を 詳 細 に 調 べるため、側鎖の一部を選択的に垂水素化したポリグルタメートの 2H-NMR

スベクトルとスピンー絡子緩和時間 (TJ)を濁定した. スベクトルの線形および1，はジャシプモ

デルにより解析した

重 水 素 の 緩 和 機構は核問重極モーメントと電渇勾配の鑓らぎの相互作用による四重極緩和の

みで説明される。固体においては重水素のれは方向に依存する.メチル基では C3回転軸と外

部磁場とのなす角を 0とすると、 T，は(]= 0・、 90・の場合に次のようになる

(i)three-site mode1 

- 8Ld/28'[(  
? E7  ( i+dr + l十ρでご )J6=グ

-L4d/ でιzτι 、
τ 8 i ~ f十 ω-at.l- ナ4ωz亡主主 j

(ii)free-diffusion model 

よー乏d f で/ 中 ECL 、
7i-8/t lナ ω句 ι ・ Ir ui'-r22. Iノ
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θ=='1♂ 

β=0ο 

(1) 

(2) 

(3) 



/ 4cL!i r'C '2じ 41:1 2CL 
エロ~，( -;-一「ナー十一一一一一て十 す よ )θ=90' はj

~ 宮I l，ナμ?乙ι "-!-I.d'''Ct 十牛LL''''Cj2. . !.-!-今比#亡:f，) 

ここで ω"= 3 e乏qQ/4h. r c=1/(3k) (k:jump rate). r ，=1/D CD:diffusion const.). 

7: 2 = 7: ，/4 である。図 1に30.7KHzにおける T.の fast motion 側を示す。 free diffusion では

8 =0・と 90' とで同ーの T. を与えるが、 3-site jumpでは T，が異なり T，(8=90・)が

T，(8=0・)の 2倍になる， 運動によって平均化された粉末型スベクトルの四重極分裂すq は

ωQ  T c <く l の条件下で、

同 alff， 山 岡 崎I

v q v司S (5)、 S (3cos< 8 "-1)/2 (6) 

句1

ここで 11q は運動がないときの四重極分裂、 8 0 は C_2自輸と 0.' 

C3 軸とのなす角である.四面体角 (80=70.5・)では S=1/3 にな

り四重極分裂は 1/3に減少する。更に、 C3輔 が semiangle 8 c の

円錐中を 1ibrateする場合には線形は輪対称を維持して (5)式は次

のようになる。

vq vqScos8c(1+cos8c)/2 

。cが温度とともに大きくなると、 V 唱は減少する。

実験

(7) 
ι 

po1y(γ ー [methYl-2H3]methyl L-gluta.ate)(PMLG-d3)はPKLG

溶液に重水素化メタノールを加えてエステル交換 反 応 に よ り 得

た。 y位を重水素化した L-グルタミン畿は Gris目liaとBurrisの

方法に従って得た。 2 これをベンジルエステル化し、 NCA法

によって poly(y-benzyl L-[y・2Hε] glutamate)(PBLG・Yd 2) 

を得た.周体 2H-NMRスベクトルは BrukerMSL-200 (30.7KHz) 

で、 cOllposite pulse を用いた四重修エコー法により得た。 4

90・パルスは 4.0-4.5μsで、 パルス間隔は 20μsである. スピン

ー格子緩和時間 T，は Inversion-recovery四重極エコー法により

得た。

結 果 と 考 察

図 lに20・cにおげるポリグルタメートの 2H -NMRスベクトルを

示す。 PBLGの主鎖のアミド基、 C Y、ベンゼン環水素をそれぞ

れ重水素化した試 料 CPBLG-Nd、PBLG-Y d2， PBLG-d5)のスベクトル

はいずれも約 120kHzの四重極分裂と、 スソに帽の広い約 200kHz

の成分からなる。 これらは、 C-2H輸又は N-2H輔の運動が止まっ

ていることを示している。 一方、 PMLG-d3のスベクトルでは四重

o.otL....，..". 
10'ι 10-11 

tc/S 

¥0-10 

Fig.l. Calculated curve as a 
function of correlation time. 
The solid line is a 3-site jump 
motion. The dot line is a free 
diffusion. The circles are 
experimental results. 

←N叫H-CO→ι叫 CH-CO→
。9H2 ， rH2 
)' CH~ ?' CH 1'12 u rJl2 
CO・O-CHo CO・O-CH・C..H2-V6"5 

PMLG PBLG 

九1kHz

PMLG-d
3 34 

こ川ι

4 

200 

120 

i 

-200 kHz 

極分裂は 34kHzに減少しており、 メチル基が運動していることを Fig.2. 2H_NMR spectra of poly-

示している。以下、 PMLG-d3とPMLG-yd2について述べる。
(glutamate)s at 20 C. 
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Fig.4. Temperature depen-
dence of quadrupolar 
splitting for PMLG-d3. 

t∞ 

kHz 

-，切

Tel'1Dl・c

T""，/"C 

ニ平一一一二碑

。c_C c. 
0.0  

C G 。

PKLG-d3 

図 3にPKLG-d3の 2H -NMRスベクトルの温度依存性を示す。 -120・c

では 37孟Hzの四重極分裂をもっ典型的な輪対称の紛来型スベクトル

が観測され、 メチル基がお輔のまわりで速い回転をしていることを

示している。温度上昇と共に四重極分裂幡は少し減少し、 スベクト

ルのエッジ部分が不明瞭になる。図4に四重極分裂幅7τの温度依存

性を示す。ー130・Eでの亨τは37kHzでし軸回転の四重極分裂の推定償

42.7kHzより小さい。 これは低温においても小さい振幅の 1ibration

が生じていることを示唆している。 この 1ibration:が(7)式に従うとす

ると、すτ=37kHz(T<-80・〉では ec = 25・、 'vτ=32kHz(T=-40・〉では

8ι=35・である。室温以上になると四重極分裂は測定できなくなる。

これは室温付近から四重極分裂幅 34kHzを変調する KHzオーダーのし

輔の運動が大きく寄与することを示している。図5に11の温度依存性

を示す。低温領域では、 スベクトルの平行成分 ((f 11 )と垂直成分 (σι)

のれの値が異なり、 TIに異方性が存在する.特に -80・C以下になると

れ (σょ〉は T1 (σ Ii)の 2倍になる。 これは上に示したようにメチル基の

C3回転が一様ではなくトサイト測でジャンプしているモデルとー致

する。相関時間 T ，と jUIlP rate kの聞には T = 1/3kの関係がある

ので、 11から kを求めることができる。 -130・cにお付る k は1.2 x 

101.s-1である。 kの温度依存性より求めたし図転の活性化エネ JJ.，

ギーは 6.lkJ/lo1 である。 この値は他の低分子結晶のメチル基

の回転の活性化エネルギーよりかなり低〈、 メチル基が動き易い

ことを示している。 これは PKLGでは;メチル基は酸素原子に結合し

ており (-Q-CH3)、 炭素に結合している時よりも運動の自由度が大

きし しかも剛直な α-belixの主鎖聞にある非晶領域の側鎖末端

にメチル基が存在するためと考えられる。 -80・cより高温になると

れの異方性が小さくなる。れは 0・E付近で最大となり高温になると

減少し 130・C付近で巌小になる.ごれらの結果は -80・C以上の高温

になるとメチル基はし回転の運動に加えてし輔自体の運動が始ま

ることを示している。誘電分散の測定は室温付近で 1kHz の運動

が側鎖カルボニル基に存在することを示している ごのよう

な運動は室温以上から KHzのオーダーの運動になり、 スベクトル

の線形とれに大きく寄与するようになる。 130・Eで徳小債をとる

ので ω T，-1の条件から求のたこのような運動の稲開時間は 6x 

10-9 Sで忘る。一方この温度におけるし回転の相関時間は 8.2x 

10-13Sであり、 T1には寄与しない。

l:f 

;::、
10団'/TCK-l)

Fig.5. Temperature dependence 
of T. for PMLG-d3. The curve 
is aゐ theoreticalprediction 
for a 3-site jump motion. 
Circles are experimental re-
sults: 0， T

1 
(σム); 1， T

1
(σ，，) 

PBLG-r d2 

PBLG-r d2の 2H -NKRスベクトルの温度依存性を図 6(A)に示す.

室温以下では 120kHzの四重極分裂をもっ軸対称な粉末平均スペ

クトルを示し、運動していない Cr _2 H械のスベクトルに類似し

ている。これは、 大振幅の Cr -2H輸の運動は生じていないこと

を示している。 50・tまでは約 115kHzの四重極分裂を示し翰対称

は保たれているので、 cr _2 H輔の運動はかなり制限されている。
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このような運動に対して、 C'Y-2H戦が cβ -C'Y輔のまわりで trans-gauche聞の 2-site jUllPをす

るモデルを適用した。図 6(B)にこのモデルによる計算スベクトルと ju.prate kを示す 55・
cまでは良い一致を示した。 50-62・cのスベクト ル は 他 に 比 べ s/n比が悪い。 これはこの温度領

械で運動の速さが ωQi c と 1(intermediate exch.ange region)になるためである.更に高温に

なると計算スベクトルと実測スベクトルのずれは大き〈、 一致しな〈なる. これは他の運動が

寄与してくるたゆと推定される。 これらの結果は側鎖カルボニル基が 55・Cで 100kHz、 90・cで

1HHzの誘電分散があることと一致している。 6
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Fig.6. Temperature dependence experimen-

tal spectra of PBLG-yd2 (A) and simulated 

line shape uaing 2-site jump rate indica-

ted for each spectrum (B). 
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26 固体高分解能 13CNMR。スピン裕子緩和による

国体ペプチド、貸自質の分子運動の検出

(民I]r.がんセンタ 研究所)

斎藤 議， 横井もと子

13 High-reso1ution Solid-state 'vC NMR. Mo1ecu1ar Motions in Solid Peptides and Proteins Studied by 
13 
C Spin-1attice Re1axation l1easurements 

A 

Hazim巴 SAITOand Motoko YOKOI (Biophysics Division， Nationa1 Cancer Center Research Institute) 
13 C spin-1attice relaxation times of the 1aboratory frame were measured to study plausible 

mo1ecu1ar motion in the solid and to app1y the resu1ts for confirmation of peak-assignments. We 

found that puckering motion of Pro residue occurs in for anumber of peptides and co11agen. 

1 . はじめに

演者らはこれまでの一連の研究で、固体ポリペプチド、蛋白質の二次構造が、関与するア

ミ ノ酸 残基 のペプチド結合炭素 Ca 、 c=oおよび Cβ に関するコンホメーション依存 13C 

シフトと関係づけることにより決定可能であることを示した 1-日 A したがって 13Cシフト

がペプチド、蛋白質の二次構造の intrinsicなプロ ブとして使用することが出来る，

方、溶液 NMRの場合と異なり、スピン格子緩和時間(T 1 C) の有用性は、国体試料に対し

てはそれほど大きくない。 それは、結晶状態 では主鎖の運動が T 1 cに鋭敏な M H z領械の相

関時間を大抵の場合は持たないからである。しかし、 Ala、 Leuな ど の ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 場 合 の

ように、 分子内に運動性の大きい置換基があれば、 それとの距離の r-・依存性による T

勾配が生じることを利用すると、スペクトルピークの帰属に有用である L 円。

本研究では、トリペプチド、ポリペプチド、コラーグン等のけ C 緩和時間を詳細に測定し、

アミノ酸側鎖の内部運動の検出とその意義、およびスペクトルピーク帰属への応用について

検討した結巣を報告する。

2 . 実験方法

13C C P -M A S N M Rの測定(75.46 M H z) 

はプルカー CX P - 3 0 0スペクトロメーターを用

いた。 13Cシフトの基準はグリシンーカルボキシル

ビーク(176. u3 pp周)によった。試料は、シリンダ

型のセラミックロ ターに充模した。 T 1 c測定は、

スピン温度反転、 C P .>法によった。

面E
毒舌E

G町，.-Pro-Ala
~3ðt5 31'J~ 
u音量 u塁

20， 

3. 実 験結 果と考察

3 - 1 トリペプチド

図 1に、 T 1 c測定のためのトリペプチド Gly-Pro-

Alaのスタックプ ロットを detay時間 tとともに示す。 初 田 嗣 日 間

各ピーク強度 2M cp ( 0 ) か ら ( 1 )によって減衰 図 Gly-Pro-Alaの 13CT 1 C測定

する。

η
i
 

nυ
 唱

E
i



M ( t) 2 M cp ( 0 ) exp (ー t T ，じ) ( 1 ) 

明らかに、メチル 基 の C 3問転が存在する A1 a C:β の 減 衰 が 最 も 大 き く 、 次 い で A1 a C aと

なることがわかる。( 1 )式からの T 値を二、三のトリベアチドとともに表 Iにまとめる。

これから明らかな ょ っ に 、 AI a、 Leuそれぞれ c 0 C a Cβ.  c 日 cβ くC r (_C o' 

の T，値の勾配が出現する

これは、 MH z 

領域でのペプ

チド内部の運

動が存在しな

いとき、 13C

緩和は末端の

メチルの CH 写

Tab1e 1. 13C Spin-1attice Re1axation Times of Some Ti:ipeptides ( s) 

G1y-Pro-A1a A1a-G1y-G1y A1a-Pro-G1y PrO-LeU-G1y-NH
2 

A1a C
s 

1.7 1.1 1.5 

c 6.8 5.0 6.0 
α 

C=o 20 17 29 

pro C占 30 63 

c 20 2.0 17 
Y 

C
s 

23 2.4 28 

c 31 32 750 
α 

C=o 25 31 

Leu C
d 

1.0 

Cy 13 

C
s 

35 

c α 750 

G1y Cα 29 29; 17 (C-term;)-:34 130 

C=o 33 25， 11 ( " ) 19 

回転に由来し、

問題の炭素へ

の距離 r の

rぺに依存し

て順々に緩和

して行くこと

による。

第二に興味ある点 は 、 Gly-Pro-Alaの場合の Pro残基にくらべて、 Ala-Pro-Glyの C r、

C β 炭素のけ C T が緩めて短縮していることである。 Pro-Leu-Gly-NH2も c=o、 c (;に

くらべて特異的 T1 Cの短縮がみられる。 これは、 Pro環の内部反転によって、 C β 、 C r炭

素の部分的なゆ ら ぎ が 生 ず る た め と 考 え ら れ る 。実際、 Torchiaら引は(2H.) -Proおよび

( 2H .) -Pro-HClの 2H N M Rスペクトルの線型解析から、 C -2H結合のゆらぎの角度を 3

3 -2 ポリペプチド

蛋白質

前節で述べた側 鎖 の 内 部 運 動

Pro の反転がポリペプチド、蛋白

質 で も 存 在 す る ことが期待できる。

特に、図 2に示すようにすでに我

O している。

と思われる。

このような Proの内部反転の存在は、結晶のパッキングの程度に依存するもの
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々が報告したコラ グンの 13CN

M Rピークの帰属を確認するのに

利用出来る。図 3 、図 4にそれぞ

れ ( Pro-Gl y-Pro) 10、ウシ皮膚

コ ラ ー ゲ ン の け C T ， CiIIIJ定 用 の 400

スタ 1ソクアロゾトを示す。 図 2
100 ppm 0 

ウシ・皮虜・コラーゲン (A) および

(Pro-Gl y-Pro) 10 ・ 9H20( B ) 13C N M R 
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?? 
uιJ 

ppm 

図 3 (Pro-Gly-Pro).o・ 9H.OのけC

T 測定用スタックプロット

図 4 ウシ・皮膚 コラ ゲンのけC

T. 測 定 用 ス タ ッ ク プ ロ ッ ト

T，包b1e2. 13C Spin-1attice Relaxation Times of 8aue ]?(コ1ypeptidesan:l. Co11agen (s) 

3是-he1ix Trip1e he1ix 

(G1y) n (Pro) n (Hyp)n (Pro-G1y-Pro)109H20 Co11agen(skin) 

G1y Ca 6.7 6.6 4.8 

c=o 12 17 

Ala C
a 

7.工

C
s 

0.64 

C=O 22 

Pro C
a 

11 11 8.7 

C
s 

2.8 2.8 1.4 

Cy 
2.3 2.4 2.4 

Cu 
4.8 6.8 5.5 

C=O 14 工7 22 

Hyp C白 16 7.0 

C
s 

1.2 2.0 

Cy 
工.3 4.9 

C
u 

5.5 7.0 

C=O 16 
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表 2にまとめ た よ う に 、 リ CT 1 C値とアミノ酸残主主との関係はすでに述べたトリペプチド

の場合と極めて類似 Lていることがわかる φ すなわち、コラーゲンにおいても AJa残基の

T 1 c勾配が存在 すること、 Proおよ び Hypの C β 、 C r炭素の T の特異的な短縮がみられる

こと等である。パッキングの異なるコラーゲン フ ィ フ リ ル と (Pro-(;]y-Prol 10 10量体で

も大きな差異が見られないのは興味~かい 3 1 あるいはコラ ゲン型の三重へリ '1 クスと

は異なる (ProlnIでも C β 、 C rはそれぞれ 4，0， 3， 0秒であることを考慮すると、内部反

転の有無は高次構造によって規定されるというよりは、むしろ残基特有の効果と考えるべき

であろう。いずれにしても側鎖のこのようなやわらかさが、スーパーコイリングを通じて

三重へリ、γ タス形成 のた めの 重要 な要 因で あることは、十分に理解出来ることである。なお、

表 lの結果は図 2のけ C シフト帰属の妥当性をうらづける。

4， 結論

13CT 測定によって、ペプチド、ポリペプチド、線維質白質のパッキング効果、アミノ

駿残基の i則鎖運動の有無の検出、ならびにスペ ク ト ル 帰 属 へ の 応 用 が 可 能 で あ る こ と を 示 し

た。
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27 重水素 NMRによるカリックスアレン中のトルエンの運動状態に

関する研究

(京大・理) O田村充 内 藤 晶

Deuteruim NMR study on molecular motion of toluene included by calixarene 

in solid state 

盟主盟主旦 E盟旦互旦 AkiraNaito 

(Faculty of Sc工ence ， Kyoto University l 

Deuterium powder spectra of selectively deuterated toluenes included by 

calix[41arene were observed. The results indicate that the toluene molecule 

is apparently rotat工ng nearly about its molecular axis in the host 

calixarene. However， the spectral pattern for ffi- and 0- deuterium cannot 

be explained by assuming a simple fast rotation. Temperature dependent 

spectrum at dry ice temperature ( -800 C l was .also measured and the results 
。

suggest it con七ains rather 180' flip-flop type motion at this temperature. 

[はじめに]

重水素核はスピン数 1 1で緩四極子モーメントをもっており， その NMR吸収線スベ

クトルは外部静磁場と電場勾配のなす角度に依存した周波数に現われる。 重水素の国体粉

末スベクトルは， 輪対称分子での 2本の F角 J の間隔から四種子結合定数を測定すること

が可能であるごとや， 車庫形の解析から固体状態 で の 分 子 運 動 に 測 す る 知 見 を 与 え て 〈 れ る

点で有用である。

今回， われわれは， 包 強 化 合 物 中 ゲ ス ト 分 子の運動性に関する情報を得るために， 選択

的重水素化トルエンをカリックス[4 ]アレンに包獲させた 5種類の間体粉末試料を用意

し， 垂水素の NMR吸収スベクトルを測定した。

[実験]

カリックス[4 ]アレンは右図に示すような p-置換

フェノールの β ー炭素をメチレンで架橋した構造をもっ環

白 liil 
状化合物である].

トルエンから再結晶したものは， 固体結晶 X線回折から，

その分子空孔内にトルエンのメチル基を取り 込んだ状態で

iiil 
1: 1結晶を構成していることが知られている.

この 結 晶 を 粉 砕し 13 0 .C・lmmHgの 下 で 24時

削減反して得られた無包援のカリックスアレン(トルエン

10%未満〉を用い， 選択的重水素化トルエン溶媒中，

1
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1 0 0 'C・15分， 放冷， 室温 3 日間の再結晶を行なって各目的試料を得た。 包接させた

トルエンの縛造式を Fig‘ 2 に示す。

D D 

DOO  

O 。~D 。D 。Fig. 2 
D'-..'-"...-/D 

C D3 CD3 CH3 CH3 CH3 

da-toluene methyl-d3- ortho-d2- meta-d，- para-d-

1 ) 2 ) 3 ) 4) 5 ) 

話題定には日本電子製 JHM GX-400. および重水素用固体

プロープを使用し， 送 信 機 側 に Henry Radio 社( U.S.A.) 

製 61.25MHz 高周波電力増幅機を追加した。

90x 90y 

(Acq.time) 

測定に使用した Quadrupole Echロパルス・シーケンスと DELAY 

測定条件を右に示す。 90・pulse 2.4μsec 

Fig. 3 Quadrupole Echo Sequence 

Sequence Cycle 10.0 sec 

T 50 )l sec 

DELAY 1.2μsec 

[結果・考察]

各粉末吸収スベクトルを Fig. 4 に示す。 選択的に重水素標識した試料の垂水素 N M R

スベクトル (2)~(5) を比較することにより da-toluene の重水素 N M Rスペクト

ルは外側から p- • メチ ル 0- m- 重水素によるものと帰属きれ， その分裂周波数

は Table1. に示すように決定された。

( 1 ) da-toluene 試料のスベクトルは(2 ) か ら (5 )までの各成分を単純に足し

合わせた線形にはなっておらず， 中心付近の約 10k H zの分裂に相当する成分を分雌同定

できない。 試料コイルにドライアイス( -80・c)を接触させて取り込んだスベクトルでは，

この成分は大幅なブロードニングを起こしており ， 温度で運動状態に大きな変化があるこ

とがわかった。 (3) (4) に対して， 同様に低温測定を行なった結果， スベクトル両サ

イ ドのすそ野の広がりが観測された。 同じ室温下の測定条件で， da-toluene 試料のみ

に， 約 10 k H zの成分が見られる原因につい ては， 現在検討中である。

( 5 )の pー に対して (3) (4)の 0- ， mー の分裂は約 20%にスケーリン

グされており， 分子軸にほぼ等しい回転車由まわりの運動によって， 部分的な平均化が起こ

っていることがわかる。 しかし同時に oー と mー の線~ほ 2 5 k H z以内のブロー

ドな成分を持ち合わせており， 包接されたトルエン分子のアロマティック部分の運動性に

非連続的な挙動が含まれていることを示峻する。

1軸回りの連続的な回転運動では， 核四極子テンソルの主値の， 書事磁織と平行な成分に

由来するスベクトルの『ショルダー」が現われるはずであるが， これは (3) (4)では

観測されなかった。(2 )では， メチル基自身が独自に C 3回転車庫をもつために通常の輸
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2H-NMR spectrum of each samle ( room temperature ) Fig. 4 

d 8-1) 

para-d-5 ) 

Ph-CD3 2) 

3 ) ortho-d2-

meta-d1-4 ) 

KHZ 
bo e ta ， 1 ・54Ea ， 守 目白 1 11  jo toa E 』 l¥loo

2H-NMR spectrum of d8-toluene ( dry ice temperature ) Fig. 5 

KHZ 
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対称パターンが得られている。

メチル基の分裂の中心周波数に対して， トルエンの各アロマティック重水素の中心周波

数はそれぞれ Table 1. のようにシフトしていた。 このため. dS-試料の低磁場側では， メ

チル基とアロマテ ィ ッ ク の ス ベ ク ト ル が 重 な り合い， 高磁場側よりも強度が上がる結果と

なった。 シフト量は低磁渇側へ約 10pPIIであり， 溶液中プロトン N M Rの化学シフト量

( 4.8pp田)と， 方向は一致するが， より 大きな f直を示した。

また. d8- 試料中の 10 k H zの成分の中心周波数は， アロマティック垂水素のものと

等しく， 化学シフト健からは， この成分をアロマティック重水素に帰属できる。

フェニル基の 180・フリップ・モーシヨンに起因する重水素スベクトル線形についてはす

iv) 
でにフェニルアラニンでの報告例がある。 (3) (4) は， 周波数の遭いなどに相違

がみられるものの， それと類似した線形を示しているが， 詳細な議論は， 厳密な温度可変

実験を今後行なった上でしたいと考える。

Table 工 ObservedFrequencies of d-toluene in Calix[41Arene 

No. toluene component A v [kHzl A d [ppml 

1) dS 10.40 11 
o-，m- 21..97 9 
o-，m- 24.35 10 
o-，m- 25.43 10 
CD3 34.82 reference 
p- 127.12 10 

34.84 

19.80 
25.25 

22.41 

132.10 
143.14 

2) Ph-CD3 

3) o-d2 

4) m-d1 

5) p-d1 

( room temperature ) 

[参考文献]

i) C.D.Gutzche Acc.Chem.Res(1983) ，~， 161 
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28 SASS-N恥!J R 揺玉三 4こよる色Z事長イじ壬ヨ「

杉3におけるダスト分子の爵力的オ蒲起き

(京大理) 今城文雄・桑原大介・北崎信幸・中井手IJ仁・寺尾武彦

SASS NMR STUDIES OF GUEST MOTION IN SOME INCLUSION COMPOUNDS 

Fumio IMASHIRO， Daisuke KUWAHARA， Nobuyuki KITAZAKI， Toshihito NAKAI， and Takehiko 

TERAO (Kyoto University) 

We measured the 13C chemical-shift powder spectra of ferrocene included in deoxyー

~holi~ acid or s-cyclodextrin using the chemical-shift SASS (switching-angle sample 

spinning) NMR method. The orientation of the ferrocene was found to be fixed in 

the former， but two different orientations are present in the latter; one is fixed， 

whereas the other is rotating. We also measured the CH dipolar spectra for some 

short-chain n-alkanes in urea inclusion compounds using the dipolar SASS NMR 

method. To simulate the observed spectra scaling of the dipolar coupling was 

needed. The scaling factors are well interpreted by assuming dynamic disorder of 

various conofmers for the included n-alkanes. 

3 1. 包接化合物においてはゲストとホストとの聞の相互作用は一般に弱いため、ゲス

ト分子はそれ自身の国体状態とは異なって様々な分子運動が可能となっている。ところで

ホス ト の つ く る 環境は通常呉方的なのでゲスト分 子 が 球 状 で な い 場 合 、 包 接 化 合 物 内 で の

ゲスト分子の配向ぞ運動の様式は制限をうけることになる。一方、 NMRに現われる 13C

化学シフトテンソルや C H間双極子相互作用などの棺互作用も一般に異方的であるので、

ゲスト分子の NMRパラメーターを測定するニとにより、その運動の様式などを明らか i二

することができる。しかしながら、化学シフトの異なる核が多〈存在するような粉末試料

については、通常の一次元 NMR法でのゲスト分子のパラメーターの測定は困難を伴う。

S A S S - N M R法1)は粉末状態で例えば 13CC P M A Sスベクトルで分離された個々の

炭素位置での NMRパラメーターの分離測定を可能とした。ここでは SASS-NMR法

によって調べることのできた尿素包接化合物中の nーアルカン、 n-アルケンといくつかのホ

ストに包接されたフ x ロセンをとりよげてその挙動についてまとめて報告する。

3 Z. フエロセンをゲスト分子とする包接化合物はチオ尿素 (TU )、デオキシコール酸

(0 C A)、シクロデキストリン (C0)類などがある。フェロセン分子の大きさは、 verti-

cal ( 5回軸)方向、 lateral方向とも 6え強であって、包接化合物中でのフエロセン分子の
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配向や運動 l二ついてはホストとの相互作用が大き〈影響することになる。

TUとの包接化合物ではフエロセンとホスト TUとの

13
C化学 シフ トの差が大きいので、既 iニ報告したようじ

通常の測定で 13C扮末スベクトルが測定で d-る(図 1)02) 

常温 で 等 方 的 であった 13C化学シフトテンソルは、低温

では軸対称となった。このときの異方性の大きさ 76ppIlI

は、ヲェロセン 自身がその結晶中で 5回軸ま わ り に 回 転

しているときの 値に一致していて、フエロセンは TU格

子内にさっちりと包接されているニとを示している。配

向試料を用いたおIj定 lニより、低温でフエロセシ は chan-

nel に沿って交互 lニverticalと lateralの自己向をとってい

ることカ2わヵ、った。

DCAはゲスト分子の形に応じて適当な包接空簡を提

供することが知られている。 X一線でフエロセン分子は

DC A包 接 化 合物中で特定の配置をとって静止している

294K 

-JxfiL 
100 0 

ppm from TMS 
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。
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お

シ

よ う に 観 測 さ れ ている。3) この系に S A S S法を用いて図 2に示した 13C化学シフト粉末

スベクトルを得た。ここで 13C化学シフトテンソルは軸対称ではあるが、その‘異方性の大

きさは 68.3pplllであった。 DCAに包接されたフエロセンは常温でも特定の配向をとって

いるが、そのシクロベンタジエン (CP )環は 5回 軸 の ま わ り に 回 転 し て い る こ と を 示 し て

70 50 L一一」
30 (ppm) 10 

Cら

図 2. フェロセンーデオキシコール酸

包接化合物の NMRスベクトル。

(a) 13CCPMASスベヂトノレ。

カノレボキシノレ炭素の吸収は省略した。

(b) SASS法により得られたブエ

ロセ J の 13C化学シフト紛末スベクト

ノレ ( SB =-0.303) 。

90 
L 一」一一一i
70 .___.50 (ppm) 

ト一一一-l
0i/(1) Dil山

トー--t
σW2> U.l(ll 

図 3. ブエロセン一日一シクロデキス

トリン包接化合物の NMRスベクトル。

( a) 13C C P M A Sスベクトノレ。

(b) SASS法じより得られたフエ

ロセンの 13C化学シフト粉末スベクト

Jレ (SB=-0.303)。
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いる。また呉方性の減少は、フエロセン分子の 5回軸に垂直な軸 i二関する librationの

存在によって説明できる。

、 4)
CD類では α、向、 Tの 3つの C D がフエロセンを包援する』とが知られている。~ -

で は s-CDと の包接化合物に対して SA S S法を適用してフエロセンの 13C粉末スベク

トノレを測定した(図 3)0 s -C Dの空子Lの大 き δ(6. 2え)からフェロセンは verticalに包

接されていると考えられている。4) しかしながら、 CPMASスベクトルでは 1本の吸収

線しか与えなかったフエロセンは、 S A S S による粉末スベクトルでは、異方性の著し〈

異なる(75 および 29pp皿)2つの軸対称な日c化学シフトテンソノレをもつことを示した。ス

ベクトル の 強 度 比 か ら 2種類のフ=ロセンの存在比

は 5 2であった。 s-CDに包接された 2種類の

プエロセンは、いずれもその 5固執のまわりに回転

していること、存在比の大きい方のプエロセンの配

向は s-CD内で固定していること、一方小さい方

のフェロセンでは 5回軸自身がさらに運動している

ことを示している。

2KHz 
蜘』

図 4. SASS法により得ら

れた尿素包接化合物中のnーデ

カン(1 0) の各炭素位置に

おける C H双極子スベクトノレ。

太線は実減、細線はシミ a レ

ーション、破線は channel紬

まわりの回転のないときのズ

ベクトルを表す。

9 3. 尿素包接化合物における n-アルカン(C日-

H2nt2 )の 13C化学ンフトは鎖長に依存すること、

特 l二鎖長の短いアノレカンでの 13C化学シフトが著し

く高磁場仮IJにシフトしていることから、U 尿索中で

もn-アルカンの配座には、従来考えられてきた all-

anti以外の配座が存在する可能性が示唆された。 S

A S S法により尿素に包接されたヘブタン(7 )から

デカン (10 )までの n-アノレカンの各炭素位置での C

H双極子スベクトノレを測定 Lたとニろ、測定された

スベクトルは、 CH2基では一軸まわりじ、また CH3

基ではさら lニC3軸まわりに速い回転を行っていると

きの線形を与えた。6) そこでall-anti配座の nーアル

カンがその長軸を channel軸に一致させて回転 Lて

いる(C H3基では C3回 転 も 含 む ) と き の CH閲双極

子相互作用の大きさを基準として実験値を再現する

スケーリング 因子 Scを求めると表 1Iニ示したよう

な結果となった。一方、 MM2分子力場計算を行な

って n-アルカンについて 2つ以下の gauche結合を含

む種々の 配 座 の 存 在 比 と geo皿etryを求めた。尿素中

でこれらの配座をもっアルカン分子が channel軸の

円
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表 1. 尿素包接化合物中のn-アルカン (CnH2n+2 )の CH隠双極子

相互作用のスケーリング因子(Sc) 

n 7 8 9 1 0 

C H3 exptl 0.7 3 O. 8 5 O. 7 5 O. 8 8 

calcd o . 7 6 O. 8 1 o . 7 9 O. 7 5 

αーCH2 exptl O. 7 5 o . 7 8 O. 7 7 o . 8 1 

calcd O. 8 1 o . 8 2 o . 8 5 o . 8 5 

。-C H2 exptl O. 8 1 0.86 O. 9 1 o . 9 1 

calcd O. 8 9 O. 9 0 o . 9 3 O. 9 5 

in-C H2 exptl o . 8 5 0.86 o . 9 8 o . 9 6 

calcd O. 9 2 0.94 o . 9 6 o . 9 8 

まわりに回転し、かつ配座間の交換も速いと仮定して求めた Scの計算値も表 lに示した。

CH2基に関して見られる Scの特徴は、鎖の中央に行くほどその値は大まい、また同じ炭

素位置では鎖が長〈なるほど大ぎいことである。ニの傾向は計算でよく再現されていて、

尿索中でn-アルカン分子は gauche結合を含む様々な配座の "dynamicdisorder"にあること

を示している(例えば n-デカン(1 0)での a'u.a.a、 g.u.a.a、 u.g.u.u各配座の存在比は、

58. 25. 10%である)。また実験値が計算1直 よりなお少し小さいことはアルカンの分子張

動 に基 づ〈 双極子相互作用の減少に帰着することができる。

表 2. 尿素包接化合物中のトランスー

4 -オクテンの CH周双極子相互作用

のスケーリング因子(Sc) 

exptl calcd 

C H3 1 . 0 0 1 . 0 5 
α-C HZ o . 7 5 o . 7 3 

β-C H2 o . 8 5 O. 8 1 

CH 0.88 o . 9 2 

以前 SA S S法により測定した尿素包接化合

物中での n-アノレケンとしてのトランスー 4-オク

ーテンの CH間双極子相互作用 11，ニついても力場

計算を用いて考察した。計算による尿索中のオ

クテンの配座の代表例は、 u.ac:l:・ ac平.a (阿部)、

a.uc土.uc土.u(34施)、 u.uc土.sp.u(10%)である。

n-アノレカンに対応して、存在しない配座ではあ

るが、 all-unti配座を基準として Sc求めると

表 2のような結果となった。実験と計算との対

応は極めてよく、 n-アノレケンは n-アノレカンにく

らべて尿素格子にまっちりと収まって分子振動も小さいことを示唆している。

1)寺尾ら Chem. Phys. Lett.. 1984 (1071 145: J. Chem. Phys.. 1986 (85) 3816. 
2 )中井.寺尾.今城，雑賀 Chem. Phys. Lett.. 1986 (132) 554. 

3 )K. Miki. N. Kasai. H. Tsutsumi・M.Miyata. and K. Takemoto. J. Che皿.Soc.. Chem. 
Commun. (19871 545. 

4 )A. Harada and S. Takahashi J. lnclusion Phenofil.. 1984 (2) .791. 

5 )今城. 前回. 中井.阜佐賀，寺尾 J. Phys. Cheι. 1986 (90) 5498. 

6 )今域，桑原，中井.寺尾.雑賀日本化学会第 55秋季年会. 1987. 1 V15. 
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29 固体における 2次元 jlowder jlatternの応用と、 13C _1 H間相互作用の

新銀1]定法

(京大理 o中井利仁、芦田淳、寺尾武彦

APPLICATIONS OF TWO・DIMENSIONALPOWDER PATTERNS 

AND DEVELOPMENT OF A NOVEL SLF METHOD 

Toshihito NAKAI. Jun ASHIDA. and Takehiko TERAO ( Kyoto University ) 

13C-1H dip01ar I 13C che皿ica1 shift two-di皿ensiona1 (2D) pO曹der patterns in 

rotating s01ids have been 皿easured for isotactic-jl01ypropyrene; the chemica1 

shift tensors have been determined for the individua1 13C nuc1ei. The 2D powder 

patterns for ca1ciu田 formate reported previous1y have been 5i皿u1ated in conside-

ration of CH anisotropic bending motions. A nove1 method for obtaining 13C-1H 

dip01ar powder patterns 1n rotating s01ids i5 proposed. 81 observing the 皿agnet-

ization of lH coujl1ed with 13C. sharp dip01ar powder patterns can be ~btained 

even for co皿pounds with high proton den5ity. An extension of thi5 皿lethod to 2D 

powder patterns is a1so reported. 

く 1> .序論

原子核問双極子相互作用は分子の幾何学的因子によって決まるため、分子の構造や運動

に関して直接的な知見をもたらす。また、異方的化学シフト相互作用を双極子相互作用に

関して展開 Lた 2次元 NMR法は、両相互作用の主軸の相対的な方向を与え、電子状態と

分子構造の関係な ど を 明 ら か に す る 。 我 々 は 高速回転させた粉末試料応対して 13C _1 H双

極子 powder patternl 、 13C _1 H双 極 子 I13 C化学シフト 2次元 powder pattern2・3を測定

する方法を開発してきた。これらの方法では単結晶を用いることなく、豊富で重要な情報

が得られる。試料回転はスベクトノレの縮小により S/N比を向上させ、 cross p01arization 

( Cp) の築方性 lこよるスベクトノレの歪みを軽減し、 さら lニswitching-ang1e samp1e-spin-

ning (SASS) 法 4の導入により非等価な 13C ，ニ帰属するスベクトノレの分離測定を可能にする。

今回、 2次元 powder pattern測定の応用として、アイソタタティッタ・ポリプロピレン

を調べ、各 13Cの化学シフト異方性に関する興味深い知見を得た。また、ギ酸カルシウム

lニ対する 2次元 powder patternが、 CH結 合の奥方的変角振動(bending 皿otion) を反映

していることを見い出した。

これまで我々が開発してきた方法は、 13Cなどの希少核が周りの多くの lHからうける平

均的な局所場を観測する separated 10ca1 fie1d (SLF) 法を基にしている。今回、 13C核

に隣接した lH核がその 13C核からうける局所場を観測することにより、より高い分解能を

もっ双極子 powder pattern、 2次元 powderpatternを測定することにも成功した。この方

法をギ盟主カルシワム、ポリプロピレンに適用した結果を報告する。
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<II>. ポリプロピレン lニ対する 2次元 powder pattern 

静止したポリプロピレン粉末試料に対する 13C 化学シフトスベクトル(図 1. a )は、 C

H 2、 CH、 CH 3蓋に帰属する po曹der patternの多〈の部分が重なり、静止試料 i二対する

2次元 powder patternから個有の 13Cに憶する情報を精度良〈得ることは図難である。し

かしながら、 magicangle ( (J皿)以外の方向のまわりに試料を回転主せる我々の方法では、

各 2次元 powder patternがほとんど分離して観測された(鴎 1. b )。計算スベクトノレとの

fitting による解析の結果、化学シフトの主値 ( 表 1)に加え、主軸方向に関して次のよ

うな知見を得た。

• C H 2: σ33方向は HC H平面に垂直であるが、 σ11、 (j 22方向は CH 2基の対称軸に

一致しない。 σ.22方向は ζHCHの 2等分線と約 30・なす方向であり、これはポリプロピレ

ン主鎖のもつらせ ん 軸 と 炭 素 原 子 を 結 ぶ 方 向 にほぼ一致する。すなわち、メテレン炭素の

電子状態は分子の他の部分の影響を強〈受けているといえる。

.CH 化学シフト異方性は 1511方向の周りに軸対称である (σ// =15 11、 5ム =15 22 

=σ33) 0 2次元powder patternは σ11方向が CH総合方向に一致することを示しており、

CH基 lニ隣接する 2つの CH 2基および CH 3基が、 メチン炭素に等しく電子遮蔽の効呆を

もたらしている。 しかし、 イソブタンのメテン炭素では σ33方向の周りに軸対称であり、

この系とは逆になっている。

• C H 3 : 基の 3回対称軸まわりの回転によ って化学シフト異方性は軸対称になってお

り (σ 11 = (J 3:j、 6ム =15 1 1 =15 22) 、 15 33軸が回転軸 lニ一致する。

図 1. ポリプロピレンに対する a 静止powderpattern 

および CPMASスベクトル、 b . 2次元 powderpattern。

叫 13C_1H双極子相互作用。

凶 2: 13 C化学シフト相互作用。

ω1、 ω2測定時の試料回転軸と

静磁場のなす角度はそれぞれ

8，=8m+4'、 82=8m+14・。

表 1 d 11 (j 22σ 33 d 

C H 2 64. 7 43. 9 25. 8 44. 9 

CH 37. 6 21. 4 21. 4 26. 8 

C H 3 32.032.0 2. 9 22. 3 

b 
-1 
kHz 

ppm 40 

くm>. ギ酸カノレシワムに対する 2次元 powder pattern 

α)2 
2'0 

(relative 

to TMS) 

前回、化学シフト主軸方向は、ほぼ.15 11車曲が CH結合方向に一致し σ33軸がギ酸イオン

平面に垂直である(図 2挿画)が、 イオンの対称軸からのわずかなずれがあることを報告

した。計算スベクトノレ(図 2.b )は概ね調Ij定スベクトル(図 2. a )を再現するものの、

後者 lニ現われる 1522、 σ33方向における双極子 分 裂 の 大 き さ の 違 い は 再 現 さ れ な い 。 ま た 、

1次元双極子 powder patter日(図 2.ω1方向 projection) を 再 現 す る た め に は CH間距離
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図 2.ーギ酸カルシウ

ムに対する測定(a 

)および計算(b 、

c) 2次元powder

1 

。皿t4・ oIJ 'iil、D'Uは

o 

-1 

'180 170 ppm 
D)()(/G22 

を約 1.13えと仮定せねばならず、この i直l主中性子散乱実験の与える 1.08rv 1.09えと有為な

差 をもっ。今回、 こ れ ら の 不 一 致 を 、 異 方 的 な CH変角振動の影響によるものとして解決

した。自乗平均振幅がく e12 >、 くe02 >で与えられる CH in-plane、 out-of-p1ane変

角振動により双極子相互作用テンソルは次のように変化する。

/ーす ¥ーす ( 1 - 3くe12> ) 

DI ーす i→ DI ーを ( 1 -3くθ02>) 

1 I 1 -云<e 1 2 > t < e 02) )J 

すなわち、主軸方向は変化しないが、振動が異方的である限り(ど e12> 手く θ02
> )テ

ンソノレは非軸対称になる。このような振動の効果を考泌する二とによって、 CH距離を 1.

09えに保ったままで測定スベクトルをより良〈再現することができた(図 2. c )。変角振

動の振幅は 2 種類のギ酸イオンに対してそれぞれゾマす~ 6"， ，rて写7)'= 14・お

よび ，rです7ア 6.5・， vマ方7)'= 12・となり、 out-of-plane変角振動のカ定数が in-

plane変角振動の力定数より小与いという Ra曲川、 1R実験の結果と consistentである。運動

の方向 に関 する 情報は、粉末試料に対するいかなる 1次元 NMR法によっても得られない。

このように 2次元 powder patternは、小振幅の運動の研究じも有効であるといえる。

< IV) . 回転粉末試料 lニ対する 13C _1 H双極子/ 13 C化学シフト correlationスベクトノレ

natural abundance または 13Cをわずかに randomにenrichした試料では、一つのは Cと多

〈の IHの聞に双 極子相互作用が生じており、 13C吸収線は多〈の IHスピン配置に対応し

て多重分裂または broadeningを示す。 しかし、 13C核と結合した IH核 の 吸 収 線 を 観 測 し た

場合、つねじその 13Cとの双極子相互作用 lニよる doubletL か現われず、より高い分解能が
r80. 

期待でまる。双極子 powderpatternを結合 lニ

関与する非等価な 13Cに関して分離測定する l

ために、直接 lニ結合した 13Cへ IH磁化を選

択的 lこ移行させた後、 magicangle spinning 

の下で 13C等方シフト信号として間接的に観

測する 2次元 NMR法を採用した。

180. 90.. 90. 

SP I NN 1 NG AHGLE 
8， 

図 3.

実験に用いたパ ルス系列を図 3に掲げる。 I3C-'H双極子相互作用測定のための新 Lいパルス系列。
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1 H _1 H decoupl ingとして MREV-8 multiple pulse (副p) を用い、時間 t1の increment隠は

MPの cycl巴 timeおよび試料回転の周期の整数倍とした。 1H磁化の 13Cへの選択的移行が、

短 かい mixing time ( 100μs) で CPを 行 う こ とによって実現される

ことは、前回報告した通りである。

向 方法を用いて測定した、ギ酸カルシウムに 対 す る 1;C _1 H双極

子 powder patternを、図 4. a {こ示す。ギ酸カ Jレンウムは C-H対が

結晶中で比較的孤立しているが、それでも従来の方法によるスベク

トル(図 4. b )と比べ、約 2.5倍の分解能の向上が認められた。ス

ベクトルの分解能 を 決 定 す る 線 幅 ( 約 60Hz) は主に MP:および 180・パ

ノレスの不完全性に帰せられる。 スベクトノレ中央の吸収線はは Cと直

接には結合していない 1Hの磁化が、 CP時に 1H _1 H spin diffusion 

を介しては Cへ移行したものである。この吸収線は、上記の線幅よ

り 大きな線娠をもち(半値幅 92Hz) 、 shoulderさえ見られる。こ

の shoulderは孤立している第 2近接 13C _1 H対(核問距維約 2.9え)

に由来すると考えられる。 スベクトノレの分解能を支配

している fま幅は、図 3において 1，C 180・パルスを省、略

したパルス系列を用いて、実験的に求めることができ

る 。その結果、凶 1= 0 Hz{ニ半値幅 53Hzの吸収線が得ら

れ、これを図 4. aの powder pattern から差し引くこ

とによって.第 2近接 13C -I'H対 に よ る 双 極 子 powder

a 

-1 
kHz 

ポリプロピレン のような高い水素原子密度をも っ 化 合 物 に 対 し て 、 SL F法は構造に乏

patternが得られた(図 4. c )。

図 4. ギ酸カルシウム

に対する双極子 powder

p a t t er llo a 、新 Lい方

法によるもの、 b.従来

の方法によるもの。 C

第 2近接 13C _1 H対の

双極子 powderpattern。

300 
Hz 

o 1 

しい 双 極 子 powder patternしか与えないが、新しい方法では Pake doubletおよび中央に多

くの遠隔 13C _1 H対による吸収線が観測された。結果は紙面の

関係上、割愛する。

図 3のパル文系列を用いて、 13Cの信号を off-皿agic angle 

spinning の下で観測すると、 2次元 powder

pattern が得られる。ギ酸カルシウムに対する

結果は、双極子軸方向に分解能の飛躍的な向上

を示し、再び変角振動の存在をあらわにしてい

る(図 5) 

1 

o 

1. T. Terao. H.lIiura. and A. Saika. JCP. 

180 170 ppm 

立1.. 3816(1986). 2. T. Nakai. J. Ashida. 

and T. Terao. JCP.!U!.. 6049(1988). 

3. T. Nakai. T. Terao. and H. Shirakawa. CPL. 
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30 川氏矛い Arヲ4ιS片W1JF手下i二おヴ各 /3C. Jit(' 31p N M R.の
s pu;t"l"td SPt~\ ゅよ炉問ジヴL

〈 μ~'l/'tW討ち σf s-r;阜、必らん必仏)

O欠保メ車、 c， A< Mωθ飢必/J

Spectral Spin Diffusion in Polycrystalline SolidsunderMaglc-Angle Splnning 

Atsushi Kubo and C. A. McDowell Wniversity of British Columbial ー

Sp巴ctralspin diffusion in 13C NMR of double 13c-labelled sodium acetate and zinc 

(Ill bis(O.O'-diethyldithlophosphatel has been studied under maglc-angle splnning 

conditions. Spin dlffuslon time con~tonts. TSD • were determined from the inten-

slties of the spinning sidebands by rotatlon synchlonized DANTE pulse sequences 

at several different splnnlng frequencies. The theory of Suter and Ernst. develop-

ed for spectral spin dlffusion in single crystals was extended to the case of 

polycrystalline samples rotatlng under magic-angle spinning conditions. 

く岸〉 最近、画体内句 C-A印ーは1 s:ιft~基勾 l実 T，f ?d 宇ル!胡巧 S'戸九 Ó"~{fιs-i，-グ71
(s除法叫 らみ cI};'fF九im)の理'1脳、、、 立フ究走 E-x alt仰1~ ん!H 尺3ミム匂4卒為
弁解能N刊記法主観みやわせるととにより可有れなっす7..0 ( / ? lZ) 平九 i9-iが白押し

保全 i二ヂ汚優等箱互秤周 1':.よる之と今、ト ヨ，w..J.i作.(.Si，t"7t九~ e，.，.ルゾ仰ce-(TsT) 

の佳から、 核問距離t~づいてが|官報dれえと吟ご可能と湾乞られる " S'..<.Xe庁と

Frωオ(.3)忍がH~n'Mレぢ; (ヂ)It 単純晶包l司、、て 7ふの角友依存、住~控I~之

し、ヲ備的解析M千勺克 c 妬々 :&cürい引仰し tlu-~y~ -1-
同mμZみ必託ずかみとおμM〆μ何μふι の半弟姉乏局、¥均 Nf.1疋

め 7ラt~ 59!1~~ 1i1f ぃ、理論告]瀞祈Mフ九 C~a) M件ic A勿tfe吉、仏ムブ(f.1

AS) 博物未到舛の国4字書7ガ脅号令~N 刈￡左現II~芝寸ろ場令の学雲行支で窃吾。 fv1 月 s下
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特別講演3
Two-stage Feature of Hartmann-Hahn Cross 

Re1axation in Magic Ang1e Samp1e Spinning 

Wu xiao1ing， Zhang Shanmin and Wu Xuewen 

Department of Physics， East China Norma1 University， 

Shanghai 200062， p.R.China 

Abstract 

工nmagic ang1e samp1e spinning(MASSl experiments the 

13 Har七mann-Hahncross re1axation between protonated ~JC and 

protons usua11y proceeds in two stages， except in fast 
13__ • 13 

interna1 rotating ~JCH3 th巴 protonated ~JC magnetization 

of powder samp1es changes very rapidly during the first 

tens of microseconds que to the fast energy exchange between 

13 each protonated ~JC and its direct1y bonded ~H spins; then 

it approaches at a much slower rate to a quas工equ工librium

13 va1ue via the energy exchange between these ~JCHn subsystems 

and the remaining 1H spins. This fact means that the whole 

1H spin system is not in a quasiequi1ibrium state and is not 

describab1e by a sing1e spin temperature at 1east during the 

first stage of the cross re1axation. The two-stage feature 

has been obvious工yrevea1ed by the depo1arization experiment 

13_ . • 13 
for ~JC magnetization. The expression for protonated ~JC 

magnetization as a function of depo1arization.time has been 

deduced， Which reaches agreement with the experiments semi-

quantitative1y. The depo1arization experiment offers a 

13___ • 13 
re1iab1e approach to distinguishing between ~-CH and --CH

2 

signals in organic solids. 
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31 粘土鉱物およびその包接化合物の同体高分解能 NMR解析

(豊岡中研) 。回嶋一郎・ 臼杵有光・福嶋喜章・山本 皇室

〈京大化研〉 堀井文敬

Chracterization of clay minerals and their も inclusion compounds 

by high-resolution sol id-state N門R

l chiro Taiim ll， A r i冊 itu Usuki， Yoshiaki Fukushi冊a，内 inoru Yama闘oto

(Toyota Central Research and Develop冊ent Laboratories， Inc.) 

Fumitaka Horii(lnstitute for Che聞 ica 1 Research， Kyoto Un i vers i ty) 

The frameworks or layered structures of clay minerals have been studied by high 

resolution solid-state NMR spectra of 沼 Si and 27AI nuclei， using 聞agic angle 

spinn~ng system. Chemical shifts and half widths were discussed for various 

clay minerals: Saponite， Hectorite， and 門ontmorillonite ( Kunipia， I.'yoming， and 

Cheto). The use of CP/MAS techniques enabled 15N and 13C-NMR to be obtained 

for investigations of interface structures between clay 聞 inerals and organic 

compounds. In respect of inclusion co聞pounds of 15N or 13C labelled glycine 

15N-chemical shifts and 13C spin-Iattice relaxation ti聞es were effective 

infor聞at i 0 ns a b 0 u t 蘭olecular interaction. 

1 .粘 土鉱 物であるサボナイト、ヘクトライト、およびモンモリロナイト等は、層状構

造を脊することで知 ら れ て い る 。 こ の 層 状 構 造を奇効に利用して、層関への有機物のイン

ターカレーション、酸塩基性層聞での有機反応、あるいは層聞での重合等を行い新しい材

料 の開発が行われている。このような粘土鉱物の化学構造および粘土鉱物と有機物との界

面の物性解析に関する研究は、必要であるにも かか わら ず少 ない 。こ れま でに 15N 、 13C 

および 29s 核固 体高分解能 NMR手法を用いた種々の固体材料の物性解析を報告してき

た。 1~3 ここでは、これら多核国体高分解能 NMR 手法の粘土鉱物およびその包接化合

物への応用について検討した。

2. 盆ヰ盆~:粘土鉱物としては、合成サボナイト (Sumecton) 、スペイン産サボナイト

(Sapon i te)、カリフォルニア産へクトライト (Hectorite) 、山形産モンモリロナイト (Kun

i p i a) 、ワイオミング産モンモリロナイト(I.'yoming) およびアリゾナ産モンモリロナイト

(Chdo) を 使用した。これら粘土鉱物は、水中分散させ、粒子径 2μm以下になるように

水簸 法 で 精 製 し た。さらに、イオン交換樹脂〈室町化学問uronac HCR-1.'2 )で N a +置換
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して試料とした 。これらの粘土鉱物の化学組 成は、化学分析法( SiO z )、 ICP発光分

析法( MgO，Alz 0 3 ， Fez 0 3 ，CaO) 、原子吸光分析法( Naz 0， Kz 0)で、結晶構造は X

線回折法で確認した。 伺捷 il':合物:粘土鉱物としては、 Su冊ectonおよび Kunipiaを用い

た。有機物としては 15N あるいは、 13C置換グリシンを用いた。粘土鉱物と有機物とを水

中分散させ、ろ過した後凍結乾燥を行って包接化合物を得た。 岡依高分解能 NMR 粘

土鉱物については、 29S および 27A [-MAS-NMRを測定し、一方包接化合物につ

いては、 15N および 13C - C P / M A S - N M R を測定した。測定条件としては、 29S

核 (59.62MHz)は、 90。パルス幅 4.5μs 、取込時間 16μs 、待ち時間 6s 、一方 13C核

(75.47門Hz)は、 90 。パルス幅 4.8μs 、取込時間 16μs 、接触時間 1冊$、待ち時間 6s

で行った。 13Cおよび 29S 核は TM S， 15 N 核は ~H 4 N 0 3 、および 27A I核は AI

C I 3 ・6 H z 0を基 準 ( Oppm )とした。

3. 1組主鉱塑1

表 1には、種々の粘土鉱物の化学組成についてまとめた。

Table 1 Che冊ical Composition of Various Clay 門inerals

Clay mineral Chemical compositon 

(Tetrahedral)8 (Octahedral)6 020 (OH)4・(X)

Sumecton (Si7・20 Alo・80)(Mgち・ 97A1o・03)020(OH)4 (Nao・49Mgo・14) 

Saponite (Si7・60 Alo・40)(門g亨寸 9Alo・14口0・27)020(OH)4 (NaO ・30CaO・o7Ko・06)

Hectorite (Si7・8ち Alo・日)(門g5・10A 10・04口0・86)020(OH)4 (Nal・11CaO・04Ko・01)

Kunipia (Si7・71 A 10・29)(A13・33門go・67口2'00)020(OH)4 (Nao・96CaO・04KO・01)

lJyo聞 ing (Si?・ 84 A10・16)(A13・22Mgo・40口2・38)020(OH)4 (JaO・刊Cao・15KO・01)

Cheto (Si7・86 Alo・14)(AI2・80門gl・00口2・20)020(OH)4 (CaO・46Ko・03Nao・02)

トリオクタヘド ラル型スメクタイト (Su珊ecton，Saponite，Hectorite)の化学組成上の特徴

は、図面体の S および八面体の Mgの 一 部が A Iで同形置換されている。これに対して

ジオクタヘドラ ル型スメクタイト (Kunipia，lJyoming， Cheto) の化学組成は八面体の M g

の多くが AIで 同 形 置 換 さ れ て い る 。 4 '̂ 5 これらの X線回折線の 28(001) から求めた

層間距離は、それぞれ 12.4A(SU冊ecton)，14.9 A (Saponite)， 12.7A (Hedorite)，12.5A 

(Kunipia)， 11.6 A (lJyo聞 ing)， および 13.7A (Cheto) であった。 SaponiteとCheto の層

間距離が大きいのは、おそらく N aに対して Caおよび Kイオンの割合が大きいためと考

えられる。このような粘土鉱物の化学構造の相違を調べるため 29S -MAS-NMRス

ベクトルを測定した。

図 1に は 種 々の粘土鉱物の 29S -MAS-NMRスベクトルを示した。 Sumectonおよ

び Saponiteにおいては、陶 95pp珊および -90ppm付近にシグナールが観察できた。これは、四面

日
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体構造の S に八面体構造の M gが配位した化学

結合[(Tetrahedra 1)丘L(Octahedral): (SiO)3~LCO 

円g)]および図面体構造の Si (こ四面体構造の Al

と 八面体構造の Mgが配位した化学結合 [(AIO)(Si

0)2~上(0 門 g)] にそれぞれ対応すると考えられる。

これに対して Hectoriteの場合には、同形置 換が

少 ないため -94.7pp聞にのみシグナルが観察できた。

また、 Sumectonでは -84pp醐付近に S と同形置換

した Alが 2配位した化学結合 [(AI0)2(SiO)li(8

門g)]と考えられるピークも含まれていることがわ

かった。一方、 Kunipia 、¥lyo聞'n8 および Cheto

においては、 -94pp聞付近に比較的線編がひろいシ

グナルが観察された。これは図面体構造の S iに

八面体構造の Alが配位した化学結合 [(SiO)3li(

OAI)] によるシグナルと考えられる。同形置換 が

少ない Cheto では線幅は比較的小さいことがわか

る。また Kunipia および¥lyoming では、より低磁

場 (-91--87pp醐)に S と同形置換した A lおよ

び八面体構造の A lが配位した化学結合 [(AIO)(Si

0) 2li (0 A 1) - (A I 0) 2 (S i 0) li( 0 A 1)] と思われる♂

ピ ー ク が 存 在 す ることが確認できた。

図 2に は 種 々の粘土鉱物の 27A 1 -M A S - N 

MRスベクトルを示した。 Sumecton，Saponit ぜ，

Sumecton 

Saponite 

Hectorite 

Kun刷a

Cheto 

-100 -110 -120 -130 
o，ppm 

F i g. 1 沼 Si・MAS-NMR Spectra of 

Various Clay 門inerals

Sumecton 

Saponite 

および Hectorite では 65ppm 付近に四面体構造の

Alシグナルのみが現れた。一方、 Kunipia，

¥lyo冊， ng，および Cheto では、 3ppm(こ八面体構造の

Alシグナルが強く観察され、四面体構造の Al

シ グナルはスビニングサイドバンド (43 および 83 I Kunipia 

ppm)の問に見いだすことができる。しかし八 百体

構造の Alの化学シフトの異方性が大き〈四面体

構造の Alと八頭体構造の Alとの割合を定量す

ることはかなりの誤差を生じると J思われる。ただ

し川 ipia および¥lyomi問では四面体構造の A 1 I Cheto 

のビーケが相対的 Lこ 大き く観 測で きた 。こ のこと 300一一三百o 100 O， ppm 0 二T面 -200 

は、 29S -NMRス ベ ク ト ル に お け る 低 磁場側 Fig.2 27AI-円AS-NMR Spectraof 

のシグナルの帰属を 支 持 し て い る 。

可
a
i
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d
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グリシンと粘土 鉱 物 の 層 間 に イ ン タ ー カ レ ート

した包接化合物の NMR解析を行った。図 3 ~こは

、グリシン (Gly)，グリシシ/Ku n i p i a 包接化合物

(Gly/Kunipia)，グリシン塩酸塩 (GlyHCI)，および

グリシ二ノ/Sumecton包接化合物く G1 y/Sumecton)， 

の 15N '-C P / M A S - N M Rスベクトルを示し

た。そ れぞ れの 化学シフト値は 15.6， 11.2， 10.9 

および 8.6ppmであり、この順序で窒素上の分極(

δ+性)が減少して い る と 考 え ら れ る 。 Sumecton

ではプレーンステズ酸性が強いため H+ イオンが

ケイ酸塩層 Lこ強く吸着され窒素上の分極が抑えら 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5 -10 
Il， ppm 

れたと思われる。 Fig.:~ 15N-CP/門AS-N門R Spectra of 

図 4には、グリシンおよびグリシン/粘土鉱物 Gly and Gly Inclu引 on (・ompounds

包援化合物の 13C - C P / M A S -N M Rスベク

トルを示した。 Kunipia 中にインターカレート

された G引1y のメチレン炭素シグナルは観察できな Gly州十H

かつた。この理由については、まだ不明であるが

Kunipia 中に含まれる水あるいは空孔がなんらか

GlyHCIお よび Gly のメチレン炭素の T1 が 4.95s

および 3.69s であるのに対して、 Sumecton中の

Gly のそれは 0.25s であり顕著な差が見られた。
1-ー~一喝ーー

また、 Su田ecton中の Gly では、シグナ Jt-の線幅も 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 
Il， ppm 

広がっており、その分子運動性がかなり異なるこ Vig.4 13C-CP/MAS-t{門R Spectra of 

3. 2 伺能化合物

の影響を及ぼしていると思われる。一方 Sumecton

中にインターカレー ト さ れ た Gly の メ チ レ ン 炭素

( 13 Cラベ ル〉 の化学シフトは 42.8ppmnであり、

43.0pp聞とほとんど差は見られなかった。しか し

スピンー格子緩和時間(T 1 )を測定した結果、

とがわかった。

Gly/Kunipia 

Gly ISumecton 

Gly and Gly Inclusion Co 聞pounds

1) I.Tajima，T.Suda，M.Yama田oto，K.Satta，H.門orimoto，The 25th NMR Sy闇posium，44(1986).

2) I.Tajima and M.Yamamoto， J.Polym.Sci.PartA，Polym.Chem.，25，737(!987). 

3)臼杵脊光、岡田 茜、福嶋喜章、田 l嶋一郎、倉内紀雄，臼本化学会予議集， 1，708(1988)

4) Mineralogy ofCMS Source Clays from van Olphen and Fripiat(1979). 

5) W.F.Jaynes. and J.M.Bizham， Clays and Clay Minerals，主互， 440(1987).
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32 国体 CP 1M A S N M Hによる

プロリン残基を含んだオリ コペプチドのコンホメーション

(東京工大工 o安藤慎治・松本主 .{i ・安藤 勲

(群大工短大) 荘司 顕・尼崎拓男

13 Conformational Study of proline containing Oligo-peptides by .0C CP/MAS NMR 

三...A旦込♀， I.Andol， A.Shoji2 and T.Ozaki2 

11 Department of POlymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

21 College of Technology， Gunma University 
13 Using the conformation dependent '''c chemical shifts of polypeptides and 

13 hydrogen bond length dependence of Gly C=O chemical shift determined by '''c 

CP/MAS NMR， we obtain巴d useful information about the local conformation of 

oligopeptides such as antiparallelβ-sheet， 31helix and βーturn in the solid 

state. We also examined the secondary structure of the peptides whose 

conformation have not been d巴terminedby X-ray studies. It was revealed that 13C 

CP/MAS NMR is an effective tool to characterizethe loxal conformation of 

oligopeptides; 

上」ーは」三_12..1二

固体高分解能 cP 1M A S N M R より得られる 13C化学シフトはポリペプチドの二次

構 造に依存して変化 し 、 その値が主鎖コンホメーシヨンに固有であることが既に切らかと

な っている 1)。 ペプ チ ド を 機 成 す る 各 炭 素 の 化 学シフトは、 核の周囲のローカルな電子繕

造により決定されることが遮蔽定数の量子化学計算から示唆されているので 21、 ポリペプ

チド から得られた コンホメーシヨン依存の化学シ フ ト は 、 結 晶 中 の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 構 造

決定 に も 利 用 で き る可能性がある。加えて、 我 q は G1 y残基 c=o炭素の 13C化学シフト

が水素結合距離と明確な相関にあることを既に明 らかにしており引、 ボリペプチドやオリ

ゴペ プチドにおいては水素結合距裁と二次構造の間にある程度の相関があることから、 C 

o炭素の化学シフトが水素結合の有無やその距離のみならずヨンホメーションに関する

情報も与えることが期待される。

本研究では逆平行 β シート、 3 1ヘリックス、 β ターンなどペプチドによく見られる二

次 構造の存在がすでに X 線回折により知られている Z-Gly-Proシーケンスを含むオ

リゴペプチドに注目し、 その 13 C C P 

1M A S N M R を測定して、 化学シフ

トの コ ン ホ メ ー シヨン依存性やそとか

らひきだすことのできる情報の種類に

ついて検討するとともに、 結晶構造が

未だ 知られてーいないオリゴペプチドの

略記

Z-GPLGP 

Z-GPLG 

Z-GPL 

Z-GP 
Z-GPGG 
Z-GPAG 
Z-GPVG 
Z-GPAA 

化合物

Z-GlyProLeuGlyPro 
Z -GlyProLeuGly 
Z-GlyProLeu 
Z-GlyPro 
Z -GlyProGlyGly 
Z -Gly ProAlaGly 
Z-GlyProVaLGly 
Z -GlyProAlaAla 

結晶修造

O(β-turn) 
O(β-turn) 
o (31 -heltx) 
O(β-sheet) 
× 
× 
× 
× 

結晶中の構造予測も行った。
l表ー 1J 観測に用いたオリゴベプチド

ηぺ
uqa 
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[ 3 -I 1 図-2 に Z-GPLGについ

て 得られたスベク トルを示す。 帰属

は既に得られている固体ポリペプチ

ドの化学シフトおよび溶液 13C N 

MRの結果を参考にして行った。 図-3は 得 られた G 1 y C 0 炭素の化学シフトとその水

b.-一一室喝蟻

表-1 こ本研究で斤lいた試料とその X

線解析データの布無、 結晶中の構造を掲

げる。 図ー 1! ごはオリゴペプチドの結晶中

に見られる分 Fのコンホメーションを図

示する。 分子内水素結合により備造が安

定化している β ターンを除いて、 オリゴ

ペプチド結晶中においてもポリペプチド

二 次構造 (β シート， :1 Iへリ、ソクス)に

対応した構造が現 れ 、 局所的にはほぼ等

しい主鎖構造(二街角 <t と ψ) をとっ

ている。

これらの試料はすべて D C C を 縮 合 剤

として用いた液棺法(汚特ーエステル法)に

より合成し、 結晶 化 を あ わ せ て 行 っ た 。

G 1 y残基の C 0炭素については帰属

を容易にするため "Cで 5 %のラベルを

fiった。， 'C C P 1M A S N M R 

は JE 0 L G X -270分光計を汗jい、

67， 7M H z、 室温にて測定を行った。

コンタクトタイムは 2iII s e繰り返し

将聞は 5s e cである。 十分な分解能

が得られるまで 100-500聞の積算を

行い、 必要に応 じて T0 S S法(T 0 t a I 

Supression 01 Side Bands)を併用

した。

3. 結果土考蜜

Z -GP; /3-sheet 

Z-GPLG;β・turn

Z-GPL; 3，-helix 

[図ー11 オリゴペプチド結晶中にZ財団コンホメーシヨン

Z-GPLG 
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o
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」
乱

200 150 100 50 

!図-21 67.7削z"C CP/MAS NMRスペクトル

素結合距離(N ・・・ 0 間)を、 既に本討論会で発表した種々rのオリゴペプチドともに示した

、 /

ものである。 この よ う に 分 子 間 の メ =O...H-N、型水素結合では、 結合蹄l再症の減少が" c 

化学シフトの低磁 場 シ フ ト を 引 き 起 ご す が 、 β ターン憐造の Z-GPLGP、 Z - G P L G  

は、 β シート樽造の Z -G Pや 3 ， ヘ リ ッ ク ス構造の Z-GPI.に比べて桁関直線からやや外
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β ターこの原 因 と し て は 、れている。 0". Glycine containning dipeptide， 
tripeptide and polygl ycine ・"'Z-GPLGP，Z-GPLG

...... Z-GP 
T ..， Z -GPL o 
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ン構造がかなりコンパクトな折り返し

構造のためその分子内水素結合(G 1 

y C 0 と G 1 y N 一日の問)力支折れ

プロトンドナーである窒素原曲がり、

子 がアクセプターであるカルボニル目立

素の非共有電子構造対に近づいたこと

図中 Oで表したオリゴ

ペプチドにおいては

が最大 2O'のばらつきはあるものの平均

の 角C 0 ・..N

が考えられる。

2つの β ターン1 5 O'であるのに対し 、

ペプチドにおいて は ど ち ら も 12 O'と、

2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 

N"'O LENGTH (A) 

GlyC=O炭素化学シフトと水素結合斑厳の花関

水素 結 合 が お お きく屈曲していること

が X線 によ る結 晶構造解析より明らか

となっている。
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i図-3JP ro残基の Cβと Crの化学シ

x -P r 0問のアミド結

1
 

1
 

1
 

3
 

1
 
フト差(斗βriが、

合 にお ける cis/trans異性を反映するこ 12 

.:JsY 

x -P r 0結合は tr a n 

一般に、と は よ く 知 ら れ ている。

が 6 p p田以下の時、

s 、

しかし従来の測定の多くは溶液のもの

で あ り コ ン ホ メ ーションが固定された

2 間体についてはポ状態ではなかった。

O リプロリンおよび環状オリゴベプチド
150 120 30 60 90 

Proチ(dE'gr凹)

Pro残基46rとニ面角 ψの旋潤

O -30 
NM  についていくつかの CP 1M A S 

!図-4J
コンRの測定例が報告 されているが、

すべてのペプチドについ図 4 に示すように、ホメーションとの関係をまとめた例はない。

<Jfirを

S ie盟i0 nら， ，は JJuえてこの

4βTによる x-P r 0結合の cis/trans異性の判断は X 線の結果と一致しており、て、

cis/trans異性の 評価基準とすることの妥当性を裏づ付ている。

図の点線に示すような関係を提案<Jsiが Proの ψ にも依存して変化することを見 いだし、

したカ人 本研国体中での測定結果もほぼその直線上に乗っていることがわかる(ここで、

Opella， Torchiaらによって報告されてた点は Oで示した)。究で新たに測定し た 点 は ・

d〆の Proψ に対す特に op e 11 a らによる環状ベプチト~ rタ ー ン におげる<Jftr= 0， 7 p p置は、

る依存性を強く裏 づけている。

第 3残基の C1:1:， C s， C r炭素化学シフトも局所的な構造に関する a情報を与えると期
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待される。 第 2 残基である G 1 yには側[表-2)ポリベプチ F"C CP/MAS NMR化学シ7ト (p四 fro個別S)

鎖がなく、 その C (t炭素の化学シフトは
Gly pro Ala L剖 Val 

Confor 
Sample -凪tion C=O ca LlJJ ca α CαCJJ ca CJJ 

コンホメーション変化に対して敏感で

ない。 一方、 Ala，Leu，Val等の C(l， 

C8炭素化学シフトは、 ポリペプチドの

2次 構造に依存して大きく変化するこ

とが明らかとなっ ている{表-5に得ら

れたボリペプチドのコンホメーシヨン

依存化学シフトの 参 照 値 を 示 す ) 。

Z-GPLGPと Z-GPLGにおい

て Leu残基の化学シ フ ト は 、 Ca炭素が

β シートのそれに近〈、 Cs炭素は日ヘ

リックスと β シートのちょうど中間の

値となっている。 β ターン第 3残基の

[G Iy]" 且呈単旦主 峰9.5 44.2 

~lò~Jh .J]}，占 44.2

[ProJ，、 31helix(cis) E王3

31hel ix(trans) ;>.，'4 

[AlaJ" αhel Ix 53.4 15.9 

βsheet 49.2 20.9 

[LeuJ" αhel ix 

βsheei 

[VaIJ. αhel ix 

立呈陸呈主

[Ala， GlyJ.αhel ix 172.7 

[Leu. G lyJ.αhel ix 172.4 

[Val. G lyJ. 且主也旦主 169.5 

[Ala'G Iy-G Iy] ~l~Jj~ J.7.4'.¥ 43.0 9s...( l.U 

(O ，ψ)はポリペプチドのどの二次機造 [pro-Ala'GlyJD:民~妓l1.:1 43.5 4.6 惣，1!l:J!

と も異なる位置にあるので、 これらの

化 学 シ フ ト は こ の構造に閤有のもので

[Pro-Gly-Prol D:注l阜県7.2 43.0 4.0 

56.7 40.5 

51.5 44.3 

53.2 15.6 

56.4 40.0 

あると考えられる。 この他に Val、 [表-3)オリゴベフチト "cCP/MAS NMRit芋シフト (p問 fr咽 T附

A 1 a 残基の C~、 Csも局所的なコン
G Iy Pro Ala Leu 

Confor 
5a聞ple ゆ凪tion C;O ca . Ll ca β ca CJJ 

ホメーションの指標となっており、 ポ

リ ペ プ チ ド と オ リゴペプチドの間によ
Z-GPLGPβturn 立以 43.0 4.7 51.1 41.6 

Z-G P L G βturn 江主よ 42.0 4，7 50.4 41.6 

い相関がある。
Z-GPGG (3.helix) lTi._.J. 43.6 む咽

これらI3C N MR化学シプトから得 Z-GPAG (3.helix) !J~，・J 43.3 T泊 里丘..J..lJ;乞1

られる情報を用い、 結品情造が知られ g'宮

ていないオリゴペプチドのコンホメー
Z-GPA且 (Triple) 奴点 43.1 事よ9 忽ょE波d

19.3 

ション予測を行った結果が表-3 (括弧
Z-GPVG (βs加et)鑓9.7 42.4 4'9 

内に示したコンホメーション)である。 10./1 

閲体の NMRの観測結果は概ね一通り Z-GP L 3.helix lTi._'A 43.2 9;-1 53.3 拐 .5

の結晶構造を示唆しており、 デ ータ問
Z-GP βs加et l!盟.J! 45.1 主;3

PLG-NH2βturn 175.0 44.7 S沼 53.4 40.8 

に矛 盾 は 生 じ て いない。

66.5 29.7 

堕A 鐙A

盟J 鐙J

Val 

白 CJJ

段斗盗品互

以上のデータは国体の NMRがペプチドの固体状態でのコンホメーションを探るための

有 力 な 手 法 で あ ることを示している。

生ι 一室主主五L盤

1) H.Saito and I.Ando. 'High resolution Solld State NMR Studies on Synthetic and 
Biological Macromolecules・.Ann.Rep.NMR Spectr. in press 

2) I.Ando，H.Saito，R.Tabeta.A.ShoJi and T.Ozaki. Macromolecules.1984.1l.1405 
31 S.Ando.I.Ando，A.ShoJi and T.Ozakl， J.Am.Chem.Soc.. 1988. 11且.3380 
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ポリエチレンの 13CNMR化学シフトと結晶構造33 

健牢.本# 牢
( 東 工 大 工 ・ 東 工 芸 大 工 ・群馬大工 ) 0黒子弘道・山延

主主
甲 本 忠 史 ・安藤勲

13C NMR Chemical Shift and Crystal Structure of PolyethYl巴n巴.

H iromichi Kurosll， Takeshi Yamanobe発， Tadashi Komoto.‘* Isao Ando 

(Department of Polymer Chemlstry， Tokyo Instltute of Technology，様Department of 

Industrial Chemlstry， Tokyo Institute of Polytechnics and 栄養Department of Polymer 

Chemlstry， University of Gunmal 

In an X-ray diffraction study It was reported that pOlyethylene(PEI exists in 

two crystallographic forms， on巴 is the orthorhombic PE and the o~her 15 

monoclinic PE. In order to understand the relationship between th巴 13C NMR 

chemlcal shift and crystal structure of PE， qUantum-chemical calculations were 

carried out by using tight-binding MO theory with 7 chains model and were 

compared with the experimental data. The chemical shift difference between 

orthorhombic form and monoclinic form was theoretically verified to be caused by 

interchain interaction difference in the orthorhombic form and monoclinic form. 

1. はじめに

図体高分解能 NMRによって得られる化学シフトは国体状態では分子運動が制限されて

この化学シフト変化は電子い るため特定のコンホメーションやその環境に対応している。

多くの情報を引き出すには量子

a) 

十
ト噌

戸ト

十 Hト
』オ

これらをより深く理解し、構 造の変化 lこ伴うものであり、

化 学計算によるアプローチが必要となる。

これまで 1本鎖に よ る tight-binding(TB)-SOS計算によっ

多 く の 高 分 子 の 13CNMR化学シて化学シフトを評価し、

この 1本鎖モデルフトの挙動を合理的(;:説明してきた日。

は鎖内のコンホメーションおよび鎖内の長距離相互作用を

低分子モデル計算に比べ高分子性老考慮することができ、

現実に取り入 れられるという大きな利点を持っているが、

b) 鎖は 1本 の高分子鎖が真空中に孤立していることはなく、

×
 

V

ハ1本鎖モデルでは鎖

これらの効果も考

慮するためには 7本鎖モデルを用いた結晶構造 の評価が必

間相互作用が存在するはずであるが、

間相互作 用 を 考 慮 することができない。

×
 

x 要である。
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この 7本鎖モデル計算を、
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シフト差を再現している 2)。 しかし、 POMは結晶型の変化 tこ伴い分子のコンホメ}シヨ

ンも変化するため、純粋に鎖間相互作用の効 果のみを考慮しているわけでない。 そこで本

研究 では結晶型が変化しでもコンホメーションが変化しない PEの斜方晶と単斜晶〈両者

とも al卜 trans) に つ い て 7 本鎖モデル (Fig.l(a)，(b)) による TB-INDO/S・SOS計算を行い、

結晶状態における鎖間相互作用と化学シフトとの関係を議論する。

2. 理論

系のポテンシャルエネルギーが

V(r十包)=V(r) (1) 

を満足する系に対して、 T B近似では n番目の結晶軌道に属している位置 rの波動関数は

ブロッホの定理から

N 

仇 (k，r)=マir写手 exp(tkj)C同 (k)1I"ν(ト ja) (2) 

と表される。 ここで、 kは波数， νは J番目のセル内の軌道， nは単位セル中の原子軌道 .N

は全セル数，ゆ‘(ト ja)は J番目のモノマー単位内の .V番の軌道の波動関数を示している。
V 

(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。

E=f:{L手<仇(k)IHI叫 )>dk (3) 

この式を解くことによって(2)式の展開係数が得られる。本研究で用いた INDO/S法では

rock行列の要素は次式で与えられる。
(A) M 

九μ(k)=U，</，+写P"，，[(弘|包)ーを(弘1:')j+)~MB("Aλ" ceω(PB-ZJj)γ包
M 

+2βA.!:: S払coslhJ)-ET弘COS(kj)P-;，.~R μ，ν onA)

FM(h)=j(βA+ゐ)JZM仰 (tkj)S払-iZMPLTω(t附弘

+Pv，，[f(:'I:')ーを惚1:)](μ戸ν，f.l，，l.IonA)

FA)zj(βA+βB)JZMm(向 )SOj"，ーさえP7rl，.R eXP(lkj)r"k 

(μ戸ν，μonA，νonBJ 

where 
2n occ 

P"".，(k)=宅苓 C!"(K) C s'" (K) 

。旬.B 

PB=.!:: P州

" 

Pが =倍。亭 Re[exp(士山)C!"(K)Cs，，.，(K)]

U山=ーを(山)u-jγHH

U首畠=-i(I+A)恒一(ZA-i)F
O

サ(Zイ)d
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1 ，.." ( ~ 1 ¥ ~o ， 1，.."， 2 (~ 5 ¥ ~2 U2ω=ーをU+A)2P-¥ZA--iIF+吾G'+冨 ¥ZA-iIF

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 sum-over-sate(505)法

により、 次式に従って遮蔽定数を求めた。

11-02 A A 

O' ~(k)=長示写手 Pvo/ (k)<ψν(r) Ir-'I仇 (r)>

μ。九2e2~ "'!.!!“ A 

σ丸刈k)=ーす三二:2: 2: 4 <r-3>却 ('Eユ-'Eo)-'
斗 R.7n; m.九 J

B 

手写 (X(j，m，η，s，T)X (l，n，m，Tμ) 

-Y(j，m，n，s.，T)Y(l，n，m，T ，a) 
-X (j ，m，n， T ，a) X (l，n，m，s，T) 

-Y(j，m，n，T ，a)Y(l，n，m，s，T)) 

where 

Pvo/(k)=2: C~C市 (k)

X(j，m，n，ß，T)=CIJ!C弘+C究C弘一C~K弘一C弘C31

Y (j，m，n，ß，T)=CIJ!C~!-C弘C~+C弘CI.!n，-C弘cit

('E':;.-'Eo)-'=ιーε冊 -J九 栴+2K九 栴

ここで Kは波数， μはunitcell内の μ番目の軌道 ntまn番目のバンド， C
n 11 

は n番目のバン ドにおける μ番目の軌道の係 数J ε川 εmはそれぞれ非占有軌道， 占有軌

道のエネルギー、 J叩 K n 聞 はそれぞれクーロン積分， 交換積分を表している。

3. 結果および考察

P Eの電子構造の実説tl及び理論計算については関らが報告引しており、そこでは CNOO/2

法などの半経験的 M Oを用いた場合は拡張ヒユツケル i去を除いて C2.+H，sバンドと C25 

バンドが重なり、実説IJの 2eVのギャップが存在するという結果を再現していないが、本研

究で用いた IN 00/5法ではこれらのバンドのギャップは存在し、実測の傾向を再現している。

T able 1 Comparison of observed and calulated valence energy of PE(in eV). 

問。del Upper band(C2p+制Is) Gap Lower band(C2s) T.V.B.W・) BandTota 1 
t OP boHom width ぜ top bottom width Gap Energνbl 

experi蘭 ent 8.8 15.5 6.7 2.0 17.5 24.7 7.2 16.2 

single 9.23 21.87 12.64 0.79 22.66 42.59 19.93 33.36 10.13 -13.568 

seven 
orthorhombic 9.28 21.69 12.42 1.19 22.88 42.38 19.5033.11 10.12 -95.205 
monoclinic 9.26 22.04 12.78 0.75 22.79 42.48 19.69 33.21 10.11 -95.199 

a) Total valence band width 
b) in a.u 

nv 
η
べ
υ
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これは化学シフトをより良く再現ずるようパラメトリゼ}ションされた MOを用いている

ためと考えられる。 ま た 、 通 常 PEは斜方晶をとり、単斜晶に比べエネルギー的に安定で

あるが、 7本鎖モデル計算によってこの傾向が再現された。 これらの計算結果を実lIH直と

共に Table 1に示すと共 lこ、 7本鎖斜方品モデルのよるエネルギーバンド構造を Fig.2に示

す。

Energy[eVJ 

-10 

-20 

-却

ー崎

El民股叩Ictne吻凪ndStr叫ture Oensity of States 

.616 1.舗

Fig.2 

1.脳 2.513 3.141 
嗣ve抽且由er

372' (a.u.1 

10.121li附

Table 2 Geometrical Oata of PE 

a(λ 〉
b ( 11 ) 

c (11 ) 
α(deg) 
β(グ〉

r (11 ) 

orthorholbic 倒onoclinic

4.946 
7.418 

90 
90 
90 
43 

4. 260 
4. 530 

90 
90 
111 

0 

Table 3 The observed and calcwlated 
13 C N門R chemical shift of PE 

C a 1 c u I a t e d.J 0 b s e r v e d b J 

orth. 
mono. 

a)in ppm 

-61.QQ 
・61.59

b)in ppm from TMS 

32.9 
34.3 

一方、化学シフトについては P Eには斜方晶と単斜晶があり、 これらに対ずるけ C N M

R化学シフトが観測されており、約 1ppmの化学シフト差がある。 斜方晶， 単斜晶のコンホ

メーションは両者とも all-transであり、 この化学シフト差は鎖間相互作用によるものであ

ると考えられ、 この効果を考慮するために 7本鎖モデルを用いて TB-INOO/S-SOS法によって

化学シ フ ト を 評価した。用いた幾何パラメー?を Table 2に示し、 計算結果を実測値と共に

Table 3に示す。 なお、 計算される{直は遮蔽定数であるので小さいほど〈負の値が大きいほ

ど〉低磁場面tlであることを示している。

このように 7 本敏モデルを用いた計算によって、*'~方晶の単斜晶に対する高磁場シフト

を再現しており、異なる結晶型の化学シフトの挙動は鎖閑相互作用を考慮した計算によっ

て理解できることが示された。

4. 参考文献

1) T.Ya町lanobe and I.Ando，J.Chem.Phys.，83，3154(I985). 

2) H.Kurosu， T.Yam.nobe， T.Ko珊oto and I.Ando， in press. 

3) K.Seki， N.Ueno， U.Karlsson， R.Englhardt and E.Koch.l且~. 247(247). 
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34 高純度直鎖アルカン一戦配向試料のVT/ C  P J3C NMR 

京大化研 中川将、堀井文敬、北丸竜三

九大工 高見沢被一郎、占都美子

熊本大教養小}ff芳宏

VT/CP 13C NMR Study of Uniaxially Oriented n-Alkane Crystals with High Purity 

旦盟主旦単担盟主主 Fumitaka Horii， Ryozo Kitamaru 工nstitute for Chemical Research， Kyoto 

University)， Kanich工roTakamizawa， Yoshiko Urabe (Department of Applied Science， Faculty of 

Engineering， Kyushu University)， and Yoshiro Ogawa (Faculty of General Education， Kumamoto 

University) 

CP/DD 13C NMR spectra and 13C spin-lattice relaxation times TIC have been measured at 

difrerent temperatures for uniaxially oriented n-C27HS6 crystals with the purity of 99.98% by 

setting the orientat工onaxis parallel or perpendicular to the static magnetic fieldBO・ On the 

basis of the changes in the lineshapes and TIC values in phases A， A'， B， and H below the melting 

point， molecular ~otions such as rapid local fluctuation and chain rotation about the chain axis 

are discussed in the respective phases. 

1 )緒言

直鎖パラフィン結晶の融点以下での相転移現象についてはこれまで多くの研究がなされてきたが口、 A、B、C、H各

相における分子運動についてはまだ十分明らかてψはない。 最近、 Mollerらは種々の長さの直鎖パラフィンについて

variable temperature/:田agicangle spinning (VT/MAS)法により各相におけるdefect構造や分子運動について調べた

結果を報告している目。しかし、詳細な運動モードを知る上では、配向状惑でNMR測定を行なうことは重要である.

今回、我々は高純度の n-ヘアタコサン (n-C2?H56) の単結晶配肉マットについて、配向下で13C NMRスベクトルお

よび13C スピンー格子緩和時間 (T，c)を測定し、各相における分子運動を検討した。

2 )試料

n-C27H56は高純度の n-テトラデカン酸からケテンニ

量体反応により合成した目。純度は99.98~である。単結

晶配向マットは l%n-ヘキサン溶液から 2'Cで3日間

等温結晶化することにより得た. 50 MH z国体高分

解能13C NMR測定はJEOLJNM-FX200 N M R装置を

用い、 CP/MAS法および試料の配向輸を静磁場B。に平行

または垂直にセットすることにより行なった。 13Cお

よび】Hの回転磁場強度iB，/21t'は69.4kHzで dipolar-

decoup 1 i ng (DD)時のみ'Hのそれを功.ちkHzとした。

3)結果および考察

図1には昇温速度15・C/hで測定した試料のDSC曲線を

Xl 

A A' X17 

示す。本試料は昇温に伴い、 A→ A'→ B→ Hと相転移 39 49 59 ・c
する。特にA→A'の符転移は今回用いた高純度の試料

に新しく見出された転移である目。図2には室温で測定 Fig ・1 DSC curves for n-C27H56 crys七als

したCP/MASスペクトルを示す。図中には 1本の大きな共
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関時間τeが10 -BS以下の速い回転運動を行なってい

るものと思われる。

図3には試料の配向輸を静磁場Boに平行または垂直

にセットして室温で測定したCP!DDスペクトルを示す。

B 。μ配肉軸の条件で測定したスペクトルには 1本の大

きな共鳴線(1ine J)およびその高磁場側に小さな共鳴線

(1 ine s)が観測される。 それぞれの共鳴線のT同は

1805，305 (1 ine J)、 1.455 (1 i ne s)であることから表 l

の結果との比較により、 lineIは分子鎖がBoに平行な

CH2炭素のσ33成分叫、 linesは末端のCH3炭素に

帰属される.又line1のT，cが305の成分はそのCH2炭

素全体に対する成分比が温度の変化にもかかわらず 16

%前後と一定であることから、末端近傍のa、βーCH2

炭素に帰属できる。一方、 BOム配向車自の条件で測定し

たスペクトルには2本の線幅の狭い共鳴線 (linem 、町)

およびその高磁場側に線幅の広い共鳴線(IineV)が綴

測される.それぞれの共鳴線のT，cは2605(line m)、

280S， 30S (1 i ne IV)、1.45 (1 ine V)で linemおよび

line IVはそれぞれ分子鎖輸がBoに垂直なCH2炭素の

σ"およびσn成分、 1ine Vは末端のCH3炭素に帰属

される。

図4には A→A'→(B)→H の相変化によるCP/DDス b 

ベクトルの変化を示す.A→ A'の変化においてはスぺ '--- V 

クトルはほとんど変化しない 4図4 C，g)。一方、 H相

に入るとスぺクトルは大きく変化する{図4ιf刊).す ..ん，1“山山....1.. 山山.“山.“ι.
80 60 40 20 0 

鳴線(1ine J)および数本の小さな共鳴線(Jines，m， IV) 

が観測される。その化学シフトからそれぞれβ四 CH2

(Jine I)、内部CH2 (Jine s)、a-C H2(line m)、

末端CH3 (Jine IV)に帰属できる。 表1に各炭素の

T，cを測定した結果を示す。 β-CH2のT，cは1305で内

部CH2のT，cの1605とほぼ同程度の値を示すのに対し、

a-C H2のT，cは535と少し短い。 一方、末端CH3の

T，Cは1.45とかなり短い.このことから末端CH3は相

なわちBOム配I句輔の条件で測定したスペクトルにおい

ては内部CH2炭素による共鳴線が2本から l本の鋭い

共鳴線になる (Jinem) .この場合、この共鳴線の化

学シフトは室温で観測された2本の共鳴線の化学シフト

の平均値にほぼ等しい.このことから日相においては、

分子鎖は鎖輔のまわりを 103H z以上の速さで回転運

動をしているものと忍われる.一方、 Bo//配向臓の粂

11 

lV 

60 40 20 0 
ppm from TMS 

13 Fig.2 50MHz CP!MAS 'JC NMR spectrum of 

n-C
27

H
56 

crys七alsat ambient七emperaもure.

13 Table 1 . ~C spin-lat七ice relaxa七ion七imes

of the respecもive carbons of n-C
27

H
56 

crys七als

C
M
 

，，，，， nu 
-

mム

B-CH
2 

in七ernal-CH
2

130 160 

a-CH
2 

CH
3 

53 1.3 

a 

11 

mn. fran 1附

Fig ・3 50MHz CP!DD J3C NMR spec七raof 

n-C27H56 
crys七als. a:BO!!orien七a七ionaxis 

b:B
Oム

orien七a七ionaxis 
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80 60 40 20 0 80 60 40 20 0 
ppm from TMS 

13 Fig.4 50MHz CP/DD 'JC NMR spec七raof n-C
27

H
56 

crystals a七 differen七

七empera七ures. a'ud:BO/lorien七a七ionaxis e'uh:BOムorientaもionaxis 

ー λHA A 
件で測定したスペクトルにおいては内部CH.の共鳴線 10匂 J tHミ

は低磁場シフトするとともにその線幅が広がる。この低

磁場シフトは結晶構造が斜方晶系から六方晶系に変化し

た結果生じたものであり、線幅が広がる原因は分子鎖の

H 
53・c

i 
50'C 

23'C 

A 

-60・c

103 
。一一一一-0-

配肉が少し悪くなったためであると考えられる。又その

強度および化学シフトから図4f中の lineIVはa-

CH.炭素に、 1ine Vは末端CH3に帰属できるが、いず
v1 

れのピークも線幅がシャープになっていることからこれ YJan 

らの炭素は内部CH.炭素と同様、 103H z以上の速さ t-7・u

で回転運動しているものと思われる。しかしBo//配向 z 
輸の条件で測定した場合と Boム配向輸の条件で測定し

た場合の各共鳴線の化学シフトが異なることから、この

運動は異方性を持った運動であると考えられる。

図5にはBo/l配向職の条件で種一々の温度で測定した

CH2炭素のT，Cを示す。温度の禍大とともに末端近傍

の迎、 β-CH.炭素のT，Cは徐々に減少する。一方、内 1 
部CH.炭素のT，Cは0・C以下ではほとんど変化しない

が、 O.C以上では温度の滑大とともに急激に減少し‘

ointernαI-CHZ 

aα，s-CH2 

_-d.-

^ ム.--ts: ー
.-

10-

3 4 
103r-1/K-1 

A 相に入ると末端近傍の日、 βーCH.炭素のT，Cとほ

ぼ同じ値になる。このことから低温においては末端部に
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のみ起っていたポテンシャルの極小付近での速い揺動運

動が温度の上昇とともにしだいに内部に伝婚し、 A'相

.C -40 -20 。20 40 60 

において全体として同じ運動をするようになると考えら
¥ 。

10 
れる。又、 A'相から H相への変化においてはT.cは急

激な変化を示さない。従って、両穏においてはT.cに関

係する速い揺動運動に大きな差はない。 図6には末端

CH3炭素のT.cの温度変化を示す。この場合、温度の 。的

¥
υ
F

↑z
減少とともにT.cの値は減少する。しかし、その変化が

まだ極小に達していないことから-60.Cにおいても末 。
端CH3炭素はτ。が 10-. s以下の速い回転運動を行な

っているものと思われる。

4 )結論

以上の結果をまとめて図7に示す。 -60.Cにおいても

末端CH3炭素はτ。が 10-.s以下の速い図転運動を行
4 

103r-1/K-1 

， Fi~ ， 6 NT.n VS. 1/T for七heCH， carbons 5'V ".1C ._. j 

of n-CnnH 巴rv27"56 vL.J 

3 

なっている。又末端近傍のa、βーCH.炭素はー60.C

において既にポテンシャルの極小付近での速い揺動運動

を行なっているが、この運動はしだいにに内部に伝婚し、

A'相では全体として同程度の運動をするようになる。

一方H相に入ると、 これらの速い鑓動運動に加えて

103Hz 以上の速さで鎖全体が鎖輸のまわりを回転運

動する.
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35 長鎖 n ーアルカンに於ける 13C スピン緩和の結晶構造依存性

(名工試) 岡崎正治、 鳥山和美、 布目撃一

SPIN LATTICE RELAXATION TIMES OF LONG-CHAINED NORMAL ALKANES DEPENDENT ON THE 

CRYSTAL STRUCTURE 

Spin lattice relaxation times olcarbon and proton nuclei were obtained for 

long-chained n-alkanes， i. e. C20H42， C21H44， C22H46， C23H48， C31H64， and the 

urea inclusion complexes of the first three compounds with the saturation 

recovery technique at room temperature. Odd alkanes， which take orthorhombic 

crystal s!ruc!ures， show much shorter Tl's for both the s - and the internal 

m e t h y 1 e n e c a r b 0 n s. t h a n t h 0 s e 0 1 e v e n a 1 k a n e s w h i c h t a k e t r i c 1 i n i c 

structures目 Motions 01 these molecules in the crystalline sta!e are 

discussed based on the5e relaxation time5. 

10 序

n ーアルカンは基本的な有機化合物であり、 その化学的性質の解明自身が興味ある研

究テーマである他、 鎖状合成ポリマーや生体分子(例えば脂質)のモデル化合物としても

重要な位置を占めてい る 。 なかでも、 n ーアルカンの化学的物性的性質、 例えば融点や結

晶構造、 がその炭素 数 の 偶 奇 に 依 存 す る こ と は 興味ある現象である固 我々は、 n -アルカ

ン結晶の放射線化学反応において、 フリーラジカルの収率及び種類が炭素数の偶奇により

大きく異なる事を見いだし(1l、 その原因を結晶系の遣いに帰した.

今回、 上記の興味の下に長鎖ア lレカンの動的佐賀を NMR緩和の弱から検討した結果、

スピン格子緩和時間 の 著 し い 鎖 長 ( 偶 奇 ) 依 存性を見いだした. 尚、 国体高分解能 NMR

法 を用いたアルカ ン 結 晶 の 化 学 シ フ ト の 鎖 長 (偶奇)依存性の研究は VanderHartにより既

になされており、 その原因を結晶系の遣いに帰属しているがその詳細については不明であ

る。 (2)

2固実 験

n ーア jレカンは東京化成製標準試薬(純度 98%以上)をそのまま用いた。 尿素及びメタ

ノールは和光純薬特級試薬をそのまま舟いた。 n ーアルカンの尿素包銀銭体はメタノール

おかざきまさはる、 とりやまかずみ、 ぬのめけいち
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C 

(8) 

lH 

13C 凡~ 00 

図1. プロトン (A) 及びカーボン (B)の

TI測定照パルス系列

00= 10S 

24回積算

ーー一....A.

40 

m
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A
n
u
n
v
 

2
吋

O 

図 2. パルス系列 (A)によるプロトンの

TI測定 (C22H46)

の 尿 素 飽 和 裕 液 か ら 結 晶 イ じ さ せ る 事 に よ り 得

た。 N M R測定は BRUKER MSL-200を用い、 室

温 (21 + 1 "cに制御)下で行った。 水素核及

び炭素核の共鳴周波数はそれぞれ 200.13、

50.33MHzであり、 回転磁場としては 62k Hz 

(90'pulse=4目。 μs)を用いた. 炭素核の

~ピン格子緩和時間 (T IC) の測定は飽和回

復法を用い、 水素核のそれは鎗和からの回復

を C P (交差分極)法で炭素の磁化に移して

観測した。 パルス系列を図(J)にしめす。

3。 結果

図 (2)に水素核の飽和からの回復を C P 

法を用い炭素核の信号に変えて観測した結果

を docosane (C 22H 46) について示した。

F' 1 0 のacquisitionと saturation pulseと

の聞の delay time(DO) として 10秒をとった。

.すべての炭素の信号の増加は同一かっ単 4 の

指数関数で表わされるごとにより、 水素核問

のスピン拡散が TI プロセスよりもずっと速

く、 水素磁化は分子全体で同ーのスピン温度

を保っていることがわかる.

図 (3)に炭素核の飽和からの回復を

docosaneについて示めすF'1 0 の acqui-

s i t i 0 nと saturation pulseとの間の遅延時間

として 10秒を用い、 S'a tura t ion pu lse とし

ては pulse train または high power pulse 

(3 ms)をもちいた。 メチル炭素の飽和回復

過程には過渡的 NOE効果の存在を示す over shootが両方の系にみられる。 水素と炭素が

結 合した系における緩和は Solomonの式 (3)によってあらわされる。 我々の系の場合炭素ス

ピ ンの熱容量が水 素スピンのそれに比べて無視でき る 点 を 考 慮 し て 、 図(J)-Bのパルス系列

について積分すると、
C.. .，_H. ，_C  

Sz So [ ，-exp (- t/Tl~)l + R.[ exp (- t/T，") -exp (- t/Tl~)l ........(，) 
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となる。 ことに、 S z. I zは炭素及び水素の z-方向の磁化、 s.・ 1.はそれらの熱平衡値である.

以上の理論式より. 炭素の飽和からの回復の際の Over Sh.oot は 1) T ¥Cくく T ¥H、

2) DO<TIH、 3) T x が小さい時、 より強くみられるととがわかる。 この Over Shootの

解析により交差緩和時間が求められる。 また、 T ¥Cく T ¥Hの場合、 T lCの測定の際 D 0を

T lH よりもずっと大きくしなければならない。 この様にして求めたスピン格子緩和時間及

び交差緩和時閣を表(¥).にしめす。

T a b 1 e (1) RELAXATION PARAMETERS FOR NORMAL ALKANES 

T lH T 1 (CH3) T X (CH3) T 1 (s ) T 1 (ma in) 

C 2 0 8.0 i目 2 3. 2 

C 2 1 5. 1 1. 2 4， 7 

C 2 2 8.2 1， 2 2. 9 

C 2 3 7. 3 1. 2 2.，8 

C 3 1 9. 4 1， 3 2， 9 

U-C20
a. 3， 4 4. 1 

U - C 2 1 3. 4 4. 2 

u -C 2 2 3. 4 4，0 

a)"U-" indicates urea inclusion comple メ

アルカン結晶においてプロトンの緩和

がメチル基のカーボンの緩和よりはるかに

長 い こ と は プ ロトンの緩和が主としてメチ

ル基のみで起こり，それがスピン拡散でプ

ロトン系金体に伝達されるためと考えられ

る。 ごれとは対照的に、 尿素包接錯体の場

合メチル水素の Tlの方がメチル炭素のそ

れより短く、 分子全体として尿素のチャン

ネル中で運動しているととを示している。

しかし、 メチル炭素の Tlは尿素中の方が
-'-

• 40 
大きいととからメチル基については運動か

41 99 

10. 7 21 

80 184 

13 34. 4 

14 103 

10. 5 18.4 

9， 5 16. 0 

10. 3 18.2 

D 0= 10S 

60回積算

20 0 
σ(ppm) 

cfystal str. 

triclinic 

orthorhombic 

t r i c 1 i n i c 

。rthorhomb ic 

monoclinic 

hoxagonal 

hexagonal 

hexagonal 

結晶中よりも束縛されていることがわかる。
図 3. パルス系列 (6)によるカーボンの

メチル基の TlCはアルカン結晶全て
T 1測定 (C22H46)
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でほぼ同じ値をとっているととは、 メチル基そのものの運動はこれらの関でほとんど差が

ない事を示している。 一方、 fJ - 炭 素 及 び 骨 格メチレン炭素においては奇数の炭素を含む

hene icosaneと tricosaneでは偶数の炭素を含む eicosaneと docosaneに比べてかなり短い

T 1が観測された。 とのような大きな Tlの変化 ( 奇 偶 性 ) は 尿 素 包 緩 鎗 体 の 場 合 に は 観 測

されず、 従って結晶徳造の遣いによると考えられる. 炭素数が 6から 30の n -アルカン

の場合、 奇数の炭素数のアルカンでは orthorhombicを、 偶数のものでは tr i c 1 i n i cを結晶系

としてとる。 アルカン結晶の密度は炭素数の倶奇(結晶系)に従って変化し、 偶数の炭素

原子からなる結晶では、 奇数の炭素からなる隣の ア ル カ ン よ り 君 臨 度 が 大 き い 。 従って、 余

分の free vo lume を 持 つ 奇 ア ル カ ン の 方 が 運 動性が大きいと考えられる. さらに、 分 子 制

まわりの対称性を考 え る と 、 orthorhombic では 2回対称をもつのに対して tr i c 1 i n i cでは

対称性がない。 従って、 分子融まわりの振動の振幅が or tho rhomb i'c つまり奇の炭素原子

からなるアルカンのほうが大きいと考えられる。

奇のアルカン( と と で は heneicosane と tricosane) は融点の少し下で r0 t a t 0 r相

(tr icosane の場合、 39.5-4 7"C)をもち、 その相では分子は長鞘に垂直な面内で回転でき

る。 偶数の炭素からなる eicosaneや docosaneでは r0 t a t 0 r相の温度範囲はあってもきわめて

狭く、 rotator相 への転移熱は奇アルカンに比較 してはるかに大きい。 rotator相からの溶

解熱 は 炭 素 数 の 偶奇に関係なく炭素数増に関して regularな変化を示すので、 奇アルカン結

晶 (orthorhomb ic)の entha lpyは偶アルカン結晶(t r i c 1 i n i c )のそれに比べてかなり大きく

なる (4) とのことも奇アルカンの大きな運動性、を説明する。

Table(1)の実験結果と以上の考察から C-30までのアルカンを考えると、 奇アルカンの

ほうが結晶状態での運動伎が偶アルカンの運動性に比べてかなり大きいと結論できる。

hentriacontane (C-31)になると結晶系が monoclinicにかわり、 伊ー炭素の T 1と内部のメチ

レン炭素の Tlの差がかなり大きくなり、 c h a i nの端のほうで運動がかなり許容されている

が中央部ではかなり束縛されているとかんがえられる。

本監

1. M. [Vlasaki， K. Toriyama， M.Fukaya， H.Muto， and K.Nunome， J.Phys.Chem. 89， 

5278 (1983). 

2. D.L.VanderHart， J.Magn.Reson. 44， 117(1981). 

3. I. Solomon， Phys. Rev. 99， 559(1955). 

4. W.M.Mazee， Analyt.Chim.Acta.， 17，97(1957). 
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36 ポ リ オ レ フ ィ ン の は CNMR立体規則性化学シフトとその帰属

( 東 京 農 工 大 工 o朝倉 哲郎・ 平野 幸喜

Assignment of 13C NMR Resonance of Poly(olefin)s to the Tacticity 

I~Uu主ιAS丘KUKA and Kok.i HIRANO 

(Faculty of Technology， Tokyo University.of Agriculture and Technology) 

The 13C chemical shift calculation of poly(olefin)s on the basis of 13 C NMR 

γ-effect and the rotational isomerlc state model is very useful for the 

purpose of the tacticity assignments includlnιthe conformation analysis. In 
・tCH司ーCHr.:ァ

this study， the methylene carbons of poly(l-olefin)s "(中H，l'x x=2-6 are 
CH~ 、-..3

assigned to the tacticity in pentad or hexad level from both the che皿ical

shift calcu~ation and the peak intensity calculation by assu皿ing "2-site 

四odel" for the polymerizatlon mechanism. The validity of the assignments is 

supported from the 2D-JNADF.QUATE correlation spectrum of the po.ly(l-olefin)s 

experimentally. 

r j緒言 J13CNMR法は、ポリオレフィンの立体規制位の情報を得るうえで、現在最も

有力な方法であ る。しかしながら、ポリ(1ーブテン)より長い側鎖を持つ場合や、異

種結合が存在するような試料では、試料腐の比較あるいは低分子モデル化合物の利用等

の従来の方法では、そのは CNMH.の帰属は事実上不可能であった。我々は、 13CNM

R γ効果と回転 異 性 状 態 近 似 に 基 づ く 化 学 シフトの計算によって、従来、報告されて

いないポリ(1ーブテン)日ならびに異種結合官官 2】の立体規則性に基づく詳細な帰属に

成功し、この計算が新しい帰属訟となるととを示してきた。

本報告では、との計算をポリ(1ーペンテン)以 kの長い但IJ鎖を持つポリオレフィン

の主鎖ならびにそれに付いた但IJ鎖メチレンの立 体 規 則 性 ピ ー ク の 帰 属 に 適 用 し た の で 報

告する。なお、比較のために、 2D-INADEQUATEの測定も行なったが、現在、

その分解能は不十分ながら、得られた結果は理論的な帰属を支持していた。

{計算]着目した炭素 (0FIJ) と γ位にある炭素 の コ ン ホ メ } シ ョ ン が 、 ゴ ー シ ュ 状 態

(g， g) にあるとき、着目炭素の化学シフトは、トランス状態 (t) に比べて数 ppm高 磁 場

シフ トす る (γ 効果)。従って、之のゴーシュ状態の確率を、 Suter-Flory の回転築住

状態マトリックス引を用いて計算し、 γ効采の備をかけ合わせて、立体規則性化学シフ

ト、の評価をおとなった。計算方法の詳細は既報を参照していただきたい。 1) 2 ) 

¥:HZムミ戸市71HZ〉{7jHZ市;九七九
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0.6 0.0....0.6 -J.. O -1. 5 

ptm fr側 聞11m
Fig.l Pentad ~êsignment of the C3 peaks 

in the 13C NMR spectra of isotactic 
poly(l-olefin) s. 

三二ー井石油化学工業側から提[NM R測定]
Slde CIlaln C3 

供されたいくつかのアタクチックポリオレ

ブインを試料とし、 .JEOLGX-270分光計(

Poly(l-nonene) にて、 12813C 共鳴周波数 67.8MH7.)

繰り返し 2-3sec、2048(t2 ) ( t 1 ) x 

積算 l024times で信号を得たのち、 2x2 の

Poly(l-octene) 
フーリヱ変換をして二次ゼロフィリング、

元 lNADEQUATEスペクト lレを得た。

平均減算処理、対称処理を施した。適時、

アイソタクチッタポリオレフィンのデータ

は既に報告したものである。.) 

から( 1ーペンテン)ポリ{結果と考察]

まで一連のポリオレフ( 1ーノネン)ポリ

インの但IJ鎖メチ レ ン C ;~炭素のスペクトル

γ効果と回転異性状態を Fig.l に示した。

モデルを適用して計算した化学シフト (袴

主鎖メチン C2炭素のト

リアッドレベルの相対強度を参考にして行

なったペンタッドレベルの帰属を図中に示

とスペクトル)

した。各立体規刻性ピークの線形がガウス

裂であるとしてピークシミュレーションに

Tab. Relative peaks intensities of the carbons of isotactic poly(l-ole王in)s
in pentad level.The parameters，α，cr and ωin the 2時 sitemodel were also 

shown. 

F町田 Poly!pr押 yl回 eo. Po!Y{l-eu也噌 Poly(!-pen国沼) Poly(l~加皿田 Poly( l-出甲国，.) PoJy(l-民担揖 Poly(l-同憎田)

0.541 

Jo.I邸

コ0・114

0.057 

コ0・峨

0.035 
0.9舗
0.4:笥
O.臼S

Jo.I鎚

コ0.143

0.071 

コ0.1l9

0.0:羽
O.鈎2
0.480 
0.429 

O.咽l

Jo.Iお

コ0瓜

0.058 

コ0.1倒

O.ω4 
0.9飽
0.4箇
0.541 
A 
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っ0.000

コ0.1l9

札。η
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m
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m
m
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脱
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A
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0.1l8 
0.032 
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0.0鈎
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らに本研究で苅ーいたアイソタクチ

ックポリオレフィン試料の重合機

その相対強度を求め、よって、

構 t;， 2ーサイト重合モデ jレに従う

oお

よび ωの 値 を 最小二乗法により決

として重合のパラメータ α、

主鎖

メチレン C 1炭素の立体規則性:に

つづいて、(Tab.) 定した

すでに、基づく帰属を行なった。

( 1ーブテポ リ プ ロ ピ レ ン とポリ

の著しいスペ ク ト ル の 違 い は .ン)

以上で新たに

からの y効果が加わった

( 1ーブテン)

llll) 鎖 CH2

H
ソポ

しかしながら、

以上につい( ]ーベンテン)

ことで 説 明 で きた ω

ポリ

Hexad d's'5ignment of the 

C1 peaks 1n the 13c NMR 

spectra of Isotactic Poly 

(1・01ef1n)5. The peak 

intensitles calculated 

from "2-sites model" were 

also shown. 

E •• .1 ・占品占」占占....L--......:...L・司.，.。
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DI rrrrr，mmmrr 
E; l1li'階事"

F; r澗rrr.fI欄"m
G， ... 自訓"

11; rmrmr.宵wrrr，r羽田副

Fig.2 

と同様の考

ピークが、側鎖 が長くなるにつれ

て次第に低磁場側にシフトしてい

くという傾向は説明できない (Fig

主ピー ク の 低 磁 場 側 の

( 1ーブテ ン )

え方では、

てポリ

σ5'・->

Om:・・・・4・

- c -ω-c ・c -~- <.: - ¥，; - ~-

c /'..、 c c 

?ノσs、??

そこで、 Fig.3に示したよ

側鎖が長くなるにつれて側

鎖からの γ効果の割合が減少する

と仮定して計算すると実測値をよ

• 2) 

うに、

1_聞噌 Ultur-
2_r U.rnr "・国rU rnn ‘・圃同 1‘_.n ， n・rr 15 rwr同

‘割園田 M・・'"'・圃官官 17 nnr 
. .同曲目園"・'・四rr 19__n・

同窓帽n :10個個E

ポリ

( 1ーペンテン)では担1)鎖からの

く再現するととが わかった。

0.0 

側鎖炭素γ効果の割合は約 0.6、

が更に 1個樽えるにつれて、

::.r= 0.5 

そ の

0.1ずつ減少するもとのす

分裂 I揺を説明できる。 さら

舗 は約

れば、

ピーク強度からの情報を加味

Tab. して帰属を進めるーために、

に示した 2ーサイトモデルのパラ
l目。
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Fig.3 
σおよび ωの偵を用い

棒 スペ ク卜 Jレのピ}ク位置な

ヘキサッドレベルでのピーク

強度の計算を行なった (Fig.2)

尚、

メータ α

て、



ら び に 強 度 は計算値である。一方、理論的帰属の妥当性を実験的に検討するため、 2D

-INADEQUATEスペクト Jレを測定した o Fig.4 は-f9tlとして示したアタクチッ

クポリ(1ーヘキゼン)の 2D-INADEQUATEスペクトルの全体図である。主

鎖 C2-側鎖 C 3炭素間の相関の鉱大図を Fig.5 に示した。分解能が不十分等の問題が

残るものの、クロスピークの出現パターンは理論的帰属結果から予怨されるものと一致

した。すなわち、理論的帰属において、 C 3炭素ピークは低磁場側から I問、 mr.r-r中心、

C 2ピークは 高 磁 場 側 か ら mm、田r.1'1'中心と帰属されているが、二次元 INADEQUA

TEピーク tでもそのような相関が得られた。また、他のポリオレフィン試料について

も向様であった。

C-_ C -6 

50 
τ押押甘守明守司門

10 0 ppm 
1 0 kllz 
~占~

C 3 

4 
A 

Fig.5 C2-C3-correla七ionsof 2D-工NADEQUATE
spectrum of atactic po1y(1・hexene). 

FiQ.4 2Dー工NADEQUATEspectrum 
コ ofatactic poly(l-hexene} 
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37 31p固体NMRによるPM2ファージと宿主の生体礁の動的寄与竜カの蹄箆

(阪丈 青白研)小田原孝行} (桔浜国大 工)阿久浅香子友金 3

(限丈 蛋白研)京極杯五

Dynamic behaviors of the biomembranes in a 1ipid-con七aining bac七eriophage，PM2， 

and i七shost bac七eriums七udiedby 31p solid-sta七eNMR 

炎

Takayuki Odahara， Hideo Aku七su-，Yoshimasa Kyogok~ (Insti七u七efor Pro七einResearch， 
会委

Osaka Universi七y， Sui七a，Osaka; "'Facu1ty of Engineering， Yokohama Nationa工

University， Hodogaya-ku， Yokohama) 

A 1ipid con七aining bac七eriophage，PM2， which infec七s a marine bac七erium，

Alteromonas espejiana， is a sui七ab1e sys七em for 七he s七udy of intac七 biomembranes，
because of i ts simp1e s七ruc七ure and chemica1 co四posi七ions. By using 七he lH_31p 

巴ross-po1ariza七ionme七hod，phosphorus resonances in differen七 dynamicsta七escan be 

measured separa七e1y by choosing proper con七ac七七imes be七ween 七he pro七on and 

phosphorus spin sys七ems. The lH_31p cross-po1ariza七ionpu1se七echniquewas applied 

七o in七actPM2 phage， which has on1y phospho1ipids and DNA as phosphorus compounds. 
31p NMR spec七raof 1ipid bi1ayers and DNA were measured with七he con七ac七七imesof 6 

msec and 0.7 msec， respec七ive1y. The resonance of七hein七ac七 bac七eria1biomembrane 

was observed with七he con七act time of 7 msec. Tempera七ure dependence of 七he

chemicaユ shie1ding aniso七rophy (110=01/ -0-，-) was examined for 七hese se1ec七ive1y

measured spec七ra. The resu1ts showed 七hat the mo七ion of the 1ipid bi1ayer of the 

intac七 phage is more suppressed七han七ha七 of七he ex七racted-1ipidbi1ayers and七ha七

the dynamic s七a七eof七he1ipid bi1ayer of PM2 phage is re1a七ed七othe efficiency of 

i七sinfectivi七y. The direc七巴orre1a七ionbe七ween七hedynamic sta七eof七hebacteria1 

biomembrane and七he infec七ivityof the phage was not observed. 

ProteinI 
(序)生体日英の基本構造iま.胎質二皇j量に蛋

白貨が来且み込まれた本義i昼、いわゆる "Sinser--

Nicolsonの;tu:力モサ"，{1 Eデ lレ砂である主体

肢の掩i是Jl..V:主力的扶抱ヒその機能ヒ炉、どの DNA

ように関係するかは興味ある占、である.海洋

性パクテリアAI十邑r-omono..> ".st引仏叫に盛迭する
ProteinN 

ファージPM2は.国 1l二示すように表在，p主査

白賞、内在性蛋白質 i二相当する蚤白質主含む 図 PM277ーシの模弐図

目旨質二分子膜色時コて L¥る. lかもイ主力¥斗施類の蚤色貸しか含まない為、 このウィ jレスは

intμtな生体礁の研犯のも¥t.デjレヒなる。書1友の分子集合体主的成 Lてl¥る生体艇を研抱
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するムで， "p自体NMR3:去は.分子構造やL重重力J也に関する，尚孝良立与える有力な今段めーづて‘

ある.特 l二.スピシ糸の熱持触主刺問して i室主力性の異なゐ収分色分離観測できる主又~，-*，i

5ま lま.iÎ動性め異なゐ投牧め')ンイじ令崎を含む inta.ct な糸め研克~:::.j:才して宥初である.先に

、宥主パクテリア i三勺いて l円to.~tな糸め生体県ヒモけ白色路貨のモデlレ膿糸ヒては.その動

的扶す与にかなツのまいが誌、められることを報告した。そこで‘本研抱て‘は、 PM之フケージ

ヒAE!Sp"'-ji制札め糸l三対して交叉分括支主通用し.これらの intιよな生体膜の主力作挙重力とそれ

らの相異につ¥¥ての長口足tA尋たので幸良告する。'

(主馬全)P"12 7 r -;-"11)精担は.C.sct ste.p Wis己主l~'づ去、平衡@Jt勾菌己主I~' 去によツ行な山

， Csは乏F余く kめ bV¥Her-s (Wi No.lt， 20mM ii-iS J 10m M C仏CQ.2.， pH 7. 2 ) + 2 M ~o..Cι 

iこ十分逢析し t=-.NMR;~lj 足用試料は.フ 7 -;;壮子11)~定性主増し、柱子の回転を押え.

3農織の自的のために10仏→30'/.→60メ、 (W/v)ショ埼玉合tr，司じ後衛審和三造析し Tミもの玄

関いた，純度IT)掩足i之l:t;十ご')アク')Iレアミドゲ jレ電気泳動、 26011 rY¥ヒ 2&011111の日えも庄の此

AJ.品/A2.80: 1.4-之乏用いた.

;則定i二用いた宿主パクテリアは司 QmedilArY¥ (0ぺ~ kCi )之6をNo..CQ.) 12 手 M~SO牛'7 Hょ0 ，

1.4-'7守 Co..CQ.之えH2.0 ) 10号B仏dol干ypton己 ) S} Yeo..st 巴メ十同ι.t， pH '7. 4-) てKlett5奇度100

まて堵養し 1ミものを.10000 ~で15令問主，~，して氾哀史リミ菌体主用いた，資料が新魚宇であ

るこヒが・into..c.tな条イヰヒなるのて\15 0 (. 以下のイ色3亙て'24時間、それ以上の~¥¥;邑1主で1之時間

五測定時間の限度ヒし、別是毎l二新1ミi二培養した試料互使用した.

"p NMR スヘ。クト Jレの利足は， .JEOL FX -100 NMR.分先楚置に国体問E也力増崎君主、

3孟度制維p可能なtZ也力プロープヘ、ッドを持続ざせて行な、た singlepulse 

.プロトン照射 l~ よる志度上昇 i工、弥正也糸魚じよソ袖正した method 

(結果と考察) 50

(. において.予〉ゲ，[.，ペ Iレス茨ヒ5e:又分担

三去によちて1専1ミinto.ctなPM2ファージの "P NMRスペクト!レ"E.C.p. method 

国之に示す。 シングjレパ lレス壬去のスペクト lレは化学シフトの

異1j性ガマ異なる之組頬の』えかか企なラ之いる e 交又令花主夫て

得られるスペクト lしはλピシ糸の熱持触時間玄変えるとパタ

ーンが変わる，持触時間0、'7m secのスペクト!レは臭7J性臼σ

む，-6"，，)か‘一13マpplY¥の運動の押えられた非対称、lマウ夕刊ーパ

ターン主示して 0 る.争奪触時間 6 mseι のスペクト jレ1ま異方

性(~6: 6// -O.ム)が-4-4-P prnて、軸対称、な遭動に特有なパウ

ダーパタ F シ主示 Lている. この閉め宗寺角食時間て‘は この丙

者か、皇なヲ↑ミlマターシてある.う〆〉グルlて1レス去で特られT三

スペクト lレヒ対良， :: t!:てみると， 0，マ 1115色cのスペクト lしは 3〆

シグjレlてlレス去のスペクト Jレの悼の良い成づ十l二対応‘している

-7J.6msec のスぺフ卜!レ1;1:幅の狭い成やl二対iたしてい
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る，フア ジ柱子門のソ〉互会主化令物l土指寅二一分子見真中d)'1ンhf高ヒコアー内の DNAだ

けであるから 交叉分培法て観測された O.'7mseι ヒt， 1Yl S巴仁のえペクト jしは そのいずれが

l三也去している。これらの坤属1乏行なフた めに、崎賞二分子膿としては宿主力、ら地1'.l"G..

t めにづいて DNAl::..づいてはツユ化合物と LてDNAt;けミ持ゥ入 pho.う己のえペクト lレパ

ヲーニとその殆皮め持融時間依存性主調べ‘t::..，11¥ 3 \之後者五示す.主線は枠組青~ JIlJJ、二条

法f.用¥¥てフィットさせた理論曲線てあゐ。ソ〉胞質は

Pト12かう池むしたものも.宿主からのも ffitゲ 1レー 3夜晶f昆
〉、

令状稔であること玄熱測定で調べてある。 DNAは 1rnseι で 2
ω 

;f.I6た五示し、(， rn s '"ι て"1"l1/今の程度 l二減少している. R莫糸 E

では長時間.{¥¥'Jl::..う〆フト L. 6 ms"ι て'1まさほど強度の誠少は

ない.史l三.えペクト jしめ/てヲーシヒ呉方性めたきさ五考

えあわせると.持触時間0.'7m5<:'ι ては7y- ジめコ i -内

のDNA. 6 mseι てはH時二令子楳駄のえべっト jレを分離宮

観別できた と結論できる.宿主A叫酬 はの生枠岐につ 2
いてはも'7mseι て特られる之と豆、既l三本討論会て報告し

ている.

。 10 20 30 

Contact time (msec) 

(8) 

o 
contact time (msec) 

これらの帰属ヒ条件l二基づ、き、奥方，1生めミ且度抜怠JI生主調 図品川ヲ ~Jv3iì.皮の持触時間依存性
(A) A. eSpejio.no.抽出施賞

べt::... 国斗 l主的弘代なA.espり ιn仏の膿糸とこれよリ拍a.Lた (B)入 ph吋 e

月旨貨の二分子}漠糸についての続呆である。 into.ttな筏糸でrl4-0(. で薬方他-44、7ppm. これよ

ソ10.c付近まて徐々に支比してゆき -42.2pp同て忍ちづいた栓.之0。ι村近まではほヒんど変

イしか誌められない。地iliR旨貨の H莫糸ては. 0'(. A寸近から之斗。cイ寸止まで異方，性が徐々に変Jじ

し.これよリ;包¥¥ ;孟皮て叫は奥方，1をが‘-4之PP1Y1て犬きな変Jしがない， 24-'c 11.ぬz'fl旨質Rl.糸の

相転勃終了温度であることが永差執測定め続呆からわかづてのる. il'1t叫 tな暁糸ヒ抽出始賞

H莫糸の結果乏~t，鞍するヒ. into.(tなA.eSp"jio.nι め生4本農の 10 '(. A寸近から20'cイ寸i丘までの動的

扶徒、は 友晶扶君主にある他企結貨礁糸ヒ i司撒な長稔てあるヒ考えられる.このような動的

挙勧めi主いは‘ into.(tIJ:. H莫糸l二存在する性99くの蚤白貨との相互イ乍用によるものであるう 0γ

そのE史也 11.ま花、わか勺ていない.

into.<.tなPM2の月美糸 l之ついて測えされた

奥方，}生の 3且定紘存性主因 sに示す. int，μt 

なiコド1之の暖糸では o'cイ寸近て'-l15~が

++tprn、これよリ lマ'CA寸近まで株々 l之丞

イじしていく. この 3昆皮イ寸よ丘て変化の雄子

がをわリ. 250d寸i丘ず落ちついている.

摺主の弛忠H量質でみられたような担転持

終ゴに伴う薬方性の変化の苓ちつきは25

〉、
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日莫糸の"pNMRスペクトルの実方性の3晶言
皮扶存

定以ソ相転問勅終桁J;浪邑度は l'竹てあMゐ z 
こヒがわかっている. ζ の長音，果は A. g 

切り10-11ι の場令と 1;):逆 l乙 PM之では ZE-40 
cl. 

pr-otein 1 ， J[ ，.m )ν の存庄l二よヲ之吋此i üi~ 

な技終での胎賞二分子月草の措i主が安定 .3
ε 

化されること乏*'口金する. Ptv12では員全 2
u 

，1生ツン括質であるフォスファナシ lレグ

ソセロー Jレがぬ賞二づト子日英のアトイ則の層

Lゴタ〈分布していることが矢口られていゐ.え. ー

コート蚤白質てあるpr-ot州立か鵠性てあるの宣言

で両者め静霊的相互イ同力、膿摘迭問定化さ斗b
-t!:zいる一因かもしれない. 。て

以 M ことから 弛拙忠附とじ凶iri胤n

モ灼の挙粍占倉勧枇童勧劇林力削休iに之差針力州ゐいこヒ凶がわ帥カ¥勺仇化た九。 川 の 去ら
揺3主の機祷はま↑=日月らかl二なフていない。 lか

ファーシ柱子あゐい 11:Iã主の県糸は~;，長 1::
ア/Oc

布らがめれて関イ糸している t tJ)ヒ考えられる • I 
図6 PM之のA，eSpeji臥nι ヘの!1S;長ゐ7其H

モこで PM之の A.eSpejio-no-への感染め分子機構 志度依存，也t

五言問べるためにはー i円以ctな民祭、ての膿糸の重力的挙動五比事長しなけれiまならない.目莫糸め運

動，性と(唱没ヒの関イ糸をみるため、阿久 3章らによゥて幸良告されているファーうJ、Ptv12の慰染効

率め愚走初期?昆皮収J写推定国 6l三示す， inta.ctなファージの県糸め異7J性の変ィιしている 15

'cイヰ近に近いヒころから感染効争力でよが・リはじめ:異方性の変化が落ち者く 25'cイ寸近て・ピ

ータ l二重している.これは. PM之の感染牲がPM之の崎賞二童嘆の動的状態と蜜捧l三関保し

ているこヒ主示していゐ" ft下ち 感染J性が晶玉足されるためには.ptv¥之の喋ゑのうた動性が白Jう

る桂皮ZIL1扶廷になければ‘ならないヒ考えられる.一方円以ιtなAesp匂ia.na.の生体穫では

、15'cヒ2S'cのイ寸近に対舟する扶憶の変化11認、められない@従ヲて、 lS'c以とて昆られる

搭走拘舎の上昇には宿主の月莫糸の扶悠長イじが直持間保しているヒ II考えられない.

足ている晶玉最初期過稚ヒは、パクテリアに吸着したPM之が何らかの機構五通じa てDNAtパ

クテリアの細胞内に放出する通報乏含んでいる.上.i.1E..(1)結果はこのような DNAめ放出に

は、ファーシ柱子の胎質二童日莫カ司、現品技能乏ヒることが‘あるいはそれkよゥて引き匙こ

されるファーシ社子め動的構造の変イじ力、也、え飛であること五示している.又.PM2の極主転勤

寄与の宮こイじに主持間保していないとはいえ パクテソアの細胞が、この志度領域て常に或晶状

能主ヒっているこヒも(号表め為の主宰な前提である可能))生がある.
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38 n .-アルカンと芳香族化合物の分 F間相互作用

(電気通信大) 仁木磁雄

1NTERMOLECULAR 1NTERACTIONS BETWEEN n-ALKANES AND AROMATIC COMPOUNDS 

Kunio N1KK1 (University of Electro-Communications) 

The NMR solvent effects of a series of alka日巳 s were studied in benzene， 

l-Cl-naphthalene and g-Br-pheRanthlene. 1n benzene， end hydrogens and carbons 

。f n-alkane chaine show the. decreasing solventeffects slightly and inner 

hydrogens and carbons show the decreasing solvent effects markedly as the 

chain length increases. 1n l-Cl-naphthaleRe or g-Br-phenanthlene， hydrogens of 

short chains show high field shifts(n-octane shows the highest shift) and 

the magnitude of the solvent effects depend on the size of aromatic solvents. 

The solvent effect of carbons near chain ends show high field shifts. The 

structure of 辻 lkane chai日s in solution and solute-solvent interactions will be 

d iscussed. 

n -アルカンの芳香属溶媒中におけるプロトン NMRスペクトルに関する系統的研究は

LIU t¥ 安藤・西岡三 J 、Wi nn i k ，，)らによって行なわれてきた。 特に n-アルカンの

l-C ト サフヲレン(C 1--N a ph. )溶液中の 'HN M Rスペクトルは、炭素原子数が 16以上で

メチレン基プロトンのシグナルが 2本に分裂するために注目され、一沢山の研究が行なわれ

た 。また、この現象と関連して、安藤・西岡は、 n-ペンタンのメチルーメチレン基間の

化学シフトに関して neatとCI-Naph.中における温度依存性を詳しく検討し、 CトNaph.中で

は、 40"C付近に屈 曲点 が有 るこ と、 また 40"C以下では勾配が大きいことを報告している。

そして、その j京閣は n-ベン担ンのトランスとゴ ー シ ュ 聞 の 機 造 変 化 で あ る と 仮 定 し て そ

の間のエネルギー差を計算し(約 1500cal/mol)、 40"C以下では n-ペン哲ンは neatの場合

よりも CI-Naph.中 で伸びた構造を取っていると結論付けている 2)。 この計算では、鎖状

分子の N M R i容媒効果を単純化し、溶媒の磁気奥方性効果や溶媒との分子関相互作用は無

視し て 、 鎖 状 分 子における回転の自由度の問題として乙れらのスペクトルの解釈を行なっ

ている。

一方、割合小さな分子に関しては、分子内の置換基間相互作用の検討がなされており、

分子内回転において、図 1a)の t--ブチル基がブエニル基とゴーシュになる配座が安定で

;:マ?? 持J
図 1 a )スルホオキサイドの優位配座 b) 1，3，5-t-C ，H 9-C 6H 3の優位配座
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ある こ と や 4，、 1，3， 5 トリネオペンチルベンゼ ンの側鎖がかなり大きな確率でベンゼン環

の同じ方向に集まる配座を取ること;，)などが報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 特 定 の グ ル ー プ

聞に 引 力 が 働 い ていると仮定しなければ理解できず、液体中の優位配座がいわゆる立体障

害だけでは説明で き な い 場 合 が 有 る こ と を 示 している。

また、 nーアルカンの溶液中における立体的構造は、やや fold し た ラ ン ダ ム コ イ ル 状

であろうと予想されている。その fold の程度は、炭素原子数が数十以下の場合、溶媒の

ファン・デル・ワールスカによって異なる (Org. Magn. Reson.， 21，552(1983). 

従って、 n-アルカンの溶液中における平均的立体構造は、鎖の自由度の数と、分子内

メチレン基間相互作用と、 n -アルカンと溶媒との相互作用の 3者の競合で決まると考え

られる。

ところでず 'Hおよび '''CN M R ス ペ ク ト ルは、芳香属溶媒中では、その磁気異方性の

ために溶媒との特別な相互作用が無くても高磁場シフトしている。 Jlnち、 n-アルカン分

子に直接接触することのできる位置の芳香属溶 媒分子は、溶質分子に高滋場シフトを与え

るが、それ以外の溶媒分子の磁気異方性効果は 回 転 の た め に キ ャ ン セ ル さ れ る 。 磁 気 異 方

性効果の大きさは、よく知られているように溶媒分子の中心から i主目している核までの距

離の 3乗に反比例す る 。 従 っ て 同 ー 分 子 上 で も、溶媒から速くなるに従い急激に磁気異方

性効果は減少することになる。

ところで、 n.'アルカンの IHN M Rスベクトルから、それぞれの水素原子を識別する

ことはできない。すなわち、水素原子の空間的分布に関する情報が得られるだけである。

一 方、川 CNMRの場合、スペクトルが 6本に分裂しており、メチル基から 5ケ自の炭素

原子 ま で 同 定 さ れているので、 'HN M R よりも 分 子 内 の 環 境 に 関 す る 情 報 が 多 い ( プ ロ

ープが多い)。そこ で 今 回 は 、 大 き さ の 異 な る芳香属溶媒中で、 n -アルカンのシリーズ

(炭素原子数 n ニ5-15)の 'Hおよび '''CN M R溶媒効果 (t， a a (aromatic solvents)--

a (CDC1" or CCL，))を測定し、その磁気異方性効果から nーアルカンの平均的立体機造お

よび n-ア ル カ ンと芳香属溶媒分子との分子間相互作用について検討を行なった。

Results and Discussion 

図 2は、 n- アルカンの炭素原子数 (Nc)とベンゼンによる 'H N M R溶媒効果 (t， a ) 

の関係を示したものである。 n-ペンタンの溶媒効果の値を基準としてプロットした。メ

チル基とメチレン基の溶媒効果(ベンゼン分子 の 磁 気 異 方 性 に よ る 高 磁 場 シ フ ト ) は 、 ど

ちら も 炭 素 原 子 数が大きくなるに従い減少する 。 と く に メ チ レ ン 基 の 溶 媒 効 果 は 、 そ の 傾

向が激しい。この現象から、メチレン基の溶媒分子からの平均距離は、炭素原子数(Nc ) 

が多いほど速くなると推測した。一方メチル基は 、炭素→原子数が 10程度で一定の環境に達

すると考えた。

図 3は、 n- アルカンの炭素原子順位(両端の メ チ ル 基 炭 素 を Cn=l とし て順 位を つけ

た 。)とベンゼンによる J3CNMR溶 媒 効 果 (t， a )の関係を示したものである。メチル

基(N c= 1 )の溶媒効果の健を基準としてプロットした。プロトン NMR溶媒効果の結果と

-158ー



メチルまた、メチレン基の溶媒効果は炭素原子数が大きくなるに従い減少する。同様に、

基から遠い炭素原子ほど溶媒効果が小さい。

およびそn アルカンは鎖が長くなるに従って foldしてくること、これらの結果から、

鎖の中心部が溶媒から最も速い位置になることが示唆される。の foldの状態としては、
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図 2. n アルカンのベンゼンによる
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n アルカンの炭素原子数と CI-Naph.によるプロトン N M Rの溶媒効果の関係図 4は、

の温度依 4子役を示 した もの であ る。
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メチレン基の炭素原子数が増加するに従い単調に減少するが、メチル基の溶媒効果は、

その後急激に減少す

オクタンのときとに一番高磁場シフトをしめす。

さら

る。メチレン基のメインピ→クは、

短いメチレン鎖に見られる高磁場シフトは、 100"c程度でほとんど見られなくなる。

温度依存性(温度上昇に伴う高磁場シフトの減少)は、鎖の内側が大きい。

低い温度で は 炭 素 原 子 数 増 加 に 伴 い まず溶媒効果は増加し、

n -

場合は、

に、

'H 

NMRの溶媒効果 の 関 係 の 温 度 依 存 性 ( メ チ レン基メインピーク)を示したものである。

全体的プ口フィ ル は 、 CI-Naph.を溶媒とした 場 合 と ほ と ん ど か わ ら な い 。

によるフェナントレン(Br-Phenan.) アルカンの炭素原子数と 9-Br-n 図 5は、

n -オクタンを

大きな高磁場シフトを示す領域のメ中心とした高磁場シフトは、 CI.Naph.よりも大きい。

短いメチレン鎖2本に分裂する。線巾が広くなるか、チレン基メインピ ケは低温では、
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日・ CHH'H 
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/¥， c " " f.L，，; ・C""f-I"，，

に毘られる高磁 場 シ フ ト は 、 160 "cを超えても消失しない。
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図6. nーアルカンのCI-Naph.による

i日CNMR溶媒効果。
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図5. n アJレカンのBr-Phenan.による

'HNMR溶媒効果(小記号はサブピーク)。

n - ア ル カ ン の 炭 素 原 子 順 位 (Cn)とCI-Naph.による '3CNMR溶媒効果の関係図 6は、

メチル基に近い位置ベンゼンを溶媒とした場合(図 3)と異なり、を示したものである。

高磁場シフトは炭素原子数が小さいときに、そして、の炭素原子は高磁場シフトを示す。

鎖が長い鎖の中心部の溶媒効果は、ベン ゼ ン を 溶 媒 と し た 場 合 と 同 様 に 、また、大きい。

短いメチレン鎖、或いはメチレン鎖の両端の 5ないし乙れらの結果から、ほど小さい。

6コのメチレン基と縮合多環芳香属溶媒分子 の平面方向との問には、引力的相互作用が存

そのエネルギーは芳香環が大きいほど大きいと考えた。
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特別講演 4 ゼロ磁毒， 1i v' J恵蔵考に州与えピニエコー

(比寿卓1:...t!手定 EままP ノ'カリフ;rlレエアス)

竹惇 プ青1)I豆，ギ T.P. Jc.rvieノホD.5，μtw-> 11 A . Pil1es 

SPIN ECHOES lN ZERO-AND HIGH-FIELD 

K. Takegoshi.!I'T.P. Jarvie."'D. Suter. and"'A. Pines 

t寧Univ.of Californiaノ Hokkaidouni versi ty ) 

Recentl~ a new area Df NMR. ti皿e-domainzero-field NHR was developed. This technique is 

particularly useful for the investigation of polycrystalline samples in which田ostof the 

interactions show orientational dependence in high-field. The introduction of spin-echo 

techniques may widen the range of applications of the zero幽 fieldNMR. 畠sthat did for the 

high-field. A general strategy for the formation of spin echoes using a density-operator 

approach is given. and its application to the zero-field NMR is discussed. 
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40 ‘H N M 1えによる石英ガラス中のプロトンの定量

(東ソー化学研) 戸 井 田 良晴、 O世良 朋子、岡田 忠司

1 .序論

石英ガラス(S i 0 ，)はその優れた耐酸性、耐熱性、耐弾性履歴臣、絶縁位、気密性、

低熱 膨張 率、 高軟化温度さらに近赤外から uvま で 広 範 囲 に わ た っ て の 高 い 先 透 過 性 を 有

する こ と な ど か ら光学/照明機様、電気機棒、理化学機器や半導体工業などの広い分野で

使用されている。

この石英ガラスの製法としては天然の水晶を電熱または酸水素炎で溶融するもの、四塩

化珪素を原料に重量水素炎やプラズマを用いて 下記の反応をおとないこれによって生じる s

i 0 ，ガラスとする方法等がある。

SiCl ， + 2 H， + 0 ，一→ S 0 之+ 4 H C 1 

このうち後者の製法によるガラスは化学的に極めて高純度なため真空紫外領域から 2μm

付近まで高い透過率を示すほか、放射線による着色が少ない、蛍光を発しにくい、また、

ソーラリゼーションを起こしにくいなどの理由で広く光学用途に利用されている.

しかし、との方法は反応中に水素を含むため Si 0 H 、 SiH， HClさらに H，などの

副生成物生じ、かつ残留しガラス強度の低下や uv領域の特異吸収を生じる原因となると

考えられている。しかしながら、とれら不純物が笑際に含まれているのか、またその場合

どの程度の量が含まれているのかを直後検出する方法は少ない。実際赤外分光 t去による S

OHおよびラマンスペクトルによる Si Hの同定が行なわれているのみであり他の分子

がガラス中に存 在 す る こ と を 直 接 確 認 す る 方 法は知られていない。さらに、ラマン訟では

測定時の光行路が一定とならないので定量は図難である。また、赤外分光法での S 0 H 

量の定量ではその基準となる吸光定数の値がその求め方によって 77.5-186 U%/ 

モル・ c m) ま で様々な値が報告されている、いため量的な取扱に問題がある。さらに赤

外訟ではガラス中や表面に水が存在する婦合にその信号と S i 0 H信号が重なり合い正確

な吸 光度 を求 めるととが困難で、その結果 OHの定量に大きな誤差を生じる，とのため本

報告では近年著しく感度の向上したプロトン NMRを用いて、石英ガラス中のとれら微量

プロトン残留物質 の 検 出 / 悶 定 / 定 量 を 試 み た。

2 .実験

高純度石英ガラス中に含まれるプロトン量は重量比で 10 - 1 0 0 0 p pm程度の微量と

推定される。このためソレノイド型コイルを自 立 さ せ プ ロ ト ン 残 留 信 号 を 減 少 す る よ う に

したプロープ・ ヘッドを自作して測定を行なっ た。このプロープ・へッドの残留プロトン
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量は H ，O換算で約 20 μ g  、 即 ち 測 定 試 料重量に対する残留水分量として約 10 p p m 

程 度 で あ る 。 しかし測定時の温度/湿度によりプローブ・ヘッドへの水の吸着量が変動す

るため一定の値と は な ら ず 、 ま た 、 化 学 シ フト値も変化した。スペクトロメータは日本電

子社製 G X 2 7 0 を用いた e 本ヘッドと組み合 わ せ た 時 の 9 0 。 パ ル ス 稿 は 約 6μ 秒、ま

た、デッド・'f.イムは 20 μ 秒以下であった。

プロトン MAS測定はブルカー社製 A M 2 5 0用 CP/MASプロープ・ヘッドでデカッ

プリング・チャンネルを 2 7 0 M H zにチュ ー ニ ン グ し 、 さ ら に プ ロ ト ン ・ パ ッ ク グ ラ ウ

ンド信号を低下 させるためプラスチック部品を' セ ラ ミ ッ ク ス 製 に 変 え た も の で 行 な っ た 。

M A Sスピナーはケルー F容器苦にケルー F製、または、デルリン製のキャップの物を用い

た。回転数は前者で約 30 00 H z 、後者で約 5 00  0 H zであった， 9 0 。パルス縞は

約 6μ 秒である e また、一部の M A S測定は日本電子社製 F X 6 0 に o0 t y 社のプロー

プ・ヘッドを組合わせた物を用いた。

測定 パ ル ス 系 列は MAS、スターティック測定とも信号の線幅が狭いためパルス編 4 5 ~ 

6 0 ・のシングル・パルスを用いた.縁り返し時間は 6 0 秒~ 4 2 5秒で積算回数は 6 4 

図から 200回である。

測定に用いた試料は S i (0 H) ，を水溶液中で縮合重合したシリカ微粉末(試料 1) 

S i C 1‘を H ，/0 ガスのモル比 2. 0 、 2. 3および 2. 6 の雰囲気 Fで反応さ

せて作った石英ガラス(試料 2、 3 、 4 ) 、試料 4 を大気中で 1200'C/10時間ア

ニ ー ル し た も の(試料 5)、試料 2 を粉砕したもの(試料 6)、粉砕によヮて約 100 p 

p m (モル兆)生じたラジカルを消滅させるため 4 0 0' Cで約 3 0分アニールし E S R 

信 号 の 出 な く なった事を確認したも(試料 7)、天然水晶を電気炉で洛敵したもの(試料

8 )の 8種類である。

これらのうち塊状ガラスは外形 10mm 世長さ 10~20mm の円柱状に肖j りだしプロー

プのコイル内に そのまま綿入して測定した。粉体試料は外形 10mm やのテフロン製 NM

R チュ ーブ を 30mm ~こ切った物を容掃として用い測定を行なった。

3 .結果および 考察

図 l に試料 lの 2 7 0 M H zプロトン MA

Sスペクトルを示す。本試料は約 3. 5 p 

p mの位置に兆較 的 シ ャ ー プ な 信 号 と 約 2

p p mの位置にプロードな信号が存在する.

このうち前者の 位置の信号は H.Eckertらに

よりガラス中の S i 0 H と同定されている

け .3'が本測定で はま式料の乾燥状態によっ

て信号強度/位置とも変化する事からガラ

ス粉 表面 に物 理吸着した水と推定した。試

料 6 および 7についてもプロトン M A S測

定を行なったが上記 z種以外シャープな信

号は存在しなかった。
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次にスターティックで測定した結果を示す。図 2は試料 4および試料 4の信号から試料 1

の信号を引いた差スペクトルである。また、図 3は試料 4 ， 5の スペ クト ルお よび 試料 5

と試料 4 の差である。ヱれら各試料のスペク トルおよび差スペクトルから試料毎に見出さ

れた信号、また、赤外分光法による S 0 l!の有無並びにラマンスペクトルによる S H 

信号の有無の結果を下表にまとめて示す。
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との結果でまず試料?の MASとス主ー

ティック・スペクトルを比較すると、前者

では約 2 p p m の信号強度が強いが後者で

は 6. 5 p p m の所に最も大きな信号が春

在する。また、試料?を乾繰させて測定し

た も の と そ の 粉砕前の試料 2のスターティ

ックでの差を求 めると 2 p p m 信号のみが

現れる。また、ごの信号の T ，は約 1 0 0

ミリ秒とガラス中の他の信号の T ，値 6 0 

- 1 0 0秒と比べ著しく短い e この事から

本信号はガラス表面に化学吸着した水によ

るものと考えられる。また試料 7のス主ー

ティック・スペクトルでは 2p p mの信 号

と比べ 6.5ppmの信号の面積強度が 1

桁以上大きく、また、 MASの回転速度も

本信号の線幅約 3 k H zより大きいにも係

わらず M A Sスペクトルで 6.5ppmの

信号が観測されなかった e これは、本信号

の線幅が M A S法でシャープとならないた

め、 M AS用スピナー中やプロープ・ヘッ

ド内の他の部品中に含まれる残留プロトン

からのブロードな信号に埋れてしまい信号

図 3.
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が分離レなかったためと考えられる。さらに試料を粉持した事により約 100ppmの E'

セン タ ー ・ ラ ジ カルが生じた試料 6およびこれをアニーリングしてラジカルを消滅させた

試 料 7の間でスペクトルの形が全く変化しない事、今回用いた試料は 8番以外他の常磁性

不純 物 が 全 く 含 んでいない事、また、試料中に含まれるプロトンの量が多いものでも 10 

o 0 p p m程度でありこれがガラス中に均ーに分布しているとして計算した磁気双極子相

互作用による線幅は高々 1 0 H z 、また珪素ープロトン間双優子相互作用による幅も 2 0 

o H z程度である事から、との 6. 5 p p m 信号の線幅のは MAS訟で細くする事が出来

る磁気双極子相互作用や電子スピンとの相互作淘 に 由 来 す る の で は な く 化 学 シ フ ト の 分 布

(または異方位) に よ っ て 定 ま っ て い る と 考 え られる。

次に水素/酸素比の異なる条件下で合成したガラスのスペクトルの差異を見ると比が大

きい試料では 1 1 p p m お よび -2 p p m の信号が大きい。水素が多い条件で合成すると

S H、 Si (OH) ，の結合や S i 0 Hのクラスターが生成しやすいと考えられており、

更に、 H ，が分子の形でガラス・マトリックス中に取り込まれ易い ζ と な ど か ら 、 と の 2

種の信号はヱれらの何れかのプロトンに帰属されると推定される。

ガラスを 12 0 0 0 Cでアニールした前後の試料を比べると、前者では後者にあった

2および 1 1 p p mの信号が消えている。この温度でガラスを処理するとガラス中から水

素分 子 が 出 て 来 るとと、また、赤外の S 0 H の信号強度が小さくなるがこれは近綾して

存在する 2個の S 0 H は 綜合 して 水が 飛ぴ 去と考えられているとと ‘ 、 更 に . ア ニ ー

ル後の試料には赤外スペクトルの Si 0 Hおよびラマン・スペクトルの S Hの信号が残

っ ている事から、 1 1お よび -2 p p m の信号は H ，及び、 S i 0 H のクラスターによる

ものと推定される。-2 p p mの信号は化学シ フトの値から塩酸の可能性もあるが、 ES 

CAの 測定 では ガラス中の盗素は共有結合状態として存在している事からイオン結合であ

る盗酸では無いと考えられる。次に最も大きい 6.5ppmの信号 1;1:.、この信号強度と赤

外から求められる OH量に相関がある事、また線舗が MASによって変化しないので H，

Oや S (0 H) ，など双極子相互作用が強いもので無いことから、孤立した Si 0 Hの

プロトンと同定で き る 。 最後 に 1.3ppmの信号は、これの存在とラマンの S i H の

信号に相関がある事から S i Hのプロトンと同定した。

以上によってガラス中に見出された各信号の同定 が 出 来 た の で 、 現 在 と れ ら 各 信 号 の 分 割

/定量を行ない各信 号 の 量 的 確 認 な ら び に 他 の 分析手段との関連を検討中である。
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41 ポリメタクリル重量メチル溶液の13C核磁気緩和の周波数依存性

京大化研 ・据井文敬、中川将、北丸竜三

高分子学会NMR研究会会員

13 
Frequency Dependences of .~C Spin Relaxation of Poly(methyl methacrylate) Solution 

F. Horii， M. Nakagawa， R. Kitamaru， and Members of Research Group on NMR of the Society 
of Polymer Science， Japan 
(Institute.for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611) 

As a.series of NMR measurements ofエdenticalpolymers by round robin method， 
L . 13 

Research Group on NMR collected .H and .~C sp工n-latticerelaxation times T
l 

and nuclear 

Overhauser enhancement(NOE) of poly(methyl methacrylate) 工nsolution. In this paper the 
13 

frequency dependencies of .JC T
l 

and NOE values have been analyzed in terms of different 

motional models. As a result， it has been found that 3τmodel， in which three kinds of 

independent superposed motions are assumed for the motion o.f the C-H internuclear vetor， 

is most suitable for describing the frequency dependencies. 

1 織言

高分子学会のNMR研究会では、同一PMMA務液試料について種々のNMR分光計を用い種々の測定者による 'H

および'3CのT，および'3CNOEの測定を行なったし引。本報告では、これらの結果のうち13CT，およびNOEの周

波数依存牲について種々の分子運動モデルにより解析した結巣を述べる.

2.種々の分子運動モデルと 13C磁気緩和~

13C-'H双種子相互作用が'3C磁気緩和の主要因である場合、 '3C核のT，、 T2、およびNOEはC-Hベクトル

のランダムな時間変動を表わす相関関数、あるいはその周波数ωに関するフーリエ変換であるスペクトル密度

ん(ω)=17<同町川W 山 dr，午0.1.2

により表わされる。ここで

Fo=1-3n2• FI=(l+im)n. F2=(1+i岡i

( 1 ) 

( 2 ) 

であり、 1，m. nはそれぞれC一日ベクトルの実厳重座様系のX. Y. z 績に対する方向余弦である.既に、多くの

分子運動モデルを用い Jq{ω)が計算されているが、ここでは次の各モデルについて検討した。

2. 1.単一相関時間モデル

C-Hベクトルが等方ランダム運動をする場合Jq(曲)は次式で表わされる.

W 喝合否 かれ.KI=2，瓜 )(2=8/15.

2. 2.相関時間，!"Cの分布

系をτcの異なる種々のスピン系の集合とみなし、 τEの分布を表わす関数P{τc)を導入する.この場合、

i伊 Crc)rc Jq Cω)=Kq/ ーァ」子ヂ-drc
JO I+wri， 

となる.ここでは、箱型分布U および10喧- X 2分布.)について検討した.

2. 3.多相関時間モデル

(3 ) 

(4 ) 

我々が多相関時間モデルと呼ぶモデルでは、 (2)式の 1. m. nで表わされる C-Hベクトルの時間変動をいくつか
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で表わされる.ここではTJは8J座標系を 8j-1産額系に度額変換するため

の行列であり、 11，ffi1， n1は81座榎系における C-Hベクトルの相当

する方向余弦である。したがって、各座篠系の運動モ ドが決ればJq(ω}

を計算できる。

Woessner5lはp=2に相当するモデル (2τモデル)を提出した.この場

合、 C-Hベクトルは81庫銀系の Z 1輸のまわりを回転鉱散し、 Z 1輪自身

は実験室座篠系に対して等方ランダム運動をする.一方、 HowarthSlは p 

=3に相当するモデル(3τモデル}を提出した.このモデルでは、図 lに

示したようにC-Hベクトルは 81座銀系の ZI輔の周りを回転拡散するが、 ZI輸は 82座標系の Z2輸の周りのコ ン

の内都を librationする.さらに、 82座標系自身は実験室~様系に対して等方ランダム運動する。 Howarth Gl は経験的

な近似法により Jq(ω)を誘導したが、我々刊は厳密な取り費量いにより Jq(ω)に対して次式を誘導した。

の独立なランダム運動の重なりとみなす.今、たとえば小さな運動単位から

大きな運動単位の願でそれぞれが属する直交座標系を 81，82，…， 8pと

し8pが実験室度額系と一致するとする.また、 8 j-1座原系においてオイラ

一角 (φιθj，ψけにより表わされるとすれば、[， ffi， nは

[ ~J=TFI • . • T3ITZI[~: J (ち)

ん(ω)=Kq洲市 ずAR(1-AL鳴門Bd否

十BH(1-BL市 n+C/

ここで，

X2 

Fig. 1 Schematic diagram of 
the 3-τmodel for themotions 
of the C-H internuclear 
vector 

(ゎ)

Ko=4/5， KI=2/15. K2=8/15. 

(Tj}ーI=(T/)ー1+(Tt}-I. (T2)ー1=(τ/)ーl十 (TR)ー (T3)ー1=(T/)ー1+(Tt)ーl

+ (TR)-I. (T4)-I=(T/ rl+4(TR)-I， (T5)ーI=(T/)ー1+(TL>ー1+4(TR)ー

AL =cos2BL (1 + COSBL i /4. BL =sin2Bd 1 + COSBL )2/6. 

CL=(2+cosBL戸(1-COSBL l/24. An= (3cos20R-l芦/4.

BR=3sin2eucOS2eR. CR= (3sin4eR)/4 

である.また、 τ襲、 τL、τIはそれぞれ閏転拡散、 libratiooおよび等方運動の穂関時間で、 θaおよびθLは相当する

運動のコーンの頂角である. (6)式はHOlfarthが導いた式とは若手異なるが、通常の国体状高分子系で成立すると考

えられる τ.(τL(τzの条件下ではいずれの場合も次式となり一致する.

2Tl. 2TR 2(TR/4) 
Jq (臼)=Kq(A仇 1;Jr;+AR(I-At)古吉宗+BR百"jOTR2+CR 1 + J '(iRì~戸 1 ( 7 ) 

この式で明らかなように、第4項の寄与を無視すれば、各運動モードの寄与は独立のLoreotz関数の和で表される.こ

のことは、 ( 6 )式を誘導するために図1に示したような特定のモデルから出発したが、得られた結果は互に独立な相

側時聞が著しく異なる 3種の運動モードの重なりに対する、モデルに依存しない一般的な式となることを示している.
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3.結果および考察

3. 1. C H 2 (rrr) 

図2および3には、 2τモデル、 3τモデルおよびτcに分

布を導入した場合のNT，およびNOEの静磁場依存性を示す。

なお、丸印で示した実験結果は数個のデ タを平均化したもの

で、非線形最小2乗法によるコンビュータ解析を行なった。 N

T，に対する場合低周波数倒および高周波数側でわずかにモデ

ルの相違が現れるが、いずれのモデルの結果も実験曲線とほぼ

良く一致する.これに対して、 NOEの場合、モデル聞の根遺

は明瞭であり 3τモデルがこれらのモデルの中では最も妥当と

3""1'1:べ

Iqho 
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boxl 
い¥
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frequency( MHz) 

Fig. 2 
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司

4
凶
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考えられる。

図4および5にa-C H 3 (rr)のNTlおよびNOEの解析

結果を示す。この場合、 CH 2 (rrr)の場合に比べて実験値の

バラツキがかなり大きい.このため、 NT，の静磁場依存性に

ついてもモデル聞の相違は少しは認められるが、いずれのモデ

ルでもほぼ実験値との一致は良い。一方、 CH 2 (rrr)の場合

と同様、 NOEの結果に対してはモデルによる相違が著しい。

四一 CH3基の場合、主鎖CH.基に比べて少なくとも 1つ余分

の独立の回転運動が存在するが、 3τモデルにより一応解析が

可能である。

3. 2. a -C H 3 (rr) 
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100 

frequency( MHz) 
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3.3.0CH3 

図6および7にOCH3のNT，およびNOEの2τおよび3

τモデルによる解析結果を示す。この場合、 NT，は少なくと

も1s 以上で、このようなT，の周波数依存牲はτcに分布を導

入するモデルでは説明不可能であった。これに対して、図6に

示すように2τおよび3τモデルの結果はT，の実験値とはほ

ぼ一致するようにみえる.しかし、 NOEの結果に対しては2

τモデルは全く不適当である。 a-CH3基同様、 OCH3基も
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主鎖とは独立の内部運動が可能であるためと考えられ、少なくとも 3τモデルの導入が必要であることがわかる。

4.まとめ

以上、 3種の13C核に対する NT，およびNOEについて幾つかの分子運動モデルによる解析を行なった。この結果、

C H 2 (rrr)およびa-CH3のNT，の周波数依存牲についてはいずれのモデルでもほぼ説明可能であるがNOEの燭

波数依存牲についてはモデルによる相違が著しくより精聖書なモデルを用いる必要があることが判明した。 より内部自

由度の高いOCH3基ではこのようなモデルの相違はより顕著で、分布を導入したモデルではNT，の周波数依存性も説

明不可憶であった.以上のことは詳細な分子運動の研究に燭波数依存性を測定することが極めて重要であることを示し、

主鎖および側鎖運動に対して少なくとも 3種の運動モードの重なりを考慮する必要があることが判明した。 しかし、

側鎮の独立な運動を厳密に研究するためにはさらに 1種以上の運動モードを導入する必要があり、解析はかなり任意性

が高くなる.したがって、 Tl，NOEの温度依存牲を合せて測定することは極めて重要と考えられる.
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!ppm -ment 

i~ C T， AnalysisロfTestaster目nein Dl!SO-d .(25KHt) 
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p
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仇

v

，
F
A
 

T ¥，ohso¥ 

100 ・C
一一~

A "ι吋ιdTし・L多d
.. 

T\ ， 0・l~iI
l!od.ll!od.2 l!ad.1 l!od.2 l!od.1 l!od.2 

196.78 11.66:t0.26 16.63 14.13 19.24:t1.36 32.2827.29 29.10:t2.40 55.24 45.88 

171.99 5 8.42:t0.2412.30 9.1114.68土0..2823.87 17;98 23.37土0.6040.84 31.13 

122.57 4 0.94土0.02 0.94 1. 07 1. 89土0.01 1. 82 2 . 07 3 . 19:t O. 0'9 3 . 11 .3. 62 

79.52 17 0.82:t0.04 0.87 0.80 1.67:t0.02 1. 70 1. 57 2.77:t 0.07 2.90 2. 62 

53.22 E O. 83 :t自 .02 0.88 0.80 1.67:t0.02 1. 71 1. 58 2.75:t 0.05 2.93 2.66 

49.86. 14 O. 81:t 0.03 0.88 0.79 1.65:t0.02 1. 71 1. 55 2.68:tO.10 2.93 2.60 

42.08 13 6.57:t0.23 7.62 6.69 11.30:t 0.31 14.79 12.8417.93:t 0.53 25.30 21.85 

37.85 10 7. 18士0.25 8.73 7.52 12.66:t0.24 16.94 14.37 18.74:t0.71 28.98 24.17 

36.1012 0.49土O.01 0.47 0.49 0.91:t0.02 0.92 0.96 1.62:t0.08 1. 57 1. 65 

34.93 1 0.62土0.01 0.47 0.56 1.26 :t自.0:¥ 0.92 1. 04 1.94:t 0.13 1.57 1. 73 

34.93 8 0.62士0.01 0.87 0.79 1.26:t0.02 1. 69 1. 55 1. 94士0.13 2.89 2.59 

33.28 z 0.47:t 0.01 0.47 0.47 0.93土0.01 0.92 日.91 1.63:t 0.04 1. 58 1. 61 

31. n 6 0.46:t0.01 0.47 0.47 0.90:f:0.02 0.92 0.91 1.53:t 0.05 1. 57 1.58 

31. 09 7 0.45土0.02 0.47 0.43 0.88土日 .06 0.91 0.85 1. 52ま 0.02 1.5喧 1. 49 

29.63 16 0.50土自.02 0.47 0.51 0.92土日.04 0.91 0.97 1.60土0.0;( 1. 56 1. 67 

22.68 15 O. 48:f: 0.01 0.47 日.48 0.86土0.01 0.91 0.91 1.53土0.04・1.51 1. 49 

20.05 11 0.44:t 0.02 日.47 0.43 0.88土0.02 8.91 0.85 1.55:t 0.02 1. 56 1.49 

16.79 19 1. 51土0.04 2.45土0.06 3.67土0.18

10.81 18 2.19土0.08 3.93士0.20 5.74:t0.11 
一ー一一一一一一一一一一一一一一一一

SD: 0.090 0.078 0.162 0.151 0.311 0.280 

D2!10~ sec-/ : 3.81 1. 06 7.39 2.16 1Z.64 3.69 

D， !Dl. 14.7 13..2 13 . 1 

(] : 27.6
0 

25.5
0 

20.00 

o: -42.3
0 

-45.0
0 

-52.70 

H白d.1:Isotrロpicl!odel; l!od.2:SYlletric lop l!白del. The unit of T， is sec. 

SD .eans the standard deviation between the observed and calculated values af T). 
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43 プタア 1 ン誘導体ジアニオンの NM代

(名 I大 o高倉総・績山幸弘・高橋憲助

AN NHR STUOY OF THE OIANIONS PROOUCEO FROH PHENYLBUTAOIENE8 

Yutaka TAKAKURA， Vukihiro YOKOVAHA and Kensuke lAKAHA8HI 

(Oepart圃entof A.ppl ied Chemistry， Nagoya Institute of Technology) 

The dianions ( 1 and 2 ) produced from 1，1，4，4-tetra四 and1，4・diphenylbutadienes(1a and 
' ‘匂""、"

1.. __. 13 
2a) were investigated by田eansof the 'H and 'VC 陣HRtechniQues. large upfield shifts ofthe 
h切〆

proton and carbon signals caused by conversions of the hydrocarbons into the dlanions 

were observed. 8uch shifts were used for evaluating the excess charge distributions in 

the dianions. Froi the coupling constants obtained it is concluded that the configuration of 

the central bond of the anion is the trans one for 1 but the cis one for 2. Therlodynalical ， 、、，

parameters were obtained for the restricted rotation of the phenyl group of the 1 ithiu圃 salt

o f 2 〆、J

L I亭]

プタジエン紘共役不飽和炭化水素の最も簡単な例であり，これから誘導されるジアニオンは構造化学的に

1 ) 
興味ある対象である。奇数個の炭素骨格を持つアニオンの NMR研究はこれまでに多量k報告されている。

これに反して偶数値の炭素骨格を持つアニオンの研究例鉱少ない。これ以後者のアニオンが面白書のアニオン

に比較してその生成が闘重量である事に起因すると思われる。我々鉱 ζ れまでプタジ工ン骨格を持つジアニオ

ー ...， 2 ) _ "" " IJ¥ H-... ，-......， "-IJ¥ ..，. 3 ) ンをアル力リ金属による還冗 kよって生成させる」とを試みτきたが 最近 2の生成に成功したので

これらのアニオンについて過剰電荷の分布.構造等について報告する。

[実験]

出発物質(1 aまた1;1;2 a )は市販品を用いた。出発物質拡乾燥餓気した漕媒TH F (T H F - dS )あ

-3，. 
るいは DMFに灘度。目 '-0.2・01d圃 kなるよう k調整された。この溶液を真空中.~室温でアルカリ金属と

接触させた。約 2f::l筒反応後，湯過して NMR試料管に封入した。

生成したジアーオンを確認するために. 2のNa塩を O20または H20でク工ンチした。 H20でクエ

ンチした時の生成物の， lH N M Rパラメーターを次に示す。ク工ンチ物は 2種類得られた。生成比が90%

の1，4'diphenyl -2-Butene (δ~3. 51δ5.71δ7.19-7.30. J... n.. = 4.9. 1H V.V'. ~2H ~C6H5 ・ 1H ， 2H

-
E
i
 

凸

6
句
E
よ



J
2H

，3H =11.4) および生成比が約 10%の1，4-di

phenvl-l・butene (δ 6.40， δ6.24， lH- v.~v ， u2H 

δ=  2.51， δ2.78， δ7.03-3H - •• U'， u 4H - ..， v， u C6H5 

7.33， J ，uqu=16， Jquou=7， J lH，2H -'V， v2H，3H -'， v3H，4H 

8)の 2種類である。 NMRスペクトルの測定

はVarian XL-200.一部VXR-300F

T NMR分光計で行った。 DNMRスペクト jむ

の測定は -40"Cから 60"Cの温度範囲で行ったe

[結果と考察]

N MRシフトと過剰電荷

2の lH-NMRスペクトルを函 1に示す。 αJ
rOJ 

βプロトンおよびベンゼン環プロトン綜，ジアニ

オン化に伴なって，中性分子種よりすべて高磁場

シフトしている{表 1) 0 特にその差が大きいの

uαプロトンで. N a JIに対しτは 3.2 PPI， 

Li極に対してI;t 3.4PPーであり Li湿の方が大

きい.対イオンの相違によるベンゼン環プロトン

のシフト差を売ると，オルト位で 0.08PPI，メタ

位で 0.15PP圃，パラ位で 0.15PPIだけ Na塩の
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Table 1 Proton NMR Data of The Carbanions and 

The1r Precurssors at 200 MHz and 23~C 

Comp./Metal Chemical Sh1tts/tpm Couplings/Hz 

I Solv. お H 
m 

日 "a Hs .JI).s .J
ss

， 。 E 

1/Na/Aa) 7.23 6.70 田 96 5.99 15.4b) 

;YLi/A 6. 03
c
) 6 .38

c
) 5. 33 3.61 4.95 12.2 7.7 

..t/Ll/Ad) 5.92 6.21 5.22 3.66 4.91 e e 

5.96 6.38 

2/Na/A 5.94 6.18 5.18 3.79 4.96 11.6 9.4 
rν 

5.96 6.37 

戸1、~/B (7.43 向7.08) ーーー 6.79 e 

JdIC (7.45 向、 7.15) -ーー 6.79 11.1b) 

2a/B 7.44 7.28 7.17 7.01 6.68 15.5 10.6 
r¥J 

~/C 7.41 7.30 7.21 6.92 6.64 15.7 10.3 

a} Abbrevjatjons: A~THF・-d8 ; B，THF; C，CDCl 

b} Measured from the 13C satellite spectrum. 

c) Broad. d) Measured at -60・C. e) Not avajlable. 

(a) 

(b) 

日

Fig. 1. .1H NMR spectra 01: ~ in THF-dS 
with the counter ion of (a) 1ithium 

and (b) sodium. 
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13 
アιオンとの C化学

Comp. /Metal 

主込L♀ Carbon叩 13 Chem且cal Shifts of The Carbanions and Their Precurssors 

Assignment 

シフト差を用いて得ら /Solvent Cj Co Cm 

れる。炭素原子の電荷

4) 
の見積りは fraenkel 110.60(149) 
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C"， Cs 

112.33(158) 87.31 109.21(139) 

104.86(157) 65.74(146) 97.42(146) 

103.01(157) 67.73( b ) 98.06(146) 2/Na/THF 146.03 118.32(153) 129.56(146) 
r、/

に式

の

糊

2
N

た

た

し

・

レ

案

出

費

量

押

の

り

広

司

ト

A
F

109.69(149) 128.00(148) 

2/K/DME 144.50 118.23( b)  130.05( b )  103.10( b )  b 

~ 
100.59( b ) 

108.60( b)  128.07( b ) 

Li塩のベンゼン環の

過剰電荷は 0.265とな

b， ~^4 '~'4~^b. .__ .b..__b 
la/THF 143町 40 129.74(160-) 131.47(159-) 128.4-(158") 145.13 

~ 
126.61(154) 

り. N a塩( 0.283) 

l
 

b
 0
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1
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1
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《

Uau -
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G
d
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a
U
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1
 

1
 

b
 au s

 
--Fo 

qJV 8
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1
 

1
 

Q
4
 -

nV 
4
 

1
 b. . .__b. .b 

2a/THF 138.51 127.18(158-) 129.35(159-) 128.21(160) 130.22(158-) 133.66(156) 
r一、/

主主IDME 138.43 127.15( b)  129.36(1<;0) 128.23(161) 130・12( b )  133.66(156) 

K塩( 0.296)よりも a) The values 1n parentheses are the lJCH 1n Hz ・b) W1 th large error or not 

ava.ilable because of Q，verlapping or low 1ntensity of the s1gnal. 

小さい値になる。一方.

α炭素原子の過剰電荷は. N a • l 塩の頗に掴加

しており， β炭素原子についても K. N a • L i塩

の頗に増加しτいる。 1のベンゼン環の過剰電荷は
r、ノ

ベンゼン環 1つ当たり 0.189となり. 2よりもその
r、ノ

備は小さい。さらに 2の場合. s炭素原子の過剰電
〆、J

荷が 0.207-0.227になり. 1の場合の約 2倍の値を
ハJ

示している。つまり α.s炭素原子上の過剰電荷の

減少は，ベンゼン環の過重層電荷の猶加と関係してい

る。したがって，これらの結果は 1H化学シフトか

ら説明された結果と一致する。

NMRスペクトルの温度依存性

α炭素に結合している 2つのフ工ニル基は. 1で

は等価になっているが. 1 aでは非等価である(図
〆ー、J

2 }。この事実1;1;. 1 の C~-CD 結合輸回りには
r、ノ、

自由回転が存在することを示している。また. 2の
r、ノ首

Li塩で U室温で，メタ位のシグナルの忌合とオル

ト位シグナルの広幅化が観測された{図 3a)。一

方.Na塩では非等価な CoとC.の吸収が観測され I 

200 
る。これは Li題と比綾した場合. N a湿の方が

200 

I 

O 

THF 

100 

s 
Fig. 2 13C N阻 spectraof . .!. and主主 in四 F.

(a)之I sodium salt， (b)と

一九しLlJし
戸、ノ

THF 

T 
100 

g 

1 
0 

Fig. 3. 13C N阻 spectraof k and与 inTHF. 

(a) 2.， lithium salt， (b)..l， sodi四 salt，【c)為・
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Table ~ c _ -c:結合紬回り一一一一一』ーαl  
Comparison of charge distributions of 1. and 2 

r、、'"

の回転障壁が高いため
in unit of the absolute value of the charge of an electron 
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qi qo qm qp qring qα qβ 

-0.019 0.044 0.010 0.100 0.189 0.361 0.109 

-0.051 0.079a 0.006 0.146 0.265 0.403 0.227 

-0.047 0.082a 0.004a 0.158 0.283 0.391 0.223 

-0.037 0.086a 0.002
a 

0.157 0.296 b 0.207 

a) Average values of two positions. b) Not available. 
スペクトルから，オル

ソ位とメタ位の炭素の

吸収の線形解析を行い

c_-c 結合絵図りαl  

の回転に関する活性化

Table 4. Thermodynamical Parameters for the Hindered Rotation 

of the Phenyl Group of the Lithium Salt of 2 
ヘノ

site 
-1 

log A AHキ/kJmO11 t)sキIJKー1皿口 1-1Ea/kJmol 

62.7主1.2 13.0:!:0.3 60.3主1‘1 <l.O '!. 4.0 

61.6土1.4 12.7土 0.3 59.2τ 1.4 '10.0士5.0

パラメターを求めた。 ortho

その結果を表4に示す。 皿eta

アニオンの溶液内の骨絡憐造

出発物質 2a以 J_ ，， =15.5Hzでトランス型になっている(表 1) ま!;:C: ^ 館長:11(7 [OJ竹はハJα ，β..... . ..... .... ..............， = '_.<7- .， ... y -01" ¥，..... I I n 、 .s '. s 

-=10.6Hzであっ1". s・トランスの値を示している アーオン 2のJ1"1 n ....は 1I勉C"kJ. i.71li s s --I V. V r I L "VJ  J '" ..， --t -./ ." .A VJ _ .a: IJ¥ u ¥. V' '01 u 一 ~ββ

であり. N a塩では 9.4H 1 という値であっ T これらの値から 2のc，， -C，，-二重総合は朗らかにシ λー。~ VJ V s -~'ß 

型を示している。ここで得られた溶液中での縞造は.理論計算や X 線結晶解析の構造と一致している。~， 6)

ー方・斗I;tJ s s -= 15. 4H zという値から鉱 Cβ 一Cβdの二重結合の位置ではトランス型をとることが

明らかとなった。
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44 N刊 Rに占る反ん毛皮町 m支(.2 ) 

萱 t*-7 :r. J-'レ議 η 抜高1'11.久義久換11-.~へ町た用

(名工犬工) 0 き望号 明ム、中島 Jt.%-. ~穐 鬼"sh

Kinetic Studies by Means of the NMR Techniques. (2). 

Acid-catalyzed Proton-exchange Reactions of Some Substituted Phenols. 

Akihiro YOSH工NO，YasukiN且KASH工MA，andKensuke TAKAHASHI (Nagoya 工nst. 0王 Tech.)

A kinetic study was conducted on the acid-catalyzed proton-deuteron-exchange 

reactions of several substituted phenols. The rates of the exchange were 

2 
determined by using the two-bond isotope shifts (-s) on the carbons and the 

13 
pattern-fi七tinganalyses for the --C NMR signals. The observed reaction rates 

can be expressed additエvelywith substituent parameters. The parameters of the 

para positions are linearly correlated to theロp+withpz-3・6・

1‘はじめに
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HHIで操d干し、 NO正 4聖レのゲート付主デ肯./ 7. ，ングの~ >五 I~ J; .て骨T~ ?た。 ii¥l包 j長

イ午 1事・ 7 ，) "/ 7・角4-~・，品章第百宅~l'l- -/2 'i} 回， y-'l，t，.イシト 3~ 000点、テ柄イレイ'} ~ L. 

40 ~夕、 λ 々? l-'レ t 2600 - 3!;l1o'"hであ、た e 悶4宜保氏砕( 0 ・ん〉 は、 b -レンツ空白 iU_

主級定し、シャー 70 M韮ー初 Bま/¥''/ユシ!.4'，閉して 1\9->7A"/T~ ン，..によリ>~え

した.量検tleラメータ E末、め{;1lineQ r re9同 rs:..，峰、 日立川-.'2μHユシヒ・"2 - 9 (jもz

大itl 鳩もン 9-)~~'\ 同レ. イ告事告 l主で討議!.4'f令、"1:..

3 ，結果 L 毛京

回 i

2・F十Jレ7.}-Iレの

'ICMI1R 1..ぺ?f'レ

Cl) C，是正，

b) C.;lf. 

ι) c j- ~t 目

町 tp~詰.Iit;t:.圃

ロl

5 Hz 
トー→

2/)， =・42ppb 2/)， = -108 ppb 2/)， = -113 ppb 

69 : 31 

D%巳良広己注広告E教の添え

60ιo 41.4・46.212ι 

図 1J.i、'セ μHRλ ぺ 7ト Jレ町測定イ"1で あ § 。 図 的 ょ が

事~ 3旬、下訓討l. À ぺ?ト』レ~ゑわして叶会 .λ ペ?ト Iレ由主の数ぎ t主~のイ亀è. Â寸3 し、下

の害虫零，~‘1t "， I~ 占、 Z 末、め s れf:. ~ II t:.t ~ i-でゑわし τぃ{).之町⑮lモl孟 反た:サ 4ト

が・ 2 十州~ ~ ，脱退'1される C，じら町唯Ia役l在 ι ネf)io1 ~t ~島:.- 7ト(弘)1こ品、て l;与ι'a:~ ， 

-~， Ct'章 3;串t-~量る. -4互に、 71 / - ，レ董事長線の場合、を水量交換主れう七ザイ1-I事、

Cl， C~ ， c， f)持であるので それうの D%!p， e.， r~ すれ lず、 C， ， C.， Cr の喰!.Q~l l1)

令書Lη ，f?-ン 13 ， i~ "")弘-1ft 占、えの主くにt.わ主れるtt.~~なる。

C，に対¥..1 

CJに対して

(/00・p)( 100 - r) (100 -P ) r t p (/00 - r) p r 

(Ioo-P) (/'O-~) (/00 - p) ~ + p (/00 -~) P~ 

(1 ) 

。)

Ctr:.対して (100 ・~) ((00-r): (100 -S-) r +色 (100-1"): ~r ・・・ (3) 

tし， Cl， C..， c， f)叶ずれかが董虫魚 t祇て川 た点念 1: 1主.対応す令サイトの悶 ~JLイ章氏~t.

零包主義寸る. ~ -fチlレ71 I -Jレでゆ p= 0 じし‘~， rに司 H 可の#求定す会.

s.， r 1: 対して ftlt 町 4亀忘』正史し.計 1~ へ~ト lしも 4号.自なによ、 τ 主党1 7.ぐヲト 1..， ι

ι教レ. 正しい D ザ・~~事.Q .国1..，均令 ， t-=4-oψ， ¥" = 31悦 t・IT，た。 J.d的イ'1IJ: .ウイ

ンドヴ気持しも也》ス々 7トルよ・j ボめてイ史朗した. 与のききまによ 'J-~長サ 4 トの Dψゅ.

1'0，左%の精II.'t"決定できた.反応 1111.虫L普;.hは‘ゐ時間 1:右 Itる D，/.の佐よ')革i.できる.

志セ E主要、 fま.支持ームに永可也位で盗るため、 pザ・ E 同 U て及品と丞A~ ~己..trl..す会l::..、以

下の主う宅I- i\'、ヒ~る。

((~+b)/t\ b)kt =1-伺 ( D屯 /(D..-/))) ~ -..1，司 ( I - (D /O~)) ・・‘ (:f) 
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&た達自t自E毒J.k，表i.(9.) ~ J~ ~'けて

l¥ ， b な t骨''t・寸¥. 

久司泳方l.1:....t.わしてりゐ.

D.. 1.事反応帯lのね納訟ををもニ -n.tるため i乙、

¥<. ~ k， i k." D.，. 暗号勾可申奇

- 11.-ヒを7 ~ 

4且し、

町'*II. 1. • 

7.94 

0.250 0.153 

4120 4580 

53.5 

7.94 

2.65 

2.12 

32.2 

1. 60 

0.019 

2.‘3 

0.235 

94.3 

6.45 

38.2 

1. 23 

43.7 

623 

2.65 

0.019 

2.64 

13.6 

1. 60 

1. 56 

0.235 

133 

77.1 

0.668 

61.3 

646 

87.6 

寸

h

一一

℃

J
I
一
一

何

勺

山

一

一

ぬ

一
e-1t
一

1370 

132 • 

5_3.1 

546 

2-CH
3 

3-CH
3 

4-CH
3 

2-0C"3 

3-0CH
3 

4-0CH
a 

2-t-C .H 
4"9 

3-t-C .H 4"9 

4-t-C .H 

‘9 
2-Cl 

3-Cl 

4-Cl 

2，3-(CH.1 
3' 2 

2，4-(CH.1 
3' 2 

2，5-(CH.1 
3' 2 

2，6-(CH
3
1
2 

3，4-(CH.1 
3' 2 

3，5-(CH.1 
3' 2 

2，3-(OCH.1 
3' 2 

k， れであれるし‘

E主人

H1でぶめるこ L ができる。

吟 1:l，t. D.. 1主主ゃlされ号寸れ l古 gS念". 

崎 l事‘ヰ f街宣~tH<. J: J' ，) .i， 11)主う 1:' k， J 九e.~正

k，キ kサの

との

し t' レ

7 

8 

h，/広

めるこ乙が τ-きる.

9 

10 

めたlk.t" 11 ti定数 k，e;r..す.

蓋主義JをJ♂，j -'j tレヰふ T ‘董議ブ z

I - ，!，.重量的反応丞忠告Z教が竃域主 1::'M¥..恥 J啄aは

董株主主敬のお乙して硯わ 1 れ奇~ AIi定する L ‘

f土)

J - 1レi'Oトの

3・ T世、t 7" t Iレ
13 

l ，4， 6 ，(1z./~ 対し‘ 14

18 

19 

20 

h.， 

海l史的総黒、 3-t叫 t プ今 iレ 7 工

tのはすぺて k.~ k-，ιる、た。

h/c Iキ'!iぷ)， k，ミ

7... I - 1レ句干衡を竜uくは.

。‘ .206 0， /1守であ，た。-tl

I - 1'-'殺 の 坊 の 守 Aトにつ"'Z末、

そ'"それ、。、 067/，

lこ 10昔室内フェ

j.)t τ 酌式が除、:à.すーはすで ~d九主将 E

、、a
，
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，，f
、、

71 1 ール殺に対I.- ~'I 主主れた1<，之ゑわし.右足'l ..toa KH ld. 1;糊砂時8倒的n

1:ょう唱え‘め Sれき定数z員である。.s.(X) Ij 軍機 'X\': 対し~島自の 4止星のま事事4:バヲ 4 ・

9である o ..s j.1. ('1.， nゅ置放基 X， rがそれそれ A， 1> fl .(立をにあ争崎の邑んす 4トjの
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与れ SI~ 司べーて霊検甚閉め刻互 4宇閉じ対守る私、 足立、

九jo.bSjQb L + L 1tc: Sc: + ん'8ku おん

kx la、4旦レ、

Parameter CH
3 

So(X) 0.991 

Sm(X) -0.031 

Sp(X) 0.941 

S213{OH.X). -0.171 

S...(X，XI ー0.055 ーーー.35 

S...(OH，XI ー0.295 -1.303 ・0.393‘12 
s 612(OH，X) ー0.113 -1・239 0.12‘ 

100' kH(ortho) ，.・5.066

100' kH(para) -4.788 

Standard Dev1at1on ・0.096

Probable Brror ・0.011

Calculated froJII 33 data w1th 27 par..eters. 

Cl 

-0，791 

-1.563 

・O.S・9
。.052

-1.382 

-1.103 

およ ~6) I~ 京叶吾輩凍基 1\' ヲ品ー?

CH
3
0 t-C，H

9 

S.ザ S;..1:対する

J斗， 1'1， lO 4. 

除、、'¥I:~~ ，. Ha-~'"白河内主 tf 写、たお l か~.2. 'こ

.'F. l.. てある. .f車掌偽!l~ 0，.'/& ...事ワ反応漣庄

町 il!ょ') -Po3 k.の絞差e.見重量誕る ι.。‘吋 ι

る合ょ ιよ?~~'t' 1こよ u 狗It¥'6，.町立し t い l.

特に計隼ヒふ)~'めた勾 ~H (O，.t~・)乙勾 k，. (pC\~) 

フェ 1 - Jレ向車 応 ll T1.也教 η*~I佐じ

γt iサずIJAbI~. 

ィ五竜1てがある.ゑ i町1"-IJ向う;. . 
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町住 l事・
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(6) 吉、の ~t i ~与t ，ご..， ¥¥て、e.i.~て呉 A書制 E めザて il.明する 3 ， ~守ジメ 1- /'-'7 7. 1-/'-' 

1:.伊いz 也争 "-.φ) ;t' 1喜‘攻的ょう 1::A主わきれる.
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主』書全1l累語 iん，"-"'¥ラメー?である. 8判ヒ.sp r立央銀 ι縁起ゐ1累の 2つのあ家主含砂.

ハメヲトの d.，，:，rfpをにそれそホ対んする語のである . -:S‘ S.け l毒、メタ霊換4率的場合lご

現われ. 2つめ霊域差が庄丸、可 dトヒ対し< lÌ A志向にヰ坦 ~A'幸閉する紡宗主君主わし、本哲的

に員の 4直E 芳、，. t のであ台。軍事委基町丈をさ町 υr~ で発える乙、.s"J 的~!.カィi. '在、ト C4 H， > 

<:HlO) CH3 > c.e t.ミる t立ずであるが‘'安 P~12 ，~ .符 1= C.H.O毒たいけ t>'.との耳乎Ib、主 11すい

がて?に~. 1己負町佐ヒ毛主ヲている .S..主主主 S.2f.t同稀 lご』勺の d千1'-是1: はき 4れたえ令

の潤電1作用乏えしている(..b'し S~J企 'll~ 除雪F ヒ号、\:.、 b 、与九、 S~/~ ヒJ'61J ';1:.オ

』レ、1竃者全体の点色 Iこ&.紅寄る.，l 2 1: 与オ¥Iず .S叫く S川であリ. ..2.A立町署域差のが ]t1J
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アキラルなアミノ重量を中間に合む保護テトラペプチド・45 
ジアステレオマーの溶液中でのコ ン フ ォ メ ー シ ョ ン

山田隆己高尾楢雄甲 南大 ・理 ) 0杉浦虞喜子(神戸女薬大、

中尾正之

CONFORMATIONAL STUD工ESOF D工ASTEREOMERS OF PROTECTED TETRAPEPT工DES

CONTA工NINGACHIRAL AMINO AC工DSAS THE MIDDLE RES工DUES 工N SOLUT工ON

Makiko SUG工URs，Narao TAKAO， Takashi YAMADA， and Masayuki NAKAO 
(Kobe Women's College of Pharmacy and Department of Chemistry， Konan University) 
The conformational differences of diastereomers of the protected tetrapeptides 

(1) in CDC13 solution have been investigated using 1H and 13C chemical shifts 

and 1H T1・Thesepeptides are classified into three groups (A， B， and C) accord-

ing to the differences of NMR parameters and HPLC separation. The peptides of 

group A contain the bulky amino acid such as Aib as X， and their diastereomers 

show the large HPLC separation and some differences on NMR parameters in CDC13・
These differences are due to their conformational changes and cannot be observed 

工n DMSO-d6・ The s structure as shown in Fig. 2 has been proposed for one LL 

isomer 工-LL)• 

水溶液など極性溶集中での議一般にペプチドの立体化学に関 する研究は、[はじめに]

例えば.11との相互作非水溶媒中でのペプチドの挙動も、しかし、論が多くなされている。

演者らは、用などとの関連か ら 興 味 の 持 た れ る と こ ろ で ある。

(1) ー L-Phe - OMe ー YX (L/D) -Val Z 

(1)式で示されるような二個のアキラルなアミノ酸(x及び y)を中間に合む保護テトラ

HPLC による分際と構造との関係を検討してそのペプチドのジアステレオマーを合成し、

HPLC による分自Eとの聞に興味ある格闘が見られ、NM茸の挙動とCDCl. 中での来たが t¥

， ・ C 
、
un 

そこで今回は、それは主としてコンフォメーションに関係して る様に思われた。

中でのコンフォメーションにCDCl. 主としてそのNOE などから、及び

ついて検討を加えた.

I H T， 化学 シフ ト

HPLC による分艇の条件は以IISCD-HOBt 法によった.主にペプチドの合成は、[実験]

Varian XL-200('H:200.06MHz， '3C:50.31 1) NMR の測定は主に前に報告した通りである。

課事封して測定サ脱ガス、O. 06 M に調整し、濃度NOEの測定には、) H T" MHz) を用いた。

又これらの測定はすべて 2叉は 3慣行いその平均値を観測値とした.

X、 Yの遣いによるジアステレオマーの差について

1) 

ンプルとした。

[結果と考察]

9種類のジアステレオマーY にそれぞれ表1 に示されるアミノ酸を含む、式の X，

表 1には、

Val.聞の化学シフト差 8υ・I• N H 

の測定を行なった。'H T， 'H 1SC化学シフト、

中での
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CDC13 HP LC の分隊係数 U と、

HPLC の測定及び、

それらの内、

について、
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(LL -DL)及び、 Va1. NH、 OMe の

'H T，の比 T，(LL/DL)を示した。

この表から明らかなように、これら

の ジ ア ス テ レ オマーは 3つのグルー

表1 いくつカ的パラメーターにおける LL体、 DL体の差

プに分けることが出来る。すなわち

X に Ai註などかさ高いアミノ磁の

入ったもの(1-IV: グループ A) は、

大きな aを示しており、特に V-VI 1 

(グループ B) のそれとは顕著な遣

いを見せている.しかし Xに加え Y

にもかさ高いアミノ駿が入ると

(VIII，IX: グループc)、 aはむし

ろ小さくなり A と Bの中間の値に

なっている . 1}υ・1 制"も、 aと同じ

織な傾向がみられ、 B ではほとんど

差がみられないのに対し、 A では大

きな差を示している Cはその中間

グIレープ ペプチド

x y 

A Aib Gly 

11 Aib 3ar 

III屯 AC6C Gly 

IV AC5C Gly 

B V Gly Aib 

VI GIy S町

VII Sar Aib 

C VJII Aib Aib 1. 27 

IX Aib AC6C 1. 17 

a I}Vo，.NH/Ppm 
(LL-DL) 

0
0
9
3

今
、

J

'

i

q
4
0
0

の
Y

A

U

F

•••• 1

1

1

1

 

0.52 

1.12 

O.ω 
0.54 

1.10 

1. 01 

1.10 

O.ω 
0.01 

0.04 

0.25 

0.31 

Aib : .1-AIIIinoisobutyric &cid 

AC6C : 1-畑inocyclohex剖lecarboxylic acid 

AC6C : .1-細川ocyclopentanecarboxylicacid 

表 2 I -LL、 I-DLの司、， ・ C化学シフト及び 'HT， 

T， (LL!DL) 

Val.NH 制4e

1. 35 0.95 

1.21 0.94 

1. 78 0.99 

1.150.94 

1.04 1.03 

0.94 1.03 

0.96 0.99 

1.66 1.02 

0.99 1. 01 

1} H /PPII I}C/PPII 'H T，!sec 
(in CDCJ，) (in DMSO) (in CDCI.) (i n CDC 1，) (in DMSQ) 

H LL DL LL DL LL DL LL DL LL DL 

Z CH2 与.095.10 5.004.94 67.38 67. 34 0.890.83 0.48 0.4ラ

5.14 5.11 ち.095.06 0.89 0.83 0.48 0.45 
C=Q 157.40 157.13 

Val NH 5.915.39 一 _0】7.42 0.620.46 ー-，】 一一畠}

a CH 3.雪73.86 3.88 3.86 61.雪4 61. 38 0.590.45 0.340.32 
βCH 2.102.12 1.96 1.98 3 O. 23 30.48 0.690.58 0.34 0.32 
r CH. 0.990.98 0.84 0.88 18. 61 18.33 0.300.40 0.260.25 
r CH. 1.02 1.01 0.87 0.88 19. 14 19. 20 0.37 0.40 0.260.25 
C=O 172.13 172.03" 

Aib NH 6.品56.65 8.38 8.43 0.350.28 0.200.19 
a C 57. 20 57. 12 
βCH. 1.46 1.50 1. 33 1. 35 23.92 24.96 0.300.31 0.210.21 
βCH. 1.58 1.51 1. 38 1. 39 26.44 25. 41 0.37 0.31 0.24 0.23 
C=O 173.84174.20 

Gly NH 7. 02 ー_0) 7.877.81 O. 36 ーー母} O. 24 O. 22 
a CH2 3.56 3.85 3.59 3.65 43.07 43.24 0.35 ーーー} 0.200.19 

4.113.93 3.63 3.65 0.34 0.33 0.200.19 
C=O 169.38 169.64 

Phe NH 7.50 7.42 8. 05 8.05 0.5事 ー_.) 0.270.26 
a CH 4.814.76 4.414.39 ち3.88 54.09 1.41 1.35 0.79 0.69 
βCH2 3.13 3.10 2.98 2.98 37.81 37.58 0.390.40 O. 22 O. 22 

3.263.15 3.02 3.02 
C=O 172.51 172.08") 

o M e 3.573.65 3. 52 3.ち2 52. 02 52. 07 1.06 1.11 0.620.68 

a) 他のシグナルと重なって測定不能.
b) 互いに入れ替わる可能性有り。
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で あ る 。 又 T，(LL/DL)を見ると、末端の OMe 基では、いずれもその比が 1に近いのに比

べ、 Va1. NH については、グループ c以外では、。ゃO'Udl.NH と似た挙動となっている.

ここでは示さないが、グループ B のものは、他のシグナルについても， H化学シフト、

T， 及 び " C化学シフト全て、 LL、 DL体間でほとんど大きな差がみられない。このことか

ら、グループ B に属するものは少なくとも CDC1，中では特定のコンフォメーションを取

ることなくランダム な 運 動 を し て お り 、 そ の 為平均的に見て LL 体と DL体 に 顕 著 な 差 が

みられないと考えられる.それに対し、グループ Aのものは、 Val.NHな ど に 差 が 見 ら れ

ることから水素結 合の関与が予想され、水素結合によって LL体 叉 は DL 体あるいはどち

らもが、それぞれある特定のコンフォメーショ ンをとり、それが aの差、化学シフト、 T，

の 差叉は比に反映さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 さらにその水素結合を作りやすくしているの

は、 Xのかさ高さに よ る 立 体 的 な 要 因 と 思 わ れる.一方グループ cのものは、 Xに加え Y

にもかさ高いアミノ酸が入った為 A で出来てい た水素結合はむしろ作りにくくなり、叉二

つのかさ高い基によってかなり複雑な状態になっ て い る と 考 え ら れ る 。 今 回 は グ ル ー プ c

についてはこれ以上検討を加えることをせず、 以 後 主 に グ ル ー プ Aの Iについてより詳

細な検討を加える。

I-LL -DL の CDCI. 申でのコンフョrメーシ司ンについで

表 2に、 Iの LL体、 DL体 (I-LL. I-DL) の主な， H、， ・ C化学シフト及び 1H T，を示

した。 CDCl，中の， H 化学シフトでは、 Va1. NHの大きな差を初めいくつかのシグナルに

LL体と DL 体でのシフト差が見られるが、 DMSO-d. 中ではほとんど差が見られない.叉

CDC 1，中の， 'C 化学シフトにも Aib の二つの Me基及び、 Phe.C=O などに比較的大きな

シフト差が見られる。， H れでは、 10%程度の実験誤差を考慮に入れても、 CDC1，中では

Va 1. NH初め Va1 aCH.βCH， A i b. NHなどに有意な差が見られるのに対し、 DMSO-d. 中では、

， H化学シフト同様ほとんど差を観測出来ない。このように DMSO-d. で化学シフト、れに

変化がなくなるのは、 DMSO-d. の強い水素結合性のため、ペプチド自体での水素結合が切

れ、 LL体、 DL体共 にランダムな

構造となる為と考えられる.
Hz H. 

O 

このことからも、 CDCI，中での 1・Aib.聞

20トロ Gly.間

差は水素結合によるコンフォメ |企目le.叩

ーションの遣いによることが支

o Val.聞

O 

O O 

持される.

1自化学シフトのにおける

Va 1. NH の大きなシ フ ト 差 は 、 こ

の基の水素結合への関与の有無

を示唆し、それに伴う電子的あ

るい は 立 体 的 な 変化が Va1.a CH 

の化学シフト差に反映されてい

O O 

10 
O • O • O • -・ロ • • 

O • • 
[TEMPO] f[I-LL] x 102 [TEMPO] I [I"DL] x 102 

図 1 TEMPO 添加による NH基の糠巾の変化
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表 3 1 -LL， -DLの NOE値(耳}

Sat. Obs. I-LL I-DL 
~\!Jノ CH\，nνーしaグ¥nu pF J 

Val NH Val a CH 3.3 3.0 
ValβCH 6.4 2.8 

C。M30\同c九~O'一-1何，';N/βCグV，C←。'/h/¥f2 H ノ町
Val a CH Val NH 2.0 3.0 

ValβCH 6.0 4.9 
Aib NH 6.6 5.5 

Val CH3x2 Val NH 4.9 ち.6
Val a CH 8. 7 7.2 H~cH2'〆，HN 吉

ValβCH 18.6 19. 0 
Aib NH 。 2.5 

図 2 ト LL に予想される
AibNH Vala CH 13.0 10. 0 

コンフォメーション
Phe NH Phea CH 9.4 12. 3 

PheβCH2 2.7 3.2 

る と考えられる。叉 Phe.NHは、 LL体、 DL 体共にグループ B，Cの もの に比 べ低 磁場 シフ

トしていることより、 LL、 DL 体共 Phe.NHは水素結合に預かっていることが予想される。

これらのことを確かめる目的で、 CDC13 溶液中に、常磁性ラジカル 2，2， 6. 6テトラメチ

ルピペリジノオキシ(TEMPO) を加える実験を行な っ た 。 結 果 を 図 1に示したが. LL体で

は、 Aib.NH のみが半値幅の大きな巾広化を起こし、他の 3個の NH は大きな変化を示さな

かった.一方 DL休では、 Aib.NH に加え Va1. NH もいくらかの巾広化を示した， D L体で

は他の 2つの NH(Gly. NH， Phe. NH) は芳香族プロトンのシグナルに重なって観測できなか

った。この結果から、 LL 体では、 Aib. NH以外の NH基 は 分 子 内 水 素 結 合 に 預 か っ て い る

かあるいは立体的に試薬が近づきにくい位置にあるかのいずれかであることが示唆され、

それを満足するコンフォメーションとしては、図 2に示すような 2個 の 水 素 結 合 を 有 す る

β構造が考えられる。この構造では Va1.問、 Phe.NHがそれぞれ水素結合に預かり、

G 1 y.聞は Ai b. Me の影響で比較的試漢の近づきにくい位置にある。 DL体では、 Va1. NH に

巾広化が起こることより Va1.NH... Phe. C=O の水素結合が切れていることが示唆される。

Phe.NHは LL体と間程度の低磁場シフトを示しているので、 Phe.NH…Val.c=o の水素結合

は依然残っていると考えられるが、 Gly.問、 Gly.CH2、 Ai b. Me などの 1H化学シフトに変

化の見られることからこのあたりの構造もいくらか変化している可能性も示唆される。

表 3に示した NOEの結果も、これらの予想と矛盾しない。

Xにかさ高いアミノ酸が入ると、そのかさ高い基を分子の外側に向けるように Val.C=O 

・・・ Phe.NHの水素結合が出来やすくなり、 LL体の場合にはさらに Va1. NH …Phe.C=O の水素

結合が 出 来 、 一 方 DL体では Val.Pr I基と Aib.NHの立体障害の為、第 2の水素結合は作

りづらくなると考えると、以上の結果をよく説明出来る。

1)山田ら、日化第 52春季年会講演予稿集 11， PI02'3 (1986). 

山田 ら 、 日 化第日春季年会講演予稿集 11， PI048 (1988). 

T. Yuada， et a1.， Peptide Che.istry 1987， P97 (1988). 
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47 'HNKRから完た界面活性~j共存下での青白の水元1特件

北大 低温研 花房尚史

THECHARACTER工ST工CSOF HYDR且TIONWATER OF PROTE工NW工THSOME SURFACE ACT工VEAGENTS 

USING lHNMR. Naofurni H且NAFUSA (工nst. of Low Ternp. Sci.，Hokkaido Univ.) 
At our previous rneetings，工 reported about the rnechanエsmof protection of sugars 

and arnino acids against p主otein denaturation due to freeze-thawing and 

freeze-drying in relation to the. behavior of hydration water of protein using 

lHNMR. As the results， effective protectants reduced unfrozen water of protein 

extrernely and increased rernarkably the extent of interaction of hydration water and 

protein. 

This report concerns about the effects of surface active agents on the 

interaction of hydration water and protein. Doi reported non-ionic surfact皐ntcould 

protect protein against freeze-thawed denaturation， but ionic surfactants did not 

show such effect. This mechanisrn on the basis of experirnental results were not 

clarified. 

工 exarninedthe alterations of unfrozen water and the extent of the interation of 

ovalbumin and its hydration water with non-ionic or ionic surfactants rneasuring the 

areas of spectrurn， rnolecular correlation tirne 7: c and translational diffusion 

coefficient D obtained by relaxation tirnes T1 and T，. ， respectively using lHNMR to 
clarify the mechanism. The results were sirnillar as those of sugars and arnino 

acids. Non-ionic surfactants reduced extrernely the volurne， reduced the value of D， 
inccreased rernarkably Tc of unfrozen water of ovalburnin， respectively. Ibnic 

surfactant did not. show such effects. Frorn these results， it seerns the rnechanisms 

of protection are the sarne wi th that of sugars and arnino acids. 工t is considered 

that the rnolecules of protectant are substituted with a part of hydration water of 

protein and forrn "quosi"hydration layer and protect protein against denaturation. 

[始めに] これまで本討論会で、凍結融解、凍結乾燥で変性する蛋白があること、糖類やアミノ酸の添加に

よりこの変性を防御出来ること、 DSC.'HNKR などによる測定で、蛋白溶液の不凍水〈水和水〉について調べる

と、有効な防御剤はいづれも水和量を著しく減少させると共に、緩和話題定から得られる分子稲関時間 Tcを非

常に増加させ、水和水ー蛋自問の相互作用を強化させている事を示し、その作用機作について論議したL 目。

最近、土井町により、非イオY性の界面活性弗jが非常に低濃度でオゲnアミン等の凍結変性、失活を防衛するが、イオ

ン性の活性剤にはこのような効果が全く見られない事が報告されている。しかしその作用機作についての実験

的証明は無い。今回は、前回と同様の方法により、蛋白として才ゲYIV7'ミン、数種の非イオン位、イオン性界面活性弗jを

用い、弔問Eにより Y"7'~/の不凍水について各種活性剤を加えた時の量的変化、相互作用の程度を示すと考え

られる分子相関時間 Tc、並遂の菰散係数Dを調べ、先の穂類などとの結果と比較し、その作用様作について論

議する。

[材料と方法] 蛋白としては2回結晶約γ時アミンの0.8%水溶液(遠心して不溶成分を除く)、界面活性剤は非イオ

ン性、イオy性各三種類の界面活性剤を用いた。

'HNKRはJEOL-FXlOO(PVT、たうロッキング装置付き)を用いた。 90・1¥0，，;¥幅は4μsec、観測幅は20KHzである。

不凍水量は前回同様、水分量既知の24%LiCl +O.OlK KnC!z(48.5K HzO)溶液のシンゲJI. )¥oHのHKR;¥'1"ヲトEの面

積を基準にして、面積比から求ぬた。分子相関時間 Tcは、温度可変して、反転回復法でT.を求め、緩和機構

がdipole-dipoleinteractionのみとと仮定して、 T.の最小値からたう間箆麓rを求め、近似計算により求め

た。拡散係数Bは、 ;¥tO
/ ロッキング法でロッキング J¥・ヮ-W.を変えてT..を測定し、 Burnet等的の方法で求めた.この

とき、界面活性淘j自身の水和の寄与を除〈ため、活性剤のみの水溶液について同一温度でその不凍水量を求の、

オゲYJY7守ミンに活性弗jを加えた時の見掛砂上の測定値から算術的に差し引いた。このとき、各専の分家fが求めら
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れるので、緩和と拡散の見掛げ上の鴻定値から、よく知られているように、 Rob.=fR開+(l-f)R....， DOb・=fD

pw + (1-f) 0....の式を用い、蛋自の不凍水のみの真の値R開、 0....を求めた。したがって、以下に示すのは約'Y~7'

u自身の不凍水(水和水〉の値である。

{結果と論議1 Fig.lとFig.2はそれぞれ非付ン性Q)活性剤としてTween80とllrij158，イオン性治住剤としてSOSを

用いた時の活性弗lのみと蛋白にこれらを加えた時の凍結温度による不凍水量の変化である。測定の都合上、活

性東!濃度は変性防御のための有効最小濃度よりかなり高〈、勿論C.K.Cよりかなり高い濃度である。 Fig.lに見

られる様に、非イル性活性剤に比較して、イオン性活性弗jの不凍水量は、溶液が凍結すると非常に少ない。凍結下

での様な、言わば「非水的 J環境の中では疎氷結合は存在し得ないと考えられるので、ミ協は当然繊壊してがラ

1¥"ラの単分子に近くなっていると考えられるが、イオン性の活性弗jでは、カ-;j;"/'f工作には勿論親水性水和は成りた

たず、極性基の数も少なく、水分子はほとんどが静電的結合でチャージ去したヘッドゲ '~-7・の周辺に水和すると考え

られるが、その数が非常に少ないだろうと言うごとは容易に想像される.非イオy性活性llIJでは、ヘヲドゲト7・に

極性基の数は多く、水分子とは容易に水素結合で親水牲の水和するであろう。蛋白溶液にこれらの活性剤を加

えた時の不凍水量を示した例がFig.2であるが、勿論、見掛げ上の不凍水量は遥かに大きな値を示し、ごの結

果はFig.lの結果を本5ごして活性剤自身の水和を差し引いて補正した値である。明らかに、非イオン性の活性弗jが

共存すると、不凍水量は非常に減少するが、イオン性活性弗Jでは対照の値とほとんど変わらない。

さらに、 Fig.3とFig.4は、これらの活性剤の溶液のみと、蛋白にとれらを加えた時の不凍水の回転の分子

相関時間を示した例である。 Fig.3にみられるように、活性剤溶液のみの場合、やはりイオン性の活性剤の'cは

非イオy性のそれよりやや小さな値を示す、即ち比較的相互作用が小さな事を示しているが、特に.tt較的高温側

では非イオy性とイオン性の両者の不凍水の'cのf直にそれほど大きな差は無い.しかし、 Fig.4に示すように、オゲ7

IYT"~/溶液にこれらを加えると、はっきりとした違いを示す。イオy牲のSDSを加えたものは、何も加えない対照

戸

h
d

n
u
d
 

噌

1



の値とほとんど変わらないに拘らず、非イオン性のTween80やBriH58を加えたものでは、山25・C以上の温度ではむ

しろ前二者より Tcは小さいが、それ以下の温度では急激に大きな値を示し、不凍水と蛋白悶の相互作用が大

き〈なっていることを示している。更に、 T1Tから計算した並進運動の振散係数Dと、同時に求められるT..か

らの Tcの値をFig.5に示す。やはり、比較的高温側ではDも Tcもそれ程相関は見られないが、ー25
0C以下では

非イオン性の方がDは小さく、 Tcは大きなf直を示し、並進運動も回転の運動と同様、非イオン佐活性弗jの存在により

非常に拘束されていることを示している。この傾向は、 TritonXlOO付制わ性)を始めとする他の三種の活性東l

についてもいずれも同議で、変性防御に有効とされている非イオン性活性剤はいずれも蛋自の不凍水(水和水)量

を極度に減少させ、蚤白との相互作用の程度を示す Tcを増加させ、 Bを減少させるが、イオy性活性剤ではごの

ようなことは見られない。更に、このような効果が増大するー25
0

C以下の領域は、前の討議会でも触れたよう

に、蚤自分子の単層水和、即ち水和第一層のみが存在する温度領域である。そしてとの結果は、以前に報告し

た、糖類、 7ミノ酸等の凍結変性防御剤の結果と全〈同様である。水和第一層において、水和量を減少させ、蛋

白との相互作用を増大させるという事は、 bulkの水の凍結により崩壊したミ協の活性剤分子が、そのヘヲドゲト

アの極性基で、蛋白表面の極性基に水素結合で結合した水和水の一部と、立体的配置の許す限り置換されこれ

と結合し、蛋白ー水和水ー活性~J分子の三者間で水素結合のネヲトワークを形成して蛋自分子の立体構造を安定化さ

せ、凍結変性から保護するものと考えられる。イオン性の活性剤に関しては、活性剤自身の水和tJ1.静電的な水和

のため、蛋自の極性基に結合している水分子と容易に置換結合出来ないので、相互にネットワサを形成して擬似

的な水和屑を形成出来ないので、保護作用を示さないものと考えられる。これは糖類などと比べ、 inouanicな

塩類が、その水和が静電的水和であるが、全く防御効果が無いのと同じと思われる。即ち、その作用機作に関

しては、糖類と界面活性剤のそれとは全く同じと言うことが出来る。

文献
1)花房尚史 (1981) 第20函NIIR討議会要旨集

2) 花房尚史 (1983) 第22図NIIR討論会要旨集

3) 土井悦四郎(1986) New Food Industry 28，6，7. 
4) Burnett，et al (1972) J.Chem.Phys.，57.1293. 
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48 ボリピニルピロリドンー D M 5 0 - 水系 の動 的状 態 11

(北大理・北大低温研)山本 勇一・花房 尚文・上平 短

The dyna阻 ic state of polyvinylpyrrolidone-DHSO-watersystemll 

Yuichi YAMAHOTO， Naofu血 HANABUSA and Hisashi UEDAIRA (Hokkaido University) 

The self-diffusion coefficients of each co田ponent for DHSO・water and DHSO・PV聖・

water systemswere measured by the pulsed lradient 血ethod at 25.C. For D!lSO-

water syste阻， the values of self-diffusion coefficients of DKSO and water 

showed the 由inlmu圃sat XDMSO・0.35 and XDMSO局日 .4，respectively，where XD"$O is 

the 田ole fraction of DMSO. The self-diffusion coefficients of water and DKSO 

decrease with increasing the concentration of DKSO in PVP-DMSO・water systea. 

The concentration dependence of the self~diffusion coefficients of water and 

DMSO is greater at low DMSO concentration. 

し はじめに

先に我々は、 疎水基をもっ水溶性高分子であるポリピニルピロリドン(P V P )や、 適量

水牲をもち水の構造形成分子であるジメチルスルホキシド(D M 8'0 )の水調書波について、

各 系の水や DMSOのメチル基の D 核 に つ い てスピン格子緩和時間(T 1) を測定した. そ

の結果、 D M S O-水系では、 DMSOのモル分率が o• 4 付 近 で 水 の 運 動 が 最 も 強 〈 束 "

されていて、 最も強い水の構造化が起こっている こと、 D M 8 0 - P V P - *系では、 P 

V P と D M S Oの間に疎水位相互作用が働き、 DM80-水系や P V P -水系よりも水分

子の回転運動が強く束縛されていることを明らかにした!)。今回は同じ系で、 水および D

M80の自己主広散係数を話題定し、 各系における 水分子や DM80分子の並進運動がどのよ

うに変化するかを調べた。

2. 実験

DMSOは紙業特級品、 H20は脱イオン水、 PVPは平均分子量 24.500 のものを用い、

測定は JEOL JNH FX 100 FT場開HR を使用レた。 DMSO-水系、 P VPー水系、 PVP-

DMSO-水系で、 パルス磁場勾配法(P G S E法)により、 各却の成分比を変え‘ *お

よび DM80の自己誌散係数を測定した。 自己鉱散係数、 磁場勾配強度は次の式によって

計算した。

ln (AG/A.J y2D02(.o.-O/3)G2  4畠 }

ヮ，Q
d
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ここで、 A.は磁場勾配がないときのエコーシグナル強度、 A Gは磁場勾配があるときのエ

コーシグナル強度、 D は自己抵散係数 (cm2s-')、 G は磁場勾配強度 (G CII-')、 Y は

プロトンの磁気回転比 (26752 rad G-'s-')、 6は磁場勾配パルス幅(s )、 A は磁場

勾配パルス間隔(s )である。 最初に水の自己拡 散 係 数 D 2.3 x 10-5 CBl2 S -1 引を

基準にして磁場勾配パルス強度 G の倦を決定し、 次に試料の自己主I散係数 D を測定した.

実験はすべて 25.Cで行った。

3. 結果

DMSO-水系、 P V P - D M S O -水系の N M Rスベクトルは、水の 'Hのピークと D

M SOの 'Hのピークの二本に分かれ、 DMSOの 'Hのピークが水の 'Hのピークよりも

高磁場側に現れた . また、 P V P -水系の NM Rスベクトルは、 水の 'Hの ピ ー ク 一 本 の み

が認められた。 図 1は、 DMSO  ー水系で、 DMSOのモル分率に対して DMSOと水の

自己主E散係数をプロットしたものである。 水と DMSOの自己都散係数は、 それぞれ

X D阿 $0 ~ 0.4 および X Dn$O ~ 0.35 で極小値を示す。 また、 会議度量E固にわたって D-"1

S 0の自己拡散係数は、 水の自己拡散係数より小きくなっている。 この挙動は、 K . J . 

Packerら 3)が測定した DMSO-D20 系での D.Oの、 また d，-DMSO-Hご O 系 で の

d.-DMSOの自己拡散係数の挙動に極めてよ〈一致している。

H20 IDMSO 

2.0 
図 1 DMSO-水系での、 H，O と

o 叩 DMSOの自己拡散問の D M S 0 

濃 度 に 対 す る 変 化

I!. :DMSO 

図 2 P V P -D M S 0 ー水系での、 各

i1OL L l;:;;;;;:::、渡;ぷ

0.5 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

XOMSO 

図 1

図 3 PVP-DMSO  ー水系での、 各
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p v pー水系では、 p v Pの温度の増加とともに水の自己鉱散係数が減少した. 図 2は、

P V P - D M S 0 -水系で、 P V P の濃度に対し τ水の自己拡散係数をプロットしたもの

である。 また、 図 3 {ま同じ系で D M S 0 の自己拡散係数をプロットしたものである。 P V 

P濃度の増加にした が っ て 、 D M S 0、 水ともに自己拡散係数は減少したが‘ DMSOの

モル分率が大きい ほどその減少の程度は小さい。 ここで、 X unぜ 0は、 水 に 対 す る モ ル 分 率

であり、 [ P V P ]は浴液全体に対する P V P の wt.% である。 なお、 PVPは DMSO

濃度 が X UM50" 0.2 以上でほ、 DMSO水溶液にほとんど溶げない。

4. 考察

図 1で、 名濃度において水に比べて DMSOの自己抵散係数の値が小さいのは、 水分子

に比べて DMSO分子が大きいためである。 また、 DMSOに比べ、 水のほうが高 DMS

O濃度側で自己拡散係数の極小績を示す。 これは、 X D門， 0 均 0.35 では、 DMSOの周り

の水和水のほかに、 自由な水分子も存在しているためであると考えることができる DM

S 0 水溶液中の水は、 フ リ ー な 水 と 水 和 し て いる水との三状態からなると仮定すると、 水

溶 液 中 で 測 定 さ れた水の自己拡散係数 D と水和している水の自己披散係数 D h の関係は次

の式によって与えら れ る 。

b 
o 
ul 

を

2.5 

2.0 

言1.5

0 

1.0 

0.5 
O 

PVP/同O/DMSο Hρ 

OMSO=0.025 

メOMSO=0.050

X oMso=0.1 00 

う(OMSO=0.150 

・XOMso=0.200

2 4 6.  8 10 12 

[ PVP ] / wt.% 

図 2 
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1.5 

i 
も 山

口
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ロ:XOMSO== 0.150 
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2 4 6 8 10 12 

[PVP] / wt.% 

図 3 



D / D • l+n，(D" /D.  -1) m / n  ( 2 ) 

ここで、 D .は純水の自己拡散係数で 2.30 x 10ーを CIII-1 S ¥ n hは溶質 1分子当りの水

和数、 血は溶質の重量モル湯度、 nは純水 1kg のモル数である。 DMSO-水系で DMS

Oの低濃度範囲で、 DMSOの重量モル濃度 mに対して D/ D 0 をプロットし、 その一次

の 係数を(2 )式の傾きとして計算すると D" 1.8 X 10-5 C匝2S -t が得られる.先

に我 q は 1¥ 純水 の 回 転 の 相 関 時 間 7 ;?2.ft X 10-12 S に対し、 DMSO-水系での

水和 水の 回転 の相関時間 7:t 4.0 X 10-12 S という値を得た。 したがって、 DMSO 

分子のまわりの水は、 並進運動と回転運動は同程度に束縛さfl，、 露農水性*和がおこってい

ることがわかる。 ここで n h は、 DMSO分子の水和数が DMSO分子の表面積に比例す

ると仮定して求めた値 25 盟01 1 -1を用いた。

高分子水溶液中 の水 の自 己拡 散の 減少 をl tJang は、 障害効果と水和効果の二つの効果を

考えて説明している。 P V P -水系での我々の結果は、 Wang らが提出した式では説明でき

なかったので、 ( 2 )式を遊周した。 PV Pのモノマー単位の重畳モル濃度 mに対し D/

D 0をプロットし、 D M S 0 - 水 系 と 同 様 に 計 算すると、 D 1.5 x 10-~ C81"S とな

り、 先に P V P ー水系で我却が得た f直 7:t 5.2 x 10-" S とあわせて、 疎水性水和に

より P V Pのまわりの水の運動が、 純水に比べ束縛されていることが分かる。 n 主モノマ

ーあたりの水和数であり、 15 11 0 1 -1 三とした。

ー P'V P -D M S 0 -水系では、 三つの成分がそ れ ぞ れ に 相 互 作 用 を し て 、 P V Pー水系

の水、 DMSO-水系の水や DMSOの回転運動に比べ、 より強〈束縛されている=。 図

2 と 3に示されているようにこの系では、 P V Pに対する水と DMSOの自己拡散係数の

P V Pに対する濃度依存性は、 DMSO濃度が小さいほど大きい。 DMSOー水のこ成分

系では DMSOのモル分率が 0.35 付近で最も水の構造化の程度が大きく(図 1)、 ごの

ため PV Pによ る水や DMSOの熱運動束縛の効果が、 DMSO濃度が小さいほど強〈現

れると考えられる。

1)山本、 花房、 上平;高分子学会北海道支部研究 発 表 会 講 演 要 旨 集 ， p47(l988)

2) R . H i 11 s ， J • P hy s . c h e 111. ， 'U， 685 (19 7 3) 

3)K.J.Packer and D.J.To圃linson;Ttans.Faraday 5oc.，[1， 1302(1971) 

4)D.D.Eley，H.J.Hey，and B.L.Winterringha園 ;J.Solution Chelll. ，~， 787(1976) 
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49 α-Chy圃otrypsin骨尊厳緩衝溶液のれ P-NMR

{北大、理) .石村美雪、 上 平 領

ゴ ;P-~MR of Phosphate lon in a -Chymotrypsin phosphate buffer 801uion. 

• Miyukl Ishimura and Hisashi 日edaira (The Univercity of Hokkaido ) 

The spin-lattice relaxation times T， of "P of phosphate ion in sodiu圃 phosphate 

buffer and i ts α-Chymotrypsin solution were measured at roo圃 te圃perature. lt 

was found that the relaxation rates (l/T，) of "P in phosphate buffer increased 

with increasing its coneentration but decreased inα-Chymotrypsin 501ution‘ By 

use of the two state 圃ode}， we calculated the number of the absorption slte and 

tbe absorption equilibulium constant of phosphate ion to the surface of protein 

as 42 and 66， respectively. The nu田ber of the absorption 51te Is in good agree-

皿ent with the nu圃bers of side groups having positively charged or a田ide groups 

on the surface of a -Chy岨otrypsin molecule reported by the X-ray analysis. 

1.序

先に 我 却 は α-ChYlRotrypsin溶液の題化ナトリウム溶液及び燐酸緩衝溶液{ナトリウム塩)

に対してタンパク質の部分比容 Uo 部分比断熱圧縮率定・不涼水量 W などの物性{直が溶媒

のイオン強度に依存し、 その変化の仕方が二つの溶媒で異なることを見いだした 112) 2 

つの系でナトリウムは共通のカチオンなので、 これら物性 f直の違いはタンパク貨とアニオ

ンと の 相 互 作 用 に強く依存していると考えられる。 この考えを確かめるために、 今回燐酸

緩衝液系について燐酸の s，P核のスピンー絡子緩和時間1iをタンパク質濃度ー定で溶嫁の

濃度を変えて、 室温で測定した。緩和速度 (1/1i)の溶媒のイオン強度に対する依存性

を α-ChymotrYPsinに対 す る 燐 重 量 イ オ ン の 吸 着反応によって検討した。

2. 実験

溶媒の燐重量緩衝液には市販の特級の燐駿 1ナトョリウム塩と 2ナトリウム塩を 1: 2のモ

ル比で混合した溶液を用いた。水は蒸留水をイ オン交換のラムに通した脱イオン水を使用

した a-Chymotrypsinは Sig圃a社の 3回再結晶体をそのまま使用した。 タンパク貨の濃度

は 1%である。

測定には Var ian XL-200を使用した。共鳴周波数は 8 O. 9 6 M H zであ

-
E
4
 

nu 
q
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る。 また、 試料は 2重管にした 1 0 mm サンプル管の外管側に入れ、 内管側にはロック用

の D 20 (99.5%) を入れた。測定は室温で Inversion -Recovery法を舟いデカップラーをか

けて行った。 また、 溶媒のイオン強度を変えて、 溶媒のみの系とタンパク質を加えた系の

双方につ一いて各'?1iの測定を行った。 今回の測 定 で は 得 ら れ た シ グ ナ ル は 1本であり、 燐

重量 1イオンと 2イオンは区別できなかった。

3. 結果及び考 察

[緩和速度のイオン強度依存性]

図に洛嫌のみの系と守ンパヲ質を加えた系双方に f寸いて得られた緩和速度 (l/1ilの

溶媒のイオン強度依存性を示す。 図で、 Oとロはそれぞれタンパク質溶液系と燐綾緩衝液

系で得られた実質量点を示している。 図から明らかなように、 緩和速度 ( 1 /1i)は溶媒の

イオン強度 Iの増加に対して溶媒のみの系では直線的に増加しているが、 タンパ，ク質を加

えた系では、 下に凸の 2次曲線的変化を示している。図の実線はごれらの実験点からそれ

ぞれ最小自乗法で計算した次の実験式をプロットしたものである。

燐 酸 緩 衝 液 系:

1 /古 1/1i f + K. I O. G7 0 6 + O. 3864 I ( 1 ) 

ヲンパク質溶液系:

1 /百 l/1i， +K，・ I + K 2 ・I2 

0.4260-2. 092 I + 11. 128I 2 ( 2 ) 

( 1 )式と(2 )式で Iは溶媒のイオン強度を、 添え字の f と bはそれぞれタンパク貨に

結合 して いな い (f r e e )燐重量イオンとタンパク貨に結合した (bound)燐酸イオ

ンの緩和時間で あ る こ と を 示 し て い る 。

[燐酸イオンの回転の棺開時間]

日 Pのよ う なスピン量子数が告の核では緩和速度は分子関の相互作用による部分 (inter)

と分子内の相互作用による部分(intra)の和で表される.

ー一可 百‘ intia 
1 

可、 inter 
( 3 ) 

1 

百‘ intra lc主F十
3μ.21ヨ2r i 4 Tι 

2 ( 4π)εR • 
( 4 ) 

=πr，'n2N，r， 
1i、 inter

l (l+2aa21  -)-5.Dro} a.' 
πr  ，'1ミ2N ， 

3DR  

( 5 ) 

ここで、 μaは真空の透磁率、 ちはプランク定数、 r，は緩の磁気能率、 r cは 回 転 の 相 関 時

間、 N ，は観測される核種の数、 D はt広散定数、 R は分子学径であり、 それぞれ次のような

値をとる。

μ0= 4πx  10 マ / 阻Kgs・2A _2 :ち=h / 2π 1.054x10'3' /・2Kgs'1
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/T-15-1 r ("P) 10.83X107 λ R(P-O)  1.55 

こ れ ら の 定 数 を 用 い て 'i cの f直を計算すると、

2(  4π) 2 R ' 

3μ.2  n 2 r 

1 = ーーー一 X
1i .intra 

( 4 )式と、( 1 ) 

/5 4. 3x 10-11 'i < 

H s P 0，に対して McCainと Markleyは 'i ，= L 0 X 10-11 (/5)ととなった。

言う f査を報告している針。 今回我却が得た 4.3X 10-11 (/5)と い う 値 は 彼 ら の 債 と 良 〈 ー

致しているとい える.

E [燦酸イオンの吸着]

図に示す様なタンパク貨の存

在によって生じ た緩和速度の挙
。

ー

3 

2 

-
'
ω
¥
O
F
×
H

ト
¥
F

動の大きな遭い は燐酸イオンが

①各々の 1 0への外

その理由

a -ChyaotrYP5in分子に吸着し

たためと考えら れる.

として;

で1 / Tt • fと 1/1i .t.、掃値、

1 /1i • ，は 1/1i .，の約 6倍と

0.3 0.2 0.1 
。。大きく異なる②タンパク費溶液

系の緩和速度が全測定範囲にわ

I/(mollサ
たって燐酸緩衝液系よりも大き

Figure 
い③緩和速度の港線のイオン強

①~③の挙動の原因としてと言う 3 点が上げられる.度に対する依存性が大きく異なる、

タンパク貨による溶液の粘度の増加吸着以外には溶液の粘性の増加の寄与が考えら れる。

は Einsteinの式を用いて見積ることが出来る:

( 3 ) 1 + 2. 5ψ 1+2.5Cu， 
守
一
ザ

u;はタCはタンパク貨の漉度、ψ は等価体積分率、ザ@は溶媒の粘度、ここで甲は溶液の、

タ ンパク寅見かげの比容 U であるが、(本来は u.ではなく、ンパク費の部分比容である.

見かけの!t容 U は数%程度の濃度範囲ではほとんど濃度依存性がないため u.で十分に近似

α 申 Chy・otrypsinのなはイ)先に我 q が溶媒の各イオン強度で測 定した結果から、

オン強度 Iの増加と共に増す事が判っている 13.

できる。

溶 液 の 給 度 の 寄 与 は 大 き 〈工が高い程、

実験の濃度範囲内で(3 )式から計 算した守の増加は最大で 10 %程度であった.なるカf、

Norneちは、粘 度 の寄与だけでは鳴らかに①と③の挙動を説明できない.すなわち、

日 C 1・ NMRから α-ChY8otrYP5inには塩化物 イ オ ン C 1 -等のアニオンを吸着するサイト

今回得られた緩和速度の掌動は焼重量イオンの以上の考，察より、があると報告している

~...;畠"-桧~":t Jお~~港線

吸着によるものであると結論した。

タンパク質格破中の燐厳イオンはタンパク慣に結合した事長態で、

勺
、

υnu 

q
r
u
 



中に自由な状態で存在していて、 その 2つの状態の問で十分に速い交換が行われていると

する(2状態モデル)。 また、 今回の実験のように十分に燐酸イオンの濃度が薄い場合に

は、 燐酸イオンの吸着は Langmuir型の単分子層吸着であると考えられる。 このよ

うな条件に対して Norneらは次の吸着式を示した山。

1 1 
』 ーそーー = ーでー ー竺

11 11 . 5 0. : It • t u f 

n KC 
l+KCs 1i.b 

( 4 ) 

ここで、 添え字の 501はタンパク質溶液系を、 bufは燐酸緩衝液系を示している。 また nは

タ ンパク質 1分子当りの飽和吸着サイト数、 Kは吸今着反応の見かけの平衡定数、 C pはタン

パク質濃度{由。 1/1)、 C 5は燐酸イオンの濃度(阻01/1)である。(4 )式を用いて計算し

た結果、一n 4 2、 K 6 6 という値が得られたe

α-Chy圃otrypsinは X線解析の結果..、 タンパク質表面に 20個 の 正 の 荷 電 墓 (Arg3

個， 日 i s 2儒 L y s 1 4個， アミノ末端)と 2 2個のアミド基 (Asn13個 G 1 

n 9倒)を持つ残 基 側 鎖 計 4 2備が露出していることが判っている。今回の実験から得ら

れた 42個という燐酸イオンの吸着数は妥当な値であると言える。
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50 25M3核磁県宍鳴 lミ占るリ J酸基~H割反定 lてみ門前域作用のffif完

けと大理)0布J¥休日芳・矛σ身右足則

Magnesium-25 Nuclear Magnetic Resonance in ATP+Mg2+ Solutions 

-一一Catalysisof Mg2+ in Transfer Reaction of Phosphate 10n--

Kazuhiko Ichikawa and Mitsunori 1zumi 

(Departmentof ChemistrYiFaculty ofScience，Hokkaido University) 

NMR spectroscopy of 25Mg is applied to a study of conformation and chemical bond 

of Mg2+ binding to ATP. 25Mg NMR spectra have been measured as a function of 

temperature between _2oC and 360C at a ratio R=O.25 of Mg2+ to ATP. They 

have been ‘ obtained for Oi.R.i.10 at room temperature at a constant Mg2+ 

concentration of 25 mM with various ATP concentrations. (1) The observed full 

25 width at half maximum intensity v1/2 of ~JMg is significantly broadened for R<1. 

(2) The temperature dependence of logalithmic spin-spin relaxation rate， which 

has been calculated as 官v1/2，shows the deviation from Arrhenius equation below 

ca. 150C. The results of (1) and (2) demonstrate that ATP-bound Mg2+ has two 

sites of Mg2+ binding to ATP ATP-bound Mg2~{Mg2+)i吋 separated from ATP by 

2+，，，_2+ water molecule and tightly site-bound Mg~~{Mg~T)dirwhich loses the water 

molecule from the first coordination sphere. 

多種のリン酸塩の加オく介解を角tk-/i罪、する蹄素l寸顕著な活桂E示す為lてマグネゲヲム芝悦事

ヒする e マグネシヴムイオングリン蕨残基1:::持4討する寺11:.1)こ/暖建基E介径してその

リン軒への3容器科[-::J."る材置換主催寸せるといわれている。 リンE鵬首切統

にみ11 るド1~ 2十の蝕曜、的投事:Ij[まノ (1)布倒T尚三基ず、〈リン酸混の結合唱育期位の室主択と

く2)相互作用 l之基ずく生体J怖の主体罰向の議主乙で、ある. ( 1)が友ii穫期E主主初来てが

ならす、しニt機予定辻ずJ 第三者のイヒ引野質として例え11時棄の宥在が、l世事とする. ωの

因ラ 1"J:リン由主主将フ/主体<7r手力"'~毒素め浩J性部位とのF王位構造1:::室穿な倒ぎを示すと芳えら

十\.~o

3忍矧での、結締院の決む I . ~結晶構造の場告げら議毛布可飛であろう小・ 犬とえば¥

結晶解析ヂ-7から，アデノ γj三リ y酸 (A寸 p) への M~2十の待省部位と主体育Z向が、

椎えせがF::， ぅ怠求jヤ君、の足元的構草と結晶中での帯主主l:t.モれそれ l-;:~3零五尽ぽす国初演
なる故，この芳え方|こlま/問題怠が有識寸れる寄る [:::古ろヲ・ 落麦茶で(-;t短きを匪欧序しか

F
h
u
 

n
U
 

ワ
u



持たない故F 長周期規則桂をヰ守っ結晶とは合iTbsの缶向エネlレギー喜定3乙の条件ぼ真gフ

てくるはすである. 更(:./J¥く落来1干の金義イオン[1並道の白南度主持ってい訪丈 J その

イオンの局間帯当主疋ぴ主体身子の主停羽E向が、ゆらいでいてノいわゆる臼ゅうず"と、、う現

象が生体剥く本夜中にみいて花在している。 門~2十の ATPへの配位構造と失に，金属
イオ γζ主体身守《待合・解離の動1Jノ挙時性質主又耳司らがlこまるl世塞がある。

本研失(ミムいて (d:I 門1討の触媒的役割η解1司王目的(=J2宮内放高差勾主鳴 (N刊R)

1:' .tるATPへの門1um待合様式の決えと配位帯主主F関する-&f苑戎来E主!こ報苦する。

く実験〉試科 ATP(Ade札 osi，ηe-5/-Tri pnospn.oY'i c A cid )下ht..ka.)及が

25"門~ 0 (釘， 8c¥土.メ 2，門gめ間存体重換体，門SD)~用いて，門計業友~2ヲ利付

一えとしノ ATf'との濃度比 R(=C門~2十 J/正ペTPJ) が O ， 2 'rJ / 1 / 2， 3， 6及ぴ [0の

pH= 7-3のフド本万之さ作製.

対去 1核滋気失鳴JBL，c~.Q)t. 門SL ←400 ð 用いて 2;-門~ N卜"¥1¥スぺク卜 Iし〈芙鳴周

5定書躍す刻、F門出〉の k依掛主及。:'R:::. 0.之ち l之ムける温度依砂}主主要IJえ. 現侠J昆度能回

¥J: -:z. 0(..から3b"e-. 前遅延時間 (del九ytim1ε〉 えrJ.= !I)D' y..s '"乙ヲOY5ノネ責21回詩文
l1 1， i)・10

4
rv 4・10写 f 骨反数p福[:1'2-t< H2叩 ZDKHzノ D乙 O 内苛口、/ク方ぎで寸フk

晶J これまでのATF 1-M~ 2:オ禾のN門時則更l二11:， JECJL 今x-c-oシミ用い7ミヨ'p

Nド¥Rス勺アトjし(共鳴周，;i支線守 202.5 ド1Hz)/9..1/反転磁イ仁田千以に主るみかけのスピ

γー格ヲ紘喝友Rf胞がある・吋[結ノ佐保殺J 改良オ7、7)レド萱毛仰管枯度計〈動精

度測定安田 o、q"，2. cst)を用いてでtlii{の精密現IJえを行71ミ I恒遁槽(ミl:uK冷式電予

但遁茨重吉用いて p 主 D、lち'c.の濁友劣1M!:隅友て行った。

く結果〉 室混1:::みけるお刊gス/マクト Jレの R依存A生互 7より小さ l、坊合モ合的図 1Iミ示

す。 Rが 1以下の場合o2'> 門~ NMRスペJクトル須IJえはこれまで報告マれていない。

萱百置で(:1:寸べての Rt;::対してい河川手世き不したので，非緑豊最ノト二乗?去を用いて

Lor倒七矛関教の金半値帽メ包 pl之めf::o .tつです起の尺依奪ノ陸互商之(ミ示す(1)

R:::. ¥ rv 2で‘¥)括のl急激な肋材資められる (2)AT Pが入っていな L¥場合(R=ω) 

のYX=40 ¥-Izl:::対し I (0之R>60託閣で、、))公 = 60 Hz超友の値重示している e

(3)巴 lで(1)V}i (時'y300 5- 1 以とで J アゴ錆1判~2.t の場含 ζtt軟し l ケダ余リも

犬きい・ 者影興IJ11宣のスぜソースtO
y綴和速友 R;bsき寸亡¥);三として与主 p 尺==0、2デ l之お

ける R;TS/~1)、、 πパpTC 叱;結桂保数 I J 密度)T:i絶対湿度)め51i度初.，}1~邸

!こ示す(り約 ISt}えよこTは，了レニウス萱の遁度依存ノト主主示し I "l/jTの遁度依存

J悼と類似している (2)1~ .. à~H即|で 1'1 I 0ヒで極太イ直主将ち，{O・Cで駒2示す概念

濫重依存}主E示す.

粉前川和考-神1を-和泉先見iし日本代ヰ会誌J Iq &昔 I (4)/ f' 64& "" b s-3 
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JKJ::; 
二

Fig.1 Effects of R=([Mg2+]1 
25 [ATP]) on the ~~Mg spectra 

at room tempe工atureand a 

constant Mg2+ concentration 

of 25 mmol d口f3.

(a) R=0.25， (b) R=l，(c) R=10 

The干 dottedpurely Lorentzian 

line simulated the exper工ー

mental spectra 
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く考察> ATPI:tpH=7-v8の恋夜中

でリ yg授の7kmのうちろつを在支出しノ域、リ

1 イ困の水素け位のヰ巨橋市轍素の 1 個 I~ 面t
j立〉をクο"-'1007.解離 l-てL咋。 。く官く5

で pHエケ以Lの水蒸戒中才、の ATPと

門~2十 k の錆体の生局定華文

1今(=(門~ATpZ-J/C門f2.寸J[A寸 p4-J)

[1ノpJ;Z)jxスぐフト lしノ 31f' N門Rのケミ力

]しシフト尽ぴ健位差額定Jまから 104~~ [0ヲ

トヤ!と支えさf¥.ている a よフ7. f::'f= 104 

100 

芝
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F.ig.3 Spin-Spin Relaxation Rates R~~ 

25 ‘2+ 
obtained fromπv占of --Mg in ATP + Mg 

(25 mmol dm-~) at R=0.25 as a function 

of the reciprocal temperature 
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の埼合，&4と学穫の業農ηRイ衣存柾を図41こ示す。 R三三!では仁村3ATp2~] ズ>CM~勺
で、あ可(，門1討の水禾ロイオンの点終で、はほとん必存在してい ~f いことがわする。

〔ト1~'2.すの ATP へ 0(句令部位J 31 P N門Rの3fii!えから， (U R:> 0 1::対 l，D(位み

よぴ日立 51Pでは 1P fll1l以下のケ主力 Jレγフト l三対し rβ 位 31P今みがま丈rplYY¥.て、、ある.

(2) R=-乙、25'で Oとでタイ主 3[pNMRス/マフト lしのf会議場lくすプピ-7をネしている.

(3) P 位 31p のス fγ 一裕子議和還皮 βR~ÞS (反車編七回復う去)の遁度依存ノ性lま，氏)0' 

j主31Pのそれ等こ相異なって (Oとぷ下下滅グしている。 引 P(1=-!1)の場合，I司種ス

ピン問刊、ソフ 0 1)シゲ芝伴ヲ磁気伺双桂子ヌヌ極ヲヰ自主4同 lご川、桝哨構m姥事前から lヰ

ヌIpのR
1が温瓦メ;{:JFこ兵lて増犬すると符請さが p氏I '0位

31Pの場合村吉果と-fZずる.
(1)へノ(引の結果刀、わ，門 ~)'T [t (3 '1立 PIご待合L ている非橘ずけ~更素素手間(X，f東精1晃鮮

キ刷、今 l~ 索守間島組叉、'7A) 1ミ位置しノそれ専の畷素景子と町位指合して[¥る。，tフて

月位とウ位の 1)シ畷基1:.あるゴド椅かけ畷来f-J 1イ回ずっと(この場合のl蝦奈素手間ffei税

3.3A'"写A) ，またがづ τ結合している ~IX~ l1存在しないし しか毛，前看の駅位昭慢

の初、待合帯l持P1立が逐側í~1高めると寿之られる.
〔M「ヒ AT'p4ーとの荷令株式〕 下吉て1::'/下す実鞍的椋証ずら J いわゆる錯体M1ATP-

をグト手レベ〉レで構造、託鈴様式ミ考接すると，門jl? とAT P c1~f椅幻\I) 畷警との聞に水身
守主介する時令と，作ぎない場合の件圏弱体 iγL~ A T p2-) i ，nd ヒ内圏語体{門~AT(-11'

ヤ

ガ、有在する。(り Isl4で; R:S 1 下で〔門~ A T F' 
2-
J >;> l 門~ 2t Jであ 7 てp アコ錯停

刊 11
十

(H20) もがほと人と存在しない。 f~' lな1t"'}，R <.: iていゾ必グ顕著(:.片言1)0してい

るく図 2券経). (Z) fミ o、 Z写(亡払げる R~b.s (= 7てゾ必)が詐アレニウス宝温度依存

Jト主E示Lている(図3)対空)色 '2.''-ド13N門Kのvι1:異なるド1a
z.'t

0;，t1樫力、らの寄与

ずもってノ温度初来l亡Jフてーフのイヒ/字稽〈門圏諸体からくる }z;.面の成ケj九丈ぺ 7トlレ

へ円寺与が尾氏唆イとする力、らで、ある e

〔門jz? のATP
4-との結合・解離反Tt'J 2守門~ tて対して 3棺類の恭平与1丈薦方、、存在す

号古文y 指令・解J離反たは

Mq2+(H20)6+ATP4-z主 {MgATp
2
-}ind(H20)n + (6-n)H

2
0 

{Mg ATP2-}indF三 {MgATp
2ー

}dir

)
 

1
 

(
 

(2 ) 

(2) ぎくの反た[寸志4草分子である 71く介手が戸位F のゴト脅か (t自主来[~配{立待合している刊F
lζポ核反応:.~ おこにその待呆7K介手 E とみして非稿か{ナ巌素と相主作用すヨこと l~ なる.

門「か与み戸 (2)の反応、11配位予宣教反町、といえる o ょっτ友康、百九、(司の動力争的・平

衡靖J旺質き決めるのは落味的泉下、ある. その妨果lてよフて IM~ATf' z-ldìr の寿命と蒸
度介李主犬をくする手か可侠であろタ。 その結果ノアノレコ-Iレ介手グ共存していれば，

RO基のPイ主Fへの長核反点、刀、、より各易lてなる・ 選択的な p-o，結金需l裂庁、進行する。

M~討の待合参F位IZJ 金属bイ才ンの寸法対来月、重要 lてなると考え今れる・
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51 113Cd NMR. 溶液状態と固体 状態におけるカドミウム(II )錯体の比絞

〈近議大・理工) 0宗像 恵・北川 進・田村 義隆

1 1 3 Cd N門R. A CO門PARISON IN THE STRUCTURE OF CADMIU 門(ll) CO門PLEXES

BETWEEN SOLUTION AND SOLID STATES. 

問el!u圃u MUNAKAT !， SUSU圃u KITAGAWA，and Voshiiaka TA門URA (Kinki University) 

1 1 3 C d N円R studies were carried out on the cad圃 iu聞(ll) co・plexes with 

h a 1 i d e i 0 n s a n d p h 0 s p h i n e 1 i g a n d s i n .S 01 u t i 0 n a n d s 01 i ds  t a t e s • T h e 

che闇 ical exchange rates of labi le Cd co聞plexes in 圃ethanol solution Were 

宮 uccessfully reduced by the use of low te圃perature (-90'(;) and 113Cd 

resonances of Cdln2-n (n=O・3).，CdBrn2-n (n=O・2)and CdI2(PPh3) were 

observed in solutions and assigned. It wa宮 found thatthe drastic 

difference in the che圃ical shifts between Cdl2 and Cd13- are attributable 

to the change fro田 octahedral to teterahedral geo圃etries. The solid 113Cd 

NMR resonance of Cd212(PPhs)2 was observed at 600 pp.. 

( 1 ) カドミウムは 4d軌道に 10鋸の電子をもち、最外殺事血道 58に2舗を脊ず."5電子楊造

4d105s2である。 2価 状 態 の d10電子構造が最も安定で、 1価及び 3価状態は確認されていない。

すなわちカドミウムは隈られた酸化状態しかとらない及び 2配位構造をとることができると

い う 点 で は 非 遷 移金属に近い.一方、 アンチ毛ン、 アミン!領、 ハロゲシ、 シアンなどの麗

位化合 物を 生成しやすくしかも 4，5，6配位機遣もとることができ、遷移金属と類似の性貨を

示す。 このようにカドミウムは遷移金属と非遷移元素の両方の佐賀を脊す忍極めて特異的

な元素である。特 tこ四面体と八百体は錯体の主要 な 配 位 多 面 体 で あ る が 、 どのような条件

下で四面体あるいは八面体をとるのか興味が持 たれる.一方、 NMRの長大の利点の一つは面

体と溶液の両方の構造を知ることができることである.溶液内機遣として結局構造をその

まま用いて論じる場合が多い。両者の構造が遣う可能性があることはしばしば指摘されて

い る.演者らは結晶状態ではパッキングによって 溶 液 ー 状 態 と は 異 な る 可 能 性 が あ る こ と を

Cu( 1 )鎗体の X縁結晶徳造から指摘してきた 1)• このような観点から本研究ではハロゲン

の Cd鎗体において図面体と八面体の構造変化を明らかにすること及び Cd(II )鎗体の滞液と

固体 11S Cd N問Rから両者の事構造を比較することを目的として行った。

(2) Cd(ll)にハロゲン錯体はメタノール祷媒中、 Ar雰囲気下で CdX2 (X=Brーパー〉及び

Cd(CI04)2 に NaXを加えて合成した。溶液の 113Cd N円R の測定は Jeol GSX-210 FT-NMR ス

ベクトロメータを用いて測定した。1.0 M Cd(CI04)2 の垂水素溶液をシフトの基準とした.

含リン配位子を有する Cd(ll)のヨウ素鎗体はアセトン又はクロロホルム溶媒中、 Ar雰囲

気下で Cdl2及び Cd(Cl04hlこ含リン配位子 (Triphenyl Phospine(= PPh3)と1， 2-Bis
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(diphenylphosphino)ethane(= dppe)) を加えて合成した. 国体 Nf1Rのサンプ )kは上記の方

訟で合成した沈績をロ遜し減圧乾燥後、 測定した。 国体高分解能 CPI阿AS 113Cd Nf1R 

(59.9削 z)はJeoI N円・G27門U多核種緩測装置付き GSX-270を用いて測定した。 すべてのスベ

クト)j，は、 コンタクトタイム〈交差分極時間) 5圃S，パルス繰り返し時間 13.5 s， 観測幅

50 KHzにて得た。 使用した試料量は、 約 300 圃gでマジック舗での試料回転数は 3.9...... 

4.7KHzであった. 各化学シフト僅は1.0問 Cd(CI04)2の水溶液を脱脂綿にしみこませたも

のを固体試料管〈セル〉に掃入し、 Gated Oecoupl i ng法によって得られた吸収録の位置を

o pp圃 として表示した.

( 3 ) 置換活性の Cd(n )イオシは化学交換が速く、 溶液中に複数の化学種が存在してい

ても(l式〉、 113 Cd N阿Rスベクトルは倍々の化学種に対応したシグナルを与えず平均したー

本のシグナルのみを与える。

CdLn ;:三 CdLn-l + L;:三CdLn-2 + 2L;=: ;=: CdL +(n-l)L事喧Cd2++ nL (1) 

このため、 溶液 113CdN門Rスベクトルはしばしば困難を伴う。

f'jg. 1 に 1f1 Cdl2のメタノー)j..中における

1 13 Cd N f1R スベクトルの温度依存性を示す。

23'Cでは篠帽の小さい一本のシグナルを与え;s

書官、 -60'Cでは銭信が増大し、 -75'Cでは二本に

分裂す忍. -85'C以下では二本のシグナルの化学

シフト鑑は変化しなかった. これは -85'C以下

では Cd(n )のヨウ索鎗体の化学交換反応が N阿Rの

タイムスケールより速くなったことを示してい

る. この二本のシグナルの帰属については後で

述べ;sが高磁場のシグナルが Cdl¥ 低磁場のシ

グナ)j..は Cdl2に対応するものである。

メタノー)j..溶媒中、 -9D'Cおいて [1-]/[Cd2+]

のモ)j..比を変えて 113CdN門Rスペクトルを測定し

ti!結果を Fi g. 2 に示す. [1-]/[Cd2+] = で

はCd2+と Cdl+に帰属される 2本のシグナルが緩測

された. [1-]/[Cd2+] 2 では Cd2+のシグナル

が消失し、 代わりに Cdl2のシグナル jJ1現れた.

[ 1・]/[Cd2寸の毛 )j..比が構大すると Cdl+のシグ

ナ)j..が減少し、 Cd Isーに帰属されるシグナル

(75 PP.)が観測された. [1-]/[Cd2+] =4 では

一本のシグナルしか観輔されなかった。 乙れは

[Cd Ia -+ 1- ;::=: CdI42-]の化学交換反応が

-90'Cでも H阿置タイムスケールより速いことを示

-210-
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F' i g. 2 ヨウ化カドミウム (H)錯 体 の

113 Cd N円Rスベクトル

F'ig. 3 臭化カドミウム (H)錯体の

113Cd NtlRスベクトル

溶媒， メタノール; 温度， ・90'C溶媒， メタノール; 温度 -90'C

、している。 ここで興味あることは llaCd NtlRシグナ J1->>1 Cd2 +， Cd I +， Cd f 2の臓に低磁場シ

フトし、 Cdlaーでは逆に高磁場シフトず忍ことである. これは八面体構造から図面体機造に

変化するためと考えられる.八百体構造の場合、配位数の遣いによるとのような逆転は生

じず、思位数の増加によって単純に低磁場シフトす-'521
0 八面体構造をとるか四百体構造

をとるかほ一つの要因で決まるのではなく、 立体条件、電気的中性原理、結晶場の安定化

ヱネルギーなどの 要 闘 が 、 絡 み 合 っ て 決 ま る .立体条件についてのべ忍と金属イオンと風

位子のイオン半径をそれぞれ Rn， RLとす惑と、 RM/RL> 0.414では八百体、 RH/RL>0.225で

は四面体構造をとることになる。 Cd2+〈R"=0.971〉と 1-(RL=2.10A)では RH/RL=0.46となり、

立体的には両方の構造をとることは可能である.従ってヨウ素錯体としてほ [CdSe]2+

(S solvent)， [CdIS5]+， [Cd12Sdが八頭体構造、 [CdlaS]-， [Cdld2ーが四百体犠遣であ

ると結論される。

Cd( H )の臭素錯体の 1I a Cd N同Rスベクトルを F'ig. 3に示す.稽媒はメタノール、温度は
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-90'Cである.低磁犠から Cd2
+ ， 

CdBr-， CdBr2のシグナルに帰属
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測されないことであ ~o すなわ

ち、臭素錯体はヨウ素錯体より

化学交換反応が 速いことを示し

てい ~o このように Cdの ハ ロ ゲ

ン錯体のいくつかの化学種つい

て 113Cd N門Rシグナルが分離され

て観測された例は初めてであり、 r i g. 4 アセトン (S)中における Cdl2PPh3の 113Cd 

同」
町 1. I • • • • r ，. . . I ， . . . r • • • • 1" ・1 I • • • 11.  ， .・'白目， ， I 
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今後固体 H何Rを測定し、両者を比 N門Rスベクトル〈・90'C;基準， 1.0 M Cd(CIO.)ε 〉

較検討する予定であ~.

Cdl2の結晶は 典型的な立方最

寄帯構造をとっており Cd2φ のまわ

りには 8コの iーが麗位している.

アセトン中で Cdl2と PPh3をモル

比 1: 1で反応させたときの 113Cd

NMRを Fi g. 4 に示したo 300pp聞

付近 に 31Pとカップリングした

2本のシグナルを与える. 明らか

にCdに P原子が 1コ自己位した錯体 l 

CdI2(PPhけが生成したことを示 JI.，. 1 U kll .1 ~ 11 ^ 11 1 J 1 AAllII I I I I a 1 iI 1 1 J 山 1， I 

し て い ふ J(Cd-P)は 1000 Hzで醐 ~~I~問 Jjmh!酬明i〓l附品付税制j
ある Cdl2 と PPh3 を反応させ~ •• ij l' l' I ~ Ii '1 U ~ 111 '1日 1間1 '11刊I. 

と白色の洗車置を生ずる。 この白・ L' I • • • • I ・・ • 1.  • •• I .・・ 8 ・ 1.  • • • I 
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F i g. 5 に示すよ うに 600pp圃に線
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幅の 大き い一 本のシグナルを与
F i g. 5 国体 CdI2(PPh3)2の 113Cd CP/MAS スベクトル

えたo Cdl2PPh3より約 300pp睡も
(23'C ; 基 準1.0 門 Cd(CIO.h 水溶液〉

低磁場にあるこ と か ら こ れ は

PPf1.a >>1 2分子臨位した Cd12(PPh3hであると考えられる.
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52 51V  NMRを 用いた 3偏パナジウムの化学

(近自民大・理工) 0北川 進・宗像 .・鎌田昌伸

51 Synthesis of Vanadium(III) Complexes and Their v'V NMR Spectra 

Susumu KITAGA幅広. Megumu MUNAKATA and Masanobu UEDA (Kinki University) 

Various vanadium(III) complexes have been synthesized and 

51 
isolated as microcrystalline or single crystals. v'V NMR spectra 

have been measured for their aqueous solution. The observed chemical 

shift ranges from 340 to -1284 ppm， while the linewidth at half 

height falls within 3.6 KHz. [V(L)(HnO)(NO)] (L= trisethanolamine 
2 

and its derivatives) gives various species by the substitution of 

CN ， which are equilibrated in aqueous solution containing an excess 

51 
amount of CN. The equi lbria are successfullY characterized by v'V 

NMR spectra. 

I. 51 V械は天然存在比が 99.76%であり濠織する必要がないことから、金属槙の中では

最も感度の良い核種に属している{丞よ}。 こ れまで歎多〈のパナジウム化合物についての

い V NMRスペクトルの観測が行われてきた. ところでパナジウムは 5僑から-1偏までの聾

化状窟をとりうる金属であることはよく知られている.

V(V.) :1 a 1 : 

V( I) : 

V(-I) : 

;亡ごニコ

その各国量化状態におげる偏電子数を表~に示した.

d電子数が奇 歎 の 魯 合 に は 常 磁 性 で あ る た め NIIR訟の対

象とはなり得ないが偶数の場合には可能性がある.

これまで V(V).V(I ).V(ー I)については 51V NII車

V(ill) : 

スペクトルが観測され、 図 1のようにパナジウムの舗

+500 0 -500 -1000 -1500 -2000 
数に対する化学シフトの傾向および範囲が示されてい

(ppm) 
図 1 引 V NMR化学シフトとパナ

:仁二コ:

いる1)。 しかしながら v(m)については基底状婚が s

ジウム錯体の酸化数 1の場合が多く、 ほ と ん ど 観 測 が 行 わ れ て い な い .

さらに、 v(m)錯体そのものについても合成例は数少なく 51V N闘の測定をさらに園鍵

なものとしている. 近 年 こ の v(m)がホヤ類のパナジウム富良縮機傷と密接に関連している

ことが報告され注目されている 2) 本研究ではこの v(彊}錯体の合成をおこない、 その

51V NMRスペクトルを観測し、 錯体の構造と化学シフトとの関連伎について検討した.
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表 l NMR P a r a m e t e r s 表 2 バ ナ ジ ウ ム の 酸 化 数

と信電子重量

てに:us
51V 9. N b I'C 

V(V) d o 

Resonance Freq. (KHz) 71. 00 66.03 67.94 V (IV) d1 

Natural Aband.(耳} 99.76 100 1.11 v(m) d 2 

Spin(I) 7/2 自12 1/2 v( n ) d 3 

Receptivity* 2150 2740 

Quadrupole 
v ( 1 ) d 4 

-4x10.' -0.2 

Bloment(exl0-24岨 ε) v(o) d 5 

v (ー 1) d 6 

車 relativesensitivity including natural abundance 

n. (実験方法) パ ナ ジ ウ ム 化 合 物 の 合 成 合成及び NIIRサンプルの銅製はすべてアルゴ

ンガ ス雰 囲気 下でおこなった Group1 ([V(acac)a]， [VC12 (H20)dCl， [VC13 (THF)aJ. 

[V(PS2(OEt)2)3]) ，Groupn (K4[V(CN)7]) ，GrO¥lpm (Na[V(tha)(NO)(H20)]， 

NH4[V(dipic)(H2NO)(NO)(H20)]} の合成は文献引に従いおこなった。

記位子 L (L=trisethanolaaine (tea)， tris(2・hydroxypropyl)aaine (tha)， nitrilotr 

iacetic acid (nta)， 2，6-dicarboxylpyridine (dipic))を用いて次に示すスキーム(1)に

従い合成し、 得られたものは厳結晶または微結晶として畿圏Eした。

[NH3 OH] Cl， L 

NH4VOa 子[V(L)(NO) (H2 0)] }
 

咽
E
A{

 
NaOH-H20 (or NH40HcH20) 

他の 糸に つい ても同様の方訟で行った.
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[V(CNh]4.の徳 造
[V(tea)(NO)(x)]nー1

の鎗定構造

[V(dipic)(H2NO)(NO)(H20)]ー

の徳造

(測定方法}

Jeol GSX-270 NIIR spectroaeterを用い、 . 湖周波数 71.00IlHz，観濁梧 160KHz，パルス幅

4.5μs，温度 23'Cで測定した. 51V NIIRのシフトの外宮署基量障には neat VOC13を用いた. サン

プルチ aープは全て 10..手のものを用いパナジウム自健康を 20・Hに薦観して測定した.
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m. 結果及び考書鍵 Gr旦旦~1{通常の六車位八面体型錯体).
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図 2 da道 の エ ネ ル ギ }

強位園

次の v(m).体、

[V(acac)3]，[VC12(H20)‘]Cl，[VCla(THF)a]， 

[V(PS2 (OEth)a]について 51V NKRの 測 定 を 行 っ た が

シグナルは得られなかった. これはおそらく園 2に

示したように正八面体君臨の磁位子場では da道の繍

退がとけていないか、 も し く は エ ネ ル ギ ー 的 に 近 畿

しスピン奈換相互作用 zネルギーより下回るため、

8 = 1の基底状態を持つためと考えられる.

そこで常磁位(8 = 1 )を反置極性系とするため低

対称性情遣の以下のパナジウム{皿)錆体をヂザイン

し、 合成した.

Grou p n (その他の立体積遣を持つ錯体】. 五角爾

鎗型 [V(CNh]4-，昔体は園 3に示すように 49pp・6ζ 半値

幅 678Hzのシグナルを 1本与えた{図 1) 0 

Groupm (NOが砲位した倍体1. 八面体型構造ではあるが NOーが砲位した [V(tea)(NO)

(H20)]-，[V(tha)(NO)(H20)]ー.[V(nta)(NO)(H20)]-，[V(dipic)(H2NO)(NO)(H20)]-らは関 8

に 示すように d 340--70pp・~ ，.い2 3600-

1300Hzのシグナル を与えた. いずれも検出さ

れたシグナルは、 出発物質問4V03 ( d ・536

PP" ，.い240Hz)のシグナルとは異なる.

これらの鎗体は低対称の構造を持ち、 da道

の縮退がとけ 8 =0の基底状態をとるため、

v(m)核のものと考えられるが、 これらの錆

体申の V(m)-NO 務分が V(I)-NO'の

婦遣をとることも考えられ、 一舗の可書留位も

否定できない. しかし図 1における v(1 )の

シフトには全く対応しない.

また、 [V(tea)(NO)(自20)]ーについてはこの

溶液に CN-を加えた r (=[CN-]/[V(tea) 

(NO)(H20)]ー }の増加につれて引 V NKRシ グ ナ

ルから容易に暫定できる新しい種がいくつか

生成した. 図 4にお砂るように第一段階では

183pp.に新たなシグナル fI.現れ、 このシグナ

ルの強度の増加と 反対に 340pp.のシグナルの

強度が減少した。第二段階ではー 1284 pp.に

また新たなシグナルが出現した 183pp.のシ

F
h
u
 

噌

E
A

9hM 

[V(tea)( NO)(H20)了 i
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[V(dipic)(H2NO)(NO)(H20)了
ム一一1583Hz
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500 0 ωo  
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引 V NKR化学シフト

図 3 引 VNKRス ペクトルの例



LCN-J/ CV3+J 

( r) 

100 

50 -Jし… J…

グナルは X位の H20が CNに置換した [Y(tea)

(NO) (CN)]2ーであると考えられる -1284ppa

のものについてはさらに検討が必要と考えら

れる. 以上の結果を義 8にまとめた.本研

究の結来から、 パナジウム (M)錯体でも非対

称 な 構 造 の も の で あ れ ば 51yNIIRスペクトル

の検出が可能であることが明かとなった. そ

のシグナルは 5儒の化学シフトの範囲に重な

っており、 半値幅は 5t画 の も の よ り も 格 段 大

きく、 おおよそ数千 Hzの値をとる.

500一一~o -1100 .-15∞ 
ppπ、

51V NIIR化学シフト

図 4 [CN.-]l[ド+]を変化させた水溶液

中の引 VNIIRスペクトル ([V3+]=20・1I;23"C)

表 3 引 V の化学シフト
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10 附人刈!」

山

~\しい……伊
枠制柄制帰W 噌畑e拘ず-財-

d (ppa) ... 1〆2(H z) 

49 

341 

340 

・67

聞 48

183 

678 

3637 

1884 

1337 

1583 

1339 

卵、ぜW陣司"".必岬ゐ...... 

5 

J己主(NO)(H20)T

V(M)錯体 溶媒

[V(CN)y]4- H20 

[V(tha)(NO)(H20)]一 H20 

[V(tea)(NO)(H20)]ー H20 

[V(nta)(NO)(H20)]- H20 

[V(dipic)(H2NO)(NO)(H20)]- H20 

[V(tea)(NO)(CN)]2- H20 

(参考文献) I)D.Rehder. !agnetic Rosonance Review 1984 ， ~.125. 2)P.Frank， Inorg. 

Che圃.1988.27，118.3)F.Rohrscheid，et al，Inorg.Chea.1967，'Z.1315.: II.F.D。由。v.an，

et al， J.C.S.Dalton.1974，894.: F.A.Cotton，et al， J.C.S.Chea.Coaaun.1983，1377.: 

C.Porta，et al.J.C.S.(血).1970，2929.; A.lluller，et al， Chea.Ber. 1972，1企11，2419.:

K.lIieghardt，et al， Z.anorg.allg ・Chea.1979.主57，75.: D .Rehder，et al，Z .Naturforsch. 

1981 ，~皇.!!.125 1.
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53 多核 (13C， l'N， 113Cd)[剖体高分解能 NM !{ < 

キトサンと鉱酸塩、金属銭体生 成効薬

(国立がんセンタ 研，大阪府放射線研，日本プルカー)

斎藤 肇，横井もと子，小川宏歳冒恵良国智樹

，13̂ 15.. __" 113 、
MULTINUCLEAR ('''C， '''N and "VCd) SOLID-STATE NMR STUDY ON CHITOSAN， ITS SALTS AND METAL COMPLEXES 

Hazir陀 SAITO:阿otokoYOKOr; Kozo OGAWA~ and Tor帥 ERATA
3
(Nat1Cancer Ctr. Res. rnst~ ， Radiation ハ1.. .._L_ "^"M 1 ，，_ ^̂"".2 ， • ~^"~"3 ， 

Center of 0拙 apref~ ， Bruker JapanY 

High-reso1ution solia-state NMR spedtra of chitosan， its sa1ts a~d meta1 comp1exes were recorded 
to study conformationa1 feature of chitosan mo1ecu1es， the man~er of meta1-po1ysaccharide inter=二

action， and formation of acia salts. 

1 . はじめに

キトサン(1 )は、 β 一 ( 1→ 4 )結合 2ーアミノ-2一

ヂオキシー D ーグ ルコースのポリマーで、キチン(II )の脱¥。

アセチル化によって得られる.繰り返し鋳造あた り 1f闘のア

ミノ 基 を 存 す る ことから、鉱酸との塩あるいは金属塩を容易

に生成し、産業廃棄物からの重金属の回収や畿の捕捉への利

R=CH3CO (II) 

R=H (I) 

用という観点からも、多大の関心が集められている。さらに、多糖の部分構造のモディフィ

ケ ションによる 高次構造変化が可能で、 X線凹析、 l'CNMRによる両面からの追跡によ

り、多糖一般の高 次機造への理解が君事まることはいうまでもない。これは、キトサンは大抵

の 溶 媒 に 不 溶 と いう性質に基いているわけであるが、一方では車構造研究に対しては溶液 NM

Rの手法が使用出来ないことを意味している。

古若者らはすでに、けC固体高分解能 N M Rがキチン、キトサンの多型の識別、鉱酸塩、金

属湿生成反応の解析に使用出来ることを示した 1・ 4¥ これは、これらの過程がコンホメー

ション変化をひきおこすためである。この目的で口CNMRスペクトルを用いる場合、コン

ホメーション依存 13Cシフトが存在することが必 要 で あ る が 、 実 際 ペ プ チ ド 、 多 糖 な ど 多 く

の 系で存在することが確かめられているト刊。

2. 実験方法

l，C 、 11'Cd 図体高分解能 NMRはプルカー CXP-300スペクトロメーターでそれぞ

れ 75.46MHz、 66.57MHzで測定を行った。 15N-NMRはプルカ- MSL-300スペク

トロメータ で 30.42MHzで 測 定 を 行 っ た 。 試料調製はすでに報告した方法に従った 3.4)。

試料はいずれもシリ ン ダ ー タ イ プ の ロ ー タ ー に充填した e け C 、 15N、 "'Cd N M R化学シ

フトは、それぞれ TMS、 NH.NO.、 Cd(NO，).基準によった。

3 . 実 験 結 果 と考察

3-1 13CNMRによる解析

鉱酸塩のアニオンのソフト、ハード牲と生じる構造変化はすでに報告した 3・4¥キトサン

と種々の金属錯体生成にともなう 13CNMRスペクトル変化は図 1にしめす。いずれも、出

η
i
 

-
Bよ

q
L
 



凶

a
u
hけ日

発のエビキトサンの 13CNMRスペクトルから大き

Lか

し、詳細にみてみると、 ZnC 12、 ZnS04、CdC12 錯体

の 13CNMRシグナルは鋭いのに対 Lて、

金属鉛体生成を示している。く変化しており、

CdC 12、

CdSO" HgC 12錯体はよりブロ ドである。実際 X線

粉末回析から Zn C 12、 CdCI2錯体の結晶性が良好 であ

るのに対し HgCI2 はアモルファスである。このこと

は、金属錯体が NH2に対して 1: 1のコンプレックミス

生成の可能性のほかに、図 1G にみられる熱処理キ

トサン(無水物)とのスペクトルパターンが頬似し

て いることから、金属イオンの存在の効果は、キ ト

サン試料の脱水効果に由来する可能性を示峻してい

15NNMRによる解析

る

3 -2 

図 2 に三種類のフリ のキトサンのけ N N M R ス

ベクトルを示す.エビ、カニ鍵、カニ甲緩熱処理キ

トサンはそれぞれ L-2 、 'tendon'、 Annealedの

多型をとり、 X線図析、けCNMRスペクトルから

L - 2 は寸苛T'tendon"、容易に識別される 。とくに、 切100 

1. Cピークが 2本に分裂し、C -1または C-4 

キトサン金属鉛休のけCNMR図 l二種類の異なる分子鎖が存在することを意味してい

る。これは、 H.Oが分子鎖に looseに結合しているこ

とに対応するが、け NN M Rデータは無水の (表 1) H20 に較べて変化はなくAnnealed 

ppmの低磁場シフトがみられる(表

分 子 の 存 在 場 所 が NH.付近であるとの見方は否定できる。

一方、フリーにくらべて鉱酸塩生成によって 6~ 1 2 

1 )一般には、 NH2 → φ NH.X-変化によっではN核に deshieldingが生じ、これが低磁場シフ

ト に導くことは容易に理解できる。低磁場シフトの程度は、 HBr、 HIを除き Type nの塩{

HCI、 H2S04、 H.P04、 HI04)の方が Typ e 1の塩 (HNO、 HCIO.) よりも大きい。ここで、 Type

I 、 Type nの違いは前者の場合アニオンに水和が起こりやすくキトサン塩の構造を大きく

変化させることである.3. ，，)。 このことは、 Type n塩の正篭荷のアニオンの電荷による遮蔽

効果と関連づけると興味深い。

HgCI2錯体の場とくに金属錯体形成によっても 15N化学シフトの低磁場シフトが起こる。

しかし、最も結晶性のよい ZnCl2、 CdCl2の場合

は 、それぞれ 352.O. -350.3 ppmて-出発原料のエビキトサン -352.7 pp固とほとんど変化がみ

られない。このことは、(1)金属イオンの 1個の配位子が NH2に置き換わっているものの日N

シフト変化が少ないか、あるいは (2)NH 2 ••• Mのような縞合様式をとるよりはむしろ単に分子

鎖 間にトラップされている可能性のいずれかで ある。 小)IJらは X線回折データから(1)の可

能性を示唆してい るが、後述の 11'Cd N M Rのデータは CdSO.の場合は(2)の可能性が強い。

CdSO.の場合、 I'Nピークはきわめてブロードな -342.5~ -356. 6 ppmにわたっており、この

-218-

合は鉱酸塩の場合と.同程度のシフトである。



表 1 キトサンおよびその鉱酸場.金属錯体の "N化学シ 7 トe

フリ

フリーキトサン

エヒ ー35 2. 7 

カニ甲羅熱 処理物 -352.2 

カニ鍵 351. 6 

Type 1鉱酸塩

HNO， 
HCIO. 

HBr 

H 1 

Type U鉱酸極

HCI 

H2SO. 

H3PO. 

HIO. 

金属錯体

CdSO. 

CdC 12 

ZnSO. 

Z nC 12 

HgC12 

• NH.N03 基準

鉱酸 4面

345. 1 

34ち.1

-338.3 

338.与

339. 6 

343. 0 

-342.6 

-344.。

考えの妥当性を示 している。またけ CNMRもCdSO.

錯体が最もブロードである。

3-3 113CdNMRによる解析

113Cd はスピン 112の核種で、 CP-MAS NM  

Rは高感度で測定することが出来る。図 4に CdC1 2 • 

CdSO.およ びキ トサンとの錯体の 113Cd N M Rスペク

トルを示す.錯体の 場 合 で も 積 算 回 数 は 1 .000回以下

である。 CdC12の場合は、無水、水和物で化学シフト

変化がみられ、 このことは銭体形成による Cdカチオ

ン周囲の電子状態変化の目安を与える。 しかし、錯

体の線巾の広がりは著しく、 国相反応から得た錯体

は必ずしも単一の化学種とは考えにくいことを示し

ている。一方、 CdSO.の場合は、錯体形成によっても

スペクトルパターンは変化しない。 因みに低磁場側

を調べたものの、 新しいピークは出現していな い。

金属錯体

-342.5. -350.7. -356.6 

350. 3 

-354.1 

-352.0 

337. 7 

A. Shrimp chitosan 

S: Anriealed crab shell 
ehitosan 

C. Cr.ab tendon chitosan 

このことはキトサンとの錯体内で CdSO.のままで存在 図 2 キトサンのけNCP-MAS NMR 

し、 NH2との選択的な相互作用は考えにくいことを示す。

-219-
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CdC 12、CdS04およびそのキトサンとの銘体の Il'CdCP-MAS N M Rスペクトル

ただし、原子吸光分析結果は両者で変わらずほぼ化学量論的に存在することを示唆する。

図 3

結論4 

金属錐体の繕造キトサン鉱俊塩、キトサン、以上、多核 NMRア プ ロ ー チ に よ っ て 、

に関して次の知見を得た。

金属錯体生成によって、け CNMRからキトサン脅絡のコンホメーション変( 1 ) 

化が誘起されることがわかる。

Type 1 nの鉱酸塩生成反応は、け N化学シフト変化からも検出できる。

" C 、 I'N、 113Cd NMRデ タの総合的な解析の結果、ここで取り上げた

( 2 ) 

( 3 ) 

NH2・・・ M の 形 で存在するとは限らない。単純に分子鎖聞にト錯体は必ずしも

ラッアされた状慾もあり得る。
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54 溶融梅中のイオンの緩和速度:

(し C s ) N 0 ヲ系の L 7 と C ぉ 1 .~ヲ

(北大 E型、 It大r.) '1'十I 諸'Jl・舟木淳 下川紫

NMR RELAXAT10N RATE 1N MOLTEN SALTS 

Li-7 AND Cs-133 1N THE (Li-Cs)N03 SYSTEM 

Yoshio NAKAMURA， Jun FUNAKI and Shigezo SH1MOKAWA (Hokkaido 

University) 

1n this paper we present experimental resul主s on the NMR 

relaxation rate of Li-7 and CS-133 in the molten (Li-Cs)N0
3 

system. The relaxation rates for Cs decrease with increase 

of LiN03 concentration， while those for Li-7 ~ncrease with 

increase of CsN03content. The results are explained in 

terms of the anion polarization model， in which we 

attribute the change iri the electric field gractient at the 

nuclei under stuuy to the polarization of the 弓lectrton

cloud of anions toward the smaller cations， Li+. 

[謹一一五]われわれは先に 2成分溶融塩中の T 1 - 2 0 ちの化学シフトの組成依存性を測

定して、 T 1 +イオンがこのイオンのまわりの化学的な環境を調べる良いアロープである

こ と示した r1 J .特に T 1+ イオンの化学シ フ ト が そ れ を 取 囲 む ア ニ オ ン の 電 子 雲 の 分

極に強く支配されていることが分った。すなわち T 1 +よりもイオン半径が小さいカチオ

ンを導入すると、その聞にはさまれたアニオンは小さいカチオンの方に向って分極する。

こ のことにより T 1 + イ オ ン と ア ニ オ ン の 軌 道の重なりが減少し、 T 1 +の化学シフトは

反磁 性の 方向 に変化する。もし T 1 +よ り も イオン半径が大きなイオンを導入したときに

は 、シフトは逆の方向になる。このアニオンの分極効果はまた核 4重極モーメントをもっ

核種のイオンの緩和速度に現われることが期待される[2 J。本報告では 2成分溶融袋

(し i ー Cs) N0
3

系の中のし --7(13/2) と C s ー 133(1=7/2) の

ス ピン一緒子緩和速度の組成および溢度にたいする依存性を溺定し、アニオン分援を考慮

したモデルによって解析した結果について述べる。この系を選んだ理由は、 2種のカチオ

ンがそれぞれ核 4重 極 モ ー メ ン ト と 十 分 な N M Rの感疫を有し、かつ両者のイオン半径の

差が極めて大きいため、 上 述 の ア ニ オ ン の 分 極効巣が顕著に現われるとが期待されるから

である。

市ーのbq，山



[室一一盛 1試料は市販(和光純薬)のし N 0
3 

をそのC s N 0
3 

所定の量の両成分を狩りとり滋和

( 9 9 % ) 9%) ( 9 9 . 

まま用いた。

1 1 0 0(;で真空乾燥した。ついで内したのち、

径 6m mのパイレックスヌヴラス製の測定管の中

試料を凝[胡のサイクルを繰返して、同虫解で、

脱気したのち封管した。

N M Rの測定には Bruker社の C X Pパ

測定周波数は、ルスド T分光計を用いた。

C s (， (， M H z 1 I -7に対 して は

o 17M  H zであった。日133に対しては

スピン 綿 子緩和時間の測定には通常の 18 0 0 

高温用 NMRプロープ図]一τ 9 0 。法を用いた。高温 N M R ア ロ ープ

b)furnace; c)rf coil; a) s a冊p1 e c el 1 ; の概略を図 1に示す.温度制御の精度は土 1oc 

lock; e)thermocouple; d)external であった。

g)water jacket of AI i n 1 e t ; f)water 

[註呈よ~~ ] 

の中の C s -- 1 ":l 3のスピン格子緩和時間 T
1

T1 の { 直 は温度の上昇とともに t曽加し、また L N 0
3

の

濃度の噌加とともに T1の値は増加している。 図 ヨ に 3 2 5 0(;における C s - 1 3 3の緩

和速度 1/1'1 の組成変化を示す。この績は相手のイオン(し i+

の組成N 03 

と 温 度 に よ る 変化を示した。

c s ) ~2 に( L 

)の濃度の培加ととも
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N 0
3 中の cs 

133の緩和速度の組成依存性

(L -C s ) 図 3中の C s -
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1 3 3のスピン 格子緩和時間

(L  - C s ) 図 2



に減少している のこれに対して図 4に耳、す

ように、浴融(L C s ) N 03 系 [2 I 

および(L K 1 N 03 系 -~の L

7 の緩和速度は相手イオンの濃度と瑚加とと

もに増加している。

溶融塩の中のし-7と Cs-133の緩

10 一守一一一一一一一一一一「一一一一-一一一「

和 では核 4重極相互作用が支配的である。緩
8
 

{
7
0
ω
凶

}

(Li-Cs) N03 

和速度は電場勾配 q の大きさと、その無秩序 t 
なゆ ら ぎ の 根 関 時間によって決まる。 Z容融泡

_-.0.--
3--A-

6U-
f 

_A  
(Li-K)N03 

の中の注目するイオンのまわりの q の値とそ

の動的挙動を理論的 4;::求めることは極めてむ
0.2 0.4 0.6 0.8 

X
MN03 

1.0 O 

っかしい。 W 0 1 n e y ら は [4 ]最近接

のイオンが作る電場勾配が重要であるとして

溶 融塩の中の電気 4 重極相互作用によるスピ

ン 格子緩和速度、( 1 /Tェlq 、をみ:の

式で表わしている。

関 4 (li~CS)N03 系 (2)(285 "C) 

および (li-K)N0
3

系 [3)(283 "C)の

li-7の緩和速度

り~日f ( 1 )日(1 -'00 

と

)2 -一一一一 τ c ( 1 ) 

6 
d 

ここで((1)はスピン凶子、 ((1)"(21'3)11 (21-1)、 Q は電気 4 重 径 モ メント、 dは最近

接イオン周の距離、 ( 1 -，_ )はイオンの電 子 殺 の 分 極 に よ る 効 果 を 表 す 因 子 、 ξ は 1
0・

のオーダーの定数である。 τ は電場勾配のゆ らぎの運動の相関時間である.このiI:を用
c 

いてそれぞれの湿の融点近くでの相関時間の求めると、 10 -l~s 程度の値となり、イオン

閤の距離に対する拡散時間に比べると 1桁短い[2 . 4 ] .このことは、電場勾配のゆら

ぎが注目するイオン を と り 囲 む 反 対 符 号 の イオンの振動的な遜動によって生ずるものであ

ることを示唆している。

2成分の混合 糸に対して( 1 )式を適用する と き 、 簡 単 の た め に わ れ わ れ は τc とどが

組成とともにほとんど変化しないと仮定し、緩和速度の変化は、もっぱら d の変化による

ものとした。 d の変化、IJ.d 、はアニオン分極モデルによれば{雪 1

IJ. d ~→ 2 日 s !( cat X/d;  ( 2 ) 

で表される。ここで aはアニオンの分極率、 s %at は 2種のカチオンのイオン半径の差、

dO は純粋状態 (X C~_ 0 ) の と き の 注 目 す るカチオンとアニオンとの悶の距穏である.イ

オン 半 径 の 異 なるカチオンにはさまれたアニオ ン は イ オ ン 半 径 の 小 さ い イ オ ン の 方 に 分 極

内べ
u

nノ
U

9
u
 



逆の場Lたがって注目するイコfンより初手イオンが小さいときはO.d は正、する 5J 

に対( 1 / T . ) 
1 . x=o 
の比は次式で表

純 粋状態での緩和速度、このことを考慮すると、合は負である。

) x ( 1 / '1'1 す る相手イオン のモル分率が Xであるときの緩 和速度、

される"

6 d o ( 1ノ/1'. ) 1 . X 

¥、 D

¥ 
しi 、¥¥。

¥ 、 o

¥D  
¥、

ー込

( 3 ) 上 1 2 日o.fdat X /ぺ
O
H同

( .l ./ T. ) ，，_n  ( d 1 . x=o 
だだし (L -Cs)N0

3
長において

C s核に対しては負の符号、I.核に対し

トo.d ) 6 

1.5 
Y
F
¥
同
)
¥

7 x 1 0-30 

325日冊、

ヨ

ニ O

。
( C s ) 

ては正の符号をとる。

d 0 

( L 

6 ] m 3[ 

2 7 0 n冊[ 7 ]とし二 Od D 

、、、'u- /)， 

----......、~fì
¥、J・A

、・、、a
“、ーー、

1.0 

同
て計算した値を図 5に示し実験値と比較

ここでは構 造 を 持 つ 硝 駿 イ オ ン を

球形とみなしていること

した。
Cs 

.
J
L
¥
【

)

τC が 組成に

0.5 
よ らないとしていることなどの粗い近似

1.0 

LiN03 

0.5 
-ーづ X

O 

CSN03 
!必 5の結果はアニオンを用いているが、

が共通の混合溶融厳系のイオンの 4主要:挺

( 3 )式による計算値と笑験値図ち緩 和の組成変化がアニオン分極モデルで

との比較

o 285"C • 
良く説明できることを示している。

375・c325'C 6. 
この系の cs - 1 3 3の共鳴周波数 ν

6 x 1 0-5の簡が得ら日d 1 nν/dX  すなわちの組成による変化も観測した。

L N 0 3 の濃度が噌大すると共鳴は高儀場へシフトする。このシフトの量は

N 0 3 系 の T 1 +イオンのときのが~ 1 0分の 1であるが、

この観測結果もまた、イオン半径のより小さい L j+ 

れている

シフトの方向は-K 
L

る
↑

占

め

l
，
で

T

一

(

同
イ オンの導入にh

V
 l

 
-I

 
よって C s +イオンとアニオンとの軌道の重なりが減少するというアニオン分極モデルに

よっ て 説 明 す る ことができる。
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特別講演5 THE EFFECT OF SOLVATION ON THE PARAME.TERS 

OF NMR SPECTRA AND THE STRUCTURE OF 

ORGANOMERCURY COMPOUNDS 工N SOLUTIONS 

Yu.A.Ustynyuk， Yu.K.Grishin and D.V.Bazhenov 

(Departrnent of Chernistry， Moscow State University 

Lenin Hi11s， Moscow 119899， USSR) 

Ana1ysis of extensive 1iterature and proper exper工menta1

deta concerning the effect of solvents on the chernica1 sh工ft

199.. 13 of rnercury-199 and spin-spin coup1ing constants -"Hg - --C， 
199.. 1L  ， 199.. 1 Hg - -'F and -"Hg - -H of symrnetric organornercury cornpounds 

and organornercury s丑1tshas been conducted. A set of parameters 

of solvents， adequate1y describing the observed solvent effects 

within the range of 1inear mode1 has been determined by a method 

of cornp1ete factor ana1ysis. The connection of these pararneters 

with thos巴 inthe sca1es of Taft-Karn1et， pa1m et a1. is discussed. 

The nature of intermo1ecu1ar interactions in the solutions of 

organorn色rcurycompounds are touched upon. The geornetry of dirne-

thy1rnercury and bis(trif1uoromethy1)mercury has been investigated 

in severa1 nernatic 1iquidcrysta1 solvents using the NMR technique. 

The nature of the obtained geornetry variations are discussed. 
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55 ラジオ波位相差の NMRに よるお定

(日本電子〈株〉 生体計説tl学研究室) 藤原敏道，永山国昭

Measurement of Radiofrequency Field Phase by Pulse NMR 

Toshimichi FUjiwara and Kuniaki Nagayama (Biometrology Lab. JEOL Ltd.) 

A method for measurement of an RF field phase difference using a 

multipulse sequence is presented. The pulse sequence consists of two kinds 

of 180.pulses whose phases and field strengths are arbitrary. This sequence 

mainly amplifies the phase difference. and transforms the phase difference 

into a rotation angle about the z axis. By eliminatlng a systematic 

deviation arising from the RF field inhomogeneity uSing a phase cycle. we can 

determine the phase difference with accuracy of 0.1 0
• We have also applled 

this methoq to measur巴ment of RF field phase "differences of decoupling fields 

which can not be directly measured through detectable magnetization. 

はじめに

パルス NMRの実験では、 ラジオ波の位摘を正確に知る必要がある。それは、広帯域デ

ツカプリングや HOHAHA、 溶 媒 シ グ ナ ル 除去などに使う多重パルスでは、ラジオ波位

相が 1。程度ずれでも結果に大きな影響を与え;sことがあり、 また、通常の実肢でもラジオ

波強度を変えるとその位相が大きく変わることがあるからである。 このような場合に、 N

MR  によるラジオ波位相の測定法としては、単一パルスで励起したスピンの位相を通じて

測 定する方法と、多重パルスがスピンに与える合成回転からラジオ波聞の位相還を測定す

る方法がある.前者の方法では、 その測定精度は 20

程度であり位相の粗い測定に適してお

り、後者はラジオ波聞の位絹差を増幅できるので精密な測定が可能となる.後者に関して

は、多重パルスで位相差を増幅できることは知られているが (1)、そのままではラジオ波強

度 の不均一性などパルスの不完全さのため精密な測定はむずかしい.

今回は、 ラジオ波強度の不均一位などの彫著書を除いて位栂差を測定するための多重パル

ス法を述べ、それより位相差を高精度で決めることが可能なことを示す。 また、 この多重

パルス系列を用いて、非観測核デッカプリング周のラジオ波間の位相差を測定できること

を示す。

1 .多重パルスによるラジオ波位相差の測 定

2つのラジオ波パルスの位相差を測定するパルス系列は、その位相差を増幅し、かつラ
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ジオ波強度の不均一性の影響を除き、測定精度を向上させる必要がある。 このような要求

を満たすパルス系列の中で単純なのは、

9 0正(1 8 0よ 180;:)11 Acquisition [ 1 ] 

である。 ここで品と bはラジオ波の位相で(b - a )が測定する位相差である。 2つの

180  。パルス、 1 8 0 a.と 18 Ob は、 フ I}、立プ角が同じなら磁場強度は異なっていても

よい。 このパルスの (180~180b)n の部分は、オフセットが o H zの場合 112スピン

に対して回転輔が z紬方向で回転角が 2(b-a)の回転を与える。 この回転から位相差を

決 め る た め に は、パルス系列[1 ]のように 90'; パ ル ス で 作 っ た 横 磁 化 の nに依存した位

相を測定する。 さらに、 o . 1。程度の精度で位格差を決めるためには、ラジオ波強度の不

均一位やパルス緬の設定誤差を考慮した解析を行う。

以下では、 このパルス系列の応用例とし τ、定常的な誤差を含んだ r9 0 。位相シフト Jの

実際の大きさを決める方法を述べる。

[ 1 ]のパルス系列で b一品 9 O. + 8、 〈θ90 。シフトの定常的誤差〉とすると、

観測される位相停は、

持 =-2n8+c

図}. パルス系 列 [1 ]により、磁化

ベクトルが回転する様子。 乙の図では、

パルス系列[1]は、 9 0 ~ (1 8 0 ;.， 

1 8 0 ~ )2 である。 z方向を向いた熱

平衡磁化は最初のパルスで、 + x方向

を向く。続く 4つの 180。パルスで磁

化 は図のように OA軸上へ移動する。

この時、 ζAOXの大きさは、 ζ X  0 X ' 

の 4倍つまり 48である。このように

(180Q 180;')2 のパルス系列は、

位相差の 9 0 。からのずれ老衰す角 θを

増幅する働きがあ 15.

(c :任意定数、 n 偶数〉 [ 2 ] 

Z 
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となる〈図 1参照)。ラジオ波振幅の不均一位などがある時は、[2 ]式中の@を次式の EI'で

E置き換えねばならない。

6'08 n-1 {E'/4+ (1-['/4) 8 n6} 

。< <1 なら

包手/4+8

[ 3 ] 

[ 3] ， 

ここで子/4はラジオ波不均一性の大きさを表す量である。[3 ]式はハミルトンの 4元数

図 2. パ ルス系列[1 ]を用いて測定し

た 時、パルスの繰り返し nに依存してシ

グナルの位相が変わる緩子。 この時のラ

ジオ波位栂差は b- a 9 1。 つまり

6 =。である。測定は JEOL-GX

4 0 0 (1 Hの共鳴周波数 400MHz)

で行い、位相シフトは o(digital)ー

o F F S E T U N 1 Tで行った。試料

は 596D20/H20、 ラジオ波振幅は

2.4kHz 、オッフセット周波数は

o k H z 。

図 3， パルス系列[1 ]で損 o
定した時、 シグナルの位摘が

パルスの繰り返し nに依存ず

る様子。図 2は 6 = 。と同じ

。
¥
@

実験である。 θo  。、 1¥2• -100 

に対応する位相差は b一品=

9 0 ¥9  1¥92.。 グラフの

傾きは 26'=2(6+子 /4)

である([ 1 ]、 [2]式参照〉。

従って 6= 0 。の時の傾きはラ

ジオ波強度の不均 一 性 な ど に よ

る。

38 

-200 

O 10 20 30 40 
n 
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を用いると簡単に求め られ る (2). [3]'の近似式は、 10%程度のラジオ波強度の不均一

位 があっても位相差 o. 1。程度の精度で成り立つ。図 2と図 31<:[2]式と [3]'式の関係が

成り立つことを示す.

次に、[3 ]'式で手/ 4と@を分献する解析t去を示す。 子/4 を求め~ために、定常的な

誤差を含んだ 4つの 90 。シフトつまり (a， b) (0 。、 90'+ 81)、 (90'+81、

180'+81+θ2 )、 (180'+81+82、 270'+81+82+83)、 (270'+

81+82+83、 0'+ 8 1 +θ2+83+8，)について測定し、傾きより求まる 8' (図 3参

照〉をそれぞれ OI'、 8，'、 83'、 8';とする。 この 4つの位相差の和は、定常的誤差があって

も 360'=0。なので、 つまり 81+82+ 83+8.=0 。なので、

4 

['(90'+8ジ = 子[4 ] 

となる. この手を用いて [3]'式より、定常的な 4つの位相差の誤差を求めることができる。

また、ラジオ波 の位相差が 90 。からもっと離れている場合には、上述のようにして求め

た 予と測定量 8'より、 [3]式を用いて正しい位格差 (90'+8)を知ることができる。

2、非観測核照射用ラジオ波の位相差測定

デ ッ カ プ リ ン グ周ラジオ波のように、励起した信号を直披観測できない場合には、図 4

の パルス系列を用いて、デッカプリング用ラジオ波の照射で展開した横磁化を Jの相互作

用 で観測核 S1こ移して測定する. ただし樹定は、 AXスピン系を用いて行い、 ラジオ波の

周 波数オフセットは oH zに な る よ う に 設 定 する。図 4中 (180';' 180b)nの直後で

の Iスピンの検磁化の y 成分と x成分は、 Iスピンへの 90 。パルスの位摘をそれぞれ:ty

と:txにすることにより、 S磁化の強度として 測定できる。こうして得られた Iスピンの

向き〈位相〉から、前節と同じように解析して正滋なラジオ波位相差を求めることができる.

図 4. デッカ プリング周ラジオ

波の位相差を測定するためのパル

ス系列。このパルス系列は、 1)フ

ォーカス 1N E P Tから 180。

パルスをすべて除き、その長初の

励起パルスの直後に(1 8 0よ

180b)nのパルスを掃入した

ものと同じである.
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56 芝主査タミト N M: R の言語タミ示角率有包 N M: R ¥  の~. F百

(電総研 o亀井裕孟， 片 山義朗

Application of Differential Detec七ion Method in NMR Spectroscopy 

Hirotake Kamei and Yoshiro Katayama 

(Electrotechnical Laboratory) 

A method to eliminate the solvent signal and to detect the minute change in the 

signal intensity by the use of conventional digital wave form memory was devel司

oped. The solvent signal suppression was found to be -57dB. 

1. はじめに

生体あるいは生 体 物 質 の NMR測定.では， 巨大な信号と共存する微弱な信号の検出や，

微少な信号強度変 化 の 検 出 が 要 求 さ れ る 場 合 が多い. これらの信号強度あるいはその変化

量が A / Dあるいは D / A変換時に 1 ピット内に入ってしまう場合には信号あるいはその

変化を検出することができない. 担IJ定 系 の ダ イナミックレンジを十分に大きくすればこの

問題は解決するが， それには限界があるため， 特殊なパルス列や差分法などを用いること

によって， 微弱な信号や微少な信号強度変化を検出することが行なわれている.

われわれは既 に大脳の活動にともなう局所血流量の微少な変化を検出する手法として差

分 N M R 法を開発し， 入閣の大脳半球機能差の視IJ定を行ない， 脳機能に関していくつかの

新じい知見を得ている. 今回は差分 NMR法をスベクトロスコピに適用することを試みた.

こ の 手 法 は 市 販の高分解能 N M R スベクトロメータに若干の改造と付加装置を加えるだけ

で， 簡単に E大信号と混在する微弱信号や微少 な信号強度変化を検出可能とするものであ

る. まだ予備的な実験の段階であるが， 一応の結果を得たので報告する.

2. 差 分法

A / D変換器のダイナミ y クレンジの狭さを補うためには， ア ナ ロ グ 信 号 に お い て な ん

らかの方法で不要な巨大信号を除去してやればよい. これには差分法を用いればよい. 差

分法としては 1) 差 動 コ イ ル の 使 用 2)平衡検出器の使用 3)基準信号と差動増幅

器の使用などが考えられる 1)の方法は検出コイルの幾何学的寸法務度および電気的特

性を十分に揃える必要があり， これらが十分でないと， 巨大信号を大幅に低減させるとと

が困難であるとともに， 基準信号を与える試料， 例えば溶媒， の信号も同時に測定しなけ
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ればならないので， 測定試料の作成が煩雑である. また， 磁場の不均一性の影響を受け易

いといった欠点もある 2)の方法は不要信号 の 抑 圧 率 を 大 き く で き る 利 点 が あ る が ， 試

料作成の煩雑さおよび磁場不均一性の影響は 1)の方法と変わらない. 試 料 作 成 の 容 易 さ

およ び 手 法 の 汎用性を考慮してここでは 3 )の手法を採用した.

3. 実験

母体となる NMR装置として J E 0 L .G X - 2 7 0型スベクトロメータを用いた. 差

分 N M Rシステムのブロ y ク図を図 1 に示す. データの取り込みおよび書き出しのための

いfV'.r-

-・←← F 

図1. 差分 NMRシヅテムのプロック図.

同期信号は G X - 2 7 0 スベクトロメータから光ファイパ・デ 4 ジタ Jレ・レシーパを介し

て 取 り 出 し て 用 いるとともに， 光ファイパ・デ ィジタル・トランスミッタを介してスベク

トロメータに戻している. 抑圧すべき信号あるいは基準となる信号は一旦ディジタル波形

記憶装置に格納する. これらの信号は観測パルスに同期させて読みだし， ア ク テ ィ プ フ ィ

ルタを通してスムーシングする. これと観測パルスに伴う F 1 D 信号とを， 差動増幅器に

入力し， それらの差信号を取り出す. 差動増幅 器の利得を調整して出力信号が最小になる

ように調整する. 溶媒が巨大信号を与える場合における微弱信号の検出には， 基 準信号と

して純溶媒の信号を用いることができる. デ ィジタル波形記憶装置としては岩逮 D M-

501型を用いた. 差動増幅器およびアクティプフィルタは自家製である. 差動増幅器の

出力 はスベクトロメータに戻しフーリエ変換など通常のスベクトル鋭置IJ と同様の操作を行

内

L
q
ぺ
u

n
L
 



なう.

4. 結果

巨大信号抑圧の様子を図 2 に示す. 試料は蒸留水で信号の右半分だけが示しである. 図

a 

b 

U-‘ 

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 

図 2. 水のプロトンスベクトル a)通常のスベクトル b)差分

スベクトル， 信号抑圧比は約-5 7 d B. 

2 aは通常の信号である. 信号 中央 部に おけ る落込みは G X - 2 7 0の演算部への信号取

り込みを 1 チャネルのみで行なった結果である . 図 2 b は 差 分 ス ベ ク ト ル で ， 水の信号は

約 1/700 (-57dB) に抑圧されている . 差動増幅器の利得を調整することによっ

て， この程度の抑圧比は容易に得ることができ る. この結果は観測系のダイナミックレン

ジを 7 0 0倍に広 げ た こ と に 匹 敵 す る .

微弱信号検出の例を図 3 に示す. 試料はエタノールの O. 0 4 モル%水溶液である. 図

3 aは通常のスベクトル b は差分スベクトルで基準信号としては水を用いている. 積算

回 数は 1 0回である S/Nは十分ではないが辛うじてエタノールのメチルプロトンの信

号 を認めることが で き る . メ チ レ ン プ ロ ト ン の信号は確認できない.

以上， 高分解能 N M Rにおける差分法の適用の初歩的な実験結果について述べた. この

結果はディジタル波形記憶装置を用いた差分法が十分実用になるものであることを示して

いよう. 現在 4 チャネル担tl定への拡張を進めておりその結果についても報告する予定で
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ある.

a 

b 

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 

吋Z

図 3. エタノール水溶液のプロトンスヘクトル")通常のスヘヲ

トル b )差分スベクトル， ↓印がメチルプロトン.
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23 NUTAT10N NMR OF ~~Na 

Hiroshi OHK1， Nobuo NAKAMURA， and Hideaki CH1HARA ( Osaka University ) 

Nutation NMR is a promising technique for examining quadrupole interactions 

of nuclei particularly when more than one nonequivalent sites exist for a 

quadrupolar nucleus and it undergoes hopping mむtion， One may then expect 

that different quadrupole interaction will cause the spectrum to split in 

one dimension thus giving a clue to separate different motions. As a step 

toward such studies， we attempted to apply this new method to 1=3/2 and 

derived the explicit formulae for the nutation 2D spectra and prepared 

a computer simulation program. The program was tested by fitting the spectrum 
23 with exper~mental one for ~~Na in polycrystalline NaN0

2 
and NaHgC1
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58 軽水溶液のNMR測定におげる 1τパルス法の改良

(日本女大家政・日本電子生体研) 0高橋征三・永山 国昭

A Novel 11 Pulse Method for the NMR Mesurement of Acqueous Solution. 

Seizo Takahashi and Kuniaki Nagayama ( Japan Wo温en'sUniv. & JEOL Ltd.) 

A new method宵asproposed by means of a linear combination of 11 pulse train 

with assymmetric pulse width. The conventional 11pulse圃etbodsuffers fro. two 

main drawbacks， namely (1) rather poor solvent resonance suppression and (2)bas.e 

line rolls due to the remaining solvent water resonance. We found tbat tbe 

radiation damping . substantially hampers tbe selective excitation and that the 

curved baseline was resulted from the dispersion component of tbe solventreso-

nance. They were effectively cancelled by taking a linear combination of the 

spectra with different pbase in tbe solvent resonance. Tbe resultings pectra 

give flat baseline keeping the filter characteristics of 11 pulses. and the sup-

pression efficiency of the solvent resonance is quite often better than tbat 

from the 1331 pulses. 

水素結合や分子の溶媒との相互作用は分子構造を考える上できわめて重要である.その

意味で軽水中で測定される excha.ngeableprotonのNMRスベクトルは生体高分子の構

造や運動の研究にしばしば貴重な情報をもたらす。しかし現在のところ軽水溶液の測定は

それほど普及じていない。その理由は通常10mM以下の試料濃度に対して軽水の濃度は110

Mに相当するので，溶媒の信号だけを選択的に1/1000程度に抑制する必要があるが，現

実にはそれほど簡単でないからである。

パルスFT法におげる選択的溶媒信号抑制法として主に選択的照射法や選択的励起法が

梗われる。選択的照射法は調定が簡単であり，この方法が有効なときは常に好ましい遭択

肢とされる。しかしこの方法で測定できるのは比較的溶螺との交換速度の遅い protonの

信号だげであり，実験対象が限られる。その点，選択的励起法はより一般的である.選択

的励超法としては昔から数多くの方法が提唱されてきたし，現在でも毎月のように新しい

方法が提唱されている。この事実は，どの方法も一長一短があり，まだ決定的な方法がな

いことを意味している。

選択的励起法とは，パルスと短いdelayを組み合わせた，一連のパルス列で励起する方

法である。普通そのパルス列は時間軸に対して(反〉対称の形にする。そして最後のパルス

で溶媒の磁化ベクトルはZ軸に戻るが，溶媒と異なる化学シフトの信号は，一連のパルス

列の聞に， XY面に展開されるようにするのである.これは溶媒信号の周浪数にスベクト

qu 
q
d
 

q
b
 



ルの穴を作ることに相当する。当然構成するパルスの数が多いほど flatで sharpな穴

が作れるし，穴の幅が大きいほど溶媒信号抑圧比は大きくなる。しかしパルス列が複雑に

なればなるほど，周波数ごとの位相回りが複雑になり，高次の位相補正が必要になる。そ

して位相補正が大きいと，どうしても付加的なベースラインのうねりが避けられない。従

って選択的励起法とは，最も少ない数のパルス列で，フィルタ特性と位相変化を満足させ

る，妥協点を捜す問題に帰着する。 z
[ 1 iパルス法の特徴]

11パルス法は最も単純で位相特性も素直で

あるが，溶媒信号抑圧は通常1/300程度で

あり，最悪の場合1/50以下のことも珍し〈

ない。従って残存する溶媒信号の影響は他の

方法に比べて最も強く，そのままでは低濃度

の試料の測定には適していない〈図2a)0 しか

し11パルス法だげが，sinωのフィルタ特性を

① 
receiver phase 

450x 450

-x 

持つので，溶媒のごく近傍の信号でも励起で . . 

きる。さらにこの方法は励起スベクトル幅が E r: I 
最も広く，常磁性スベクトルなどを測定する } 〆¥ ヶ t

とき，これ以外の方法は実用的でない。従っ ① ⑧ ③ 

Y 

て溶媒信号抑圧比が高くて1iパルス法の長所 図1磁化ベクトルに及ぼす放射減衰の影

を持つ選択的励起法が，一つの望ましい方向 響:放射減衰窃があるので2番目のパル

として追求されるべきである。 スの直後では@の分だけY軸方向に傾く

[諮媒信号の残る理由]

H20の線幅は2H量O中よりもかなり大きく，しかも flipangleによって綜幅は顕著

に変化する。軽水溶液中では radiationdamping (放射減嚢〉が効くからである。もし11

パルスで設定する， 100μ秒オーダの短時間の delayの開でも，放射減嚢が影響するなら

ば，その聞に図 1の昏の分だけZ軸に近づくため， 2番目のパルスが1番目のパルスと同

じ長きだと，溶螺の磁化ベクトルは決して Z軸に戻らないことになる。図 1の場合，溶質

の信号はX軸方向に展開されるので，溶媒は溶質に対し位相が900ずれ，諮媒の分散スベ

クトルが溶質の吸収スベクトルにかぶってくる(図2a)。そして 1番目のパルス幅を多少大

き目にすると，信号抑圧比は向上する(図2b)。ただし放射減産の欝響@はY軸面内に必ず

しも限られるわけではない。事実， X方向の成分を補正するために，第2パルスの位相を

60ずらすと信号抑圧比はさらに向上した。理論的には，fiパルス以外の例えぽ133iパル

スでは放射減哀の影響は大部分打ち消されるはずであるが，実際は図2dに示すように分散

成分が少なからず残る。一般に最後の delayやパルス幅の微調で信号抑圧の程度は顕著

に向上するし，溶媒信号の位相は倒す角度やオフセット位置など，測定条件に著るしく左

右される。 11パルスの場合，パルス幅やパルスの位相の微調だけで，信号抑圧比を 1桁
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以上向上させることは極めて難

しいようだ。

[測定上の問題]

選択的照射法や励起法で残る溶

媒の大きさは， 50Hz以上離れた

磁場の不均一成分をいかに小さ

〈するかによって決まる.した

がって半値幅やspinningの有無

はほとんど関係しない。猷料ご

とに毎回高次のシムまで丁寧に

合わせることが肝要であるが，

実際はなかなか難し〈熟績を要

する。実際，種々の理由で2H-

Lockを使う現在の装置は軽水器

液の測定に使い易くない。

[複合パルス結合法]

溶質の信号に対して，溶蝶の

信号の位相が異なる 2種類のス

ベクトルがあれば，ぞれらを足

し合わせて，溶蝶からの分散ス

1500 1000 500 -500 ・1000 -1500 

HZ .，.... 

国2a従来の対称1Iパルスによる 400KHz'H-NKRスペク

トル:試料はアミノ酸分析用標準溶液(15副)を重水で

10%希釈したもの。パルス幅 7.017.0μs(450
) . delay 

time 250μsの条件下で4囲積算した。

b 

埠

ベクトル成分を打ち消し合うこ 園生非対称11パルス〈パルス輔 7.1/7.0μs)によるス

とができる。この方法を複合パ ベクトル:溶媒情号が小さく位相が上国と逆転する.

ルス結合法と呼ぶことにする。

以前，本討論会でJRとSJRパルス

や1iと121パルスの組み合わせ

が有効なことを報告した'， 2)。

しかしこれらの方法は必ずしも

1iパルスのフィルタ特性が生か

されていなかった。今回，上述

の考えに基づいて，1Iパルスだ

げで2種類のスベクトルを構成

することに成功した。つまり11

パルスの最初のパルスの幅を徐

々に大きくしてい〈と，ある時

点で港蝶信号の位相が逆転する

ものが得られる(図2b)。そのス

港媒の位相ほ第 1パルスの微調で自由に調整できる。

c 

HZ 

1500 1000 500 -500 -1000 ・1500

函202aと2bのFIDを1:3.5の比率で加えて得た結合スベ

クトル:2bの場合，パルスの微調で信号抑圧比が3.5倍

向上した。比率は条件によって異なり，毎回試行錯誤に

よって求める。 中心付近のスパイクは spinningside 

bandである.
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ベクトルを元のスベクトル(図2 I d 
a)と一定の量比で足し合わせる

と平坦なベースラインを持つス

ベクトル〈図2c)にすることがで

きる。このようにして得られた

スベクトルは溶媒信号の強度が

1/5000程度になり，同一条件で

測ったとき， 133Iパルス〈図2d)

を凌駕していることが分かる.

このように1Iパルスの結合法で

容易に1/1000......1/5000の信号抑

圧比を得ることができる。

[複合パルス結合法の特徴]

最大の特徴は flatな base-

1ineが得られることであろう.

元の対称lIパルスでは水の近傍

にαプロトンの僑号が観摘され

るはずなのに，湾曲した base-

lineのせいで，明確でない〈図

2a)。つまり結合法によって初

めて1Iパルスの特徴を活用でき

図2d同一条件で測定したときの133Iパルスの結果:

溶媒信号抑圧率が 2cより多少劣るだけでな<，水から

500 Hz以内の proton信号がほとんど消えτいる.諮

質信号の位相も位置により微妙にずれる.

山

PPH 

るようになったといえる。 図3 単独の非対称1Iパルスによって得られるスベクト

溶媒信号からの分散成分を除 ル:パルス帽をうまく微調すれば1Iパルスだけでも分散

去するだげならパルス幅の微調 成分をなくすことができる。ただし溶媒信号の抑圧効

だげで可能である(図3)。パル 果やbaselineの平坦きは複合パルス結合法より劣る。

ス幅だ~tでなく，パルスの位相

も微調できれぽさらに簡単である。パルスの位相を変えることは，スベクトルのオフセッ

トを変えること為等価なので，溶媒信号の位相は磁場や電気系の変動で鋭敏に変動する。

今の装置の性能から考えて，この方法では結果が不安定になる可能性が高い。

複合パルス結合法は，今までのアプローチと全く発想が異なり，できるだけ単純なパル

ス列に回帰することを求める.原理的にはどのパルス列との組み合わせも可能であるが，

その効果は1Iパルスが一番大きい。実際.1Iパルス結合法の溶嫌信号抑圧効果は，決して

選択的照射法に劣らないし，大部分の生体分子の測定に必要十分だからである。1Iパルス

結合法は，選択的励超法として，現状における最善の妥協策であろう。

[文献1(1)高橋征三.C.ホー :第23囲NMR討論会講演要旨集 13(1984) 

(2)高橋征三，永山国昭:第26回NMR討論会講演要旨集 67(1987) 
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59 選択 的 INADEQUATE法

日本電子、 B本ロシユ人東大応微研事事、

O大内宗城、河野静江、今成司、児玉佳子志、滋戸治男..

The INAOEQUATE experi隅芭 nt gives responses only fro隅 ho問。nuclear-coupled spins， 

such as the "'C-宝8C satell i tes;one for圃 of this experi圃ent is the ultimate 

聞ethod so for as tracing the skeletons of organic 田olecules is concerned. 

Unfortunately it is also just about the least sensitive experi聞ent.

It is very difficult to 冊easure 20-INAOEQUATE spectru田， so田eti冊es.

Then we propose new selective INAOEQUATE 圃ethod.

く はじめに〉

有機化合物の構造解析において種々の NMR測定法が使用されている。水素核等の同種

核問のスピン解析においては、 C0 S y， Relayed C 0 S Y， H 0 H A H A等の二次元 N

MR法が、異種核問のスピン解析においては、 H-C COSY等の二次元 NMR法が使

用されている。 最近、水素核唱を観混ずる異種骸間の二次元 NMRの繍発により数 mgの

試料量でも構造解析が可能となった.しかし、 縮合環を持つ化合物で水素核と直鎌結合し

ていない炭素においては、異種核開のスピン結合がない、または、小さい (nJ XH が 1-

2 H z以下)ことが あり 、こ のよ うな 場合 種々の二次元 NMR法が利用できない。

この場合、唯一、多量の試料老使用した INADEQUATE法 の 利 用 が 考 え ら れ る .

この INADEQUATE法は、日 C-".Cサテライトのような問種核スピン結合の相関

を得て有機化合 物 の 炭 素 骨 格 の つ な が り の 情 報を得る上で強力な手段である.しかし、天

然存在比約 1%のサテライト信号を検出するため最も感度の悪い測定法の一つでもある.

この INADEQUATE法には、一次元 NM R f;去と二次元 NMR法 の 二 種 類 が あ る 。 数

百mg以上の多量の 試 料 量 を 使 用 で き る 場 合 、二次元 INADEQUATE法は、炭素骨

格のつながりを得 る た め に 非 常 に 有 効 な 方 法 であるが、数十 m gの試料量では検出不可能

であ る 。 乙 の た め一次元 INADEQUATE法のスベクトルよりは Cーは Cのスピン結

合定数を測定し、 13Cーは Cのスピン結合定数の違いによりスベクトルの解析を行うと良

い。しかし、織合 環 を 持 つ 化 合 物 や 炭 化 水 素 化合物では、日 C-1." Cのスピン結合定数が

ほぼ同じであり、結合定数によるスベクトルの解析が不可能となることが多い. これら

の欠点を舗う目的で新しく選択的 INADEQUATE~去を翻発した。今回、この選択的

INADEQUATE法を 2ーオクタノー)J.，およびクヱルセチンに応用したので報告す忍。

〈方法〉

この選択的 INADEQUATE法には、 Kesslerらや降旗らが使用している選択的助
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起パルスの応用、および降旗らの

選択的飽和の応用が考えられる。

このパルス系列:を図 1tこ示す (な a)

お、水素核のスピンは完全デカツ

プリングしている〉。
b) J t亡こL二コ U U\^^^~ d) 

図 1品は、通常の一次元 INA

)t，.ス系列であり、図 1b - f は選

C}hf:1いe

，.fl.，.fl門̂ ・̂勢拡・ I10-，刊川
択的 INADEQUATE法で使f) -+1 ~ 

A 
周されるパルス系列である。 図 1 ，=1/4Jcc 11.=10 ~ s 

b， c は、最初の非選択パルスを 図 1 選択的 INADEQUATE法のパルス系列

長方形および si n c関数の選択パルスで置き換えたものである。 図 1d ， e tま、 最後の

非選択的パルスを長方形および si n c関数の選択パルスで置き換えたものである。 図 1

f tま、 二つの 1N A D E Q. U A T E ~.去のパルス系列の簡である特定のスピンを飽和させ、

飽和と非飽和の聞で差を取る方法である。図 1b ， dの選択 J¥Jt，.スの出力が 9 0 。パルス

舗で 5m s ecとなるように RF減衰器で低下している。

〈 結 果 〉 品. 2ーオクタノー)t，.への応用

13 C - 13 Cスピン結合定数がまったく同じ例として 2ーオクタノールを取り上げ、 図 1

bのパルス系列を使用した 2ーオクタノールの結果を図 2に示す。 図 2a t孟遥需の 1 H完

全デカップリング 13C NMRスベクトルである。 図 2bは、通常の 1NADEQUAT 

Eのスベクトルである〈 τ=7msec) この INADEQUATEスベクトルから 1

位と 2位の炭素問のスピン結合を除き、他の スピン結合定数は約 35 H zであることが読

み取れるが、 このようにほぼ同じスピン結合定数を持っている系において、有機化合物の

骨格のつながりについての情報を得ることは困難である。 そこで、 図 1bのパルス系列

を使用し、 5位の炭素を選択的に励起した選択的 INADEQUATEのスベクトルを図

2 c t<:示す (2r=15I1sec)。 このス

d) 
ベクト)t，.では、選択的に励起した

5位および 5位とスピシ結合した

什い

c) -山

4位および 6位のみ信号が残って

いる。 このように、目的の信号の

みの検出が可能となり解析が容易 b)

となる。なお図 2 b 、 cのスベク 2 2-0ctanol 3 

ト)t，.の測定に要した時聞は約1.5 とH3とH8H2とH2るH26H2己H26H3
OH 

2 -オクタノ-)t，.a) 時間であった。
PPM 

の二次元 INADEQUATEの ro ~ ~ ~ ~ ~ ro 

スベクトルは省略するが、その測 図 2 2-;tH}-}Vの選択的 INADEQUATE法のスベクトル
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この選択的 INADEQUATE法の使用によっ定に要した時間は約 12時間であった。

図 1cのパルス系列を使用し 5位を遺このように大幅な時間の短絡がはかられた。て、

択的に飽和した 2ーオクタノー)J.，の選択的 INADEQUATEのスベクトルを図 2dに

同様の結果が得られた。示すが、

b .クヱルセチンへの応用

この化合異種核聞のスピン結合のない例として、クヱルセチンを取り上げ説明を行う。

物は水素が少な〈構造解析を行う場合、 n J CHのスピン結合定数の測定や異種核二次元 N

MRスベクトルの 測定 が非 常に 重要 な手 段と なる。図 3 bに示すように C 0 L 0 Cスベク

トルにおいて、水素核とスピン結合のない 3位と 4位の二個の炭素に相関ピ}クが検出で

また、感度の良い HMQC及び HMBC法をきず、骨格炭素のつながりが不明確である。

使用しても 3位と 4位の二個の炭素に相関ピークが検出されず、骨格炭素のつながりは不

NMRス図 4 bのクエルセチンの水素核とカップ)J.，した."C このま霊由は、明確である。

ベ クトルよりわか る よ う に 、 水 素 核 と ス ピ ン 結合がない炭素が二個存在しているためであ

る。一次元 INADEQUATE法でけ C-." Cスピン結合定数を測定したスベクト)J.，を

しかも 4位と 10位の図 4cに示すが、スピン結合定数は 57-70Hzの範囲であり、

スベクトル解析が非常に困難である。約一ように同じスピン結合定数を持つ炭素が多く、

日を要し二次元 INADEQUATE法の測定を行ったが目的の炭素に相関ピークが検出

できずスベクト)J.，解析が不可能であった。そこで図 1eに示すパルス系列を使用し 17 6 . 

3ppmの 4位の炭素について選択的 INADEQUATE法(.T = 4 . lmsec)で

このスベクトルよりわかるように 4位の炭素と結測定したスベクト ルを図 5c eこ示す。

合している 3位および 10位の炭素のみに信号 が 検 出 さ れ 、 確 実 な 解 析 が で き た 。 二 次 元

INADEQUATE法で検出が函重量な試料でもこの.選択的 INADEQUATE法を使

5. .. 3' 3 
7 - 9 4'2 用ずることによ

り構造解析が可

:1官

PPM 

180 160 140 120 100 

い一
能となった。

bl 

11. 
回

目。

ト50H

ケェルセチンの異種核開格闘二次元 NMRスベクトル

H 

'" 

H-C COLOC 

F
H
U
 

A
性

向

L

図 3



山Åy~~~-ÅyJf
Que.rcetln 

b)~ ょ~~ _~_ ~L_ 一一八一
HO 

a)~~~工~~X
図 4 I去のスベクト J!，.

d) lsel. 

c) 

b) 

3 

a) 

PPM 

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 

図 5 ケヱルセチンの選択的 INADEQUATE法のスベクトル

〈 まとめ 〉

多数の炭素の つ な が り を 何 時 に 測 定 す る 場合は二次元 INADEQUATE法が非常に

有 効であるが、単 一の 炭素 のつ なが りを 測定する場合にはこの選択的 INADEQUAT

、E法の方が有効であり情報を短時間で得ることができる。 この選択的 INADEQUAT

E 法を数値の炭素について繰り返して測定すれば複数の炭素のつながりの情報を得~うえ

でも有効な手段とな忍. さらに、二次元 IN ADEQUATE法で測定できない数十 mg

の試料量でもこ の選択的 INADEQUAT E法では信号を検出することが可能である。

1 . A.Bax， S.P.Ke圃psell，R. Free圃an，J. A瞳 .Che圃.Soc.1旦主 4849 (1980) 

2. A.Bax， R.Free圃an，T.A.Frenkiel， J.A田. Che圃・ Soc. 1旦主 2102(1981) 

3 .降旗一夫、瀬戸治男、大内家城、第 2 4回 NMR討論会要旨集 1 985  (筑波〉

4. H.Kessler， H.Oschkinat， C.Griesinger， II.Ber圃el J .門agn.Reson.，1金 106(1986) 

5. 降旗一夫、灘戸治男、大内家娘、第 2 5回 NMR討論会要旨集 1 986  〈東京〉

6. 降旗一夫、編戸治男、大内家鎗、 第 26図 NMR討論会要旨集 198 7 〈大阪〉

7. J.Y.Lallo圃and畠nd問.Dutei1. Org. 門agn. Reson. ~ 179 (1977) 

-246-



60 Selective HOHAHA-CHl去の構造解析への応用

。
〈東大応微研〉降旗一夫 瀬戸治男

Application of selective HOHAHA-CH method to structure studies of complex molecules 

Kazuo Furihata and Haruo Seto 

(工ns七itu七eof Applied Microbiology. University of Tokyo) 

Two lD NMR techniques. selec七iveHOHAHA C-H method and sem1selective HOHAHA C-

H me七hod are proposed which are based on ob七品1n1ng 1D differ、ence spec七ra. The 

former、methoduses a modif1ed pulse sequence of HOHAHA C-H COSY w1th selec七1ve lH 

irradiation and MLEV-17 sp1n locking pulse. In the lat七er method， MLEV-17 sp1n 

locking pulse is replaced by alterna七ivephase sp1n lock1ng pulse to fac11itate七he

excitation of the narrow lH region.. 

These techniques are advantageous 1n cases where a 11~1ted amount of 

information is required for detecting proton-proton connec七1v1t1es 1i1 the crowded 

regions of 七he proton NMR spectra. The1r applica七10n 18 h1ghly prom181ng 1n the 

struetural analys1s of comp11cated natural products. 

はじめに

二次元 NMRの出現により、天然有機化合物の構造解析は非書官に容易になってきた.特

に HOHAHAや HMBC1:去は、今まで有昔話主研究の対象になりえなかった化合物に対しでも NMRに

よる構造解析を可能にしてきた。しかし、 N門Rによる複雑な化合物におけるメチレン間

の結合の証明は依然として毘難な問題として残っている。その原因の一つは、 T2の速い

メチレンシグナルのクロスピ』クの観測が 5/Nの低下のために困難となることであり、

もう一つは、メチレン閑の化学シフトが近接しているため、解析が不可能となるためで

1) 
ある。このよう な 問 題 を 解 決 す る 方 法 の ー っとして、二次元 HOHAHA-CH法の一次元化を

試み非常に良好 なデータを得ることが出来たので報告する。

主韮

図 1に 5eI ecti ve HO村AHA-CH1.去 のパルス系列を示す.この方法の原理はプロトン Nf1R
2) 

の saturaもi0 n;差ス ベク トル 法と 同様 であ り、ある特定のプロトンを飽和した場合と、し

ない場合の差をとることにより、プロトンープロトンの磁化移動を分般の良いけC-NHR

で観測するものである。

円
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s pin lock パルス

HOHAHA!去において、 spin lock 

パルスは非常に重要なパラメータ

である。図 2は CW-spin lock パ

ルス、 alternative phase spin 

3) 4) 
lock パルス及び門LEV -17 につ

いて、励起範囲の検討を行こなっ

たものである。 CW-spin lockパル

スは励起範囲が非常に狭く、強い

吸収は一点のみである。 alterna-

tive phase spin lock パルスの

励起範囲は 2000Hz，門 LEV-17は4.000

Hz以上にも及ぶ事が明らかになっ

た。 1ttって、 HOHAHA!.去では門 LEV-17

を使用することが一般的であり、

プロトンの化学シフトに依存せず

全 てのプロトンを励起することが

可能である。また alternative

phase sp i n lock パルスは、励起

範 囲が限られるために、部分励起

spin lock パルスとして優れてい

ることが判明した。

スベクトル強度

selective 180・on/oll
-.J一一一l

←，- 180， 
'3C 州ルー
図 1. s e I e ct i Y"e H 0 H 4 H A -C H法の pulse系列.
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図 2. spin locking pulseの励起範囲.
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r Hzl21t =7000Hz. spin lock period=60・s.
a) CW spin lock pulse. 

b) alternative phase spin lock pulse. 

(phase alternation=Sms) 

c) MLEV-17 spin lock pulse. 

(trim pulse=2・s)
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の際、メチル基に隣捜した 5位

の シグナルは最 大 約 80%の強度

変 化を示し、時間と共に減衰して

20-30%ぐらいの強度変化となる。

また 3位、 4位のシグナルは 20-

30%の強度で検出されることがわ

かる。なおプロトンの磁化が遠距

総まで移動するに従い、シグナル

強度が低下するこ とが予想される。

コレステロールの側鎖メチレン

炭素 の 帰 属

コレスチロールの世tl鎖メチレン

プロトンは化学シフトが近接して

おり、プロトン NMRによる解析は

ほ とんど不可能である。このよう

な場合 selective HOHAHA-CH法は

有効な解析手段である。図 4はコ

レステロールの 26，27ジメチル基

か らの磁化移動を、 delay t.i聞E

を 可変して測定したものである。

シグナルの強度の変化により 25、

24、 23、と側鎮のシグナルの帰属

が 容易に行なえることが分る。

しかし、本方法では S/Nが低下す

るために、微量の試料については、

ある一定の delay time のもとで

測定し、観測されるシグナルにつ

い て解析を進める事となろう。

部分励超法

m
 

nv 
nv 

po 
no 

nu 

s
?
1え

&

C

3

 

可・

ωn

2
 

24 22 20 
27 

25 23 26 21 

400ms 

200ms 

100ms 

60ms 

40ms 

20ms 
delay 

ti円、e

、-----'，

45 40 35 30 25 20 

図 4. コレステロールの selecti~e HOHAHA-CH 
スベヲト)~ . 
メチル基 26，27位(O.85pp.)を媛射.

18 13 12 11 10 9 
CH3ー(CHz}4-CH=CH -CH2・CH=CHー(CH21.，-COOH

17 

18-irr. 

2・irr.

18 

HOHAHAi:去では delay time を長

く設定すれば、非常に遠距離まで 図 5. リノール酸の邸分励起スベヲトル。
180・pulse=50鴎s，spin lock period=300聞s，

磁化移動が生ずる。例えばリノー メチル 181立〈上) ，メチレシ 2位〈中〉を照射.

ル 駿 の よ う な 化 合物〈図 5)では
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メチル基から C-2位のメチレンまで観測が可能である。しかしこのような化合物ではメ

チル基とオレフィンプロトンの問に存在するメチレンの数を知ることが構造解析の上で

非 常 に 重 要 となる。この目的のためにはオレフィンプロトンを decoupling して磁化移

動を止めればよいが、 spin lockingの状態では decoupI i ng は不 可能 であ る。 この 場

合、部分励超法は非常に有効な方法となる。図 5にリノール酸の部分励起スベクトルを

示す。測定は alternativespin lockパルスそ使用し、アリファチックプロトン領域

のみが Haltman-Hahn条件を満たすようにキ、ャリヤー周波数を設定する.この場合、オ

レフ ィン プロ トンについては磁化移動が起こらず decoupling したのと同等の結果とな

否 。 こ の こ とから図 5に示すように、メチル基の励起により C-14，C-15，C-16，C-17の

4本のメヂレン 炭 素 が 観 測 さ れ 、 オ レ フ ィン炭素は、メチル基から 5番目に位置するこ

とが容易にわかる。また 2位のメチレンプロトンからは、メチレン 6本(C -3 ， 4 ，5，6，7，8) 

が観測され、 C-91.立がオレフィンであることが容易に決定される。

まとめ

selective HOHAHA-CH法は 'H-NMRでは解析不可能な複絡に重なりあったプロトン領域

の関係を明らかにする。しかも一次元化したために、特定のプロトンのみについて積算

回数を高めることが出来るため、試料の少ない化合物に対しでもìI~定が可能である。

1) Ad Bax， Donald G. Oavis， Susanta K. Sarkar; J. Magn. Reson.， 63， 230 (1985) 

2) 降旗一夫、瀬戸治男、大内宗城;第 26回 NMR討論会要旨集、 57 (1987)大阪

3) Oonald G. Oavis， Ad Bax; J. Am. Chem. Soc.， 107， 2820 (1985) 

4) Ad Bax， Oonald G. Oavis; J. Magn. Reson.， 65， 355 (1985) 

-250-



61 リレード HMQC

〈北大理〉 小稼賢治、引地邦男

RELAYED HMQC 

Kenji OGURA and Kunio H工K工CH工 (Facultyof Science， Hokkaido University) 
Various proposed relayed HMQC pulse sequences were examined using JEOL GX 

spectrometers. 工twas found that the use of the sequence proposed by Bax and 

Lerner gives the most satisfactory results. 

(1)序諭

Heteronuclear門ultiple Quantu踊 CoherenceSpectroscopy ( H M Q C) は、 1Hとそれ

に直按結合した感度の低い核 (13C、 15 Nなど〉の両方を励起して 2量子コヒーレンスを発

生、展開させた後、再び 1Hの I量子コヒーレンス〈磁化〉に戻すことにより低感度核を間

接的に検出する方法である。 HM Q.Cの変形としてリレード HMQCが考えられる。これ

は HMQCのシークヱンスの最後に、 13Cに直接結合した 1Hから 3ポンド・カップリング

した 1H tこ磁化を移すもので、磁化を移された 1Hと13Cのあいだに相関ピークが生じ.'5.

リレード H M QCのパルス・シークヱンスは既に Wagnerらと BaKらによって発表されてい

る. f' i g. 1にこれらのパルス・シークヱンスを示す. これらのシークヱンスには 2箇所の

叫 : 14? (a) 違いがある・第一の栂違点はほ Cと

iMけ1-:-でk 結合していない 1Hによる大きなシグ

ナルの消去法である. リレー):'HM  

QCでは、 13Cと直援結合した 1Hか

ら3ポンド・カップリシグした 1Hに

リレーされた磁化は、メインピーク

と同じ位置に共鳴織を与える.その

ためメインピークを完全に消去しな

ければならない.それには位相まわ

しによる消去だけでは不十分である。

Fig.l The pulse sequences of Relayed HMQC. Baxらは実駿の最初に、 メインピーク

1I=lj4J
CH・Phasecycling:中l=X，x，-x，-x，中2=x，y，x，y

Acq.=x，y，-x，-y. {a)The pulse sequence proposed 

by A.Bax. {b)The pulse sequence proposed by 

G.Wagner. 

を与える磁化を -z輸方向託、 13C 

-lHサテライトピークを与える磁化

を +z繍方向に風向させ (BIRDパルス

〉たのちメインピーク磁化が緩緩和

によりゼロ点を通過する瞬間まで待

宅
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ち 、それから HMQCの準備期を始めてい忍。一方、¥lagnerらはメインピーク磁化を XY

平面上に、サテライトピーク磁化を:tZ輸方向に配向させ(縦スピンオー夕、一〉、ある短

い時間磁場を乱す(ホモスボイルパルス)ことにより横磁化を消去し、磁場が安定するま

で 待ってから 2量子コヒーレンスを発生させている。

第二の違いはシークエンスの最後の lHから lHへのリレーの方法である。 Baxらは lHへ

磁化 を 移 す HMQCの最後の 13C 90。パルスの後、 112J C Hだけ待ってから、 1H 90. パルス

をかけ、 lHから lHへの磁化移行を起こしている1I2JCH待つのは、そのとき 2量子コヒ

ーレンスから移された磁化が最大値をもつからである。 一方、¥lagnerらは HMQCの 最 後

の 13C 90。パルスの後 20聞S待ってから 1H 90. パルスをかけ、磁化移行を起こしている。そ

して化学シフト 依存性をなくすためにこのインターバルの中央に 1H 180. バルスを婦人し

ている。 Baxらと¥lagnerらのシークヱンスの聞には以上 2点の違いがあるが、 どちらのシー

クヱンスがより使いやすく、 またスベクトルの質が高いか客観的に評価する必要がある。

また、二種のシークエンスをミックスしたもの が良好な結果をもたらすかもしれない。本

研究は、 日本電子製 NMRスベクトロメーターを使用した場合にどのようなシークエンス

が実用性があるかをメインピーク消去法とリレー方法について個別に検討することにより

調べた。

(2)実験

サンプルとして市販品セロビオース 8闇gの 0.5m1020溶液を用いた。 日本電 fI 洲一 V¥，lOOに

は C5プ ロ ー プ を 装着し、第 2照射 osc unitにC/H OSC unitを使用して (を励起し、 11 " 

SC unitでシグナルを観苦闘した。 また GX270にはC/H5プロープを装着し、 円じLT I 'JSCで (を

励起し、C/H OSCで観測した。パルス・シークヱンスは PLEXUS(Ver.l.41)PEGSで作成した。

BIROパルス後の待ち時聞はサンプルの lHの T1値のうち最も短い値の 0.35倍 (330ms)(こ設定

した。 また、ホモ スボイルパルスは 200μs加え、 20聞S待ってから次のパルスを加えた。 シ

グ ナ ル の 検 出 中 に 13Cデカップルは行わなかった。 いずれの実験も 4図のダミーパルスの

後、 256種の異なる t1儀 ( 初 期 値 20醐s) について 96回積算し 1024x256のデータマトリック

スを得 1足。実験に要した時聞はいずれの実験も約 12時間であった。 F2 ， l' 1データをどちらも

2倍にゼロフィルし、 1'2デ}タにはウインドウ関数として指数関数またはサインベル関数

を、1'1データにはコサインベル関数をかけた後、 2次元フーリヱ変換を行った。

(3)結果

(i)メインピーク消去法の比較

Baxらの提案する BIROパルスと¥lagnerらの提案するホモスボイルパルスの有効性老比較す

るためF'ig.2tこ示すパルス・シークエンスを作成した。 このシークエンスは Fig.l (a) のシ

}クヱンスとはリレー方法が岡じでメインピーク消去法が異なっている。 したがって、 BI

ROパルスとホモスポイルパルスでどちらが優れているが決定できる。各々のシークエンス

について JN円-GX270で 2次元スベクトルを測定した。1'2デ ー タ に は 指 数 関 数 ウ イ ン ド ウ を か

けた。 Fig.3にスベクトルを示す。横軸は lHス ベクトルに対応し、縦軸は 13Cスベクトル

内
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に対応する。 これより、 BI RDJ'¥ルスを使った方がホモスボイルバルスよりスベクトルの質
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Fig.3 Relayed HMQC spectra of Cellobiose. 

(a) Spectrum obtained by the pulse sequence of Fig.l(a) 

(b) Spectrum obtained by.the pulse sequence of Fig.2 
( i i)リレー方法の比較

Baxらの方法と¥lagnerらの方法とを比較するためにf'ig.lHこ示すバルス・シークエンスを

作成した。 乙のシークエンスはf'ig.l (a) のシークエンスとはリレー方法のみ異なってい

る。各々のシークヱンスについて JNM-GX400で 2次元スベクトルを測定した。f'2データには

サインベル関数ウインドウ経かけた。f'ig.5にスベクトルを示す。 これより、 Baxらのリレ

ー方法の方が優れていることがわかった。以上の結果を総合すると Baxらの発表したパルス

.シークヱンスf'ig.l(a) が最も優れていることがわかる。

( i i i)リレード HMQCによる 13C帰属の実際

f'ig.5の スベクトルをもとにセロビオースのけ Cの帰属をした。 J'位の Hは2'位の Cの位

置にリレーのピークを与えるので 2'Cが簡単に帰属できる。また、 2'Hは3'Cの位置にピ

ークを与える。さらに、 3'H はど Cの位置に、 4'H は5'Cの位置に、 5'Hは6'αCおよび

6'βCの位置にそれぞれピークを与える。 このようにリレーのピークをたどっていけば糖

環内のすべてのけ Cを帰属できる。 1βHや 1αHからたどっても同様である。

(4)まとめ

2次元 NMRの実験をする場合、パルス幅などのパラメ}タを正確に決定することが重

つUに
dn

L
 



要である。 ホモスボイルパルスを使う場合の問題点は、 磁場を乱す時間と、 その後の待ち

時間の設定が難しいことである。 今回、 ホモスポイルパルスを用いた実験で良いデータが

得られなかったのはパラメータに最適値を設定していなかったからかもしれない。 BIRDJ'I 

ルスを使う場合は T1値を測定す忍だけで済むので簡単かつ正確である。 パラメータの設定

において Baxらの方法は¥lagnerらの方法よりも優れているといえよう。

Fig.4 The combined pulse 

sequence of Fig.工(a) and (b). 

The main peaks are eliminated 

using B工RDpulse. 

The magnetization of lH is 

transIerred by 180o-90opulses. 

(a~ 1は~ん」

Fig.5 Relayed HMQC spectra of 

Cellobiose 

(a) Spectrum obtained by the sequence 

of Fig.4 

(b) Spectrum obtained by the sequence 

of Fig.l(a) 
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62 N :M R 温度ジャンプ 装 置 の 開 発

(京大理、日本電子) 0 赤坂一之、内藤 晶、中谷 樽、今成 司

CONSTRUCTION OP AN N阿古 TEMPERATURE-JUMP APPARATUS. 

K. Akasaka， A. Naito， H. Nakatani， and M. 1聞anarl窓

(Kyoto University and *JEOL Co冊pany) 

An N同Rt古田peraもure-jump apparatus was constructed， which uses three 

channels of pressurized gas flow as a means for controling the te聞peraも-

ure of the sa嗣ple placed in a capillary 七ube. The syste闇 works under COI目

puter conもrol of an N同Rspectro冊目七er，and is capable of te聞peraもure-Ju田P

DOWN by as much as 20 C within several seconds. This technique will， in 

general， w i den N同R capabiliもY to 七he field of kinetics. 1もs utility will 

be de冊onstrated in the study of pro七ein folding， wiもhribonuclease A as 

an exa聞p1 e. 

要旨

通常の高分解能 NMR装置(例えば GX-400) に付属して使用することが

できる、 温度ジャンプ NMR装置を試作した。 ガス療により試料温度を変化し保

持する方法を採用しているので、 既 成 の N<MR検出器に殆と変更を加えずに使用

きる利点をもっ。 また、 ガス涜の切り替えは電磁弁と空気弁を組み合わせて行う

ので、 強磁場下でも働き、 且つ NMR制御用コンピューターの制御下のパルスプ

ログラムによ‘って、 ほぽ完全自動化されている。 約 20 cの温度降下を 6-8秒

で達成することができる。 この方法は従来構造解析に強い NMRをキネティック

スにも有用なものとするのに役立つだろう。 特に、 タンパク質の巻戻りの過程の

研究、 中間体の構造の研究などに有効であ ることを RNas日 A を例として示す。
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probe 

con可pressor

図1. 装 置の構成

空気圧縮機 、 恒温橋、 温度ジャンプ制御用コンピュータープログラム、 それに

よって働く電磁弁とそのインターフェース、 空気弁などよりなり NMRの コ ン

ピューター制御のもとで働く.
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PULSE SEQUENCE FOR T-JUMP 

T2::::ユコヒ{J
T3.GATE~ト「

PD一一一+

n 

T3 

戸-
図 2. 温度ジャンプの方式

基本的 10::N M R装置パルスプログラムのもとで働き、 一温度サイクルで n回の

FID サンプリングを繰り返すことにより、 時間変化の"スナップショット"を秒

単位で記録し、 後でフーリエ変換する。 温度サイクルは繰り返すことができ、積

算により、 S / Nを 向 上 さ せ る こ と が で きる。

試料はピラリー(外径 3開冊)に容れ、 そ の量は 4 0マイクロリットルである。

図 3。 温度 ジャンプ速度

オフラインで熱電対で特定した温度特性 をしめす。 T 1と T 3の中聞に T 2を

短 時間 (10 3 - 20 5秒)導入することにより、 ジャンプ温度を著しく短くす

ることができた。 図 で は 10秒以内におよそ 15 cの温度変化が達成されている。
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函 4. N M R の信号そのものによる温度測定

メタノール の 化 学 シ フ ト か ら 温 度 の 時間変化が直接測定できる。 図では 6秒程

度でほぽ一定 温度に達していることがわかる。
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図 5. R N a s e A の巻戻り過程のスナ ッ プ シ ‘ ヨ ッ ト N M R (ヒスチジンφイ拐)
( 1 0 %、 p H 1. 2、 Tm = 3 7"C ) 

巻戻り中間体 が 検 出 さ れ 、 その生成、 消失の速度がわかる。

(必}
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63 液体仕様分光器を改良した国体重水素 N M R測定装置

(京 大 理 ) O内穣 品， 赤坂一之

Develope国ent of a deuterium NKR instrument for solids based on a commercial high 

resolution NKR spectrometer 

A kira Nait Q and Kazuyuki Akasaka 

(Faculty of Science. Kyoto University) 

Deuterium NHR instrument for solids was developed based on a commercial high 

r e s日lution NHR spectrometer for liquid. which is equipped with a probe and 

duplexer designed for solids. and additional p口wer amplifier. Informative NHR 

signals were obtained in the powder samples 白 amino acids of which amino groups 

were deuterated using this instrument. 1t turned out that the amino deuterium 

nuclei were rotating rapidly to show narrow deuterium NHR signals and they were 

not quite axitially aymmetric at room temperature. 

【はじのに]

間体における重水素 NMRは分子運動に関する情報を多く含んでいるので， 分子運動を

見るよいプロープとして利用されている。 また重水素は分子の特定の部位を標識する事が

できるので， 分子の局所的な運動を定量的に見積るのに適している。 国体におげる重水素

NMRの線幅を決定しているのは核問極子相互作用であり， 線幅は 200kHzになるこ

とがある. この重水素 NMRを洛液仕様の装置で観測してもスベクトルの歪が大き<. 十

分に情報が得られない。 今回 JEOL-GX 400NMR分光器の受信部を変えることな

く， これに周体用プロープ， パワーアンプなどを装備して固体重水素 N M Rスベクトルが

測定できるように 改 良 し た 。 この装置を用いて重水素標識したアミノ酸の重水素 N M Rス

ベ ク ト ル を 観 滅 したところ比較的良好なスベクトルが得られたので報告する.

【図体重水素 NM R装置の検討]

図 lに固体重水素 NMR装 置 の ブ ロ ッ ク 図 を示す。 図において斜線部が今回国体重水素

NM Rを測定するために追加したり取り替えた部分である。 ここで用いたプロープは国体

専用でありその回路磁を図 1bに示す。パワーアンプには Henry Radio社製 20 0 6 A型を
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追加してパワーの強化を計った。

まず固体重水素専用プロープを

用 いて 試料 に照射されるラジオ波

出力について検討した.

直径 10mm のソレノイドコイル

を使用した場合 9 0 。パルス長

は 9. 5μsであった. このパル

ス長ではパワース ベクトルの稲が

狭く， 国体の重水素 NMRスベク

トルを観測するにはパワーが不十

分である。 そこで 直 径 5m m のソ

レノイドコイルに変更して出力の

強 化 を 計 っ た . この結果 9 0 ・

パルス長は 6. 5μsに減少した。

probe 

GX400 

recelver 

この時回転系でのラジオ波周波数図 1 液 体仕様 N M R装 置 に 組 み 込 ん だ 固 体 専 用 部

は 3 8. 5 k H zであった。 さら (斜線部)のブロック図およひプローフの回路図

に出力を増大するため， パワーア

ンプをもう一段分光 器 の ト ラ ン ス

ミッターとプロープの間に接続し

てラジオ波出力の増幅を試みた。

この結果 9 0 0 パルス長は 2.

4μ sに減少した。 この時マッチ

ングがずれるとアーキングが起こ

り易くなるが， 高圧固定コンデン

サーに放電防止剤を塗ることによ

ってこれを紡ぐことができた。

次 にラ ジオ 波パルスの波形につ

いて検討した。 図 2aに示すブロ

ック図の結線によっ てパルスの波

a) TR D. C. 50nLOAD 

形を観測した。 この結果， 図 2b 図 2 トランスミツタ}出カ波形の測定ブロック図

に示すようにパルス波形が大きく

歪んでいることが観測された。 こ

のパルスの波形は分光器内部の減

衰器によって歪を 受げていること

が判明した。 そこで分光器内部の

減表器を使用せずに外部に減表器

およびパルス波形

a )出力波形測定ブロック図

b)  PW1  10  μS， 0 B A T N 1 0 0 

c)PWl  10  μS， 0 B A T N 0 

d)PW1  10  μS， 0 B A T N 0 

追加パワーアンプ使用
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を接続したところ図 2 cに示すように波形の歪は大幅に減少した。 こ の パ ル ス を 追 加 の パ

ワーアンプでさらに増幅しても波形はあまり歪まなかった t図 2 d )。

1 6種の位相循環をともなった Quadrupole echo パルスシーケンスを用いて N M Rスベ

クトルの測定を行なっ た 。 2つの 90 .パルスの問摘を 50 μsに閏定し， サンプリング

の開始時間は Delay time で調節してスベクトルの歪を最小にした。

[固体アミノ酸の重水素 NM R l

分光器の性能を 検 討 し ，

タンパク質の内部運動を定

量的に 解析 する ための基礎

データの集積を目的として

選択的に重水素標 識し た各

種アミノ酸の重水素 NMR

の測定を行なった。

アミノ基を重水素標識し

たグリシン， リシン， プロ

リンの重水素 N MRスベク

トルの測定を行なった。 こ

の結果， 図 3に示すように

アミノ基は室温において C

3軸回りの回転によよって重

水素 NM Rスベクトルは平

均されて線幅が狭くなって

いるのが観測された。 図 4

にお いて 9 0 。パルス長が

6. 5μsと 2. 4μsの

渇合のリシンの垂水素 NM

R スベ クト ルを 示している。

短いパルス長を使用したス

ベクトルでは両端の成分の

a) 

100 50 

心

O 
Hz 

-50 -lOC 

強度が翁加してより歪の小図 3 アミノ基を重水素標識した固体アミノ酸の重水素 N M R

さい ス ベ ク ト ル が得られた。

さらにこのパウダーパター

ン は 完 全 に 軸 対 称ではなか

った。 アミノ基の重水素は

3種類の位置の間をジャン

スベクトル。 a)クe リシン。 b ) L -リシン。

L ープロリン。
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プする事によって ス ベ ク ト ル が 平 均 さ

れるが， この 3種類の位置の重水素の

核四極子結合テンソルの主値はそれぞ

れ異なっていることが報告されている。

この場合には 3種類の位置での寿命が

異なっていることから 3サ イ ト ジ ヤ

ンプによって平士号された後もテンソル

は軸対称でなくなると考えられる。

プロリンのアミノ基は c 対称軸を持

たないが， 緩和時間の測定から分子内

に速い運動があ る こ と が 知 ら れ て い る .

プロリンのアミノ基の運動は C ，回転軸

を持つアミノ基 の運動とは遭い， より

異方性の大きな運動の存在が予想され

る。

[まとめ】

液体仕様の NMR分光器においてプ

ロープとデュウプレキサーを国体専用

にしてパワーアンプを追加することに

より歪の小さい国体重水素 NMRスベ

クトルが得られる こ と が 判 明 し た 。 特

a) 

b) 

rr寸「戸Tー 寸

100 50 -50 

κH' 
~吋寸

-100 

図 4 アミノ基を重水素標識した国体 L ーリシン

の重水素 NMRスベクトル。

a ) 9 0 .パルス長 6. 5μs 。

b ) 9 0 .パルス長 2. 4μs。

に分子運動が存在して線幅が狭〈なっている場 合 に は 十 分 情 報 量 の 多 い ス ベ ク ト ル の 観 測

が 可 能 で あ る . 今 後 の 課 題 は パ ル ス 形 の な まりを減少させることと，より高速の A ノ D コン

バーターを備え付けることである。

{謝辞]

国体プロープに測して種々の助言をいただいた日本電子抹式会社清水章三氏に厚〈感謝

します。
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64 オンライン GPC/NMRによ る ボ リ メ タ ク リ ル 酸 エ ス テ ル の 構 造 解 析

(阪大基礎工)

(百本電子練~ ) 

畑田 耕一 '0右 手浩一・西村 透

今成 司・藤井 直之

Structural Analysis of Polymethacrylates by On-line GPC/NMR 

Koichi HATADA. Koichi UT E. Tohru NISHIMURA 

(Departm色nt of Chemistry. Faculty of Engineering Science. Osaka University) 

Mamoru IMANARI. Naoyuki FUJII (JEOL Ltd.) 

GPCan且lyses of polymethacrylates have been performed by 'H 百MR on-line 

detection (500 MHz). 'H NMR specもra of good resolution and high S/N ratio were 

collected over the entire chro皿atographic peak. Kn of the PMMA could be directly 

determined by intensity measurements of the proton signals due to the end-group 

and monomeric units. since the PMMA samples used were prepared by the living 

polymerization initiated 百ith も-C.H.MgBr. The molecular weight dependence of 

tacticity of several PMMA samples prepared with anionic initiators such as 

C.H"C(Ph.)Li and C.H.MgCl were also investigated. 

1 はじめに

超伝導磁石の普及によって NMR分光計の感度と分解能は飛躍的に向上し、 NM Rを高

速液 体 ク ロ マ ト グラフィー(H P L C ) の 検出稼として用いる試みも、実用の域に遣しつ

つあるト 2 )。従来の HP L C用検知器に比べると、 N M Rはまだ感度が低く、環状では使

用できる調書離液 に も 制 約 が あ る が 、 得 ら れ る情報ははるかに豊富である。本研究では、 5

o 0 M H z 'H N M R装置をグルパーミエーションクロマトグラフにオンラインで援続

し、ポリメタクリル酸エステルおよびその共重合体の f10w ∞i1 
I center 

分析を行った。化学構造の明確なボリマーの場合は、 一 I~山山

末端基定量法により、較正曲線を用いることな く 分 子 I ，..---， 

置とその分布を求 めることができた。また、ポリ マ ー Tef10n
tubing 

の立体規則性なら びに共重合組成の分子量依存性 に つ

5 2 

130 

いて、精度の高い情報が容易に得られた。

主一一塁盛

Fi g. 1 The 5 11111 quartz tubi ng ~sed fClr 
the NMR observation f10w-cefl (1n 11111). 

図 l に示す内径 2mm 、長さ 13 cm の 石 英製 NM R Iab.l Conditions for On-1ine GPC1NMR 
A B C 

セル(検知容量約 0.06 mL)を、 液体クロマトグ ラフ ぬがmumPorosity [x104] 2 5000 5000 

イ一周に設計した 'H N M Rプロープ中に装填した。 InjectedSamp1e ~mgJ 2 0.25 0.25 
Spectra1 Width [Hz] 4500 4500 4500 

N MR装置は、 JEOL JNM-GX500 を用いた。 GP Cカ Data-Point 8192 8192 4096 

ラム Shodex KF-802. 5 (0.46 x 25 c皿、 排除限界 Bmadentq Factor r[Hz]|0.550.551.10 
Pu1se Width [deg] 45 60 45 

2 x 10‘)または Shodex A-80H ( 0.46 x 50 c皿、排 Pu1seRepetition [sec] 3.00 1.00 O.~O 
Scans per Fi1e 8 24 24 

除限界 5 x 10つを付した JASCO TRIROTAR-V 高速

液体クロマトグラフを NM R分光計から約1.5皿の位置 Tab.2 Isotactic P剛AsPrepa陀 d

に設置し、 NMRセル と GP Cカラムの闘を内径 o. 3盟国、 2J:-UJJふTlnz;;;:;fon

長さ 3m の テ フ ロンチュープで接続した。溶離液には、重 阿na M.i/Mnb ~acticitv (軍)
mm mr 

クロロホルムを用い、流速は 0.2 mL/minとした。溶離液の 5260 I .13 96.9 3.0 0.1 

重水 素 の 信 号 に より、磁場の内部ロックおよびシム調整を 3160 1.19 95.3 ~ 
a Detenn;ned by 1H NMR. 

行った。表 1に その他の測定条件を示す o 示差屈折率検出 b Determined by GPC. 
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器 (R1 )は、 ShodexRI SE-61を用いた。測定は、

3 結果と考察

3-1 リ ビン グ重合で得られた it-PMMAの分子量分布の測定.) ポリマーの分子量と

その分布を G P Cで測定するためには、通常、標準ポリスチレン等を用いて溶出時間と分

子量との較正曲 線 を 作 成 す る 必 要 が あ る o しかし、分析するポリマーによっては、適当な

標準試料を入手することが必ずしも容易ではない。以下に述べるように、ポリマーの化学

構造が明確で、主鎖と末端基を N M R で

観測することが可 能な らば 、 G P C / N 

MRを用いて、溶出時間ごとの数平均重

合度を直接求めるこ と が で き る 。

t-Cd.MgBrを開始剤とするリビング重

合で得られたポ リ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル (P

M M A)は、分子鎖の αー末端に t-C.H.基

を I個有するので、 t-C.H.基とモノマー

単位の OCH.基との lH N M Rシグナル強

度比 を 測 定 す ることにより、数平均重合

度が 正確に求まる.)表 2 に実験に用い

た PMMAの分子量と立体規則性を示す。 -J l 'l a'l 'l'a 
測定は、排除限界 2x 10' の GP Cカ '3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm 

ラ ムに 2mg/O.100 mLのサンプルを注入 Fi g. 2 The .on-l i ne GPC/NMR data of the i t-PMMA (問n=3160). 

して行なった。 t-C.H.とOCH.水素の T 1は、それぞれ

o . 5 1 sおよび1 .02 sであったので、 450 パ ルス (2.8 

μs )、繰返し時間 3.00 sの 条 件 で 1H N M Rデー

タを取得した(表 1A ) 0 8回の積算で 24秒ごとに得ら

れるスベクトルを 1ブロ vクとし、 64ブ ロック (25， 6 

分間)を 1つのデ ー タ マ ト リ ッ ク ス と し た 。

図 2は、 Mn 3160 の PMMAの GPC/NMRデ

ータである。 3.60 pp血でクロスセクションをとると、

PMMAの OCH3水素のシグナルでモニターした GP 

C 曲線が得られる (図 3実線 j。比較のために、同じ測

定を R 1検出器で行なった結果を図 3破線で示した 0

lH N M R で検知した溶出曲線は、 R 1検出器で得た

溶出曲線に比べて半値 I憶がわずかに広がっているが、

S/N比 お よ びベースラインの安定性では R 1 

検出器と間程度であった。なお、 1H N M R で

検知した溶出曲線と R 1検出器によるそれと の

溶出時間のずれは、カラムの出口と両検出器と

の 接 続 部 の 長 さが異なるためである。

図 4 は 、図 3の斜線で示した溶出時間帯で得

られた lH N M Rスベクトル(1ブロック)であ

る。 t-C.H.基のシグナルの S/N比は 48.5、

OCH.基と t-C.H.基とのシグナル強度比は 21.3

であった。従っ て 、 こ の 溶 出 時 間 帯 で 得 ら れた

PMMAの数平均分子量は 6450と算出される。

このようにして各データブロックで検出された

いずれも室温で行なった。

55 

阿n=3160

35 40 45 
E1ution time (m;n) 

Fig.3 The lH N同R-detected(sol i d 1 in巴s)
and RI-detected (broken lines) GPC 
curves of th巴;sotacti c PM阿As

同n=3160/ /、
(RI) / / 

" ¥、

S/N寸x2.5 =札5

OCH3 
」出ι=21.3
t-C4H9 

£' 
剛
一

i
l
i
-
-
a

OCH) 

L-」ー

i53Jot51'OIJ51'。
6 (開ml

Fig.4 lH NMR spectrum of the isotactic P附A
(Mn=5260) stored as a single file at the 
e1ution time from 38.8 to~39.2 min{s巴eFig.2). 
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PMMAの M nを求 め 、 そ の 対 数 を プ ロ ッ ト したとこ

ろ良好な直線関係が得られた(図 5実線)。 この 際 t-
4.0 

¥ 

C.H.基の S/N比が 9.0に満たないデータブロヅクは、 3.8

前 後の数ブロックを加算して 9.0より大きくなるよう
"23.6 

に処理した。図 5実線の勾l!illま、標準 PMMAと R 1と
ロ3

検出器とを用いて作成した較正曲線(図 5破線)の勾配 33.4

に比べるとやや小さい。 また 、 Mn=5260と Mn=3160の P

M MA  では、データをプロットして得られた直線が 3.2'36 

。

¥X
A
 

¥

山

山

38 40 42 44 
相互にずれている。これは、 GPCカラムに対するサ

ンプ ルの注入量、な らびに、 NMRセル内での溶出液

の拡散が原因と考えられるので、現在、実験条件を詳

しく検討するとともに、フローセルの改良を行なって

Elution time (min) 

Fig.5 Plots of log(阿n) of i sotacti c 
P剛 Asdeterminei;l from the intensity 
ratio for the J H N問Rsi gna 1 of CH30・
to t-C4H9・againstelution time. 

いる。

3PMMAの立体規則性と分子量分布の測定 アニオン重合系には、生長速度や立

体規制能の異なる 重 合 活 性 種 が 共 存 す る た め に、複雑な分子量分布をもっポリマーの生成

する場合が少なくない。このようなポリマーの 立 体 規 則 性 と 分 子 量 分 布 と の 関 係 を 明 ら か

にすることができれば、ポリマーの物性の理解に役立つだけでなく、重合反応の機構に関

す る情報が得られる。

図 6は t-Cd.Li/(C.H，7)3A1 ([A1]/[Li] 1.5 田口I!mo1) を開始剤とする、トルエン

中ー780Cのアニオン重合で得られた p M M Aの GPC/NMRデータである。 図 3 と同様

にして 3.60 pp田でクロスセクシヨンをとると、 OCH3水素の N M Rシグナルでモニターした

G P C曲線が得られ(図 6 c )、このボリマーの分子量分布が bimoda1であることがわかる。

ま た、溶出時間ごとの 'H N M Rスベクトルから明らかなように、低分子量側{函 6a)は

シンジオタクチックであるのに対し、高分子量側(図 6b )はイソタクチシチーが高い。こ

の様子はデータ全体の等高線表示でみると、一層明瞭である。 t-C.H.1.iによるトルエン

中の重量合では分子量分布の広いイソタクチック PMMAが生成するのに対し、 t-C 4 H. L i/ 

(C.H，7).A1 ([A1]/[Li] > 3.0 mo1/mo1)による 重合では分子量分布の狭いシンジオタクチ

ック PMMAが得られることが最近見出された 5)。図 6の GPC/NMRの結果は、 [A1] 

/ [L i ]比が1.5のとき t-C.H.Liと t-C‘H. 

Li/ (C.H，，) 3A1錯体 の 両 活 性 種 が 重 合

系に 共 存 し 、 高 分子量側のイソタクチ

ッ クポリマーは前者から、低分子量側

のシンジオタクチックポリマーは後者

から生成することを示唆している。

こ の よ う に し て、種々の重合法で得

られた PMMAの GPC/NMRを表

1 B の条件で測定し、 αメチル水素の

'Hシグナルをもとにして立体規則性

の定量を行った。ただし、標準 PM M 

A に よ る 分 子 量 の較正曲線は、時間分

-OCH3 -CH2・ α-CH3 
r ， mr 1I rr 

/ (a) 23.0min 

(b) 18.0min 

3.5 3.0 2.5 2.0 H5 1.o ppm 

解能の高い測定条件(表 1C )で作成し

た(図 7 a)。図 7 b ~ dはそれぞれ、 ・ l~ 
t-C.H.MgBr([Mg]/[ト C.H.]=O・87)(b )、 1 i(c) |芸・~ I 3.6 ppm 

Fig. 6 Contour pl ot and cross sections (a~c) of t~~ on・1ine 
C5HllC(C.H5)2Li(c)、 C.H. H g C 1 ( d) GPCiÑMRVd~ta~f;~ th;PMMA p~;p~a~r"ed';ith 't-e4HgL i T(e8H17I3Al 
を開始 剤 と す る トルエン中の重合で得 (Li/Al=1/1.5);n toluene at・78

0
C.

R
U
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られた PMMAの測定結果である。

tri田odalな分子量分布をもっ (b)で

は、 そ の ピ ー クごとに立体規則性が

全く異なる。また、 (c )のイソタク

チシチーは、 高分子量側(1 ]と低

000  

g g g (a) 
主~ ~ 0 standard 

J札L
分子量側(2 ]とで微妙に異なってい(:) (1:) W) W) (b) 

る。一見 uni皿odalな分布をもつよう ¥rr/ ¥801 ¥651 ¥38/ t-Bu阿gBr

にみえる (d) でもやはり立体規則性 点¥イ潤鴻

は分子量で異なることがわかる (3， 一一ノ於悶 悶闘い白山~ー}

;μ;;;::;::;;:!(103(?j!?j)i;iL1  

の立体規則性の分子量依存性を少な [1] ~ [2] 

いサ ンプ ル (0.25mg)で短時間 (60分 ~~際主

以内)に測定でき、その多角的なデ

二Tア九とよ 人。 ル共 重合 (:;)Jiriu附 1

体の組成分布の測定 G P C / N [3]点感 [4]
MRのもうひとつの応用例として、 一一一ー.-./~，l 悶L一一一一

(c)ー[1]

附n
(d)-[4] 

共重合組成の分子量依存性について 3.9. 40 50 60 70 min 1.2 1.0 0.8 ppm 
検討した。 t-C.H.MgBr，;:よる M M A F-ig・71H附Rdetected GPC curv.e of standard PMMA mix (a)， and 

'- d-o. 'aJ ，-， J._J..l'""'l.. on・1i ne GPC/NMR data of the PMMAs prepar巴dwith t-C4HgMgBr 
と メ タ ク リ ル 酸エチル (EM A)の共 (b)， C5H11(C6H5)2Li (c)， and n-t4H~阿gC1 (d) in to1uene. 

Triad tacticitiesof the fractions were determined from 
重合 ((MMA]/(EMA]=1/1)をトルヱン the.α-CH3 proton signa1s (eg. [1~4]). 日

中で行うと、 -40"Cでは分子量分布の狭い、高度にイソタ ~ r，.， 1 ぬ[2J
クチックなランダム共重合体が生成する。 一方、この重 l定通

[1]国¥
合をー78"cで行うと、図 8 のような bimodal な分子量分布 二.;，;閤¥

をもっ共重合体が得られた。 MMAモノマー単位の OCH3基.• ， I・目・・ l' ， ，ιI'  I • 

と E M A モノマ ー 単 位 の OCH.基の lH N M R 強度比を測定 15 20 25 (min) 

したところ、高分子量側(1 ]と低分子量側 (2]とでは、共

重合組成比がわずかに異なることが明らかになった。 -78

.Cでは重合反応性の異なる複数の活性種が存 在 し て い る こ

とがわかる。

本 講 演 で 述 べた例以外にも、オンライン GPC/NMR

は ポ リ マ ー の 異種構造の測定など、広い範囲にわたる応用

が期待できる。
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65 ME MのNQR周波数の精密測定への応用

(阪大教養，阪大理，大阪市大)

O江口太郎，中村亘男，真野俸ー

App1ication of Maximum Entropy Method (MEM) to the Precise 

Determination of NQR Frequencies 

a) __~ rr_~_L~ ~___b) Taro Eguchi-， Nobuo Nakamura-'， and Koichi Mano 

(Co11ege of Genera1 Education， Osaka University， aFacu1ty of Science， 

b Osaka University， and uResearch Institute for Atomic Energy， Osaka 

City University) 

35~ ， 14 C1 NQR lines of hexachlorobenzene and '~N NQR lines of trans-

azob日nzene were measured by using both FFT and MEM to examine the 

applicability of the MEM to the precise determination of NQR 

frequencies. The close1y l~cated three 35C1 resonance frequencies in 

C6C16 cou1d be distinguished accurate1y by the MEM around room 

14 temperature. Very comp1icated temperature dependence of '~N NQR 

spectra in C6H5N:NC6H5 near the transition point was o-btained more 

c1在arly by the MEM than by the FFT. Since the careful adjustment of 

MEM parameters is needed to get reliable spectra， .it seems to be 

practical to use the MEM in combination with the FFT. 

最大エントロビー法 (MEM)を使えば，共鳴吸収線の線形はひずむげれども， S/N 

比と周波数分解能が著しく向上する.これらの特徴を生かした高分解能NMRへの応用例

がいくつか報告されている 1:1 

核四極共鳴 (NQ R) の共鳴周波数は，核の四極モーメント(Q )とその核のまわりの

電場勾配(q )によって決められており，通常は十分綴れた位置に観測される場合が多く，

FFT法で正確に周波数を測定できる.しかし. S/N比が非常に悪い場合や. ~突い周波

数領域に何本もの共鳴線がある場合，あるいは..れていた共鳴線が温度変化で近づいた

り，相転移の影響で微細に共鳴線が分裂したりする場合などがある. NQRでは， NMR

と遭って，磁場を強くして S/N比や分解能を向上させることができないので，そのよう

な時に FFT法では正確な周波数測定が非常に困難になる.

そこで. MEMのNQR周波数の精密測定への適用を試みるため，ヘキサクロロベンゼ

ン (HC B) とトランスアゾベンゼン (t-AZB)を試料とし， 36C 1とはNのNQR

スペクトルを測定した.
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35C 1 (1 = 3 / 2 )の NQR周波数は， γ=e 2Q q ( 1 +勿 2/3) 1〆2γ2h で与

えられる.ここで. e 2Q q / h が核四極結合定数で，相互作用の強さを表し，マが非対

称定数で，核のまわりの電場勾配の軸対称性からのずれを表す.

測定では，励起周波数 38MHz，RFパルス出力約 700W ，サンプリング時間 2μ

s .データ点数 1kでFID信号を積算し. PC9801VXコンビュータの BASIC

で FFTとM EMをおこなった.MEMプログラムは Burgのアルゴリズムのものを利

用した .2) MEMの次数はデータ点数の 1/ 2 ，~ 1/5の範囲で動かし，最適なスペク

トルを得た.

HCB結晶中では 3種類の塩素核に対応して， 35C 1共鳴線は 3本観測される 3)

35Cl NQR lN 

lJ 

38.0 37.9 37.8 

ゾ/削z

Fig.1: Comparison betwe邑nMEM and FFT 

spectra. The datapoints used for 

the ana1yses are 256 and 1024 for 

MEM and F・FT，respective1y. The 

number of signa1 averaging (N_.J 
av 

=4. A peak at 37.869 MHz was 

caused by a shot noise. 

FFT 同町

Fig.2: T倒 Iperaturedependenceof 35C1 

NQR spectra in C
6
C1

6・ Eachspectrum 

has a band width of 90 kHz. N_ 
av 

512， 128， and 256-in the order from 

the top to the bottom spectra. 

F i g. 1に282.9Kでの FFTとMEMスベクトルを示す.積算 4回の FFTの

ぱあい， S/N比が小さく，共鳴線の位置を確定するのが非常に困難である.一方， ME  

Mのぼあい， 3 i.ドの共鳴線がはっきり分裂している様子がわかる.

F i g. 2にスペクトルの温度変化を示す. F i g. 3には 276Kから 291Kまで
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M EMの利用による測定精度の向上が明らかであ

t-AZB結晶中には，室温で 2種類の分子が存在する.ー方は安定サイト(A)上の，

他方は乱れをもったサイト(B )上の分子である.この物質は 90Kで高次の相転移現象

の共鳴周波数の温度変化の結果を示す.

る.

。
38.00 を示し， lH NMRによる研究では，ス

ピンー裕子緩和時間 T1の小さなくぼみ

が転移点近傍で観測されている 4)

NQRの測定は，約 15 gの多

。
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37.95 
N
ヱ
芝
¥
、

14N 

結晶試料を使用し， T=54-150K 

の範囲で，サンプリング時間 20 μs  ， 

データ点数 1kでスピンエコー信号を積 も
曲 。

。算した.

( 1 = 1 )の共鳴周波数は V~

で与えられ

B両サイト上の分子の窒素核に

14N 

37.91 
275 

= e 2Q q (3土勿 )/4h
290 

Fig.3: Temperature dependence of 35c1 

NQR frequencies in C~Clc' o;this work， 
6-~6 

d;Yoshino et al. Ref.3. 

280 285 

T/K 
MHzとv_= 

MHz附近に，それぞれ 2本ず

つの微細構造をもった共鳴線が観測され

2 γ+=  4. 

A， 

対応して，

3 2 

る.

MEM  

る 5.)

FFTスベクトルから，これらの微細構造が転移点で複雑に変化することがわかったの

で，MEMを応用した .γ+共鳴スペクトルの温度変化の結果を Fi g. 

スペクトルでは 90Kで γ+( B )がはっきり 3本に分裂している様子がよ〈わかる.こ

のような複雑な共鳴線の変化は，既存の理論では説明できず，相転移の微視的機構は未解

4に示す.

明である 5:1

M E  FFTと比べると MEMでは S/N比と分解能の著しい向上が認められる.以上，

しかしながら，使用に際してMのNQR周波数の精密測定への有効性が明瞭に示された.

の問題点も出てきた.

M EM次数の決定にかなりの任意性がある.たとえば，次数を上げすぎると，余分な分

データ点数ばかりでなく，信号の S/N比も次数に関連してお

り，スペクトルごとに最適次数が少し変化する.

したがって，現段階では， MEMとFFTを併用して，共鳴周波数を決めるのが妥当で

また，裂を示したりする.
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66 1H/
13 

C-NMRスペクトルデータペースによる検索同定システム

の開発 ( 1 )機能とアルゴリズム

(目立計湖、目立那珂*)田中保子、 0橋本正雄、笹調 仁*、

服部忠鰻*、

QUALITATIVE ANALYSIS OF CARBON-13 AND PROTON 

NMR SPECTRA BY COMPUTER-ASSISTED STRUCTURE 

ELUCIDATION 

Yasuko T釧飢Aand Ma脚 S.H錨回船団(HitachiInstru皿ntEngjn田 dngCo.Ltd.) 
Hitoshi S脳凱jαfI制 ChutetsuF.貼TTORI(Hitachi Ltd.) 

The凶sicidea in our previous re拘'rtfor 13 C-NMR spE犯tralretrieval identification system 
閥 sextend吋釦 thatit 1s applicable to 1H-NMR SpE犯tral国田.The田 systems田ere四lifiedas 
one"system after a little即必呂田tionon the∞即uterprogr咽.百lebasic appli伺 bilityof 
the ne曹 syst四 waselt祖 in剖 forsteroids∞ 時 制ndsregarding a few reference∞時期mdsas 
the unknowns. 

a 1.はじめに

有機化合物の同定を目的としたスペクトルのコンビュータによる検索システムの開発研

究は新しいテーマとは云えないが、近年のパーソナルコンピュータの発展によりグラフイ

ック画面による視覚化と補助記櫨装置の操作が分析研究者でも容易に行なえるので、大型

コンピュータに依存するととなく検索同定システムの開発研究が可能である.とのような

システムは入力された未知化合物のスベクトルとデータベース申の参照化合物のスペクト

ルを地較し、両者の類似の度合い(合致度と定義)を数値化するととを基本としている。

13C-NMRスペクトルの検索同定システムについて云えば多数の化合物より求めたある特定

の領域に化学シフトが出現する確立に基づく方法。と化学シフトの分布パターン(着目する

ピークの周囲に何本のピークがあるか)に基づく方法今とが提唱されていて、データベース

の質(未知化合物と一致或いは類似する化合物のデ}タをたまたま含んでいるか否かとい

う意味で)に依容するという弱点は有するが有効であるととがわかっている。

1H-NMRスペクトルの検索同定システムについては報告側当ま少なく、 13C-NMRスペクト

ルの場合とは異なって 1H-N聞は主として部分構造の解析の方に主眼を置いて使用されて

いるととが窺える.しかし、過去潤定されている斗{-NMRスペクトルの教は 13Cー附Rス

ペタトルに比して数倍多いし、共鳴槙の天然存在比から考えて感度的に有利であることか

ら 13C-NMRの場合と同様なデータベースの検索による同定システムを前報今で開発したと

とは大きな意義がある.

本報では前述の 13C-および勺I-NMRスペクトルのデ}タペースによる検索同定システ
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ム今.4)を一体化し、検察同定の精度を高める工夫をした。

S 2.合致度判定のアルゴリズム

国lで未知化合物の 13C-NKRスベクトルは横軸に化学シフトをとり、縦軸にピーク強

度をとった場合、横軸上のピークの分布密度に化合物毎の特徴がある。同様に記憶媒体中

の参照化合物のスペクトルも横軸上のピークの分布密度に特徴を有する。分布密度の特徴

の数値化は着目するピークの前後、土 σ以内に何本のピークが春在するかによってなされ

る.図 1の倒では未知化合物のスペクトルに相当する上部の特徴は“ 1311131"で

参照化合物のスペクトルに相当する下部の特徴は“ 121131"で表現される。以下と

のような数値列をパターンと呼ぶことにする。未知化合物と参照化合物のスペクトルの特

徴の類似性は即、パターン聞の類似性に反映されているはずである。上記の倒では“ 11 

3 1 "の数値列が両パターンに共通で、との部分で両者は類似しているとみなされる。こ

れらパターンの共通部分が多ければ多いほど両者は類似しているとみなされる。共通部分

αに属するピークの位置に関して、両者の相関係数I'..を求める。共通部分は一個とは限

らないので複数個の場合はそれらの平均値をとる。共通部分が互いに近い距離にある時、

相関係数は合致度の良い指標となるが、距離が大きくなった場合、本来互いに対応づげら

れない原子団をパターンが同じと云う理由だけで対応させ、比較的高い合致度を与えてし

まうという欠点がある.換言すると距離の大小に応じた補正が必要である。との補正係数

として共通部分αに属するピーク聞の距離の平均九の関数k(九)を導入する

k (Y..) = 1/ (fγ ×γα+ 1)・・・・・・・・ (1) 

ここで fγ は実験により定められるパラメータである。

未知化合物と参照化合物のピーク数の差も両者の合致度の一つの指標であることは自明

である。との様にして両者の最終的な合致度Rは相関係数I'..，距離に関する補正係数及

び両者のピーク数の比9により、攻式のように表現される : 

R = I'.. X k ( Y..) X s • • • • • • • • • • • (2) 

未知化合物と参照化合物が一致する場合は定義によりI'..， k (Y.. )， sはいずれも 1となり

R=lとなる.便宜上、とれを 100%の合致度と呼ぶ。両者が完全にー載するものがない

場合は一定の闇値R。以上のものを部分的に類似したものとみなす。。及び fの導入によ

り、単純に相関係数しか考慮しない場合に比較してパターンの類似の度合と構造上の類似

の度合の対応が良くつくようになった.

図2で未知化合物及び参照化合物の1H-NKRスペクトルは化学シフトを横軸に、ピーク強

度を縦軸に取った場合、 13C司 NKRの場合と同様に横軸上のピークの分布密度に化合物閤有

の特徴が表れるがさらにピークの相対強度にも化合物固有の特徴が現れる。従って1H-NKR

スペクトルではこれら二種類の特徴が類似度判定に使用てきる。とれらの特徴の数値化は

以下のようになされる.先ず横軸上のピークの分布密度は13C-NKRスペクトルの場合と同

様に着目するピークの前後土 g以内に何本のピークが存在するかによって多重度をもった

一つのグループ(パターン化されたピーク)に属すると考える。この際、多重度が5以上の

q
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n
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グループについてはグループ内の最大強度のピークの3/4以上の強度をもっピークは一つ

のグループとして扱う(園 2.0参照)。とのようなピーク群の強度はスベクトル全領域の

中の最大ピーク強度を 1として規格化した場合のグループ内の最大強度を 4段階に分けた

もの(Ii)で表す.ピーク群はとのような最大強度と多重度を要素とした長方形にパター

ン化する.多重度は5以上のものを 1とし、以下、減少する臓に増加する幅パラメータ

(Wi)で表す(図 2.d参照}。パターン化されたピーク群 i及び jを夫々未知及び参照化

合物のものとすれば、両者の合致の度合は吹式で表される。

R (s，γ)=Z4RZ×(M/B)×100 (in %)・・・・・・・・・・・ (3)
00_  m=.l 

RS=R5XRA--....................・(4) 

Rn = [1/(lWi-Wj! X f w+ 1)] X [1/(11 i-1 jl X fI + 1)]・・・(5) 

Rtj=1/(18i-8jl xf6 +1)・・・・・ (6)

とこで f'sは実験結果定まるパラメータであり、 8はグループ内の最大強度を与える化学

シフト値である。 Mは(i，j)の組の数であり、 Bは参照化合物のパターン化されたピー

クの数である。但し、 Bは未知化合物のパターン化されたピーク数Aよりも小さいとし、

逆の場合はBのかわり Aを用いる。これらの比向 =M/Bが合致度に寄与するととは13C_

NMRの場合と同様である。

a 3.実験

参照化合物の化学シフト、パターン化した多重度、強度パラメータは目立 B16-MXDJ~

ソナルコンビュータシステムの20MBハードディスクに格納しておき、前節アルゴリズムに

よる BASICプログラム上で、未知化合物との比較が行なわれる。プログラムの流れ図を函

3に示した。合致度は参照化合物のピーク数(B)が未知化合物のピーク数(A)よりも小さい

とした場合、ピーク数(M)/Bを含んだ部分的な合致度で先ず計算する。類似化合物が多く

検索されてきてより類似性の高いものに絞る時など必要に応じてBのかわりにAを用いた

全体的な合致度を計算する a データペースに関しては1Hと13Cが対で得られるとは限らな

いので夫々補助記憶部の異なる場所に化合物群毎に格納して1Hと13Cの検索同定を別個に

行なう o 1H又はl.3Cにより化合物群の推定がつく場合には互いに検索範囲を限定すること

ができる。

S 4.結果と考察

約100種のステロイド化合物について、コレステロール及びテストステロンを未知化合

物とみなした場合のす-NMRスペクトルによる部分的な合致度(%)を表 1，2に示す。 eの

選択如何により、合致農の頗位が変化してくるが、コレステロールの 5，6位炭素聞の二

重結合及び17位炭素の鎖状炭化水素基、テストステロンの 3位炭素のカルポニル基及び4

5位炭素間の二重結合に着目すると σ=0.13を設定した場合が妥当である。分布パターン

に基づく手法である所から、データペースの差はあるが、l.3C-NMRの場合と対応した結果

が得られ、両者による結果を総合すると検索開定の精度が高まるごとがわかった。
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〈σ:0.11 σ: 0.15 
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表2 テストステロンに対する合致度(%)

対。。
σ: 0.11 σ: 0.13 a : 0.15 



67 カイコの in vivo NMR 

農 工 大 工 朝倉哲郎・出村誠

東京都老人研 小 山 内 実

京都府立医大 西川弘恭

In vivo NMRof silk班四

Tetsuo ASAKURA， Mako七oD:EMURA (Tokyo University of Agriculture田 dTechnology)， 
Minoru OSANAI (Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology)田 d
氾royasuNISHIKAWA (Kyoto Prefectural University of地dicine)

S七udieswere田 deon 主込~ 13C叩 d31p NMR in the larva of silkworm，些謹直盟主主，七ode七ermine
the path'四 ysofglucose utilization， especially glucose七oamおoacids as co日'ponentsof silk fibroin in 
larva皿 d七oe四minethe change of七hepath四y叩 ong七helarva， pupa田 dmo七h. 1七四smoni七oredin 
1む四七ha七 the13C nucleus of [1_13C]glucose administered orally into世1e5thむlStarlar可田 of泊施

silkworm was incoηorated in turn into glucose-1-phosphate， glucose-6-phospha七e 阻 d trehalose 皿 d

fir叫ユJ 泌esilk fibroin componen七sthrough尤he 叩 inoacids • Time cOllrse of世田お1corporationwas 
irlfluenced by the starva七ion. 白1the凶 sisof 13c田1d31p NMR data， we proposed七hedetailed 関 投1W6yof 
the glucose metabolism to amお10acid in the sill四orm.αl1tiva七ioncondition ofぬepoS七eriorsilkg加 ld

wi七hartificiai medium was examined by 13C and 31p NMR in order to prQduce七hesilk fibroin 

con七inuously.For七hepurpose，七hepresence of sorbi tol-6-phosがlateIIl七hemedium was required. 

1 . 諸言

カイコ幼虫は、 ふ化後、 ち令まで成長し、 吐

糸後、 さなぎ、 成虫へと変態していく (F g. 

1参照)。 我々は、 このライフサイクルの中で、

幼虫期から、 さなぎにかけて、 け C および 31 P 

NMRスペクトルを測定し、 絹フィプロイン

の生 産 性 と の 関連について検討している 1)本

発表では、 特に、 絹フィブロイン生合成過程に

おける炭素源の代謝に着目し、 13 Cラ ベ ル 法に

よるグルコースーアミノ酸ー絹フィプロインの

生成過程を in v v o  NMRで解析した。

さらに後部絹糸販の務官培養の結果とあわせて

カイコの絹フィプロイン合成能について考察した。

2. 笑験

Hiberna針。仰

Fig. 1. Life cycle of ~旦辺三盟主主・

カイコ、 亘阜旦主ll l.立Li(朝日 x東海)は、 人工飼料を与え、 2 5 'cで飼育した[1 -

13 C ]グ ルコ ース{エンリッチ率 9 9  atm%) は 2.5m gを生理食温水に溶解し、

カイコに経口投与した 2) n v vo  け CNMR測定は、 10m  m φの NMR管を

用い、 J E 0 L G X 2 7 0 、 F X 9 0 Q でそれぞれ、 6 7 . 8. 2 2 . 5 M H zにて、

また、 31 P N M R測定は、 F X 9 0 Q を用い、 36.3 MHzにて行った.
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結果と考察3. 

V 1 V 0 生育に伴う in 3 - 1. 

幼虫 期 ( ち 令 ) か ら 、2 fこ、F i g 

さな ぎ ， 成 虫 に かけての in V V 0 

れ P -N M R スペクトルの生育に伴う変

化を示した。 い ずれのスペクトルも

sugar phosphate ( S u g a r - P )と

ピークがinorganic phosphate ( P 

adenoshine tri-また非常に大きく、

phosphate ( A T P)、 phosphoenol

uridine diphos-pyrvate(PEP)、

arglnlne phoglucose ( U D P G )、

phosphate ( A r g - p )が観測された。

成これらのピークの 出 現 パ タ ー ン は 、

古田

ppm 
Fig. 2. In 工よヱ~ 31p NMR spectra of 
L盟主主 duringlarva， pupa and mo七h.

31PNMRスペクトルの健雄差は、 さなぎ郊で顕著に現れるが、

P化 合物の

代謝調節にともなう生理状態の変化が

長とともに大きく 変 化 し 、

絹

幼虫からさなぎに観測されなかった。 同様に、
v， 

~g.~ 
ø"'~';; 

Iv.1I ~ 
1::¥1 
T台、、

''''''日m凡

180閉0""、

120-130min 

60-70 min 

30-40 min. 

5-15剛"
98 96 s4 92 9。
ppm fromut TMS 

また、示唆される引。

フィプロインを生産している幼虫期では、

I3CNM  V V 0 かけての i n 

幼虫期においては、R 測 定 結 果 で は .

絹 フ ィ プ ロ イ ンおよびトリグリセリ

さなド 由来のピークが主であるが、

後者のピークのみぎに変態すると、

このような一連の 3 I Pおとなる.)。

よぴI3C N M Rスペクトルの変化と

現在検討代謝経路の関連につ い て 、

B 

F 
[l-I3C] グルコースの

中である.

3 -2. 

A 編フィプロインへ の 取 り 込 み U

カイコち齢ち日目の幼虫に[1 -

13 C ]グルコース (2.5mg) を経

最初の 5- 1 5分後の日投与し、

I3C-NMRスペクi n 。~守---r一「
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フィプロイン由来のチロシン、
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V V 0 

トJレを F g. 



ーC H 2ーなどがシャープなピークおよびグリセロールの C H 一、グリシン、アラニン、

1 0分β のアノマーとして観測された.日 、投与さ れたグルコース C - 1 I止、

ン、

を与える。

9 0から 9 8 p p m の鉱大スペクトルごとのプロック積算で経時変化を測定した結果、

3 0 速やかに消費された。グルコース C - 1は、にみられるように、B ) 3 (F g. 

glucose-6-phosphate(G 6 P). glucose-l-phosphate (G  1 P)のそれ新たに、- 4 0分後、

trehaloseCー l のピークへと移行して最終的に、ぞれの C- 1ピークが 出 現 し 始 め る が 、

P h i 10 s alJl i i! Li'.且主主IIriciniの [l-13C] グルコースの取同様な方法 で エ リ 蚕 、いった.

品川町川一

G 6 Pの消費速度が Eι旦立L.iと異なっていることがわかった 2) 

[l-I3C] グルコースの絹

フィプロインへの 取 り 込 み を さ

り 込みを測定した結果、

100 
ppm Irom ex 1. TMS 
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of glucose 2 days arter ils administration， was obtained as lhe dilTerence belwcen Spe:Cl問 mB and 

spcctrum A 

与令 3日らに 検 討 す る た め に、

自のカイコ幼虫に [l-13C]

グ ルコースを投与 し て か ら 2日

同一個体の け C -N M R 自に、

その差スぺさらに、を観測し

4 

150 

ク トルを測定した (F g. 4 )。

C 

アラニン C

セリン C 目、

β のピークに比べ、

グリシン C a 、

、伊
、ーβ のラベル率が非常 に 高 い 。
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一 定 時 間

ごと に得 た体 液のスペクトル変

化のデータも加味して、 最終的

れらの結果の他、

グルコースを投与後、

ちに示したグルコーに F g. 

なお、ス代謝経路を考えた U 。

絶食に伴ってこのようなグルコ

ースの投与初期の 代謝回転は、

6 )。( F i g 著しく変化する

後部絹糸践の務官権養3 -3. 

絹フィブロイン合成能の高い

g紛 4日目の幼虫より絹糸線を

摘出し、
A 
同器官培養を行った。
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ンを添加し、



した結果を F g. 7に示した。 t書養時間と

ともに、 グリシンから絹フィプロインシーケ

ンス中に取り込 ま れ る 様 子 が 観 測 さ れ る 1 ) 。

この絹フィプロイン合成能は、 主審地組成によ

り著しく変化する 5)。 たとえば、 糖リン酸成

分のうち、 G 6 P と sorbitol-6-phosphate

(S 6 P)の効果を比較すると、 絹フィブロイ

ン中へのグリシンの取り込みは、 S 6 Pを含

む格地の方が良好であった (F g. 8 )。
〉、

納
E . 

。

1.0 

。 180 

-0. trll、atosr
-・-glycog.n

唱~ gluc:。日

曜:rurCi 

360 

(8) 

以.0

さらに、 "P-NMRによる追跡データも加え、 505

NM Rによるモ ニターを行いな がら、 最適

な t音養条件を検討し、 カ イ コ 体 外 で の 絹 フ ィ

プロイン生産の可能性を探っている。
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68 in vivo  NMRにおける磁化移動法

一 一 ー そ の 意 義 と 問 題点一一

(国立公害研) 三 森 文 行

Magnetization transfer technique in in vivo NMR. Its advantage and pitfall. 

Fumiyuki MITSUMORI (National Institute for Environmental Studi~s) 

Recently the application of the magnetization transfer technique has been 

increased to measure the flux of enzyme reaction in vivo. The author appliied 

the saturation tranifer method to measure the ATP for凪ation rate in E. c.企li

cells. G..h..l立工且上.lJl ce Ils and 掴o!luscan smooth muscles. Through the above 

applications the advantage and the pitfall of the technique will be discussed. 

《はじめに》 飽和移動法が化学交換系の速度 論 的 解 析 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て 以 来

3 0年になるが、 近年生体系での応用が増加している。 演者らはこれまで数年間にわたっ

て、 大腸菌細胞(第 24困討論会で報告)、 ク ロレ ラ細 胞( 第 25回討論会で報告)、 二

枚貝の平滑筋(未発表)などの生体細胞内における A T Pの生成反応吾、 飽和移動法を用

い て 測 定 し て き た。 純粋化合物の溶液系では問題にならないカ又 本法を n v i v 0 系

に適用した場合、 重大な問題となるような点がいくつかあることが明らかになった。 本報

告では、 in  vivo  NMRの測定における、 飽和移動法の利点と問題点について、

特に後者に焦点をあてて、 論議 す る こ と と す る。

《結果と考察》

I.in v i vo  NMRにおける飽和移動法の利点

1 -1代謝物の量が変化しない定常状態においても反応の単方向速度が得られる。

定常的な代謝状 態 で は 代 謝 物 の 量 的 な 変 化 はみられない。 代謝速度を解析する一つの方

法は、 生体に運動 負荷などの perturbationを加え、 代謝物の定常状態からのずれを観測す

るものである。 しかし、 生体内での AT Pは 定常レベルが厳しく維持されており、 上記の

方法は適当でない。 従って、 定常状態での A T Pの生成、 分解反応の単方向速度が得られ

る飽和移動法は、 この場合極めて有効である。

好気条件下におけーる大腸菌細胞では、 解糖系の 平 衡 状 態 に あ る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー3・リ

ン重量脱水素酵素 / ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ (GAPDH/PGK) 部位での P → AT

Pの反応速度が得られた(図 1、 2 )。 また、 貝筋 (AB R M筋)の好気条件下での収縮

→ 弛 緩 サ イ ク ル では、 A T P レベルは一定に保たれている(図 3 )。 このような場合にも

アル ギ エ ン キ ナ ーゼの触媒するアルギニンリン酸 (ArgPI → A T Pの反応速度が求め

られた(図 4)。
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1 -2 測定される反応速度領域が感度で限定 されない

飽和移動法では磁化移動の起きている定常状態を測定するため、 測定にかかる反応速度

の範囲は、 測定に要する時間で直接限定きれな い 。 そのかわりに、 反応の出発物質(P 

→ A T P反応では P 、 A r g P→ A T P反応では Ar g P) の緩和速度によって限定さ

れる。 この緩和時間が 1秒の場合、 測定にかかる反応速度定数の範図はおおよそ O. 1-

1 0 s バである。 共鳴線強度の変化を追跡する方法(通常、 時間分解能は 1分程度が限度)

に比べてかなり 速い反応速度を測定することができる。

11. 飽和移動の測定、 解析の問題点

11 -1 反応速度の帰属

選択的な反応系のみを含む溶液での測定では起こり得ないが、 多くの反応が同時に進行

している生体系では、 代謝物が複数の反応系に関与していることはしばしば起こる。 AT

Pのように生体 内でかなり普遍的に用いられる代 議 物 で は 、 測定された反応速度がどの反

応に由来するのかという点は、 重要な問題となる。 エ ネ ル ギ ー 産 生 系 で は 5か所の反応系

で AT Pが関与する。 このうち、 P A T Pの交換系に限定すると、 これに関与するの

は、 A T P合成巴酵素と、 解糖系のグリセルアルデヒドー3-リン酸脱水素酵素/ホスホグリセ

レートキナーゼ (GAPDH/PGK) の 2か所である。 大腸菌で観測された AT P 'Y→ p 

iの飽和移動は、 A T P合 成 酵 素 部 位 で の 反 応に由来すると考えられていたが、 阻害警部や、

遺伝子操作により酵素活性を変化させた変異株を用いた実験から、 解糖系の GAPDH/P

GK反応に由来 するものであることが明らかに された。

一方、 生体内においては解糖系、 T C A回路、 酸化的リン酸化、 光リン酸化などの反応

系は、 細胞内の コンパートメントに局在してい る。 したがって、 コ ン パ ー ト メ ン ト ご と の

飽和移動を個別に観測できれば、 反応系の帰属に極めて有効である。 光照射下のクロレラ

細胞では、 光リン酸化サイトである薬縁体と、 細胞質の P が個別に観測され、 A T P 'Y 

の 飽和により両 P への飽和移動が儒別に観測された(図 5)。 この結果と明暗条件下や、

阻害剤を用いた測定結果を総合すると、 業縁体コンパートメントで観測された飽和移動

は、 光リン酸化 反応によるものである可能性が高 い 。

11 -2 測定条件

飽和移動の解析は 、 磁化の平衡状態を前提として行なわれるので、 測定も通常 9 0 。パ

ルスと、 磁化の平衡状態への復帰を保証するような十分長いパルス間隔とをもって行なわ

れる。 しかし、 こ の よ う な 測 定 条 件 は 、 測定時間に制約のある n v i V 0 系での測定

で、 少しでも感度を改善したいという要求と相容れない。 たとえば筋の静止→収縮→ catc

h収縮→弛緩の各ステージでの飽和移動を測定しようとすると、 静止状態を除いて、 5分程

度の測定時間しか許容きれず、 磁化の完全緩和条件を満足させることは不可能である。 こ

の問題を考察するために、 e 。パルスを用い、 速いパルス繰り返しを行なった場合に、 飽

和移動の結果にどのような影響がみられるかシ ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ る 検 討 を 行 な っ た 。

A Bの交換反応では、 そ れ ぞ れ の 磁 化 は次のような、 Bloch方程式に交換反応をつけ
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加えた式で記述さ れる。

dM. Mo.-M. 

dt T ，. M. k ， + M • k 2 (1 ) 

dM. M o. -M  • 
M • k 2 + M.k， ( 2 ) 

dt T •• 

ただし、 M 0.、 M0' は A. Bの平衡磁化、 T ..、 T ..は A. Bの緩和時間である。 Bの

照射を行なわないコントロール測定では、 A. Bの磁化は(1 )、 ( 2) に従って部分飽

和の定常状態に達 す る 。 Bを選択飽和した場合 には、 Bの磁化は照射中は 0、 デ ー タ 取 り

込 iff中は(2 )に従って磁化が回復するという過程を経て、 これも定常状態に逮すること

になる。 ここでは大腸菌での測定結果に対応したパラメータを設定し、 ( 1 )、 ( 2 )を

各パルスごとに数値解析することにより定常磁化のシミュレーションを行なった。 設定パ

ラメータは、 M 0.=1.0. M 0.=0.2. T ..=0.445. T ..=0.25. k .=0.145-.. B =45 0 • デー

タ取 り 込 み 0.235. パルス待ち時間 0.25 である。 この結果、 Bの、飽和の有無南条件で、

それぞれ表 1に示すように 5パ ル ス 後 に M.; M.ともに定常状態に達することがわかった。

この値より、 観 測きれる M./M.=0.0528 である。 完全緩和条件下では M./M.=O.058 

であるので、 速いパルスの繰り返しの影響はこ の条件下では、 飽和移動の 9%の過小評価

に なることが明らかになった。 このシミュレーション結果から、 速いパルス繰り返しの場

合の飽和移動の測定結果を補正してやることが 可能であり、 これにより測定の 51担比を改善

することカミできる。

《譜 辞 》 大 腸 菌 細胞の測定はオックスフ或ード大 学 生 化 学 研 究 室 と の 共 同 研 究 、 ABRM筋で

の測定は東京大学動物学教室、 石井直方博士、 高機景ー教授との共同研究によるものであ

る。 ここに記しで謝意を表する。
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Table 1a. Magnetization before next 
p ulse without saturatin g B 

pulse No. A B 

equilibriu圃 1.0 0.2 

0.893 0.194 

2 0.866 0.193 

3 0.859 0.193 

4 0.857 0.193 

5 0.857 0.193 

Table lb. Magnnetization before next 
P ulse with B saturated 

pulse No. A B 

equilibrium 1.0 0.2 

0.859 0.0 

2 0.823 0.0 

3 0.814 0.0 

4 0.812 0.0 

5 0.812 0.0 
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69 31p_ N M R スペクトル走査による筋線維に沿ったタレアチン・

キ ナ ー ゼ 反 応 の フ ラ ッ ク ス 測定誌の開発

(京都府立医大・生理 )0吉崎和男、西 111弘恭

31 
DEVELOPMEHT OF J_  P-HMR SCAHHIHG METHOD TO MEASURE THE FLUX OF OREATIHE 

KINASE REACTION ALONG MUSCLE FIBERS. 

Kazuo YOSHIZAKI and Hiroyasu NISHIKAWA (Dept. PhJsiol.. KJoto Pref. Univ. 

Med.) 

31 P-saturation transfer HMR was applied on muscles to measure the flul of 

creatine kinase reaction. and the flul was 4 mM/s on resting bullfrog muscles. 

31p-NKR scanning speclroscOPJ was successfully developed together with the 

saturation transfer method. and the flul oi the creatine kinase reaction was 

obtain~d along muscle fibers. 

(はじめに〕
31 

昨年、骨格筋の線維軸に沿った P-耳目E スペ

クトルの走査 (一次元化学シフト・イメー ジシ

グ ) が 可 能 に なったことを報告した.今回、
31p_NMR 飽和移動法を併用するととにより筋線

維に沿ったタレアチ y ・キナーゼ反応のフラッ

クスが測定可能となったので報告する.

〈方法〕

裟鐙は JEOL SMR-200でリンの共鳴周波数 80

MHz 、ワイド ・ポアの超伝導磁石を用い、スペ

クト Jレ走査に は JEOL NI!Rイメ・>.Jング・システ

ムのコントロ，ル・ユニットおよび磁場勾配コ

a) 

b) 

c) 

，... 
10 

ATP 
PCr， 

l' a β 

O -10 ー20

Chemical shift (ppm) 

31 
イルを用いた. 図 l カエル骨格筋の P-飽 和 移

31p_NI!R スペクトルの測定には市販の 10mmの 動 割問置法によるタレアチ y ・キ

プロープおよび自作の g ターンの内径 10mllのソ ナーゼ反応のフラックス測定.

レノイド・コイルを用いた.タレアチン・キナー a) γ-ATPの共鳴線を照射・飽和

ぜ反応のフラックスの測定にほ 31P_飽 和 移動 NKR (矢印)したスペクトル・

訟 を 用 い 、 ゲ ーティド・デカップリ:(グ法で 10・ b) PCr の対照位置を照射した

20 Hl:の雑音変調で γ-ATPの共鳴線を照射した(矢印}スペクトル.

スペクトル走査にはスピン・エコー法を用い、走 。) γ-ATPから PCr へ の 磁 化 の

査軸方向に最大約 Igauss Icm の種々の強度 の磁 飽和移動スペクトル{差スぺク

場勾配パルスを加え、二次元フ・リエ変換によっ トル (b-a)).

て走査輸に沿ったパワ・スペクトル群を得た.

よしざき かずお、 に し かわ ひろやす
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試料 tま単車産したウシガエルの大腿ニ顔筋を用い.空気飽和したリンゲル務液に一晩、

冷蔵庫で放置したのち、 NHR の測定(室温)に用いた.

〔結果紛よぴ考察〕

1. カエル骨格筋におけるクレアチン・キナーゼ (OPK)反応のフラッタスの測定.

31 n .. u"  _ _. ~ • 
カエル骨格筋の P-NMR スペクトルか旬タレアチンリン酸 (POr • 21 mmol/kg 湿重

量、以下圃Hと略す) ， ATP (4.5 mH)‘無機りン酸 (Pi、 8.7 mH)を定量した.また細胞

内 pHIま7.3 であ っ た . 次 に 31P・飽和移動 NHR法を飼い‘ γ-ATPの共鳴線を照射すると、

POr の共鳴線の面積 lま58 ! 3 % (n ~ 5) に減少した〈図1).γ-ATPの 共 鳴 線 を 飽 和 さ

せた条件下に、 POr の ス ピ y ・格子緩和時間 (T1m) を飽和図復訟で求めると‘ 2.6 ! 

0.3 s となった.これらから計算した POr の intrinsic T1 は 4.4 土 0.5 s となり、

OPK 反応の正反応方向 (POr + ADP → Or + ATP)のみかけの速度係数 klま0.1718 となっ

た. POr の濃度を乗算して、鯵止状1i!lの骨絡筋の OPK反 応 の フ ラ ッ ク ス iま3.8 IIIHI8とな

った.

2. クレアチン・キナーゼ反応の静止筋における繊気的な条件下での変化.

静止筋を織気的な条件下で室混で放置すると 険 業 欠 乏 の た め に POr が徐々に減少し、

細胞内 pHの酸性化が生じる(図 2). この POr の分解速度は上記の OPK 反応のフラックス

よりもはるかに遅いので、 OPK 反応 はほ ぼ定常状態であるとみなしえる.鎌気的な条件

下における OPK 反応のフラックスを測定し、 POr の 浪 度 の 減 少 や 細 胞 内 pHの酸性化の影

響を調べた.

PCr 

a) pHi 7.3 Pi 

b) 

c) 

7.2 

7.0 

「ーす-.-.--.-，
.0 

ATP 

yα  

pp刊
戸寸

.10 -20 

31 
図 2 カ z ル骨格筋の P-NMR 

スペクトルの経時変化.

(鎌気的条件)

a) 0 hr 

b) 4.2 hr 

c) 8.4 hr 
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PCr 

a) 

b) 

c) 

Y-'ATP 

pPI唯一-10 -20 

図 B カエル骨格筋の γ-ATPから POr

への磁化の飽和移動スペクトル.

(差スペクトル:図 Ic に相当する}

試料ほ図 2 と向ーであり、各スペク

トルは図 2 の各々の時間に対応する.



10 。

-lJ.-

10 0 

1 
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1 
0 

Pi PCr 

ー10

「寸一「

-10 

「一l'
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-20 
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「寸
-20 
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「寸

・20
T一寸
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「寸ー「。 「寸
・10

図 4 カエ ル 骨格筋の筋線維に沿ったクレアチン・キナ，ぜ反応のフラックス測定.
31 

カエル骨格筋の筋線維に沿った P-NMR スペクトル走査法に飽和移動法を応用した.

a) γ-ATPの共鳴線を照射・飽和(矢印)した走査スペクトルとその等高線図.

b) PC r の対 照位置を照射〈矢印)した走査ス ペ ク ト ル と そ の 等 高 級 図 .

c) γ-ATPから PCr への磁化の飽和移動の走査スペクトル(差スペクトル (b-a))とその

等 高線図@
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31p・飽和移動 HlIR 法を用いて γ-ATPの共鳴線を照射・飽和させると. PCr の漉度が

低いほど、 ATP から PCr への磁化の飽和移動は小さくなった(図的.しかし、 γ-ATPの

共鳴線の照射による PCr の面積の相対的減 少 度 は む し ろ 大 き 〈 、 ま た ‘ PCr のスピ ν・

格子緩和時間 T1m Iま短くなった.これらの各々の健から計算すると‘ PCr の intrinsic

T1 はほぼ一定で 3.8 土 0.2 s となった.一方‘ CPK反応の正反応方向の速度係数 klま、

PCr の濃度が低いほど.大き〈なったが‘I'Cr の浪度を乗算すると、 CPK反応のフラッ

クスはほぼ一定 で4.2 土 0.611M/sとなった.

すなわち‘静止筋において‘測定した範図 内 で は ‘ PCr の浪度が 1/2 に減少し‘細胞

内 pHが酸性化(7.3 ・> 7.0)しても、細胞内 の ク レ ア チ ン ・ キ ナ ・ ゼ の 直 撃 索 活 性 ほ 変 化 せ

ず.その反応の フラックスほ一定であることが明らかとなった.

ところで、 PCI'の in t r i n B i c T1 はほぼ一定であった. PCr の減 少に とも ない 、測 定

した PCr の T1m が短か〈なったのは、 PCr が ATP とCPK反応により交換反応をしている

ためである.すなわち、 ATP の濃 度 は 一 定 であり‘ ATP の int r i n s i c T 1 IまPCr よりも

短かいから PCr の減少にともない 相対的に PCr の T1mが短くなったことを示してい

る .このことほ一般に.生体試料でのりン化 合 物 の 濠 度 の 変 化 の 定 量 の 際 に . 微 量 な 変

化の議論には飽和国子の変化を考慮しなければいけないことを示している.また‘速度

係数 kの 増加 tまADP や H+の増加を反映して いると考えられる.

3. 3lp -N M Rスペクトル走査法による童話線維に治ったクレアチン・キナーゼ反応のフラ

ックス測定.

骨格筋をソ レノイド・コイル内に置き‘筋線維勅に沿った磁場勾配パルスを加え‘モ

31 
のスピン・エ コ - vグナルの二次元フーリエ変換によって P-NMR 走査スペクトルが得

られる.その走査スペクトルでは PCr とPiが検出でき、両者の化学シフト差から筋線維

に沿った細胞内 pHの分布も求まることをすでに報告した. ATP Iまスピン・スピン緩和時

間 T
2が 短かいため検幽できなかったが‘その γ-ATPの共鳴線の位置を照射することによ

り、 PCr の共鳴線の減少が認められ、 CPK反応のフラックスの測定が可能となった.

測定は長時間と な る た め 、 対 照 と な る 走 査 スペクトルと γ・ATPの共鳴線を照射した走査

スペタトルとを何時に測定した〈図4)イ PCr の intrinsi~ T1は4.4 B で あ る と し て 計 算

した結果、筋線鯵に沿った CPK 反応のフラックスほ 3~ 4・M/sとなった.

以上の様に 31P _ NM日飽和移動法をスペクトル走査訟に応用することにより筋線維に沿

ったタレアチン・キナ・ゼ反応のフラックスが測定可能となった.
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70 39K NMRによる細胞内Kイオンの動態計測

(生理研.分子生理〉 村上政隆、鈴木英司、宮本信一、瀬尾芳輝、

Martin C. Steward， H 弘

γ1easurement of intrace l1ular K movement in the isolated perfused sal ivary gland by 39K 

NMR. 
1寸asataka門URAKA門1，Eiji 5UZU1く1，5in-ichi門1YA門OTO，Yoshiteru Seo， Hiroshi Watari 
(National 1nstitute for Physiological Sciences) 

39K N門Rspectrum of the perfused rat salivary gland consists of two components: broad 

resonance with short T 1 and T2 values (ca. 3 ms) and sharp resonance with long T 1 and T2 

val ues (ca. 50 ms)凶 Thesecomponents were assigned to extra- and intra-白cellularK(Kin) 

by chemical shift reagent， Dy <TTHA). Based on this property， a modified inversion 

recovery pulse sequence was applied to measure Kin. Kin decrea.sed by 30% of the resting 

value during secretion withlμ門 ACh.Addition of 1 m門 ouabaindecreased Kin by 

additional 40 % of the resting leveL These changes were comparable to the amount of K 

loss obtained from K concentration and flow rate of the effluent and saliva. 

Kイオンは細胞内液中最も高浪度lこ存在する陽イオンであり、細胞の興奮、運動、吸収、分泌などの

基本機能にとり重要な役割をはたす.しかし39Kは州Rtことり最も低感度の核種のひとつであり、 Naに

たいし、 3x 10・3と低く、細胞内のKの共鳴畿が幅広であることとあいまって、 S/Nの低下をきたし、

精度よい測定を短時間lこ行うことは非常に四重量であった。今回、唾液腺の血管掛棄標本を用い、 39K

N内Ri:去により、細胞内Kの動態を計測することが可能になったので報告する. (Seoetal.， 1羽7;

Muraka冊iet al.， 1988). 

〈材料および方法〉

ウイスター系オス、ラット(180・350g体重〉をpentobarbita 1 sod i u圃麻酔下に手術し、顎下線〈

180・3∞開g)を摘出し、 2.0闇11闇inの潅流速度で動脈より定流濯担草した。潅流液の組成は〈釧;Na 

146， K 4.3， ca 1，問g1， inorgai舵 p加sphate1， 148.3 CI， 5 glucose. 10凶 HEPESでpH7.4 

に調整し、 021∞Zで飽和し用いた.議流腺はl(棚径の試料管に設置し、腺の外部を等張釦crose液

(3∞ぽt)tこで表面濯涜し、静岡匠涜出液中の Kによるconta圃inationを紡いだ.

39K NMRスベクト側3飢lIIb(Bruker，8.45T)をもちい、 39K専用プローブ(16.8附2)にて測定した。

瀧流液と唾液中のK~興度はフレームフォトメータ(Corning 480)にて測定し、流出速度の値とあわせて

民の移動量をもとめた。

〈結果と考察〉

函uこ37.Cで得られた潅流顎下線の39KN門Rスベクトルを示す。T1を求めるために行ったInversi

on recovery実験 (0-180. -VO・90。・(acquire))の結果である。 Recoveryti配 (VO)を1・20圃

sec， 400 lIISeむについて測定した。 39KNMRスベクトルのT1は2成分にわかれ、速い成分は ca.2圃
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a) 

c) 

図1 濯涜ラット顎下腺のTi測定結果。

37. C， Inversion recovery pulse 

sequence(O・180.-VO-90'・acquire). 

Recovery ti舵 (VO)は図に数字でしめした。

Relaxation delay (0)は500帽sec，

4096 accu附 lations，5 Hz rine-broadning. 

各スベクト)vは100pp冊 rangeで図示した.

2 4 6 8 10 20 4∞I'T鴎C

secで0011pointを通過し、約 3聞secのTlをもつことが推定された。一方、長いTl成分は約50ms 

ecの値が得られ、これは濯涜液のTl値(55msec)と一致した。このことは長いTlの成分は細胞外由来

のものであり、短いTlの成分は細胞内のものであることを強く示唆している。

両成分の帰属をあきらかにするために、水溶性化学シフト、 Oy(TTHA)を用い、細胞外の成分をシフ

トさせた(図2)• singl，e pulse sequ宮前e(O・60。・(acquire))をもちい、 24
0
Cで測定した。図2

・aはシフト試薬を用いず測定したスベクトルをしめず。波形解析により、 2つのLorentzianに分離さ

れた(2・c).l20Kzの半値幅をもっ成分と10Hzの半値幅の成分である。 10酬のシフト試薬をもちい、

細胞外成分は5p開低磁場側にシフトした〈図2-b)。波形解析の結果(2-d)、幅広い成分はシフトせず、

共鳴面積も変化しなかった。一方、シャープな成分は 5p問シフトし、半値幅が培大しピーク高が減

少したが、共鳴面積は変化しなかった。このことにより、幅広い成分は細胞内、シャープな成分は細

胞外であることが確定した。 これは細胞内KのTl緩和時間が纏胞外Kのそれに比べ、非常に短いこと

を意味しており、 Inversionrecoveryを用いて、細胞外のKの信号が0011pointを通過す-'5時点で

得られたKスベクトルは十分に回復した細胞内のKを表す.すなわち、 1800

パルスの後、細胞内Kの

磁化は15聡ecでもとにもど-'5.繍胞外Kの磁化は40冊sec後に0であり、このとき鎗掴pling似Jlseと

して2番目のパルスをかけると細胞内Kのスベクトルのみを得ることができた。

:… 

A d) . -̂--
図2 穫涜ラット顎下腺の39KNMRスベクトル。

24. C， single附 Isesequer問 (0・60.-acqui re). 

a) control spectra of the resting gland， 

b)10 mI'f Oy(TTHA). The sharp resonace was shifted. 

c) I ine shape analysis of spectru町Ia). ‘・ 40 20 -20 ・40 -6は[)60 40 20 -20 ・・40 -60 

Chemical shif乞 (ppm) 
d) I ine shape analysis of spectrum b). 
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唾液腺においでは分泌時に細胞から血管側

および唾液中に大量のKが放出されることが

知られているが、両者の放出量を測定し、

H門Ri:去でt制定された細胞内K量の変化と比較

した。

ACh = 1.0 jJM 
図3
q 

図3は39KNMRにより測定された細胞内K量

1)1門 acetyI cho I i ne投与時の変化であ

る。細胞内Kは静止時から29%減少し、プラトー

の

レベルをたもった。図3-aは40皿inacetyl 

chol ineを投与する実験を 11備の腺で同じ

ACh = l.QjJM 

120 

e 100 
6 80 
υ 

~ 60 

c; 40 

正 20

b 

プロトコールで繰り返し測定し加算した結果

である。約2分の時間分解が得られた。共鳴

面積よりKcontentの変化量を追跡した。

nolse部分の面積を測定し、今回の

H門R測定系の誤差をbarで示した。 acetylchoI i ne 

を洗い存在すと細胞内Klevel は速やかにもとに

もどった。

静脈流出液のK滋度〈図4・a)と流速より涜出液

中へのKloss(図4・b)を測定し、唾液中へのKloss 

も同様に測定した〈図4-c).両者をあわせて細胞

よりの正味の移動量を求めた〈留4・d).正味の

移動の積分により、細胞よりのKlossの累積値の

計時変化が求められた〈図4・e).その結果、分泌

初期に最大12.6土!.8}'圃ol/g・輔in(SE，rF7)の血管

側へKlossが起こり、持続分泌中には等量のKを

!z 6.5 

当 6

It 5.5 
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4 温=
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f2'e 10 

X'" コ、

4E 
'ー=ぇ
岩
'" -5 

言語 101
サヨ .. 

E;251 。」
20 

。
図3-b)

60 50 40 

~fjJM 

20 30 
time(min) 
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o 

ト日町
取り込み、唾液に分泌し、正味の移動はOであった。

刺激を止めると、最大 7.祉9・7}'・ol/g瞬間inでKを

取り込んだ。累積Klossは持続分泌中プラトーをとり、

分泌刺激終了とともにOにもど、っていった。この変

化パターンは39KN門Rで測定した細胞内Kの変動と

一致した。r L 
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N円Rにより観測されているK量がどのくらいであるか

を評価す弓ために、さらに細胞内のK量を減少させる

と考えられ.'5ouabainを用い、 2段階に締胞内Kを変化

させ、その量比を求めた。 ouabainは細胞内にKを

取り込むNA/KATPaseを特異的に阻害し、細胞内Kを

増加する。 acety1 cho 1 i ne I)1Mをあらかじめ投与し、

K leak outを増加させておいてから、 ouabain1酬

を添加した〈図5，6) • 

39K NMRの結果を図5にしめす。枇labain1-酬の添加

により細胞内のKはさらに42%減少した。すなわち、

acetylchol ineのみで減少した試は、 acety1 cho 1 j neと

ouabainにより減少した細胞内K量の42%であった。

一方、 1州 ouabainは唾液の分泌を停止させ、血管

・-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 側へ最大12.8土1.1")llIIol/g叩 inでKの涜出を起こさせた。
TlME (min) 

国る
q 30 

520 
~.~ 

き~ 10 

FE 
E。

，4B
E
E
-
a
E
4
 

0

0

5

o

q

o

o

o

 

1

1

2

2

1

 

.
S
E
a、ち
εス

E
E
m
ミ。
E
ミ

句
、
戸
時
ぎ
品

o
h
D
z
q
d
o
z
o信
H
h
H
2
4比
，
L
F
凶
2
耳

upahhz伊

ωzus

h

u

c

 一
-10 

d ~ 80 
s cm 
耳 、 60

o 10 2b 30 40 50 60 
11m. (mln) 

ouabainとacety1 cho 1 i neの洗い涼しにより、 Kの取り

こみが忌大6.5.土.0.7)1冊。I/g-冊Inで起こった。このとり

込みはNa/KATPaseの活性化によるものであるが、図6・d

のように細胞内Kは完全に回復した。ここでacetylcholine 

によるKlossはtotalK lossの 38%であり、 39KN門Rの

観測結果とよく一致した。

今回線告した結果は細胞内KのうちtransP<lrtabI eなK

量の変化率について39証NMR法と直接K移動量を測定した

結果がよく対応した。このことは今回報告した手法が

化学シフト試薬を用いない細胞内K測定法として有効で

あることを示している。

参考文献

I)Seo et al. (1987) J Magn Reson 75: 529-533 

2)門uraka聞iet al.(1988) Exocri舵 Secretion.(ed.by 

lIong & Young) Hong Kong Vn i v Pr.侭 s;126-128 

-290ー



71 高エネルギー燐酸化合物のスピンー格子緩和時間(T ，)の検討。
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瀬 尾 芳 輝 、 村 上 政 隆 、 亘 弘 ( 生理学研究所、分子生理)

8'p spin-Iattice relaxatlon time measurements in biological systems: 

rat heart. liver. kidney. erythrocytes and guinea-pig smooth muscles 

Eiji Suzuki. Munehiro Maeda. Satoru Kuki. Tsuyoshi Kawakami. Kenji Tsukamoto. 

Shinsuke Nakayama. Yoshiteru Seo. Masataka Murakami and Hiroshi 曹atari

(Department of Molecular Physiology. National Institute for Physiological 

Sciences. Myoudaiji-chou. Okazaki 444. Japan) 

Spin-Iattice relaxation time (T，) of phosphorus compounds in the perrused 

rat heart. liver. 主idney. erythrocytes and guinea-pig smooth muscles 

(stomach and taenia caeci) were 調 easured by DESPOT (~riven- 呈qu i1 ibriu潤呈 i n g 1 e-

2. u 1 s e旦bservation of 11l method. This method is a rapid and accurate 

technique for the measurement of T， values. T， values of phosphomonoester 

(PME). 2.3-DPG (diphosphoglyceride). inorganic phosphate (Pi). phosphodiester 

(PDE). phosphocreatine (PCr) and ATP phosphate groups were ranged fro爾 D.15:t

0.02 sec (β-ATP of liver) to 8. 50:t 1. 57 sec (PDE of kidney). T， values of 
β-ATP increased in the sequence of the organs: 1 iver (s震 ooth muscles (stomach 

and taenia caeci)三 heart. erythrocytes. kidney. 

濯流臓器を用いて燐化合物のスピンー格 子 緩 和 時 間 (T けを測定するためには、測

定時間を短くする必要がある。 従来の反転回復(1 R) 法や、飽和回復(S R )法によ

る測定では測定時聞が長くなるため潅流臓器を用いた生体試料の測定には適していない。

Homer(1985)、 Seo(1987) の報告した D E S P 0 T 法 (~riven-

!l.quilibrium ~ingle-!'.ulse 皇bservation of 1， Relaxation) を用いて、生体試料(ラッ

ト心臓、 肝臓、 腎臓、 赤血球、 モル モ ッ ト 平滑筋)の燐化合物の T ，値を測定した。従来

の祖IJ定方法に比べて、測定時閣を 1/ 1 0程度に短縮することができ、海流時間の短い

臓器も 良 好 な 条 件下で測定することができた。 また、計算機実験を行い、測定の対象と

なる臓器または 燐 化 合 物 に よ り 、 最 適 パ ル ス繰り返し時潤を選択して、精度の高い T，績

を 得ることができた。 さらに、 こ れら 濯流 臓器の燐化合物の T ，値を比較した。
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式 1

Data ar四Iysis01 DESPOT method 

M(eJ cose . M~白)
一一一一=一一一一一一一'exp(-t/T，J+Mo[l-exp(-t/TtlJ 
sin9 sin9 

e' Flip angle. T" Spin寸aHiceI"elaxa針。n time， 

t 'Pulse repetition time. Mo' Equilibrium mognefization 

T1 values can be obtained from Q slope exp (寸/TIlof Hneor 

regression 

DESPOT法による Tt値 の 測 定

if li; 

ij(」〆/tレペ

図 1
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表 2
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(測定方法〉

3'P-NMR測定は、 ブルッカー W M -3 6 0 w b (8.4 5.T)、 測定周波数 145

.8 M H z 、測定周波数幅 10 k H zを用いた。対象臓擦はラットの赤血球 (37
0C)、

肝臓 (37
0

C)、心臓 (33 0C)、腎臓 (31 0C)、 モルモァトの平滑筋〈胃、盲腸紐)

(32
0

C) を濯流し、外径 1 0 または 15mmの N M R試料管内に設置した。 F 1 P 角

( 8 )は 1 5・、 3 0'、 4 5・、 6 0'、 7 5・、 9 0・を用いた。パルス繰り返し時間(

τ) は、従来報告されている T ，鐙と計算機実験の結果より、 o . 3、 o . 6、 1 . 0秒よ

り選択した。従って、肝臓は τo. 3秒、平滑 筋 と 赤 血 球 は τo. 6秒、心臓と腎臓

は τ1. 0 秒を用いた。 また、赤血球については、高エ不ルギー燐酸化合物である A T 

P の T ，績 を比 較するために、他臓器と同一条件(測定温度、 パルス繰り返し時間)の測

定も行った。積算回 数 は S/ N比および臓器の濯流時間により決めた。 測定から得られ

た燐化合物、の信号強度 M (8 ) を 用 い て T ，値を求めた。

(測定結果)

D E S P 0 T 法では、 フリップ角(8 )とス ピ ン ー 格 子 緩 和 時 間 (T けとの関係が

式 1の様に、 Y M(8)/s  n8、 X C 0 s 8 ・M(8)/s n8、 A (s 1 op 

e) e x p (τ/T，)、 B (Y-intercept) M 0 [1 - e x p (一 τ/T 1) ]と

することにより Y A X + Bで表される。 この関係式を用いて、 M ( 8 )と T，徳(0 . 

01-100秒)及 び 8 (0-90') の関係について計算機実験を行った。 DE S P 0 

T法では、 パルス繰り返し時間 (τ) を変えることにより Tl値を精度良く測定すること

ができるため、従来報告されている燐化合物の T ，値を参考にして τo. 3、 o . 6、 1 

0秒の場合について、 コンビュータ・シミレーションを行った。結果を、 図 1 (τo  

3秒、 M 0 = 1 )、 図 2 (τ1.  0秒、 M 0 = 1 )に示した。

D E S P 0 T 法を用いることにより、 T ，値の測定時聞は 45-120分と、従来の

1 R法ゃ S R 法に 比べて約 1/1  0 の時間で行うことができ、濯流時間の短い生体試料

でも短時間で良好な条件下で測定することができた。測定により得られた P M E (phos 

phomonoesters)、 2、3-D P G (diphosphoglyceride)、 P i n 0 r g a n i c p h 0 s p h a t e) 

、 P D E (phosphodiesters)、 P C r (phosphocreat ine)、 A T P の燐化合物の T ，鐙

を表 1、 2 に示した。燐化合物の T ，値は臓器 に よ り 大 き く 異 な る こ と が わ か っ た 。 今 回

用いた生体試料の燐化合物は、 T ，=0.15 土 0.02-8.50土 1. 5 7秒に分布して

い た。計算機実験の結果より、 τo  . 3秒の測定(図 1) で は T ，= 1 0秒付近、 τ=  

1 . 0秒の測定(図 2 )で は T ，= 0 . 1秒付近の測定精度が低くなるため、 τo  . 6秒

の測定が生体試料を用いた燐化合物のi!!JJ:定に適し て い た 。 しかし、燐化合物の T，値の短

い肝臓は、 T ，= 0.15 ::t 0.02 - 1.10 ::t 0.07秒に分布するため τo. 3秒の

測定、 T ，値の長い腎臓は、 T ，=1.06土 0.12-8.50 士 1. 5 7秒に分布するた

め τ1. 0秒の測 定 を 行 う こ と に よ り 、 より精 度 の 高 い T ，値が得られることが確かめ

q
t
u
 

Q
U
 

9
白



られた。 また、表 2 の結果より、高エネルギー燐酸化合物である A T P は、 Tt=O.l 

5 士 0.02-1.13土 o. 0 9秒に分布するため、 τo  . 3秒の測定を行うことによ

り 、 良 好 な 瀧 流条件下で精度良く Tt値 を 測 定することができる。 DESPOT法は、測

定 の対象となる臓器または燐化合物により τ を変えることで、 より精度の高い Tt値を得

ることができる。

さ らに、各種潅流繊器の燐化合物の Tt値を、 担IJ定により得られた回帰直線と散布図

で比較した。赤血球の燐化合物の Tt値は、 単一成分より成り、他の生体試料の比較物質

として用いることができた。各種濯流臓器の高エネルギ 燐酸化合物である A T Pの T

1値は、同一条件 下 で 測 定 し た 赤 血 球 と の 比較により、赤血球(T t値=約 1秒〉よりも

早い成分と遅い成分に分けられることがわかった。

(参考文献〉

1. J. Homer. and M. S. Beevers. J. Magn. Reson. 63. 287 (1985) 

2. Y. Seo. M. Murakami. E. Suzuki. M. Maeda. and H. 宵atari，

Magn. Reson. Med.. 6.430 (1988) 
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72 心筋エネルギ一代謝の酸素濃度依存性

P-31NMRと光学的測定t去を用いて

{北大医.循環器内科¥北大応電研.生体物理¥北大エリ

福田 洋之1、安田 美子一¥岡村守人下 JII 繁三 3

THE OXYGEN DEPENDENCE OF THE ENERGY STATE OF CARDIAC TISSUE. 

p・31NMR AND OPTICAL 門EASUREMENT OF 門YOGLOBIN IN PERFUSEO RAT HEART. 

Hiroyuki FUKUDA， Hisakazu YASUDA， Mamoru TAMURA*， and Shigezo SHIMOKAWA** 

(Cadiovascular Div.， School of Medicine， Biophysics Div.， Research工nstitute

of Applied Electricity*， and NMR Laboratory， Faculty of Engineering**， Hokkaido 

University 

The relationship between the energy state and intracellular oxygen concentration 

was established ¥lith cardiac tissue. where the former could be 問。 ~itored by P・31

N門R and lhe latter by oplical method for myoglobin absorption. The ratio of 

creatine phosphate to inorganic phosphate. PCr/Pi. started to fall at 40μ 門 of

intracellular oxygen. in contrast to oxygen consu聞pti on(lOμ 円). The pH decrease 

measured by chemical shift of Pi paralleled the increase of lactate release， of 

which half maximum was 3μ ト1. The critical oxygen concentrations differed nearly 

5~fold in each other when determined ¥lith energy state or oxygen consu聞ption.

心筋は、その正常な機能を維持するために冠動脈からの磁棄の供給を不可欠とする。心

筋の収績に必要なエネルギーは、心筋細胞内ミトコンドリアにおける酸化的燐酸化によっ

て産生されるアデノシン三燐酸(ATP)であることはよく知られている。 Hypoxiaでは、この

酸化的燐酸化が障害され、;¥TP i室生能の低下などの種守の代謝異常が生ずる。

現在まで、心筋エネルギ一代謝と酸素濃度に関しては多くの研究がなされているが、そ

の関係については、まだまだ不明な点は少なくない。今回われわれは非侵襲的方法である

P-31NMRと光学的測定を同時に行なうことにより、心筋エネルギ}代謝と細胞内酸素漕度

の関係について、新しい知見を得たので報告する。

[方法]

く濯流方法〉

Wistar Albino rat(250~300g) をベントバルビヲール(1 0開 g /l OOg) で麻酔後、へパリン

を静注し、心臓を摘出し、 Langendorff法にて濯減した。瀧流液は 10閉門グルコースを含む

Krebs-Henseleit bicarbonite液を用い、潅流圧80cm水柱、濯流温30Cとした。 95%02+5%C02

あるいは 95%N2+5%C02の混合ガスで平衡させた系を二つ作成し、両者を混合させることに

より、話室流放の酸素濃度を変化させた。

-295-



く P-31N門R>

装置は 8ruker製 4.7Teslaを用い

管、内側に 20mm管の二重管とし、外

ロックを行なった。 観測周波数は

Sample tube は外側に 25mm

磁場の

81.075 門Hz、 パルス幅50μsec、

側iこ 重 水 (020) を入れ、

た。

Acquisition time、lsecとし.一つ

のスベクトルは 300図積算で求め

か った。クレアチン リ ン 酸 (PC r) 

た。 Pr{)ton-decoupI i ng は用いな

PCr/Pi と無機リン(P i )の比、

02 ♀五E I 
z 

o ~I 
.c !I 
:;E ~I 

を求め心筋組織のエネルギー状態

とし、 Piのche冊ical shiftより締

胞内 pHを求めた。

く光学的規IJ定〉

.---. 
5 mln 

心筋細胞内滋素濃度を求めるた

ミオグめに、光学的 iltl定により、

回、一人、，¥ 戸、

11 "".-，.f.' '"."'， '.. '，，~_，山

III .... N"ノJ\" ，，:，人í\.~.~ヘ;\t~/-/，)'t_"ぺ叫ん.~-.'，~
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を観察した。

fiberを通し、ラット心臓の左室

前壁に照射し、その反射光のうち

620nmと580nmの差スベクトルをも
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[結果]

図2は何時 lこ記録された、 P-31NMRスベクトルとミオグロビンの酸素化ー脱酸素化曲線で

ある。好気的状態である Iでは、 p・31N円Rにおいて、 PCr/Pi比は十分に大きいが、低酸素

状態である 11および無酸素状態である 111では、門bの脱酸素化とともに、 Piの増加 PCrの減

少が観察された。 IVで再び好気的状態にすると、門bの酸素化状態も Iのレベルまでもどり、

P-31スベクトルもほぼ Iの状態にまで回復した。

同様の実験を他のラ、ソトから得た報室流心でも行ない、心筋細胞内酸素濃度と PCr/Pi、pH

:;!〆:イー:
;;lf: 
iElk-------jii 
iilLJ-

図4である。

細胞内酸素濃度が40μ 門付近

の関係をまとめたのが図3、

PCr/Pi は、

E
E
E
 

より徐々に低下しはじめ、 20μ 門以下では

急激に低下した。一方、細胞内 pHは10μ 円

それ以下で急

激にアシドーシスヘ傾き、無酸素状態では

[考察]

まではほぼ一定であったが、

6.8-6.9の値を示した。

心筋エネルギー代謝が細胞内酸素漉度に

深く依存していることはよく知られており

現在まで数多くの研究がなされている。

今回われわれが P-31N~lR を用い、心筋ミト

コンドリアのエネルギー状態の一つの指標

から綴察された criticalPCr/Pi である

おドoxygen concentrationは40μ 門と考えられ

この値は以前に発表された pyridineるが、

-園 r--f.介『
10 20 30 70 

Intr・e・lIular・xygen.con("M) 

nucleotide 、 O2 consu冊ption、1acta te 

releaseなどから求められた 10μ 刊という纏

と4倍の差がある。図 5は今回の結果と以

この図か前の研究を比較したものである。

5 図細胞内酸素濃度が低下ら明らかなように、

すると、 PCr/Pi比が最も早期に低下し始めるが、 cytochro聞e a+a3の、還元状態もほぼ同様

また、 pyridine nucleotideの還元状態、酸素消費速度は、約 10μ 門まではの変化を示す。

ー定であるが、それ以下で急速に変化している。

dO， --:'= ki (Cyt.a，*)(O，) 
dt 

呼吸速度は

と書ける。また、酸化的燐酸化と呼吸鎖の酸化還元レベルは平衡に近いと考えられるので

Keq= [制民~:r [五三r
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とすると、呼吸速度は

ト i.Ket(Cyt.a，.) [鴇t[品戸(0，)

となる。この式と今回の結果を比較すると、酸素濃度が低下すると、 [ATP/AOP.Pi]-3/きが

増加し、岡崎に rCyta3'令.]が低下することにより呼吸速度が一定に保たれていると考え

られる。しかし、酸素濃度が 10μ 円以下になると、これらの平衡状態による制御では追い

つかなくなり、呼吸速度が低下し、解糖系の充進、乳酸放出が生じるものと思われる.細

胞内 pHの低下と、乳酸産生量の増加は、平衝であるので、アシド}シスの原因は乳量産産生

によるものと考えられた。

今回一の研究で、無酸素状態にいたる過程で、ミトコンドリアの呼吸鎖において、呼吸速

度を一定に保つような平衡状態が存在する可能性が示唆された。

今後、心機能に対する西宮素濃度依存性を調べ、主要な制御因子が呼吸速度か、あるいは

phosphate potentialかを決定したい。
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73 lU-III1R 緩和時間測定による正常及び変性樵閥板内水分子の易動性と

同組織の粘弾性特性の関係

(京 都 府 立 医 科 大 学 整形外科 第一生理村 O日下義章、茶谷賢一

大友啓資、三船哲郎、山下文治 、榊 田喜 三郎 、西 川弘 恭事

MOBILITY OF WATER IN NORMAL AND DEGENERATED INTERVERTEBRAL DISC ANALYZED BY 

lH-NMR RELAXATION TIMES AND VISCOELASTICITY 

Yoshiaki KUSAKA， Kenichi CHATANI， Satoshi OHTOMO， Tetsuro MIFUNE， 

Fumiharu YAMASHITA， Kisabufo SAKAKIDA and Hiroyasu NISHIKAWA* (Department of 

Orthopaedic Surgery and Physiology宇， Kyoto Prefectural University of Medicine) 

Mobility of water in normal and degenerated intervertetbral disc(ID) were 

analyzed by means of lH-NMR relaxation times. The relationship between lH-NMR 

re!axation times and visco~lasticity in the nuc!eus pu!posus was examined. Water 

in the nuc!eus pu!posus of norma! ID showed !arger value of lH-NMR relaxation 

times than th¥ose in any other part of ID. However， those va!ues in the 

degenerated ID were sma!! and were a!most the same in any part of ID. lH-NMR 

re!axation times and water content in nue!eus pu!posus had correlation with its 

viscoe!asticity. These facts suggest that 濁easure国ents of lH-NMR re!axation 

times and water content in !D 潤ay make it possih!e to estimate its degeneration 

and function as a shoc並 absorbing syste羽.

正常椎間板は細胞成分に乏しい無血管組織であり、その固形成分は湿重量の約 20-30% 

を 占める co!lagen と約 5%を占める g!ycosaminog!ycan{GAG) より成る。脂質の含有率は

き わめて少ない。 正常椎間板法 Fi g 1 1<:示すような構造を持ち、大きく鎚核と線維輸に

わけられる。 co!!agen は弾性を有する強靭な線維であり線維輸に多く存在し、そこで輪状

の層板橋造を形成して椎体問を結合し椎間板における骨格としての役割を持つ。 GAG 1ま

鎚核部に多く存在し、繊細な線維構造中に多量の固定された陰性荷電を有するムコ多穂類

である。 この陰性荷電により正常椎間板は組織 外液に比して高濃度のナトリウムをはじ

めとする陽イオンを保持し、高い浸透圧を持つため重量比で 60-80%と多量の水分子を保

持する 1)。 保持された水分子は椎間板市において collagen， GAG の形成する網 B構造問

でこれらとの相互作用に依存した運動性を持つ。 このため椎間板は適度な粘現性を有し

身 体に加わる外力に対して衝撃吸収装置として働く。 変性椎間板では GAG が減少するた

め水分合有率の低下、水分子の運動性の変化が生じ、これに伴う粘弾性の変化は椎間板機

能 の 低 下 を も た らすと考えられる。 以上のごとく、権限板において水分子はその機能に

直 接関与する重要な役割を担っていると考えられている。
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本研究では 'H-NMR により機関板変性の定量 的 診 断 を 可 能 と す る た め に 正 常 、 お よ び 変

性椎間板を成牛尾椎、 ヒトより得、その部位別の， H -NMR 緩和時間、水分含有率に検討を

加えた。 さらに、椎間板髄核における GAG 含有量の変化がそこに含まれる水分子の T，・

T2 と粘弾性の関係に与える影響について検討し た。

試料および方法

正常椎間板試料として屠殺直後の成牛尾樵椎間板を用いた o ヒト椎間板試料として剖検

時〈死亡時年齢 36-79才)に得られたヒト椎翻板(第 4、 5 腰椎間〉を用いた。 ヒト椎

間板には変性を認めその変性度を Levin の分類引に従い肉眼的所見より分類した。 ウシ

椎間板の部位別水分 含 有 率 、 T1. T2 その他の 測 定 に 関 し て は 髄 核 、 線 維 輪 内 層 、 外 層 に

分け て試 料と した。同様にヒト椎間板に関しては Fi g 1 に示すごとく髄核、前方および後

方線維輪、側方線維輪外層および内層のけ所より試料を摘出した。粘弾性測定にはウシ椎

間板鎚核を用い、ヒアルロニダーゼ処理群(HA-ase処理群〉と非処理群(HA-ase非処理群)

の 2群を作成した。 HA-ase処理群の髄核は羊皐 丸ヒアルロニダーゼ (Sigma Chemical Co.) 

を1.5mg/ml 含む緩衝液中にて 370 e. 2時間処理し、 GAG を分解除去した。 各群の髄核

lこ加水、または 脱水操作を加える ζ とにより約 65-95% の種々の水分含有率を有する 2群の

髄核試料系を作製 した。

椎間板試料 (300-1000mg) の 'H-NMR 緩和時間を日本電子製 JNM-PSE 60E型スピンエコー

NMR 装置い H: 60Mz) にて測定した。 T，緩和時間前'J定は inversion recoycry 法によっ

た。 1800 -900 pul se 間隔は 100X N msec (N~I-20) 、 pulse 系列の繰り返し時間は 25

sec とした。 T2 緩和時間測定は Carr-Pursell-Meiboom-Gill 法によった。 1800 pulse 

を 4msec 間隔にて 100回照射し、 pu 1 s e 系列の繰り返し時間は 25sec とした。測定はすべ

で 250 C の一定室 温 に て 行 な っ た 。

試料の乾燥重量および湿重量より水分含有率を測定

した。 乾燥重量測定後のウシ椎間板試料を湿性灰化

した後蒸留水にて溶解し、炎光光度計 lこて Na o• 含有

量 を測定した。 一部のウシ椎鋼板試料について Urban

らの tracer cation method 引により試料中の GAG 密

度を示す Fixed Charge Density (FCD) を測定した。

岩本製作所製粘弾性 SPECTROMETER(VS-S型)にて粘弾

性を担IJ定 Lた。 10mm 径のジグ翻 iこ試料を国定 し 10H z. 

100g の 負 荷 を 加えて動的複素粘弾性の指標とな る 動 的

復索弾性率<1E. I ):を測定した。 HA-ase 処理群、

非処理 群の ウシ 椎間板髄核について水分含有率と T1. T 2・

および |γ| の関係を求め、これから T，. T 2 と |γ|

の関係を明らかにした。

盆主主主主藍
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出鐙~)
A: 鎚核

B: 前方線維輪

C: 後方線維給

D: 側方線維鎗内層

E: 側方線維輪外層



1 ) ウシ正常 椎間板の部位別置IJ定: ウシ椎 間板髄核、線維輪内層、外層の各部位にお

ける FCD と Na+ 含有率、 N a +含有率と水分含有率の関係をそれぞれ Fi g 2 -A. B に示す。

FCD. Na+ • 水分含有量はすべて鎚核、繊維輪内層、外層の l臓に多く、 FCD と Na +含有

量、水分含有量それぞれの聞には正の相関が存在 Lた。 すなわち、正常椎間板では中央

部 に向かうに従い GAG 含有量は多く、これがもたらす高い陰性荷電密度により Na +が、

さらにこれに従い 水 が 椎 間 板 中 央 部 に 多 く 保 持されることが明らかになった。 Fig 3-A. 

B Iこウシ椎間板の水分含有率と T1 または T2 の関係をそれぞれ部位別に示す。 T1. T 2 

は髄核、線維輪内層、外層の I般 に 高 い 鐙 を と り水分含脊率と高い相関を有していた。 以

上より正常椎間板では部位による組成の差が明らかであり、これがそこに含まれる水分子

の量および運動性に反映される事が示された。

Fi g. 2 ウシ椎間板における (a) Na +濃度と FCD.(b)水分含有率と Hピ濃度の関係
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F i g. 3 ゥシ椎間板における T1. T 2 と水分含有率の関係
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2 ) ウシ椎間 板髄核の動的複素弾性率と T1. T2 の関係について HA-ase 処理群の

F CD は非処理群の約 45%!e:低下していた。 このように FCD の 減 少 し た 髄 核 は 変 性 椎 間 板

のモデルと考える ことが出来る。 HA-ase 処理群と非処理群のウシ椎間板骨量核における動

的複素号車性率 IE' Iと T1 お よ び T2 の関係を Fi g 4 に示す。 HA-ase 非処理群の T ， •

T2 と IE・1の問には測定した範囲内では一次 の負の相関関係が存在した。 髄核の粘弾性

変 形の際水分子 は collagen. GAG が 形 成 す る 網目状構造の間を移動する。 このとき水分

子がこれら高分子化合物との閣に持つ相互作用が I E' I に関与するために T1. T 2と IE' I 

t
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の聞にこの様な相関が見られたと考えられる。 これに対して HA-ase 処理群では両者の

関係は非線形であ り 、 T 1. T 2 が低い値を取 る場合 I E. I はきわめて高い値を取った。

これはヒアルロニダーゼ処理により GAG の減 少した

髄核では水分子の移動よりはむしろ残存するコラー

ゲン線維自身が持つ縛伎がその力学的特性に影響を

与えたためであると考えられる。

3 ) ヒト変性権問坂の部位別測定: 試料とした

ヒト椎間板の変性度は Levin の分類により 1度 (軽度 4

2例、 2度(中等皮) 5例、 3度(高度〉が 2伊lであった。

これらの推際板における T1・ T2 と水分含有率との

関係を代表例につきその変性度別に Fi g 5 に示す。

L ev i n 分類 1度の推陪板髄核の水分含有率、 T 1. T 2 

はすべて高く、線維輸のそれらは低く，ウシ椎間板の

場合と同様に機関板の部位の違いによりそれ らは広〈

分布した。 し か し 、 変 性 に 伴 い そ れ ら の 分 布は狭く

なり、 Levin 分類 8度の機関板ではこれらを示

すプロットはほ ぼ 1 ヶ所に集中していた。従来

の組織学的、生化学的研究結果から推開板の変

性により髄核の GAG 含有量は減少し線維輪と の

間における GAG の量的差異は減少し、これにと

もない水分含有量およびその部位別差異も減少

することが知られている。 本研究結果ではこ

れらの報告に一致し、水分含有量およびその部

位別差異が椎間板の変性に伴い減少した。 さらに

T 1. むの部位別差異の減少より水分子の存在環

境も均一化することが示された。以上より水分

含有率、 T 1. T2 の関係より椎間板変性度の定量

的判定が可能であることが示された。 Levi n 分

類 s度 の高 度に変性した椎閥復髄核では GAG 含

有量は少なく Fi g 4 における耳A-ase 処理群の

髄核に近い状態にあると考えられる。 このような

椎間板では IE. I は 高 い 値 を 取 り そ の 衝 撃 吸収

装置としての機能低下が示唆される。

玄盤 1) Urban.1.. et a1.. Clin. RheulI. Dis.. 
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74 交差緩和時閥による生体内水機 造 の 検 討 ー各緩悩組織への瓜周一

(岐阜大・脳外科〉 岩間 字、山田 弘、 (同・生理) 恵良 聖ー、

桑田 一夫、曽我美 勝、 (生理研・分子生理) 亘 弘

'H-NHR STUDIES ON WATER STRUCTURE lN RAT BRAIN BY CROSS-RELAXATIOH KEASURKENTS 

Toru 工WAMA，Hiromu YAMADA (Dep. of Neurosurg.， Gifu Univ. Schoo1 of Med.)， 

Seiichi ERA， Kazuo KUWATA， Masaru SOGAM工 (Dep. of Physio1ogy， Gifu Univ. Schoo1 

of Med.)， Hiroshi WATAR工 (Dep. of Mo1ecular Physiology， Nationa1 Institute for 

Physio1. Sciences) 

Spin-1attice re1axation time (T，)， spin-spin re1axation time (T，) and 

cross-re1axation time (Tu) between irradiated protein protons and water 

protons of bovine p1asma a1bumin in the so1ution state were far 10nger than 

those in the ge1 state. TIO va1ues of rat brain tissues in edema and ischemia 

日eresignificant1y shorter than those of norma1 rat brain and far shorter than 

thos巳 of b:tain tumor， indicating a 1arge amount of hydration of macromo1ecu1es 

in edematous andjor lschemic rat brain tissues. Also， T.. values of aged rat 

brain were shorter than those of young one. T.. measurements might be usefu1 to 

study changes .in water structure in various cerebral disorders. 

l、議自質ゾ ル ・ ゲ ル 変 換 に お げ る 水 構 造 変化

[試料の作製]市販ウシ血援アルブミン (8PA)は微量のプロテアーゼを含み、 pH3.8で、

BPAがF型と呼ばれる構造にあるとき、 1~ 2箇所のペプチド鎖が切られ、 BPA車と呼ばれる構

造になる。重水 (020)中で、この BPA"を7%以上の濃度とすることにより透明なゲル状織に

することができる。一方、精製したウシ・メルカ プ ト ア ル ブ ミ ン (BKA)は 1分子当り 1倒

のSH基を持ち、 しかも上述のプロテアーゼを殆ど含まず垂水中でゲル化しないたの、 BKA-

020溶液をゾル状態(溶液状態)の基準とした。

[ NKR測定]試 料を5阿 世 NKR試料管にいれ、 360KHzFT-NKRを用い、 BPA*ゲル及びBKA溶

液中の HOOのT，を inversionrecovery法、じを Carr-Purcelト Keiboom-GiII(CPKG)法にて測

定した。 Tzsは員kasaka(1981.1983)に従い¥蛋白質の芳香族側鎖にあたる 7.13p・p.m.を Y

H 2 /2 π~ 69Hzでf2照射しながら inversionrecovery法で見かけの縦緩和時間(r，*)を測定

し、このT，.と h とから hsを求めた。

[結果]HDOのし、 T2は共にゲル状態で溶液状態に比し、それぞれ約 1/3、約 1/2に短絡

した (Fig.1.2)。一方、蛋白質分子から水分子への分子間交差緩和時間 (T%8) は約1/5に

短縮し (Fig.3)、水構造の差を最も鋭敏に反映した.

。δn
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2、生体系への応用

[ 動 物 モ デ ルの作製] Benda ら に よ り 鍛 立され、当教室にて継代 t音益している脳腹筋線

Tumor (T9)を16% FCS 添 加 RPHI-1640 中に 1051困/0.01 mlとなるように調製し、 6適齢

のFisher 344 雄ラットの瀕重量正中より右方 2園田、冠状縫合ょっ後方 2盟国に穿った骨窓か

ら ハ ミ ル ト ン シリンジを用いて、半定位的に右基 i底核内に移植してf!!脳腫揚ラットを作製

した。このモデ ルの平均生存日数は 12.7:t3.0日で、移植後 10~ 12日目に NMR測定を行った。

コントロールとしては8過齢の Fisher 344雄ラッ宅トを用いた。

脳虚血モデルとしては Stroke-prone spontaneously hypertensive rat (SHRSP) の両

側総 頚 動 脈 絡 紫 (bilateral carotid artery occulusion: BCAO) モデルを用いた。 NMR

測定の 1"" 2日前に 10~ 23週齢の雌雄ラットの両 側 総 頚 動 脈 を エ ー テ ル 麻 酔 Fに露出しナイ

ロン糸をかげ、 NMR測定当日エーテル浅麻酔下に BCAOを行った。 BCAOの時聞は 30分、 60分、

120 分、 180 分とし、コントロールには sha 田 operation を施した同~齢のラットを用いた。

一部のコントロ ールラットでは、麻酔の影響を 検討するため BCAO純行と同等のエーテル浅

麻酔後 30分に断頭し、 NMR測定を fまった。

[ NMR測定]ラ ッ ト を 無 麻 酔 下 に 断 頭 後 、 速やかに脳組織{約皮質 90%、自質 10%)を取り

出じ、内径1.1岡田の NKR周 ガ ラ ス 毛 細 管 に 人 れ 両端をベース卜で封をした後、スベーサーを

用いて D20を入れた 5.0盟国世 NMR用試料管に婦人し、 25"Cにて 360 11Hz FT-NMRを用いて行つ

た。蛋白質溶液・ゲルと同様に、 1，は inversion recoveryr.去、 TLSはAkasaka(1981、1983) 

に従い、蛋白質の芳香族側鎖にあたる 7.13 p.p.m.を yH 2 /2π~ 69Hzで f2 照射しながら

inversion recovery7.去を用いて見かけの縦緩和時間T，*を測定'し、この T，*とむとからもs

を求めた (T，*-'= T ，-'+ T.s -1)。 ま た 、 測 定 し た 試料は混重量を求めた後、 110.Cにて 24時

間乾燥し乾燥重量を測定した。差の検定にはunpaired Student's t testを用いた。

[結果](1)担脳腫綴ラットモデル (Fig.4):正常脳組織、 T9周辺の浮腫脳組織の水分子

プロ トン の1，は共に 1成分で、それぞれの平均値は1.81:1:0.17sec(ド 14)、1.87:1:0.056

sec (n=18) と差を認めなかった。一方、蛍自質分子から水分子へのスピン拡散速度の指

僚となる 1'8は、それぞれ1.69:1:0.31sec (n=11) 、1.32土0.29sec(ド 16)と、正常脳組

織に比し浮臆脳 級織において統計学的に有意な短縮を認めた(Pく 0.01)。乾燥重量法に

よ って 求め た含水量はそれぞれ79.2:1:1.3%、79.7:1:0.7%と浮腫脳組織において増加傾向を

示したが有意の差は認のられなかった。また、 19のhも 1成分で、その平均値は 2.02土O.

051secと正常脳組織 に兆 し有 意に 延長 し、 T.sI1直も1.98土 0.26secと延長を認めた。

(2) SHRSP 、 BCAO モデル:コントロール群を遇紛により A 群(l 0~13 週〉、 B 群(1 8 週)、 C

llH22 ~ 23週)の 3群に分けた。各群の 1，はいずれも 1成分で、その平均値は A群1.86:1:0.

037sec 、 B群1.86:1:0". 071sec 、 C群1.78土O.041secと適齢が進むにつれ短縮し、 A群と C

群との差は統計学的に有意であった(Pく 0.05)。一方、各群の T.s11直は Allf1.69土0.20se

c 、 B 群1.35土0.13sec、 C群 1• 39 :1: 0 • 13 s e cと、 や は り 遜 齢 が 進 む に つ れ 短 縮 し た が 、 そ

の程度はT，より大きく、 A 群と C群との差を検定すると、 P<0.001で有 d意であった。また、
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T.1直は A若手と B併 と で 差 を 認 め な か っ た が 、 T'5fl直は B群より短縮していた。含水量の平

均値は A 若手 79.1:t0.4%、 B群80.1:t1.1%、 C群 78.9:t0.6%で、過齢が進むに従い低下した

が、群間に有意差は認められなかった (Fig.5)。 以 上 の 結 果 よ り 、 BCAO後の各時点におげ

るh 、T.5、含水量の 測定 値を 、週 齢の 対兄 、するコントロール群の平均値を 100とした相対

値 に換算し、経時的変化を検討した。 BCAO後、 30分、 60分、 120分、 180分の1.の相対値は、

それぞれ l03.7:t5.5、99.0土7.8、103.0土4.2、 106.5と明らかな差は認められなかった。

一方、 T1Sの格対値は、それぞれ85.0土10.3、97.9:t6.8、 101.2:t11.4、 111.6とBCA日後 30

分 でのみ短縮し、以後はコントロール循に戻る傾 向 を 示 し た 。 エ ー テ ル 浅 麻 酔 の み を 施 し

たコントロールラットでも、 T.、T1S共に他のコントロールラットと差を認めなかった。

含水量は BCAO後、 180分まで明らかな変化は認 め ら れ な か っ た (Fig.6)。

3、考察

脳腹話語周聞の浮腫脳組織、虚血後早期の脳組織において、含水量の変化が僅かであるに

もかか わ ら ず 、スピン拡散の指標となる蛋白質分子から水分子への交差緩和時間 (TI5)が

短縮したことは、これらの組織における水構造の変化、おそらくは蛋白質分子近傍に存在

する水分子(結合水)量の増加を示すと考えられる。一方、脳腫溺においては含水量の増

加と共にT.、T'8が延長し、正常脳組織に比し構造化された水が少なく、ゾル状態に近い

と想像される。

これらのことは極 q の病態、例えば脳浮樋形成におげる勝賞浸透圧上昇の成因としての

蛋白質分子の構造変化などを考える上で、 T1Sの測定が有用な情報を与えてくれることを

示しており、さらには画像診断の領域でも 1.、 じ モ ー ド の 画 像 と 悶 織 に 、 あ る い は そ れ ら

以上に T1Sモードの画像が有用であろうと期待される。
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