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11月20日(月)
一般講演 15分質問 5分

総合講演(非) 25分質問 5分

ポスター紹介 3分

下

9:00~1 0:20 

座長 安藤 勲

L 1. 13C固体高分解能 NMRによる絹フィプロインの多形と側鎖分子のダイナミックス

(国立がんセンター研、農工大工) 0斎藤 肇・横井もと子・石田 みか

朝倉 哲郎 …・・・ 1

L 2. 15N NMRによるポリペプチド・タンパク質の固体構造解析

(群馬大工短、日本電子、東工大工)0荘司 穎・尾崎拓男・藤戸輝昭

出口健三 1 安藤勲 一…'5

L 3. 国体重水素 NMRによる poly(γ-benzyl L-glutamate)の運動

(北大工)0平沖敏文・松尾研吾・下川繁三・堤一耀広…..， 9 

L 4. 固体重;](素 NMRによる Thymidine夕、、イナミクス

(アップジョン、 BoseInstitute， NIH) 0檎山行雄・ SiddnarthaRoy， 人

Dennis A. Torchia'"…13 

一休 憩ー

1 0:30~ 1 2:00 

座長 斎藤 肇

L 5. 31pの 1次元及び2次元マジックアングルスピニングNMR-磁気双極子相互作用の影響一

(都立大理、ブ、リティシュ・コロンビア大)0久保 厚.C. A. McDowell..... '17 

L 6.無機リン酸塩の固体高分解能31pNMRにおけるスベクトルスピン拡散

(化技石汗)0林 繁信・早水紀久子…・・・21

L 7. Nal・ポリエチレングリコール固体電解質の局所構造

(阪太理)0上回貴洋・大木 寛・中村亘男

千原秀昭 ……25 

L肘.四極子核の固体高分解能 NMR法の開発

(京大理)0寺尾武彦・…・・29
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一昼 食ー

1 3:30~ 1 5:00 

座長 赤坂 一 之

L 9. Time-dependent NOEを用いたへムタンパク質の動的構造解析

(東工大工、高知大理)0山本泰彦・井上義夫・中候利一郎

鈴木知彦 …..33 

L10. 15N-， lH-NMRによるテトラゾール佑ミオグロビンの構造の研究

(京大工)0足立伸一・森島 績…...37

Lll# .チトクロム C3における個々のへムの性質

(横浜国大工、阪大蛋白研)。阿久津秀雄・朴 理沫・泡 可君

古市 弘・京極好正・仁木克己…...41

L 12. 13C-NMRによるアドレノドキシン還元酵素活性部位構造の研究_13C-標識 FADを用いて

(関西医大化、阪大医)0藤井 茂・野中泰樹・岡本光弘

三浦 測 -・・45

一休 憩ー

1 5:20~ 1 6:40 

座長 荒田洋治

L 13. 15N -HMQC法による DNA結合タンパク質の構造と相互作用の研究

(阪大蛋白研、蛋工研)0白川 昌宏・松尾 浩・芹川康治

京極好正・吉川 渉 -・・49

L14. DNA結合タンパク質 HUおよびDNA-HU複合体の NMRスペクトル

(東薬大、京都薬科大)0神藤平三郎・柳田 顕郎・胡桃坂仁志

松本 潮・加納康正・今本文男・…..53

L15.安定同位体をラベルしたタンパク質の異核種3次元 NMR

(日本電子、蛋工研、協和発酵)0山崎俊夫・永山 国昭・中村春木

金谷茂則・好田真由美 ・…・.57
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L16. GDP結合型およびGTP結合型 rasタンパク質の高次構造

(東大理、横浜国大工、国立がんセンター研)0伊藤 隆・山崎和彦・河合剛太

藤田純子・武藤 裕・西村/逗

宮津辰雄・横山茂之 ・…..61

一休 憩ー

16:40~18:1 0 

座長 京極好正

L17.エラブトキシン bのlHおよび13CNMRシグナルの帰属と運動性

(都臨床研、東京家政学院大)0稲垣冬彦・須田亜紀子・嶋田 一夫

/ 
/ 

神田大輔・田宮信雄 ・…..65

L18.酵母で発現するヒトリゾチームの15Nラベルと NMRへの応用

(蛋工研)0大久保忠恭・谷山佳央・菊池正和・…..69

L 19. HIGH RESOLUTION 13C AND 15N NMR OF THE MEMBRANE PROTEIN 

BACTERIORHODOPSIN SOLUBILIZED IN DETERGENT 

(CEN-Sac1ay) 0 Michel Seigneuret， Jean-Michel Neumann， Daniel Levy， 

Jean-Louis Rigaud'"…73 

L20# .安定同位体標識 NMR法による免疫グロプリンの高次構造解析:研究法とその成果

(東北大理、東大薬、日本ブルッカ一、都立大理)田中俊之・矢田信久・加藤晃一

五十嵐貴子・海老沢計慶・高橋栄夫

半沢宏之・金 夏亨・中山智紀

松 永 千 枝 ・ 尾 高 麻 乃 ・ 水 谷 隆 太

大和澄江・ O荒田洋治

M. Waelchli・甲斐荘正恒 ……75 
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11月21日快)

9:00~1 0:20 

座長 稲垣冬 彦

L21. 13C選択的lD-HOHAHA

(北大理)0小椋 賢治・竹腰清乃理・引地 邦男・・・…79

L22非. Selective 2D-NMRの新手法について

(東大応微研)0降旗一夫・瀬戸治男…...83

L23非. RECENT AND COMING SOFTW ARE ADV ANCES FOR PROCESSING MULTI 

一DIMENSIONALN乱1RSPECTRA. CHALLENGES AND POTENTIAL SOLUTIONS 

(Syracuse University， New Methods Research， Inc.) 0 George C. Levy， 

Sophia羽Tang，Philip Borer， Mark Roggenbuck， Roy Hoffman， 

Frank Delaglio， Hans Grahn……87 

一休 憩ー

1 0:30""'" 1 2:00 

座長 寺尾武彦

L24.零磁場一高磁場相関二次元 NMR/NQR

(筑波人物工、 Univ.of California) 

0松井 茂・B.Q. Sun， A. Pines..... .89 

L25.状態相関二次元 NMR分光法

(京大理、京大農、日本電子) 0内藤 品・中谷 博・今成 司

赤坂一之 -・・・・93

L26.高温 (1450
0

C)NMR装置の試作とそのけい酸塩融体への応用

(北大工、北大理)0前川 英己・下川繁三・山田英二

前川 尚・中村義男・横川敏雄……97

L27#. HIGH-FIELD SOLIDS PROBE DESIGN CONSIDERATIONS 

(Doty Scientific， Inc. ) 

o F. David Doty， Shin-Il Cho， 

Michael N. Clingan， ]. B. Spitzemesser"・・・・101

W 



一昼 食ー

1 3:30~ 1 7:00 (ポスターセッション-1-，-) 

座長 森島 績

神 藤 平三郎

P1.固体高分解能15NNMRによるグリシン残基を含むオリゴペプチドの水素結合の研究

(東工大工、群馬大工短)0黒木重樹・安藤慎治・安藤 勲

荘司 穎・尾崎拓男

P 2. 13C-NMRによるオレフィン共重合体の微細構造解析

....103 

(徳山曹達、農工大工)0青木明良・林 哲男・朝倉哲郎……107

P 3.固体ポリエチレンオキシドの13CNMR化学シフトと分子運動

(東工大工)0黒子弘道・安藤 勲……111

P 4. MAS-NMRを利用した高分子の分子運動モードの検知

(ハンブルグ大、高分子化学研、高分子化学研、神奈川大理)

G. Scholtyssek・G.H. Zachman. 0相馬純吉……115

P 5. CP/DD 13C-NMR法による高分子多相系における'Hスピン拡散の測定

(旭化成、京大化研) 0木村恒久・根木一弥・田村亘弘

中川 将・堀井丈敬・小谷 毒…...117

P 6. 13C固体高分解能NMRによる多糖の水和とゲルイじ機構の検討

(国立がんセンター研) 0斎藤 肇・横井もと子・吉岡佑子……119

P 7.固体アルカンの γ線照射により生成する欠陥の固体高分解能NMR

(名工試)0岡崎正治・鳥山和美・布日 華一…...123

P 8. 13C双極子ディフェージング固体二次元 NMR法による分子運動の評価 特異な環境にある

アルキル鎖についての解析

(都立大理)0大江 浩・久保 厚・片田元己・佐野博敏・…ー125

P 9. 'H MAS-NMRによるシクロホスプアゼン結晶内におけるゲスト分子の運動の解析

(都立大理)0関根素馨・久保 厚・佐野博敏…・・・129

P10.高速MAS時の CP効率低下改善

(日本電子、北大理、京大理)0樋岡 克哉・今泉醇二郎・藤戸 輝昭

竹腰清乃理・寺尾武彦 ・…・・133
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P11.選択励起法を利用した 1次元 NMRによる佑学シフト異方性の分離測定

(京大理)0芦田 淳・中井利仁・寺尾武彦……137

P12. NMRと拘束条件付き分子動力学による核酸の構造研究

(阪大蛋白研、阪大薬)片平正人・菅田 宏 .0京極好正・藤井 敏…...141

P13. タンパク質表面構造解析法としての光CIDNP

(東大薬、横浜市大総合理、帝人)0西村善文・加藤晃一・荒田 洋治

松田裕生・中村 聡 ..145 

P14. 13C-NMRによる免疫グロプリンの高次構造と機能の解析

(東大薬、日本ブノレッカー)0加藤晃一・五十嵐貴子・松永 千枝

金 夏亨・高橋栄夫・尾高麻乃

水谷隆太・大和澄江・ Markus羽Taelchli

嶋田一夫・荒田洋治 ……149 

P15.遊離型 RibonucleaseF1の立体構造解析

(蛋工研、東北大理)0古川 渉・中井孝尚・中村春木・吉田 浩……151

P16.安定同位体を用いた IL-1β の NMR解析

(都臨床研、大塚製薬)0稲垣冬彦・楯 真一・加瀬良一・金子みどり

神田大輔・桝井美弘・菊本芳和・平井嘉勝…...155

P17. タンパク質の立体構造とlHNMR化学シフトの理論的計算

(農工大工、都臨床研)0朝倉哲郎・中村英二・浅川 晴美・稲垣冬彦…...157

P18.部位特異的アミノ酸置換による SSIの立体構造変化

(都立大理、東大工)0韮沢輝美・佐藤晴哉・甲斐荘正恒

小島修一・三浦謹一郎 -・・161

P19. 13C一多重ラベルアミノ酸を用いる高分子タンパク質の NMR解析手法

(都立大理、都臨床研)細谷仁子・加賀一有・ O三宅洋子

甲斐荘正恒・稲垣冬彦 ...163 

P20. 13C-ビシナル結合定数を用いるタンパク質の X-ang1eの決定

(都立大理)0吉田 美香・甲斐荘正恒……165

P21.位相のそろった水消去法

(北大理)0竹腰清乃理・津田 栄・引地邦男……167

P22.最適化した周波数・位相変調広帯域反転ノマ/レス

(日本電子)0藤原敏道・永山 国昭…...169

VI 



P23. 異種核三次元 NMRの考察一天然存在比下での同種核相関 NMR

(日本電子)0大内宗城・河野静江・今成 司……171/ 

P24. 特異値分解を伴う自己回帰モデル適合による NMRスペクトル推定

(慶応大理工)0内山孝憲・南谷晴之・坂田 亮…ー175

P25. 円管内乱流構造のイメージング

(筑波大物工)0巨瀬勝美・井上 多門…・・177

1 7:00~ 1 8:00 

座長 甲斐荘正恒

特別講演

MUL TINUCLEAR MAGNETIC RESONANCE APPROACHES TO STUDYING PROTEIN 

STRUCTURE AND FUNCTION. 

(University of Wisconsin-Madison) 0 J. L. Markley…ぺ81
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11 月 22 目。~)

9:00~1 0:20 

座長 瀬戸治男

L28.ペプチド性抗生物質 Ro09-0198とlysoPEとの特異的複合体形成

(東大理、東大薬)若松 馨・東島 勉・ O宮津辰雄

丁 世栄・小林哲幸・井上圭三…...183

L29. ROESYおよびT，による包接現象の研究 :TXA2受容体措抗剤スロトロパンーシクロデキス

トリンについて

(塩野義研)0高山

斎藤

陽子・照井彬弘・岩田辰夫

隆・山川真透・大谷光昭・…..187

L 30. Ternatin D2の溶液中の三次元構造

(三共、明治学院大)0依田

斎藤

恵子・春山英幸・桑野晴光

規夫 ..191 

L31.液晶 NMR法及びabinitio計算による 9H-Xanthen-9-one及び類似の三環性化合物の構造研

究

(阪大薬)0村埜賢司・高木達也・藤原英明・…..195

一休 憩ー

1 0:30~ 1 2:00 

座長 早水紀久子

L32. NMRおよびX線結晶解析を用いたカルボン酸型合成イオノホアの構造解析

(東工大工、東工大理、神奈川大理)0春日 紀子・中浜精一・大橋裕二

山口和夫 "199 

L 33. 25Mg NMRによるイオンの水和と溶媒和

(北見工大)0三浦宏一・松田 弘喜・福井洋之……203

L34.金属原子聞に直接結合をもっニオブ多核錯体の93NbNMRの化学シフト

(東北大理)0鎌田敏宏・永津 明・伊藤 翼…...207

L35# .固体及び溶液の高分解能5
1VNMR，パナジウム(I及びV価)錯休の構造と化学シフト

(近畿大理工)0北川 進・宗像 悪・植田昌伸…...211

四



一昼 食ー

1 3:30~ 1 5:30 (ポスターセッションーII一)

座長 高橋憲助

引地邦男

P26. プレニルフェノール類の13CNMRスペクトル

(東邦大薬)0深 井 俊 夫 ・ 野 村 太 郎 …...215

P27. 2次元 NMRとシフト試薬による多脂環系化合物の異性体解析

(三菱油化)0村田美恵・森 輝雄・酒井稔夫……219

P 28. Galactosylceramideの糖 anomericprotonにおける virtuallong-range couplingの性質

(帝京大医)0石塚稲夫・ O田中(飯田)直子・永井謙一…...223

P29.固定化酵素調製用新規架橋剤グルタルアルデヒドオリゴマーの NMRによる構造に関する研

ザE
7L 

(京大薬、丸石製薬中研)0黒田義弘・田嶋敏男・今井雅裕

八木茂政・中川照、異 ...225 

P 30. P A-48009 (Duramycin)のNMR解析

(塩野義研)0林 文品・長島一男・板崎 弘・照井彬弘…...229

P31.ホモ多糖類カードランのイじ学修飾 :NMR解析でみる残基種の多様化

(味の素中研、東大生技研)0鈴木栄一郎・宮野 博・澄川 弘美

中川隆祐・永嶋伸也・瓜生敏之・…ー231

P32. 溶液中の立体化学におけるlHSelective， Biselective T1の利用 VI 環状ペプチドのコン

フォメーション平衡について

(神女薬大、大薬大、名市大薬)0杉浦異喜子・高尾楢雄・石田 寿昌

大 石宏 丈・ 井上 正敏 ・加 藤伸 治

浜田康正・塩入孝之 -・235

P33.テストステロン及びメチルテストステロンの 600-MHzlH NMR及び団体高分解能13CNMR

スペクトル

(化技研、日本電子)0早水紀久子・石井哲子・柳沢 勝

鴨 修・今成 司 …・・・239

P34. インテコルスズ誘導体のlH、13Cおよび、119Sn-DNMRスペクトル

(芝浦工大工化)0三重野聡・近森正博・永田 親清・…・・243

IX 

takai
鉛筆



P35. 国体金属カルボニルクラスターC04(CO) 121こおける13Cおよび、59CONMR 

(阪大教養、阪大理、リパプール大)0江口 太郎、武田 定・中村亘男

千原秀昭・ B.T. Heaton， S. Kernaghan"….245 

P36. 芳香族環炭素で観測される重水素同位体シフトの電子密度依存性

(名工大)0中 島 康 喜 ・ 中根英樹・坂 貞徳・高橋憲助…ー249

P37.飽和移動法を用いた Pt4(CH3COO) 8の配位酢酸イオンの位置選択的交換反応の速度論

(東北大理)0山口 正・永津 明・佐々木陽一・伊藤 翼…..253

P38. 四級炭素の緩和時間に関する研究ーアミノ酸の解離状態と緩和機構について

(阪大薬)0伊藤勝彦・宜 永忠・藤原英明……257

P39. 溶媒 溶質の分子間 NOE 常磁性緩和剤による誘起効果一

(日女大家政、日本電子)0高橋征三・永山 国昭…...261

P40. NMRの緩和時間に対するゼロ磁場分裂の影響

(北見工大)0福井洋之・三浦宏一・松田弘喜……263

P41. 1H NMRからみた燐脂質の水和

(北大低温研)0花房 尚史…・・・267

P42.交差緩和時間 (T1S)測定による蛋白質ゲル、合成高分子ゲル内水構造の研究

(岐阜大医、生理研、京大理)桑田一夫・恵良聖一・曽我美勝・岩間 亨

山田 弘・加藤一夫・藤井裕子・天野 肇
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L 1 13 C国体高分解能 NMRによる絹フイブロインの多形k側鎖分子の

ダイナミックス

(国立がんセンター研，農工大工) 0斉藤 重量. 横弁もと子，

石田みか， 戟倉哲郎

PO'lymO'rphs and Dynamic Features O'f Side-Chains in Silk FibrO'ins Studied by 

High-ResO'lutiO'n SO'lid-State '3C NMR 

Hazime SaitQ， MO'tO'kO' YO'kO'i， Mika 1shida and TetsuO' Asakura 

BiO'physics DivisiO'n， NatiO'nal Cancer Center'Research 1nstittite and 

Fuculty O'f TechnO'IO'gy， TO'kyO' Univetsity O'f Agri~ulture and TecbnO'IO'gy 

We have recO'rded high-resO'lutiO'n 13C NMR spectra O'f silk fibrO'ins and mO'del 

pO'lypeptides in the SO'lid state tO' gain insight intO' dynami6 features O'f side-

chain grO'u.ps O'f Tyr and Ser residues. 1t turned O'ut that the phenO'lic ring O'f 

Tyr residues undergO'es flip-flO'p .O'tiO'n oith rate cO'nstant >102s・， The arO'血atic

side-chains O'f (Tyr)白 and (Phe)"， hO'wever， undergO' rO'tatiO'nal diffusiO'n 'with 

cO'rrelatiO'n time -10-6s， as manifested by 13C T，C values. The T，C O'f ser Cs 

was discussed in terms O'f tWO' different relaxatiO'n prO'cess; shO'rter and lO'hger 

cO'mponents. 

1 . はじめに

我々はこれまでのー速の研究から，ポリペプチ ド，蛋白質の図体におけるは C化学シフ

トは，その二次構造を反映して最大 8ppmにおよ ぶ有意な変化を示すことを明らかにした

この二次構造を反映 す る シ フ ト ー コ ン ホ メ ー ション依存， 3Cシフトは，問題とする残基

がふくまれる部位の二次構造を検討する僚の良い指標となることは明らかであるし引。

実際，家蚕(ll.ι」♀ri) における silkI'， n，エリ蚕(P. C. ricin i) における α， s構

造の識別に用いることが出来ることを示した。この場合，できるだけ多数のピークが分離

し，その帰属が明確になることが好ましい.今回，より良好な si 1社 I結 晶 が 得 ら れ た こ

と，以前に比べてより良好な分解能条件でフイブロインの多形試料およびモデルペプチド

の '3CNMRを測定すると同時に， Tyr， Ser， Alaなどのアミノ酸側鎖の動的構造を主と

して線形， .] 3 Cス ピンー格子緩和時間の測定をもとに検討した判。

2. 実験方法

Eι....!!!..Q.工よフイブロインの結晶(C p) 宮容はキモトリプシン処理を行ない，沈澱部を集め

た.高結晶Si lk 1試料は， 9 M tiBr水溶液に溶解後 CH3COOHを ふ く む 蒸 留 水 で 透 析

を行なった. '3CNMRjlj定はブルカー CXP-300スペクトロメーターを用い，試

料はジルコニアローターに充填した. '3 C化学シ フ ト は グ リ シ ン COOHピーク (173.06 

pp.) をもとに TMS基準で表した。

3 . 実験結果と考察

さいとう はじめ， よこい もとこ. いしだ みか， あさくら てつお
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A. 絹フィブロイ ン の 多 形 構 造

図 1， 2にそれぞれ家蚕，エリ蚕の

'3CNMRスペクトルを示す。前回報

告した ス ペ ク ト ル に比べて 4・5}，スペ

クトルの分解能が改善されているが，

特に 8i 1 k 1の C=oピークが三種類の

ピークに分裂しているのが特筆に価す

る.エリ蚕の αーヘリックス構造のピ

ークも 前 回 に く ら べて 2本に分裂して

いる .アミノ駿残基の 存 在 量 . コ ン ホ

メー ションの割合を考慮し，図 1， 2 

に 示 す帰属を行なった.

図 lに Tyr残基に由来するピークが

出現していないが，これは本来 4.8%の

含量が Cp部のために 2%に減少してい

ることによる.実際，全体のフイブロ

インと Cp部のスペクトルパターンを

比較すると(図 3)，芳香族側鎖ピーク

および Tyr C aがオーバーラップする

Ser C aピークに差異がみられる.

b
o咽

I

。
品
、
品
目
v
h
H

il--

、1
・
宮
司
、

一一一一一花o 100 50 

図 1 B. moriフ イ ブ ロ イ ン の 13C NMRスペクトル

f. ，-. ri五泊1fibroin 

B. 側鎖のダイナミックス 1¥1 I B・p-sheet

国体中においても， T yr側鎖は必ず

しも一定の χアング ル に 固 定 さ れ て い

ると は 限 ら な い . もし，固定化の状態
150 100 50 0 

にあれば.図 4B， D-Fに示すよウ 図 2 P. C. ricin iフ イ ブ ロ イ ン の 13C NMR  

に Ctまたは CT， 6かそれぞれ-5. 4ppm， スペクトル

0.9-4.3pp皿の 二 本 に分裂する。この分裂は，フヱノールι化合物あるいはそのメトキシ体一

般にみられる現象で， 0 -xに対して Syn， antiにある炭素の電子状態の不等価性に由来

する引.一方， (Tyr) n， Ac-Tyr-OEtの場合はそれぞれ一本線であり，側鎖の内部回転が少

なくともその非等価シフトを平均化する時間尺度として >102
8-

1のフリップヲロップ運動

が存 在することを示唆する. フイブロインの 8i は E構造についても，図 3Aにみられる

ように噌 Tyr側鎖のピークの分裂が観測されず， 上に述ペた時間尺度でのフリップフロッ

プ運 動を仮定するのが合理的である.

一方，より速い時間尺度の運動は， 13C T 1測定によって検討することが可能である.

図 5に示すように， 8ilkI機造をとる家蚕フイブロインのは Cピーク強度 Mcp(t)とdelay

tを半対数方限紙にプロットすることにより. I"C T 1を得ることができる.
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図 3

フィブロインの他，各種モデルポリペプチドの

13CT，を表 1，IIにまとめる. Ser C pピークに

関し ては ，フ ィブ ロイン， (Ser)nとも T ，Cはこ

成分に分けられるが，その他一成分のみであっ

16 

0.5 

。，

図 4
たー

表 1で (Ala)nの αー ヘ リ ヴ ク ス と β←シート

構造で，その T，Cに差異があるかどうかを検討

した が，有意な差はみられなかった。フイブロ

インについても同様である.これは， T ，Cを決

定する要因が， より局部的なメチル基の C包囲

転であるためである。いずれにしても，アミド

骨格の Caの T，値が 10-17秒で一定であるのは

興味深い. 一方， (Tyr)nの CEおよび (Phe)nの

C E-C i炭素の T，f:は 2.4-4秒で，側鎮の芳香

環が栢関時間 -10-8秒の連続鉱散状態にあるこ

とを示している. しかし，フイブロインの C!

は28秒 と ， 必 ず しもホモポリペプチドの場合と

一致せず，空間的なパッキング状態が爾者によ

って大きく異なっていることがわかる.

フィブロインおよび (Ser)nの CP'3CT，は.

すでに述ペたように二成分からなる. Ala C P 

と同様，短い成分は側鎖のヒドロキシメチル基

の速い内部回転状態に対応するが，長い成分は

OHが隣接残基あるいは分子鎖倒で水素結合状 。05

A 

。伊羽認抽 出

1 (Cp部)の T d限定
‘m-

図 5 s i 1 k 
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態にあることに対応する。 Tab1eI 
13C Spin-lattice Relaxat10n Times of Laboratory Frame in Some Polypep乞ides (s) 

多数の球状蛋自の場合，Ser in the Solid State 

残基の 70%は O H…0の水

素給合に関与していること Conf orma ti on& C 0. C
s 

Cy C
o 

C
t C~ C.O 

が， x線図析データの調査
(Alaln a-helix 14 0.52 32 

から報告されている.また，

以前に報告した [Ser-2H-
s-sheet 13 0.84 46 

1)フイブロインの 2H N (Ser)n s-sheet 1'6 0.63 33 

6.1 

M Rスペクトルから， 125K 

H
zの四極子分裂に関与して (Tyr)n a-helix 10 8.7 b b 4.1 20 b 

いる C D 20 Hは約 70%，残 (Phe)n a・helix 15 7.8 2.‘。 2.4C 2.4C b 

りの 30%は等方ピークを与 a Determlned by characterlstic disp1acements of 13C sh師 ica1sh1fts 【ref.6). 

えるフ リ ー な 回 転 状態にあ b OVer1apped叫乞hspinn1珂 sidebandsfrom quartanary carbons. 
C Not resolved. 

ることを示した.この事は，

上で述ペた T 1 Cの短い成分 Tab1eI1 
The Observed T， C Va1ues of Sl.lk Fibr"ins from Various Sources (s) 

の存在を支持する。 T 1 Cプ
ca Cs Ct 

C.。
ロ ットから，この成分は約

50%で若干異なるものの，
A1a G1y Ser A1a Ser Tyr A1a G11' Ser 

両者の一致は興味深い。 呈込lSJ.

このフリーな S erの存在 cp fraction 
15 25 13 0.54 0.50a 48 57 38 

8.5b 

は， 水和に伴うフィブロイ 呈込L三五
cp fraction 1.4 20 11 0.53 0.56a 20C 46 20c 

ンの機造変化など，種々の 31b 

重要 な 性 質 に 関 与 している
Lyophil1.ed 17 22 18 0.33 O.63a 28 32c 51 32c 

37b 

ものと思われる。 Boc (GSGAGA) 20B• 1 d 11 15 12 0.38 1.la 14C 36 14c 

25b 

k単弘正 (P.c.ricini)

4 結論 Cast Fil鳳 16 13 0.98 24 33 

車ニ迫盟主 IP.c.ricinU
フイブロインの 13 C N MR ep Fracti副主 15 17 0.82 19C 19C 19C 

線 形 および J3 C T 1測定に ... ro '" _ _ r" 
a Shorter T1 '" compor~en乞. 1;1 Longer T1"" compornent. 

より， そ れ ぞ れ 側 鎖の遅い c Not' detected. d Boc (G1y-Ser-G1y-{\la-G1y-A1a)20B• 1• 

および速い運動の存在に関しての知見を得ることが出来た.

1) H. Saito， Magn. Reson. Chem.， 24， 835 (1986) 

2) H. Saito and I. Ando. Ann. Rep. Magn. Reson~ ， 21， 209 (989) 

3) H. Saito， M. Ishida， T. Asakura， Macromolecules， in press 

4) H. Sa i to; R. Ta beta， T. Asaku ra， Y. Iariaga， A. Sho j i; T. Ozaki and 1. Ando， 

i b i d. ，立， 1405 (1984) 

'‘ 5) T. Asakura. A. Kuzuhara， R. Tabeta and tI. Saito， ibid.， 18， 1841 (1985) 

6) H. Saito et al， Magn. Reson. Chem.， 26， 155 (1988) 
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タンノてケ~".Yの回科又枯草え車向弓主主t斤

(g車馬大工短・日本屯子・・!.tt}j(工大・・)

。荘司 顕・尼崎拓児・厳戸がli昭・.出口健三・・安j嵐 勲 8・

Structural Analysis of Polypeptides and Proteins 
inthe Solid State by 15N NMR Method. 

Akira Shoii， Takuo Ozaki， Teruaki Fujitot， Kenzo Deguchit and Isao Ando:t: 
(Depaitment of IndustriaJ Chemistry， CoJlege ofTechnology， Gunma University， 

t NM  Group， JEO~ Ltd.， t. Depat1m~nt ofPolymerChemistry， Tokyo InstItute of Technology.) 

Absfract: The relation between the chemical structures (primary structure and 
conformation) and the 15N chemical shift tensors (σ11 'σ22 and σ33) as well as出e

isotropic chemica.I shift (σiso) of some solid .polypeptides containing 15N・labeled

glycine (Gly勺residueswas studied by means of 15N NMR. It was found that the 
15N chemical shift. tensors of Gly本 residuesin polypeptides depend not only on 
conformation but also on amino-acid sequence， and thatσ22 is very useful for 
conformational analysis of solid polypeptides. Further， it was found thatσiso is 
useful for structural analysis of some natural fibrous proteins in the solid state. 

1 .緒論

我々は、すでに図体高分解能13C-及び 15N-NMR法を用いてー述の合成ポリペプチ

ドや天然タンパク質の国体構造に関する研究を行い、その有用性を明らかにしてきた。

特に、 1
3C化学シフトは着目するアミノ酸残基のコンホメーシヨンに大きく依存し、隣接

アミノ駿残基や高次構造による影響が小さいことから、 13C-NMR法は固体コンホメー

シヨンの解析に極めて有効な研究手段となることを明らかにした。一方、 15N核は13C核

と異なり孤立電子対 (lone-pairelectron)を有するため、 15N化学シフトはコンホメー

シヨンの情報のほかに、隣後アミノ酸残基の影響、水素結合様式の影響及び高次構造など

長距離相互作用などに!却する情報を提供してくれる可能性を有する。最近、我々は種々の

ホモボリペプチド及び 1.5N標識L-アラニン残基 (Ala・)を含む一連の合成ポリペプチド

[Ala・，X]n (XはL-アラニン以外のアミノ酸残基:天然存在比15N)について、 15N化学

シフトと構造(アミノ俊残基の極類、アミノ酸配列およびコンホメーシヨンなど)との相

!却を明らかにした1-mo

本研究では、天然の繊維状タンパク質の構造を理解する上で重要なグリシン残基の構造

に着目し、ポリグリシン [Gly]n、及び 15N標識グリシン残基 (Gly*)を含む一連のコポ

リペプチド [Gly*，X]n (Xはグリシン以外のアミノ酸残基)を中心に、これらの閲体構造

とグリシン残基の15N化学シフトとの関係について報告する。さらに、グリシン残基を多

く含むいくつかの天然繊維状タンパク質の15N-NMRスペクトルについても報告する。
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2. 実験

本研究で問いた、 Gly*(MSDアイソトープ社;99.9%15N)と天然存在比アミノ酸からなる

ボリペプチド試料は、 N-カルボキシアミノ般1!聖水物(NCA)法により合成した。

16 N および13C C P -M A S (cross polarization -magic angle spinning) N M R 

スペクトルはCP-MAS装世付属の JEOLGX-270分光計(日本屯子)を用いて、それぞれ

27.4 MHz(16N級)及び 67.8Mllz( 13 C篠}でa!IJ定した。 15N-NMRの測定条件は、コン

タクト H初出:3 ms，繰り返し時Jm:5 s; 90・パルス制:5.1μs，スペクトル幅:20 kHz 

，及びデータポイント:8 Kであり、 ，fi'i算は40・13000(ij(行った。 15Nパウダーパターン(

CP-static)スペクトルの測定は、試料管をマジックタlに凶定しtrtl止状態で行った。 15N化

学シフト(σ150)及び16N化学シフトテンソル主値(低儀場側より σ11，σ22，σ"とする)

は 15NH4N03(飽和水溶液)を外部基準(δ=0ppm)とし、グリシン_16Nのδ1直(11.59 ppm) 

を二次基準とした。 15N化学シフトの実験誤差はσ190とσ22については:tO.5ppm，σu 

とσ33については、士2ppm以内である。

各試料の回体コンホメーシヨンの解析は13CCP-MAS NMR、赤外吸収(IR)スペ

クトル法により行った。 IRスペクトルは、 JIR-FX6160フーリエ変換 1R (日本電子)及び

JASCO A702 1 R (日本分光) 分光ill-を用い、 KBrdisk法により 4000-300 cm-1の波数範

囲で測定した。

3. 結果及び考察

本研究でJfjいた、 Gly"'と天然存在比アミノ般(X)からなる一連のポリペプチド [Gly"'，X]n

試料のグリシン残基の各15N化学シフト値を図 1に示す。 参考のために、前に報告した

[Ala・，X]nのL-アラニン残誌の16N化学シフト flilも関 1にまとめた。図 1から IUJらかなよ

うに、 Gly*の16N化学シフトは Ala"'より何れも約10-20 ppm商磁場に現われるためこれ

らのピークは分離される。このことは、 [GlY]n以外のホモポリペプチドの σ190(97.0-

107.0 ppm)がAla・の値とほぼ等しいことがすでに明らかになっていることからも、グリシ

ン残基が不斉炭素原子を持たないことと関係あるものと忠われる。従って、 Gly"'の16N化

学シフトの研究はグリシン残基を含むポリペプチドやタンパク質の構造解明に重要である。

( 1 )ポリグリシン構造

ポリグリシン [Gly"']nは、ポリグリシン I形(PG 1 :逆平行β構造)と U形(PGII:

分子間水素結合を持つ31-ヘリックス構造)をとる。 iilij者の化学シフトを比較すると、図 1

にも示したように PGIのすべての15N化学シフト値がPGnより高磁場に現われている。

この実測の結*は、分子軌道法による民子化学的な15N化学シフト(遮蔽定数)の理論計算

結巣ともよく対応している。また、 PG 1 J~ と PGU 形聞の 16N シフト差は σ22では小さ

い(1.4ppm)がσuでは大きい(9ppm)。 σuの主軸方向が水系結合の方向とほぼ平行に

あることを考雌すると、この実験結果は大変興味深い。
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( 2 )コポリペプチド [G1y.，X)n のlSN化学シフト {σ 190，a 11，σ22，σ33) 

α ーヘリックスと βーシート鱗造をとる-速のコポリペプチドの 15N化学シフトを比'1交

すると、グリシン残Jí~の σ190では jtfoi者の 1/11でシフト Xiがほとんど見られないが、 σ11 と

σ22では大きく現れている。しかも、 σuでは α ーヘリックス形の方がβーシート j伝より

も低儀場に刷れる傾向が比られるが、 σ"ではこの逆になっている。この傾向は、 AJa・の

場合と同一である。この耳目IJ1は今のところ明らかになっていないが注目したい結巣である。

(Ala・，X)n (Gly*，X)n 

A叩 dluMuL・uO-Ala 
Glu 

α-helix 品p110 Di D I tJ-she匂t
置。 ValGly Ile Val Ala 

ASP GB1u GM Iu Leu O-Ala Ala ~!~ Asp 

[L[]G n ~.. n 
210 2・2

Val ~I~ 11・ Ala .' Val 

ASPauLe品uD-Ala Asp LeuGlu Ala 

，JIlJ1l恥

協会 60r I 60 40 

lIeVal Gly Val 110 Ala 

O-Ala 

GBlu Asp vGM Iu I l Leu Glu Leu~la 
Asp 

α.-helix 

~ 4b 30 

tトsheet

11・ Gly Val 110 Ala 
Val 

サ(a-hellx)) ..，_K .，_¥ l (PG 11) I I (Ala" ，Ala)n す I(Gly"，GIY)n 
会【B-sheel)) .. ... (PG 1) I 

Figure 1. Isotropic 15N chemical shift (0150) and chemical shift 

tensors (011，022 and (33) of 15N-L・alanine(A沿っ or

15N-glycine (Glyサresiduesin copolypeptides. 

-7 

， σiso 
80 

ppm 

，0'1 ~o ~11 

ppm 

σ22 
ppm 

σ33 
ppm 



従って、 σμ及び σ22は一応コンホメーシヨン依存化学シヲトであると言えるム また、

関 1よりボリペプチド [GIY.，X]n中のグリシン残基の 16N化学シフト l立、他のアミノ酸

残基(X)の組組、合:h1などによっても大きく影響を受けていることが明らかであるーこの

ことは、 15N化学シフトが少なくともアミノ酸配列に|刻する悩似を含んでいることを示し

ている。 今後‘この j誌を I~j らかにしたい。

(.3.)末然タンパク質の15N CP-MAS NMRスペクトル

天然存在比のタンパク質の構造解析に15N sP-MAS NMRが来たしてどの程度ま

でjぶmできるか?: J1jJち、どの程度の分解能のスペクトルが測定できるか? そこからど

の程度の情報が得られるか? という点を検討するために、いくつかの天然繊維タンパク

質について測定を行った。 Ala

図2に、天然コラーゲン

線維及びシークエンシャル COLLAGEN 
ポリペプチド [Pro-Ala-GlY]n

の15NCP-MAS NMR 

スペクトルを示す。 13000

回の杭拝で分解能の良いス

ペクトルが得られた。各ピ

ークのおおよその帰属は、

コラーゲン状三重らせん構

造をとるモデルペプチド

[Pro-Ala-GlY]nのスペクト

ルを基に行った(図 2)。こ

のスペクトルからコラーゲ

ン線維を椛成する主要アミ

ノ酸の種額、量、及びコン

ホメーシヨンなどの情報が

得られた。今後は、 NMR

装置の発達と測定技術の向

」ニにより、さらに詳しいま11

見が得られるものと l~i待で

きる。

FIBRILS 

150 100 

Wister Rat Tail 
Tendon 

(9 weeks， 'f ) 

13000scans 

(ProAlaGIY)n 

6200scans 

pp町E

50 。

Figure 2. Natural abundance 27.4 MHz 15N CP-MAS NMR 
spectra of collagen fibrils. 

文献:1) A.Shoji; T.Ozaki; T.Fujito; K.lJeguchi; J.Ando， ，鈎croslolecules1987， '!()， 

2441-2445. 2) iU:司、尼崎、勝戸、 111口、安雄:第261りINMR討論会講演要旨集、

(1987) 175-178. 3) A，Shoji; T.Ozaki; T.Fujito; K_lJeguchi; S.Ando; I.Ando， 

Jfacroslolecules 1989， '!'!， 2860-2863. 
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L 3 固体重水素 NMRによる poly(y-benzyl L-glutaaate)の運動

{北大工) 平沖敏文、松尾研吾、下川繁三、堤耀広

Molecular Motion of Poly(γbenzyl glutamate) by Solid Deuterium NMR 

Z旦江銀短， K. Matsuo， and A. Tsutsumi 

D母?8r.加 ent0/.4pplied PhJl宮ic..~ F..'lculf;y 0/ EngineeJi11，_R; Hokkaido Um've.tsi(r. ~":'1pporo 係。

Deuterium quadrupole echo spectroscopy is used to study the，dyn紅nicsof the side chain of deuterio '1. ~. 

and phenyl巾 19positions in poly(γbenzyl glutamate)s. Temperat:ure-dependent line shapes. their 

intensities， t dependence were employed to determined the rate and mechanisms of the side chain motion. 

The line shapes凶 tdependence could be sim創 刊qu出 tit拭IV均羽白血ejump model. The cy2 H and 

Ct-2 H bonds are泳unobile，b凶 phenylr凶gundeなoesrapid twofold flip below room temperat:ures. 百lese

sites unde唱。加ofoldjumpsand additional凶宮eamplitude motions above 40.C. 

重水索 NMRスベクトルの線形は分子運動の速さとそのモードによって著し〈変化する。ス

ペクトルの線形はおもに核問霊極相互作用によりきまり、分子関・分子内相互作用は無視でき

る. また、分子運動の速さが核四重極相互作用の大きさと同程度になると、 スベクトルの線形

は四重担Eエコー法の二つの 90'パ ルス の間 隔(tau)に依存して大き〈変化する。 2H-NMRIま

間体状態における分子運動の詳細な情報を与えるので、重水素で標識された部位の局所的な運

動を定量的に求めることが出来る.1)本研究では固体状態におけるポリ (y-ベンジルグルタ

メート)側鎖の運動を詳細に調べるため、側鎖の y、 Cのメチレンとフェニル基水素の 3つの

部分をそれぞれ選択的に重水素化したポリグルタメートを用いて 2H-NMRスベクトルを測定

した。スペクトルの線形はジャンプモデルにより計算し，2) 測定スベクトルと比較検討した.

実験

試料は yf;立のメチレン水素と C位のベンジルメチレン水

素をそれぞれ重水繁化した polY(Y-benzyl L-glutamate) 

(PBLG-Y d2)と PBLG-~ d2、 および、 フェニル基水素を重

水索イじした poly(y-benzyl D-glutamate)(PBDG-d5)を用い

た. 2H-NMRスベクトルは BrukerMSL-200 (30.7MHz)を用い

て、四重徳エコー法により測定した。プロープインサート

のコ イル径を 5mmに改造して用いた. 90・バルスは約1.7

μsで、パルス間際は 25μsである. T，は Inversion-

recilvery四重極エコー法により求めた。

PBLGの側鎖構造

。5ぁ、さ じしふd7)まつ示、けんご y しをかわ しずてうy つつ万 あさひろ
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結果と考察

(llPBLG-yd2 

2 H -NKRスベクトルの温度依存牲を Fig.l(a)に示す.室温以下では約 120kHzの四重極分裂をも

っ軸対称な粉末平鈎スベクトルを示し、 CY _2 H軸の運動が非常に遅〈、制限されており、大振

幅のcY -2H輔の遷動は生じていないことを示している. 40・Cでは 115kHzの四重鑑分裂を示す.

軸対称は保たれているので、 cy・2H軸の運動はかなり制限されていることが分かる. 40・C以上

になるとスベクトル強度が減少し、線形が変化し、 この温度領械で核四重笹相互作用の大きさ

(ー 170kHz)と間程度の速さの運動が生じていること.を示している。 60'C以上からスベクトルの

中央部の強度が治加し、 さらに線形も変化して、 122'Cでは分裂縮 20kHzのdoubletスペクトルに

なる. このような線形の変化を定量的に扱うために、 c Y _2 H輸の運動は Cβ ーCy軸のまわ

りでトランスーゴーシュ聞で 2-sitejumpすると仮定してスベクトルを計算した.ここで site

popu1a ti onは0.33(T) と0.67(G) と設定したo fig.l(b)に計算スペクトルと jUIIPrateを示

す。 60・Eまでは良い一致を示したo 50・65・Cのスペクトルは他に比べ s/n比が悪い.これはこの

温度領域で運動の速さが ω.'r C~ 1 (intermediate exchange region)になるためである.高温

になると計算スペクトルに肩が残り、実測スペクトルからずれて〈るo jUDlP rate を1KHz以上

にしても計算スペトルは変化しない。これは高温では Cβ-Cy翰のまわりの 2・site jUIJP運動

に加えて、 回転輔自体の運動が寄与して〈るためと考えられるo Fig. 2に四重極分裂申書の温

度依存牲を示す。・98・Cで 122kHzで、温度上昇に伴いわずかに減少し、 60・Cで115kHzになる.一

方、理論値は 128kHzである.これは Cβ ーcy輔のまわりの回転に加えて、 この分裂幅を少し

変調する運動が存在することを示している.このような運動として CY _2 H輔が半頂角 9cのコ

ーンの中で速<1ibrationする運動を仮定すると、測定値 vqは次式で与えられる、

vi = v q cos 9 c (cos 9 c + 1) / 2 ( 1 l 
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ここで vglまメチレンに対しては 128kHzである。温度とともに運動が激しくなり (jcが大き〈な

ると、 vgは減少する。(1)式を用いて得られた (jcは・98'Cで14・、 60'Cで21・とわずかに大き

〈なる. 70.C以上になると測定値 lま20kHzに大き〈減少し、 回転ジャンプの速さが十分に速い渇

合の計算値 19kHzと一致する. TとGが等しい populationの場合、計算スペクトルは sing1etに

なるので、高温領域でも Cr _2 H輔の運動 IまCβ-Cr輔のまわりの回転に支配され、 site

populationも大き〈変化し訟いことを示唆している。 Fig.3に51・Eにおけるスベクトルの 90.

パルス間の時間tau依存性を示す. tauが長くなると線形が変化し、特にスベクトルの中心部の

強度が減少する。国体では、 C _2 H輔の T2は静磁場とのなす角度に依存して変化する.運動に

より平均化されスペクトルの中心部に集まった成分は T2が短〈なり、 tauの問に磁化が減産す

る.スベクトル強度の減表の時定数 T2 Q はスベクトルの中心部で 20μEで、 σ4 成分で70μsで

ある.

(2)PBLG-~d2 

スベクトルの温度依存性を fig.4に示す.室温以下ではほぼ軸対称なスペクトルを示すが、

裾の部分((511 )がPBLG-r d2と兆べると不明瞭である.分裂幅の温度依存牲を fig.2に示す.

分裂幅は 115kHz(ー111・C)から 11OkHz ( 18・C)へ減少する.これは理論億の 128kHzや PBLG-rd2の

f直より小さく、 librationが存在することを示している. (1)式を用いると (jc:ま-111'Cで21・、

18・Cで 24・である。室温以下で c~ _2H輔の librationの振揺が cr -2H輸よりも大きいこと

が分かる. 30-6S.Cでは強度も線形も変化する intermediate exchage領域である. 80.C以上で

はsing1etになり、 PBLG-r d2の場合と異なる。 Fig.5に計算スペクトルを示す.ここで、運動は

OE-C~ 輸のまわりに jump角度 120 ・で 2-site jUJDPし、 sitepopu1ationは等しいと仮定した.

39'Cまでは一致するが、高温では一致しない。これは PBLG-r d2の場合と同様に他の大振幅の運

動が寄与するたのと考えられる。
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3 ) P B D G -d 5 

スペクトルと分裂幅の温度依存牲をそれぞれ fig.6(a)、 fig. 2 に示す。 -98・Cでは分裂幅 129

kHzのスベクトルを示し、 さらに中央部に分裂幅 28kHzのシグナルが観測された. これはフェニ

ル基がかなり運動している之とを示している.昇温とともに、 このシグナルの強度が増加する.

40'Cから線形が大きく変化し、 60'C以上でシャープな singletになる.フェニル基が c~ -Cザ

輸のまわりに 180・flip-f!op運動すると仮定してスペクトルを計算した。 この際ロー位と 11-位の

C _2Hのみ運動し、回転軸に平行な p-位 lま運動しない仮定とした。計算結果を fig.7(a) (b)に示

す。 Fig.7(b)で jUIJPrateが遅い場合スベクトル強度 が 小 さ い の は intermediateexchangeのた

めである。 (a)と(b)を 加 え た ス ペ ク ト ル が fig.6(b)である。計算スベクトルは 40'Cまでは実測

スベクトルと良〈一致する'. JU圃prateは -98・Cで 10kHz、 17'Cで400kHzと求まり低温でもかなり

速〈運動している. jUIJP rateの温度依存性より求めた活性化エネルギーは 16kJ/lJolである。

3 ) 
この f査はこれまで報告されている芳香環の値よりもかなり小さい。 これはPBDGのフェニル基

は剛直な α-helixの主鎖聞にあり、 しかも側鎖末端にあるため運動し易いためと考えられる.

40'C以上の高温では jump rateを上げても計算スベクトルは変化せず、実測スベクトルと合わな

い.これは flip-fl円運動以外にフェニル環全体の大振幅の運動が生じているためと考えられる。

Fig.8にサ℃における tau依存伎を示す。得られた T2.1ま中心部で 90μs、 σム成分で 145μsであ

る。

文献 I)H.W.Spiess，Adv.PoIYIJ.SCi.， 66， 23(1985). S.J.Opel1a. Kethods in Enzymology. 

131， 327(1986). 2)R.J.Wittebort. et al.. J.Chem.Phys.. 86. 5411(1987). 

3)D.K.Rice; et al.. J.A四.Che田.Soc.. 109， 1636(1987). 
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Solid State 'H NMR Study of Thymidine. 
Base Rig.idity and Ribose Ring F1exibility in Deoxynuc1eosides 

Yukio Hiy四 a1・，Sid品 arthaROT， Dennis A. T9rchiaJ 

L Contro1 Research and Deve1opme:nt， Upjohn Pharmaceutica1s 1imited， 23 Wadai， 
Tsukuba 300-42 Japan， 2. Department of， Biophysics， Bose I:nsti tute， C. 1. T. Sch.eme 
VII M Ca1cutta， 700 054 India， 3. Nationa1 Institutes o( Hea1th， Bethesda. Mary1and 
20892 USA 

We have investigated the interna1 motions of the nuc1eoside thymidine in the 
solid state by deuterium NMR spectroscopy. The base posi tion was found to be 
essentia11y rigid. On the other hand， T1 measurements on 2・， 2" deutero thymidine 
indicated the presence of sma11 amp1itude motions on nanosecond time sca1e. In 
addition， spin-a1ignment and distorted echo experim邑ntsrevea1ed the presence of 
1arge amp1itude motion on mi11isecond to microsecond time sca1es. This motion is 
hypothesized to be 2・endo受歩 3・endo interconversion. 

It has been c1ear for a whi1e that the three-dimensiona1 conformation of 
bio1ogica1 macromo1ecu1es is the determinant of bio1ogica1 function. A mo1ecu1e 
may have more than one such stab1e conforma:tion avai1ab1e to it. If transitions 
between such conformations are kinetica11y possib1e. then more than one 
conformation can be uti1ized for more than o:ne bio1ogica1 task. Thus a measure of 
dynamic f1exibi1i ty (i. e.， transi tions between different conforma'tions) .can provide 
us with information about accessib1e conformations of a bio-mo1ecu1e. 

Nuc1ear magnetic. resonance spectroscopy has been wide1y used to measure 
motiona1 properties in solution and solid state. Severa1 types of nuc1ei can be 
uti1ized as probes for measuring ~ynami~s in the solid state. Deuterium has been 
used to detect motions in the fo-5 -_ 10-11 second range. Recent1y. spin a1ignment 
experiemnts were used to detect motions on very slow time sca1es and to determine 
type of motion. DNA in the ce11 nuc1eus spend most of its time in a solid 1ike 
environment. Thereit undergoes many conformationa1 changes， some of which invo1ve 
changes in the conformations of the sugar residues (e. g. B to Z， B to A， etc). 
Energetics of such transitions have been.reported in the solution， but very 1itt1e 
is known in solid or solid 1ike states. 

We have focused our attention to characterize the mot孟onsof.sugar rings of 
nuc1eosides in the solid-state. In solution， nucleosides are known to interconvert 
rapid1y between 2・-endo and 3・-endoconformations. Such information about ring 
mobi1ity of nuc1eosides in the solid state was not 'av.ai1ab1e before. 
EXPERlMENTAL 

(Methy1 d3) thymine was purchased from Merck， Sharp and Dohme I$otopes. 2信

deoxyribose-1-phosphate and thymidine phosphory1ase was from Sigma Chemica1 Co. 
Thymidine phosphory1ase was dia1ysed twice against 2 1iters of 0.01 M Tris-d， 0.05 
M NaC1， pH 7..5 for 2 days， before use. 10 m1 of 2-deoxyribose-1-phosphate in water 
was added to 500m1 of 0.2M Tris-d， pH 7.5 containing 0.05 M NaCl. 10m1 of 0.2 M 
(methy1 d，) th宝mine in. O. 05 M NaOH was added. This was fo11owed by addi tion of 
approximate1y 30Q.units of thymidine phosphorylase. Progress of the reaction was 
moni tored by change in optical. densi ty at 295 nm. .Since recrysta1ization of (d，-
C2・)thymidinewas 'diffi.cu1t because of the sma11 amount， a11 samp1es.for the solid 
state NMR work we亨e lyophilized from H20 or D，O. 

Solid state 'H NMR spectra .were‘observed at 38.45 MHz and 事t 76.76 MHz b宝 a
home-bui1t a:nd a mod孟fied.NIC-500.spectrometer， respective1y. 90νpu1se 1ength was 
2.2μs a:nd 2.5μs at 38. 45 MHz and at 76. 76 .MHz~ Anisotropic T2 distort孟onwas 
measured by changing de1ay time between the two pu1ses. Spin a1ignment echo 
exper孟mentswere performed at 76.76 MHz. De1ay :time between .the first pu1se and 
second pul se，τ" was 30片lsand de1ay time between the se.cond pu1se and third pu1se， 
2:2， varied from 500〆s'to 100 ms. 

τrだa:-'fときま し記叫?と-3 l) -i'/;寸 乙うしえ

-13-



室呈皐皐 Rigi昼主主ヱ ー

~ig~~~ _~ s，-h~~_S :~_~r:~， sJ?!C~~: ~~ _~d3:~::~:1).;:~~id!~_e_< :_t.._+.}_5_ "~_~~!_. a~~_ :，:~2 
C (b)， which have typical 'H NMR line shapes for a reorientating methyl group. 

However it should be noted that (a) the asymmetry parameter of the spectra is 
about 6 亀， unusually high for a methyl group powder pattern and that， (b) 
quadrupole spli tting (between the two singulari ties) is only 戸5 kHz. These 
features are caused by the negative charge on the cartoxyl oxygen' rather than by 
further motional averiging pr~posed by a-recent st~dr. 

There was no substantial change in the methyl官 lineshapefrom -1256C to+ 
95 ~C. No T， distortion was observed in this temperature range， which indicates that 

マE:よよaZLJ笠宮221J百五tzztiA;:lれ;LJJ021hJ3ロー::
and 76. 76 MHz) so correlation time of-methy1 reorientation 1s on the fast side 
(ω<<1) of the_.T， minimum. Echo heights of the spin alignment experiments showed 
no-decay up to C，' = 50ms， which a1so suggests the absence of ul tra slow motion at 
the methyl position. 

。
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Deoxvribos~ Ri旦g!:1exibilitv ・60 ・40 ・20 0 20 40 60 kHz 
At - 125 C， 'H NMR spectrum of (d2 C2')thymidine gave a Pake doub~et with a 

quadrup01e sp1itting of 125同 z，whichfs a typical value for a rigid CJH bond- 句
spin 1attice re1axation time of 7 s a1so supports the idea that the C-H bond is 
d.gid. Because the quadrup01e spli tting at + 65 "'c .(122 k沼z) is near1y identica1 
tothe 125kHz splitsingobserved at-1251c-2H bond undergoes only small 
amp1itude

，
motion，三 5

g 
rms， in the -125 "c to + 65 屯 temperaturerange. 

The 'H spin latt1ce re1axation times of d，-thymidine were measured at the two 
fie1d ';;r~~g7h:" Â~ 

~ 

2î~~ C，~~';，~;~;.142 ~;;'-;t ~i6.-'h ~MH;-;;:d-1i4~; ~~-3ä:~45-MH~. ~"Th;;~ 
va1ues are surprisirig1y s~a11 considering the sma11 redu~tion of the quadrup01e 
sp1i tting observed in the 2H spectra from ・ 125Oc to + 22 oc. This shows that'the 
sma11 amplitud~motion (rms ang1e of含， 50) has a correlation time close to the T， 
minimum; 10-'s. Below - 30 DC， the field dependence became mゅre significant，' 
which suggests that correlation time of small amplitude motion increases and is on 
the slow side of T， minimum at low temperature. An Arrehnuis plot of. T， against 1/T 
yielded an apparellt activation energy of 3.8 kca1/mol. This m咽tion probab1y 
corresponds to a conformationa~ change between substates such as between C3・-exo
and C2 O ";endo modulating the C-2H bond-vector _ by a small ampli tude. 

Above 68 
.，
c total the intensi ty of 2H 

-
NMR spect:J:'a. in (d， C2・)thymidine 

decreased precipitous1y in the temperature range of 70 匂 to 95・Cc as shown in 

立な午私立212とt
ご抗， T:cZ立てflut記r誌if:::♂sふ t2212

s for most orientations， from 68 Cc to 72も(Figure2)・ Notethat no edge of the 
towder pattern survi干ed，strongly suggesting that the slow motion is mul tisi te 
jumping. It is interestirig that this motion exists only at.the deoxyribose ring 
positions， since the 1ine shape and intensity of the methyl deuterons at.75 

.，
c was 
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essentially identical to that observed at 22 Oc (Figure 1 b). 

22 Oc o7 Oc 72 Oc 

"Jt.，且 ~Ml ， ' ， ¥N.ベ川、 11M .. 

J ;つい
A 九 ^̂̂r"1¥ VVi...̂ 11. 

( r i ¥ J ¥ A 30 v.s 
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~ r-~寸~干~・「回.，........，..-，..-...ï・守・守『

・100 0 100 ・100 0 100 ・100 0 100 

1n order to inveS1;.igate if this large ampli tude slow motion existed _ ~t 
temperatures below + 65 "C~ we performed a series-of spin alignment experiments 8，9. 
This measurement is sensitive to motions having correlation times as large as T1n 

Beca¥1se the T1 of d2-thymidine is m~re than. 100 ms at 25 "'c， motions having 
correlations times in the range of 10"s to 10・宅s can be studied. 

In the case of jumps among N inequivalent sites， ~he correlation function for 
spin a!-ignment F cti， 'Z:2!， has a. limi ting value， F (:(1;かut，GtJPE}=Z P12{hereafter f)， 
where1:. is the correlation time of the motion arid pi i8 tne normalized relative 
population of ith site. 

Alignment echo height， ~ (有)， can be wri tten as 
s ('t2) ;之 (1-f)exp (-l;tζ-7t/TIQ) 

+fexp (";Z;/T，n)' 
At 25 ~C， the echo intensity dataミakenwith石=30μ声 (Fi伊 re3) are accounted for 
wi th f = O. 90 ( O. 02). 'C = 1 ms (uncertainty in Z; is an order of magni tude) and 
T1Q "，_170 ( 40) ms (Table 2). This means that population of the I!'~jor conformation， 
i8 95 %， if one assumes that there are only two conformations: We assign the major 
conformation as C3・-exo，because this conformation is fo也nd in the the X ray 
structure. At 46 <7C， f = 0.73 ( 0.02).玄=1 ms血 dT1Q = 120 ( 20) ms fi t the data 
well. These parameters indicate that 'at 46 <>C tlIe population of the minor 
conformation has risen to 16も whilethe population of the C3' exo conformation has 
fallen to 84亀 At55 OC the two site jump model fails to acco也ntfor the data 
because the fitted value for f is 0.4( 0.05) whereas the minimum value of f for 
the two site jump is 0.5. This result suggests that above 55 OC there are at least 
three conformations which have substantial populations. 
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The 1arge uncertainty of correlation times m直asured by the .spin a1ignment 
experiment prec1uded determination of the activation energy of the slow motion in 
thymidine. However our spectra suggest thel;.t the motion observed by the spin 
~liQ;n;~~t experiment tecomes fast enough (10.4 s or smaller in Z:) to show the T2 
distortion above 65 QC. We estimate an activation energy for -the slow motion 
between 5 kca1/mo1 to 10 kca1/mo1， because the time sca1e of this motion is 
substantia11y slo明erthan that of the sma11 amp1itude nanosecond f1uctuation which 
has an apparent activation energy of 3.8 kca1/mo1. 

In contrast wi th the spectrum of sa1 t free thymidine， the spectrum of 
crysta11ine (d， C2・)thymidine containin.g Tris (non-purified sample) showed 
sis-nificant T; distortion at 22 "c .' (Figure 8). This distor-t:ion indicates that a 
i;~ge amp1itude( 300 in rms)， sl開 (corre1ationtime - 10-6 s) motion exists in 
the thymidine Tr!s samp1e even at 22 0 C. 寄 SinceTris does not bind cova1ent1y to 
thymidine， it is 1ike1y that differences in crysta11ine packing cause the 
difference in motion observed in the thymidine and thymidine tris samp1e. The T， 
of the thymidine Tris samp1e at 22 0 C， 76. 76 MHz and 38. 45 MHz was about 120 ms， 
which' suggests that the sugar ring a1so undergoes sma11 fast(ns) motion in addition 
to the slow motion. 
DISCUSSIOH 

The major advantage of solid state NMR is that one can study interna1 
mo1ecu1ar motions that are usua11y masked in solution by overa11 i.sotropic 
mo1ecu1ar tumb1in.g. In the nuc1eoside crysta1s， overa11_mo1ecu1ar motion is absent 
as.base positions are essen.tia11y rigid， a1though the 、'HNMR study by Kintanar et 
a1Z conc1uded that there is a' fast sma11-amp1i tude 1ibration of the base by sho咽 ing
a re1ative1y short re1axa~ion time at the c-6 deuteron~ In contrast， there are two 
types of motions; at the C-2H posi tion. of the deoxyribose rings， (1) sma11 amp1i tude ( 
5'" in rms) on the nanosecond time sca1e and (2) 1arge amp1itude (30" in rms) on 
the mi1isecond to microsecond time scale. The former motion can be attributed to 
smal1 conformationa1 change such as between either C3・-exoand C2'-endo， or C2'-
exo and c3・-endo. This nanosecond motion does not exist at the 3' or 5・hydroxy1
posi tions since these si tes have 1arge Tr va1ues -at 22'" C. 

The time sca1e of the 1arge amp1i'tude motion' ranged from 1 ms in pure 
thymidine to 1μs in thymidine/Tris. and in deoxyguanosine. Two possib1e sources 
that can change time sca1e (or activation energy) of this dYJ.!).amic process are (a) 
crystalline packing and '(b) hydrogen bon.ding. In pheny1a1anine crysta1s， activation 
energy of 180" pheny1 rin.g flip varies from 5 kca1/mo1 to 11 kca1/mol. The L-
methionine crysta1 unit. ce11 contains two mo1ecules which differ great1y in there 
interna1 f1exibi1ity. In the cyc1icpeptide one of. the pro1ine rings is f1exible 
whi1e the other is not. Theseresu1ts c1ear1y showed that crysta11ine packing can 
affect the amp1itude and activation energy of 1arge amp1itude interna1 molecu1ar 
motions. Other studies 、sho明 that the saturated five membered rings have the 
capabi1ity of changin.g. conformation rapid1y(nanosecond or faster) at room 
temperature. For insUm:ce p:to1in.e ring in crysta1 shows 1arge amp1itude ( 3'00 in 
rms) and very rapid (pieosecond) motion at 22 <>C. Cyc10pentane undergoes rapid 
interna1 motion between be10w -150 "'C. The presence of hydroxy1 groups enab1es 
the five membered ring to form hydrogen bonds that can add at 1east 2 kca1/mo1 to 
the activation energy associated with a conformationa1 change. Severa1 theoretica1 
ca1cu1ations on ribose ring dynamics have predicted a sma11 activation energy ca. 
2 kca1/mo1 for the C2・-endo寸寸 C3・-endo interconversion and near1y no activation 
energy for sma11 conformationa1 change (e.g. C3'-exo ~ぅ C2 ・ -endo). These 
ca1cu1ations did not take account of crysta11ine packing or hydros~n bonding. 

* To be pub1ished in the Journa1 of the American Chemica1 society. 
1. Hiyama， Y.; Roy S.; Guo， K.; But1er， L. G.; Torchia， D. A. J~_ Amer. . Chem. 
Soc.， 1987， 109， 2525-2526. 
2. Kintanar，A.; A1am， T.M.; Huarig，W.-C.; Schinde1e，D.C.; Wemmer，D.E.; Drobny， G. 
J. Amer. Chem. Soc.・ 1988，110， 6367-6372 
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用いで3tpの共吟門波

lt 4 O. 5 4 :.1 H %に

おいで 1次元ヌ円ケト

ルのス ピニンゲ周波数

依存健司~ ìlJI~ Lた.

院11に 2次元 J7}舷ス

ベクト)j，の S制定 t~ 湾い

たパルス系列:を未 Id:・
t ，を回転周期 T..の

2 n 骨ーとしながえr: =!-e~ どまと 4じさ

せて F 1 Dを集め:乞 ~:'i ïl 毛-F"の

2次元フ-'11変後を行った[5 ] 

〈結果〉菌 2 tこれ F a:f:!!t芦~~t':t' ('. 

98MHzで測定 Lた吉F'aド P C F' 

-MASスベクト λ¢フピエユ・ゲ ft守色

を示した. ザイ Fパシf"1)分t!!1スピ

エンゲ周疲段が豹 2kHzO)脅 1犬とな

句約 15 0 H zであっさe T12三ツザ

周波数を 2kHz かるヨセ~守宅. モ~

低減少させ~とサイ「〆:-r c、fr !~;t. 
少した. ザイドバシ rc: .~ r t' r :Jで l-

なおスピニシグ周波数:主主つ 5l '.n-l z 

のl4定では 8O. 9 8 'Ili zカ必要全力半

分の 1k H zであったa 百円・2 P々 ‘'
TDP の 2 次元 J 分解てぺ~ ，・ち今5i('・

1:!. S P主tll. -OHc:C"!'た F:=拾

いピークをみられた. rr:F'で:ぇ

。10 

の 2~ 元S F 

~~草 J ス t ヲ 1・:j，.

NMRスペ

クトルのスピニング周

波数依存性. ( a.置

c )は実S闘のスベクト

ル、 ( d - f) は割算

より得たスベヲト:t-‘

IZ: 2 ; 
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〈理訟と解析 >2スピシ系のハミルトニアンは d0 u b 1 e q u畠 ntum oper-

a t 0 r RU z e r 0 q u a n t u m 0 p e r畠 t0 r 唱~.人して【 5] (1)式

で与えられ'.o.

H -:::.(ω，+竹)12+ω，-ωρI~+(Qd..... J)Il:f I2~十む -d)I~ (¥) 

ここで 1:r. と 1習 が可換でない唯一の op e r a t 0 rの組であ'.o. MA S t:よ句ス

ピ;J 1， 2の共鳴周波数 ωI， ω，双ぴ磁気双極子繍互作用 dは時間に依存す'.oようにな

司~. M a r i c qとW 畠 ug hはけ Cをニ震にラベルした (NH・)a.C 1.0・のはC

CP-MAS NMRの線形の解析を行って怠り、ふたつのスピンの化学シフト乎シソ}J，

の等方健が等しいがその方向が異なる時、磁気双極子繍互作用に由来す'.oサイ Fバンドの

線暢の広がりが観測され-iことを示した. [2] 彼らは式(1 )のハミルトニアシに

Average H畠 mi 1 t 0 n i a n T h e 0 r yを適用し τ磁気双極子相互作用

によるサイドバンドの分裂の婦が式(2 )の 2Kで与えられ者ことを示した.

￡以K= :ï古年rJjふ:〉d均ω匂5~t此t，かHト{いω仲ω均州伊帆ぷρ州(作t角I例可
乙の式ば lω ，-ω 2.I支 1たEは Id I古が冨スピエシグ爾毒披貫豊惣書 ω，よ勿大き〈な 4忍s条件でば良い翌近E 

似とならな〈な 4肴5乙とが予怨され司弓s. 雪量々は(1 )のハミルトエアンのなかで H，= 

{J-d (t)} 1留 を摂動項として取り鍛った. H.=H-H.によ忍馬問依存住宅E

H，に取り込'cと次弐の H，. 'Iiτ得られた.

Hfω:: expf 1 S!Ho'即 dti1H向 e-xp{-ls! Ho<t，) Qtl1 (3) 

この式に Average Hamlltoniah Theory. を適用して次式で与

えられ'.o時間に依存しない節分をもとぬた.

百~ ::;2.1 Bol( I~G係ズ +I~向~) (4-) 

ただし 2 1 B. 1はサイ Fバン Fの分裂で次式で与えられ'.o.

!回Bo'〆e♂-」ix= 去;g? 去灼¥:1ゴ-イd拘剣住的n似仰P詰gJ必:b〉恥;知川ω叫l向句句，)-吋ω匂帆2ぷ絢ω(句句州有叩】
式(1) )の ex p 0 n e n t i 畠 l の項唱を~zeroq.u 畠 ntum sIdeband 

に分解す右. [4.] 

己完pむかωl白1)ーω2仰}叫]=EZ26必p(lωr吟 (6) 

Z ft は ze r 0 q u畠 ntum sideband intensity でお'.ó~

SPの場合、 Jの健は Oとした. d (t) は土 ω，ど土 2ω ，で振動す'.o成分を含むか
A L _A  

ら式(~)の積分 tこは Z 主 E と Zまa を含む項のみが銭忍ことがわか".. Z主l と Zi'lt

C;tlω ，ー ωa1-ω ，どな'.o条件で料大健司，1夜'.oから、ザイド パン Fの分裂もこの条件で極

大値をと'.oことが予想され'.o. この様明が定量的にも正しいことを様認す'.oために、弐
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(牛〉のハミルトニアンを使って SPの線形の

スビニ ン ゲ 周 波 数 依存怯を計算した. 計 算 に は

単結晶の 31p NMR  によ匂決定した化学シフト

テンソルと鋭気メ:J(lili子相互作用テンソ J!，の憶を使

用した. 計算結果を似12の右側 tこ示した.

計算によって得られたスベクトルは実現11のスベク

トルのスピニンゲ周君主数依存性を良〈再現してい

'-o. スピニンゲ周波数を減少させた時の分裂の

減 少は式(2 )の MaricqとWau g hのあ

たえた ハ ミ ル ト ニ アンでは説明できない. 最近、

林 と早水は SPで 161MHzの31p CP-

MAS  NMRスベクト J!，のスピニンゲ周波数依

存住を 測定 して おり我々が 8O. 9 8 M H z 

Rぴ 40. 5 4l¥.IHzで観測したのと問機

なスピニンゲ周波数を減少させた時のサイ

ドバンドの分裂の減少を鋭部lしてい'-o.

[ 6 ] 次に 2次元 J分解スベクト J!，の解

析について述べる. 式〈争〉の摂動ハミ

ル トニアンで J= 0として計算す渇ど単ー

の配向を持つれ Pスピンの温:こ対し図 4に

ポす位置にピークを持つ 2次元 J分 解 ス ベ

クト J!，がf専られた. 国 5に spの単結晶

91p NMRより得たバラメーゲをもとに

計算した粉末試料の 2次元 J分解スベクト

J!.-~示した. 図4， nL~5 のスペケ f. J}.. (;t 

笑 i~:1 のスベクト)!-の特徴を良く再現してい

~. これらのヌベク f.Jt. (;t ~ 1 - 0 :こグフ!

レットを示しその玄よと右下 lこ鰐~ 持ってい'-o. -1fTPPの 2次元 J分解スベクトル

は ν 1= J1 ~=:!:J/2 にピーク 1;' 持ち、~液 状態で化学シフトの異な'-o'Aピシ問に J

結合が存在す弓時に目立il され ~2 次元 J 分解スベクトルと同じ形となってい有a 異なる原

因(，1 結合 Rじな気耳究極予知1ii下，同〉による 1~;欠元 31p CP-MAS N MRヌベク

トルの分裂は 2Q:元 J分館スベク f.Jt..により区日11でき".ことがわかった.

是々
F
h

LD 

-CJ 

電=ー

u:・
? 

-0.5 
V21k1セ

図 5;計算により求めた sPの 2次元 J

分解スベクトル

。0.5 

(l)E.A. Andrew，progr. NMR Spectrosc.，j，，1(l971). (2) I1.M. ~1aricq and J.S. 

Waugh，J・Chern.Phys.，ユ.2，3300(1979). (3) D.P. Ra1eigh et aL，J. Chern. Soc. 

Faraday Trans.，1，U，3691(198B). (4) A. Kubo and C・A.McDowe11，ibid.，旦土，

3700(1988). (5) R.R. Ernst et aL，Principles of Nuc1ear Magnetic Resonance 
in One and Two Dirnensions(C1arendon Press， Oxford，1987). (6) S. Hayashi 

and K. itayarnizu， Chern. Phys. Letters， よ品，158(1989) • 
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L 6 無機リン費量盗の間体高分解能 31PNMRにおける

スペクトルスピン拡散

(化技研) 0林 繁信・早水 紀久子

Spectral spin diffusion in high-resolution solid-state 31p NMR in inorganic 

phosphates 

Shil!:enobu Hayash i and Kikuko Hayamizu 

(National Chemical Laboratory for Industry， Tsukuba， lbaraki 305) 

We have found that the line shape in 31p magic-angle-spinning NMR spectra 

is dependent on the spinning rate of the sa皿ple for pyrophosphates and 

metaphosphates such as Na.P20" Na.P20，・10H20，Ag.P20" K.，.O" and (KP03)n・
These materials have two chemically inequivalent P ato田swith slightly 

different che阻ical shifts. As the spinning rate decreases， the signals of the 

two sites coalesce， as if there were chemical exchange. This phenomenon can be 

explained by spectral spin diffusion between 31p spins through dipole-dipole 

interaction. 

マジック角回転法 (MAS)を用いた国体高分解能 NMR測定は種々の分野で使用されている.

無機リン酸復の 31P MAS NHRスペクトルも既にいくつかの報告がなされている. ピロリン

酸重量では、 2つの PO.ユニットが速なっているが、 その 2つの PO.が異なあ化学シフト健を

示すことが報告されている. また、 メタリン酸塩においても 2つの非等価なサイトが存在

している.我々は、 種々の無機リン重量塩の 31P NHRスペクトルの測定をしている際、 ある

種のピロリン厳重量及びメタリン重量温において 2つの P04ユニットの信号の化学シフト値の差

が試料の回転数によって変化することを見いだしたe 見かけよ、 化学シフトイ遣が回転数に

依存する現象である.

HAS NHRスペクトルにおいて緩舗が回転数によって変化することは通常よく観測されるこ

とであるが、 シフト f置が回転数に依存することは無いと信じられている.上記に示した現

象は、双極子ー双極子相互作用で絡会しているスピン聞のスピン拡散によって説明するこ

とができる.本報告では、観測結果を紹介するとともに、 その機構について考療を行なう.

【実験] 試料は市販のものを用いた.

NMRスペクトルは主にプルカ一社製 HSL400を用いて測定した.測定周波数は 161.98 

HHzである. また、 磁場依存性の測定のために、 日本電子製 FX200(測定周波数 80.76 HHz) 

も用いた.化学シフト健は 85% H3P04水域液を oppmと、低滋場側を正として表わした.

通常のシングルパルスを用い、 水利物に対しては lH核の双極子デカップリングを行なったa

{結果】 図 1にNa4P20，の 31P HAS NHRスペクトルを示した。化学シフトの異方位に起因

する多くのスピニングサイドバンドが観測される.図 lAでは、 3.0 ppmと2.1 ppmとに 2

はやし しげのぶ はやみず き く と
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つのセンターピークが観測される.一方、 試料の回転数

を2.51 kHzに下げると、 センターピークは一本しか観測

されない(図 1C)。 化学シフトイ置は 2.6pp聞である. 図

1 Bは、図 lAと図 1Cの中間であり、 2つのピークの

存在が辛うじてわかる包 このように、 2つのピークの分

裂が回転数に依存している. 同様のことが、 センターピ

}クばかりではなく、 スピニングサイドバンドにおいて

も見られる.図 l Aにおける分裂械は、 0.86 ppm (140 

Hz) であり、水溶液中で観測される P・0・p結合のスカラー

カップリング定数(約 20Hz) に比べるとはるかに大きい.

X線回折の報告では、 P2 07 4 ・の 2つの P04ユニットが非等

備であることが示されており、 N M Rで観測された 2つ

のセンターピークは非等価なサイトに帰属すること '/)Sで

きる.

スペタトルを詳細に検討するために、 図 2にセンター

ピークの線分を拡大して示した. 回転数の減少にともな

い、 2つのピークが合体していく様子がわか Qo コンピ

ュータシミュレーションによって、 スペクトルの分権を

行なった.各ピータはガウス型でよく近似できた.分離

して得た 2つのピークのシフト健の差と平均線穏とを図

8に・印でプロットした。 図車員数の減少にともない、 シ

フト値の差が減少し、 線申耳が増加している.

問機の測定を約半分の磁場強度 (80~76 MHz)で行なった.

この低い磁場強度では、 回転数を 4.60kHzまであ

A 4.51 kHz 

!l l!! 
_._L_jULJLJ:__;~ー

B 3.51 kHz 

JJJJJ-一

lac " -St 

図1.Na4P207の31P MAS NHRスペクトル，
161.98 MHzで務定。図中の数字は試料
の回転数.矢印がセンターピーク.

げても 2つのピークは観測されず、 2.4 ppmに線

暢 290 Hzのピークが一本だげ観測された.次に、

温度依存伎の測定を 161.98MHzで行なった.温度

を 293Kから 353Kまで変化させたが、 回転数に対す ソ\_.."_j~
る依存性に変化は見られなかった.

他の無機リン酸鑑においても同織の現象が起き

るかどうかを翻べたところ、 Na4P207・10H20、

Agâí Û7、 K~ P2 s7、 CKPOs) nで回転数に依存する現

象が観測された. いずれも 2つの非等価なサイト

が存在し、 そrの化学シフト差が 3ppm以下であっ

たo Na4P20'I・ 10H20のスペクトルを図 4に示した.

図転数が 4.01 kHzの時は ・1.4 pp置と -2.3ppm 

とに 2つのピークが観測される. ところが、 回転

数が 2.0 kHzになると一本のどークになってし

まう. スペクトル分離を行なうと、各ピークはロ

ーレンツ型でよく近似できたo 2つのピークの

-22-

_). ¥也zJ¥¥d

cJ1¥ぜJV
忌 瓦 :::: _C 5'::一一E・・，宅 ・.，
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シフト差及び平均線帽を図 3にO印で示した.

然水物の場合と傾向は同じであるが、 シフト差

や線輔の回転数に対する依存度が異なっている。

一方、 同じピロリン種差温でも、 Mg2P207・3820で

は-5.4pp固と -11.5ppmにシグナルが観測され、

回転数を変化させてもスペクトルは全く変化し

150 

工 140

至
Em 

なも、.

1.0 
[ :考察] 以上報告した現象は、 回転数を上げ

ることによって双極子相互作用に起因する線 1憶

が減少しピークの分離が良くなったということ

では説明しきれない. なぜなら、各ピークの位

置、 .1111ち、化学シフトが見かけ上変化している

からであ Qo 上記の現象は化学受換している系

におけるスペクトルの温度変化に似ている.化

学交換の場合、温度の上昇にともなって化学的

に非等価なサイトにある化学種間の交換速度が

速くなると、 スペクトル上 2つにわかれていた

シグナルが 1つになってしまう.今回の現象で

は、 温度の上昇が回転数の減少に対応している

が、 温度とは無関係であるから、化学交換その

E
a
a
 .. 
Eミ
Go 0.5 

.. 
• 

九 v 唱

メ'l

。
2 3 4 

νr (kHz) 

5 

図3.Na.P207 (・)とNa'P207・10820(0) 
のセンターピークのシフト差と平均線幅
の回転数依存性.

ものでは説明できない。

最も可能性が高い機構は、 31 Pスピン聞の双極子相互作用

を通したスペクトルスピン拡散である. スピン拡散が化学受

換と同じようすな現象を引き起こしていると考えられる. スピ

ン拡散の速度は試料の回転数に依存している.化学変換との

類推から、 化学シフト重量が tJ.6である時 2つのシグナルが一

本になるためにはスピン拡散速度が tJ.6 /1すより速くなる必

要がある. 逆に、 マジック角図車五訟で 2つのシグナルを分It

するためにはスピン拡散速度を tJ.6/V言より退くする必要が

ある.

スピン拡散は全体のエネルギー量が変化しない過程であり、

2つのスピンが同じゼーマンエネルギーを持っている場合、

.1111ち、化学シフト健が等しい場合は簡題なく起きる. ところ

が‘ 今回の場合のように化学シフト値の異なる場合は、 エネ

ルギー変化を補償する何らかの機構が介在しないとスピン拡

散は起こり得ない.従来、 lHのようなアパンダントスピン

がエネルギーのバッフアーとして働〈場合や、 回転数がシフ

ト差にちょうど一致してスピニングサイドバンドと重なる場

合のスピン拡散は報告されているが、 今回の系ではそのよう
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な機構は働いていない.水和物の場合も、 'Hスピンをデカップリングしており、 'Hスピ

ンは 31Pスピン間のスピン拡散に何ら寄与していないと考えられる。

無機リン酸尊重では、 P原子が 0原子を介して結合しており、 31 P聞の双極子結合はリン

酸塩によらずほぽ一定である。結晶構造から計算すると、 スペクトルの半備会 t憶にして約

1.2 kHzの大きさになる. ピロリン酸盗では、 化学シフト値の異なる 2つの PO.ユニットが

他のスピンから孤立している. 一方、 メタリン酸塩では、 化学シフトイ遣の異なる 2種類の

PO.ユニット 2肝炎互に絡会して直鎖を形成している。即ち、 スペクトル上に観測される 2つ

のシグナル問には約1.2 kHzの双優子相互作用が働いている。

マジック角回転法は原理的に双極子相互作用を平均化することができる.実際、 MAS 

スペクトルの線 I揮は 100~ 300 Hzであり、 上記の双極子相互作用はほぼ平均イじされていると

考えられる.即ち、 スピン拡散がかなり抑制されている。 たとえば、Mg2P207・3H20ではシ

フト差が大きいため、 2つの PO.ユニットのシグナルが完全に分離されており、 スピン拡散

が凍結されている。 しかし、化学シフト差の小さい場合は、 スピン拡散が必ずしも凍結さ

れない. これらの場合は、 2つのピークが、部分的に重なることによって、 スピン拡散によ

るエネルギー変化が無くなる.即ち、 31P の化学シフトの遠い tJ~ スピン拡散速度を決める

重要なファクターとなる。 シフト差が小さいほど、 スペクトルの重なりが増え、 スピン拡

散速度が増加する. 回転数を減少すあと、 各成分の線幅が増加しスペクトルの君主なりが増

加する.すると、 スピン拡散速度が増加し、 あるところでスペクトル線の合体が起きる。

低磁場にすると Hz単位で表わしたシフト差は減少する。双極子相互作用は磁場に依存

しないから、 Hz単位で表わしたシフト差 tJS重要となる.即ち、 低磁場にすると、 シフト

差が減少しスペクトルの重なりが増加する.すると、 スピン拡散速度も増加して、高い磁

場では分磁していても低磁場では分艇できなくなる。 このことは、 ピーク分離に対する磁

場の効果が単に化学シフトのスケールの拡大・縮小だけではないことを示していあ.

今回の現象は、 'Hや 19F核の MASNMRにおいて はもっと一般的に見られるものと考えら

れる.化学シフト差が小さいものを分離する場合、 双極子相互作用の大きさに匹敵する回

転数では不十分であることを今回の結果は示している.

当日は、 数式化して定量的な考療を行なう予定である.
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Loca1 structure of NaI-po1yethy1eneg1yco1 so1id e1ectrolyte 

Takahiro UEDA， Hiroshi OHKI， Nobuo NAKAMURA， and Hideaki CHIHARA 

(Osaka University) 
13_ __ ，_._ _ ...._ 23._ ._.._. 23 

C CP/MAS NMR， ~vNa powder NMR and ~vNa two dimensiona1 nutation NMR 

were app1ied to comp1exes of NaI with po1yethy1eneg1yco1(PEG) and 

tetraethy1eneg1yco1(TEG) to study the conformation of po1yethers and 
+ ， '. 13 1oca1 structure around the Na' cations. .vC chemica1 shift data indicate 

that the po1yether chains assume the gauche conformation in the comp1exes. 
23 

Na NMR spectrum of TEG-Na工 comp1exgave a broad asymmetric line; 
2 

simu1ation of the 1ine shape 1ed to e~Qql色=2.6MHz and n=O.7. No 

significant te叩peraturedependence of the line .shape was observ邑dbetween 
2 

200K and room temperature. For PEG.-Na工 complexe-Qq/fi was found toもbe

sma11er than 1MHz fro置1the nutation spectrum. On七hebasis of the above 

resu1ts， structure models of these compounds wil1 be presented. 
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L 8 四極子核の固体高分解能 NMR法の開発u

寺尾武彦 京大理

High Resolution Solid~State NMR of Quadrupolar Nuclei 

Takehiko Terao Kyoto University 

A novel method is proposed which allows us to obtain high resolution NMR 

spectra of quadrupolar nuclei in solids. In this method the second order quadru-

polar broadening. which limits the resolution for the central transition in 

quadrupolar nu~lei 胃 ith half integer spin. Is re皿ovedby e皿ployingevolution at 

discrete orientations of the spinner axis. Practical applications are demonstra-

ted官ith23Na and 170 spectra in some inorganic compounds. 

[はじめに]

今日、 CP盟AS法が普及し、1.3cなどの希薄スピン

の圏体高分解能 NMRは容易に行える。また、 lH

などの豊富スピンのそれはCRAMPS法により可能で

ある a しかし、これらの方法はスピン!がすのと

ざのみ有効であり、 1>きの四橿子核の線幅はMA

Sを用いてもー設に完全には先鋭化されない。これ

円1

-3/2 

Zeeman First-Order Second-Order 
Ouadrupole Ouadrupole 

ーー一一一--ーーーーーーー

-一一一-----.

まで四橿子核の悶Eでは半整数スピンの中央の遷移 ・1/2 一一一ー---ー--------.-

tす=す j が銭湯リされてきた。 これは、図 lに示 | 

すように中央の遷移が l次摂動の範囲内で四極子 central 

相互作用の影響を受けないからである。しかし、

問図に示されるように 2次のシフトが生じ、粉末

試料においてはシフトのみならず、線幅を生じる

ことになる。この 2次摂動による線幅は図 2に示
2ー¥一一一一L

すようにMASを用いても完全には消去されない。マ / 

ジック角度以外の方向でより線幅が先鋭化される +3/2 一一一ー/

ことが知られている(VASS) が、それでもかなり

の幅が残り、高分解能スベク‘トルは得られない。

図 1 1=3/2の核のゼーマン準位の四極

子相互作用による l次と 2次のシフト

=ニの予稿は著者が 1987年11月から 1988年 4月まで、California大Berkeley校の A. Pines教

授の研究室に客員教授として滞在中に参加した研究とそれ以後の間研究室における研究を

まとめた論文 1.-v 3に基づいており、これらの論文の著者との協同研究によるものです。

てらお たけひこ
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Static 

MAS 

10000 5000 0 -5000 -10000 

F陪quency(He内z)

ここでは、 SASSと同様の試料回転軌をフリッ

プさせるテクニックを用いて四撞子相互作用の

2次摂動による線幅を消去し得ることを明らか

にし、実験例として 2.3の無機物における 23Naお

よび 170のスベクトルを示す。 1・2

[理論]

試料回転下での化学シフト相互作用による共

鳴周波数の時間平均項は

ω。=ωC150 + C(α.s)P2(COSO) (1) 

と表される。ここで ωe'seは化学シフトの等方

平均値であり、 C(α ;s. )は異方性の寄与で化学

シブトテンソルの主軸系と回転軸系との聞の変

換を表すオイラ一角 (α • s )に依存している。後

者は粉末試料では一般に大きな線幅を与える。

P2(COS 0)は 2次の第一種ルジ守ンドル関数

P2(COS 0) =去(3cosL l) (2) 

であり、 0'ま静磁場と回転軸のなす角である。

したがって、 P2(COS(J)を Oとするいわゆるマジ

図 2 多結晶Na之 C2 0 4 における 2~Naの ック角度で式(1 )の第 2項は消え、等方平均値の

中央遷位の静止及びMASスベクトル みによる高分解能スベクトルが得られることに

なる。なお共鳴周波数の時間依存項はspinning

side bands を与える。

しかるに、 2次の四撞子相互作用による共鳴周波数の時間平均項は

ωq = ulq'き，) T Q♀(α. i3 )P♀(COS 0 ) + Q4 (α .s)P4(COSO) (3) 

となり、もう 1つの異方性項が現われる。ここで P4 (COS 0 )は 4次の第一種ルジ守ンJ-'ル

関数

P4(COS()) = (35cos4 ()-30cos2 () +3)/8 (4) 

である。したがって、マジック角度では式(3)の第 2項が消えても第 3項がきえないのみな

らず、両項を同時に消去する 8の値は存在しない。これが単純な回転では 2次の四極子幅

が消えない理由である。

単純な回転では不可能であるならば、回転軸を動かすことによって 0に時間依存性をも

たせ、横磁化を推進させる時間にわたる積分値として P2(COS () )と P4 (COS () )を同時に消去

しよう、というのが本研究の考え方である。これには多〈の解が考えられるが、ここでは

最も単純な解、すなわち 8が不連続な 2つの値 81、()2しかとらず、しかも横磁化がこの 2

つの 8値を等しい時間経験する場合を考える。この場合は

P2(COS () 1) + P2(COS ()ε)=0. P4(COS()I)+P4(COS()2)=0 (5) 

となる()1、e2を選べば(3)において異方性をもたない第 1項のみが残り、高分解能が達成

-30-
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される。式(5 )の解は 8，
= 37. 380 

• 8之 = 79.19
0 

だ・与えられる。

したがって実験は図 3

に示すように行えばよい。

すなわち、角度 B1をなす

回転軸の周りに試料を回

転させた状態で時間 τlの

問、横磁化を時間推進さ

せる。次に角度を 82に切 Rotor

φ 1φ 2  

ri 1， ~ 
φOuadrature 
3 detection 

L 

M
V
 

り替える。その聞は90。

パルスを用いて磁化を静

磁場方向に保持する。そ

|ム ~ 
図 3 パルス系列と囲転軸方向。パルス幅はすべて 900

の後、再び90。パルス

を照射し、検磁化を B2方向の回転下で推進させると、 τ1後に化学シフトと四極子の異方

性による decayがechoとして回復する。いろいろな t1 =2τ1に対して echoの銀幅をサンプリ

ングするとそれは両相互作用の等方平均値の和 ωelSO tωq i s。によって時間推進する。こ

れをフーリエ変換することにより、高分解能スベクトルが得られる。またはechoの頂点、か

らの decay を (t 1 • t2) の関数とし

て記録し、 2次元フーリエ変換すれば、

等方平均値と異方性がそれぞれ ω1、

ω2軸上に現われる 2次元スベクトル

が得られる。これらの方法を Dyne.mic

-100∞ Angle Spinning (0 A S )と呼ぶ。

[結果と議論〕

-50∞守 測定は400韮Hzの装置を用いて行ったe

E試料 の 回 転 速 度 附 3KHz，回転軸の

ご切り替えに要する時聞は36皿Sである。

。雪 国 4に多結晶Na2S04における 23Naの
Q) 

52次元 D A Sスベクトルを示す。スベ

5000 t.!:クトルの分解能はこの場合、 23Na簡の

双極子相互作用で決まっている。化学

10000 5000 0 -5000 -10000 

Frequency 2 (Heバz)

図 4 Na2S04の2SNaの DAS2次元スベクトル
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10000 的に異なる siteがいくつかある場合に

はこのような 20スベクトルによって、

個々のpowder patternを分離測定す

ることができる。図 5にクリストパル

石(Si02)の
170に対する D A Sのスベ

takai
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クトルを示す。等方平均シフトの

位置は原点にあり、 H20の
170の共

鳴点から 14.4ppmだけ低磁場側にシ

フトしている。lIASぞoff-ang1e回

転では分解能が悪いうえ、等方平

均値はスベクトルのピーク値から

直接決定できな~， 0 これらのスベ

クトルにおいて、 spinningside 

bandが数多〈現われているが、か

なり遅い回転(約 3KHz)を用いて

いるためであり、改善することは

容易である。

今後の DASの発展としては、

さらに 3次以上の四極子幅の除去、

他の相互作用への適用など方法論

の開発とともに、鉱物、触媒、セ

ラミックス、半導体、酸化物超伝

導体、合成・生体高分子などへの

応用が考えられる。

[謝辞]

この研究の機会を与えていただ

いたA.PIJ.1les教授は.C. Betke1ey)と

その他の多くの共同研究者に感謝

致します。

[文献]

10000 5000 。 -5000 -10000 

Frequency (HeバZ)

図 5 クリ叉トパ、ル石 (Si02 )の
170のMAS. VAS 

および 1次元 DASスベクトル
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L 9 Ti回e-dependcnt NOE を用い た へ ム タ ン パ ク 質 の 動 的 椅 造 解 析

* (東工大工、高知大理 )0山本泰彦、井上義夫、中依利一郎

鈴木知彦*

DYNAM工C S~RUCTURE OF Galeorhinu~ japon主三主主 MYOGLOBINAS STUDIED BY T工ME-DEPEtlDENT

NOE MEASUREMENTS 

* Yasuhiko主主笠笠OTO，Yoshio INOUE， Riichiro CHUJO， and Tomohiko SUZUKI 

(Department of Biomolecular Engineering， Tokyo工nstitu主eof Technology and 

* Department of Biology， Kochi University) 

Time-dependent NOE bUild-up behavior for the a.-CH
2 

protons of the heme propionate 

groups has been studied to elucidate their mobility in the active site of the 

fe口土chigh-spin form of Galeorhirtusユ笠盟主主主 myoglobin. A large chemical shift 

inequivalence of the heme propionateαーCH
2

resonances a工lowsa selecti've 

irradiation of a desired resonance by a high-po明erdecoupler pulse in spite of 

its fast relaxation rate~. NOE build-up for a methylene proton resonance upon 

saturating the other pair proton resonance essentially follows the theoretical 

prediction derived using the two-spin approximation. The cross-relaxation rates 

were quantitatively determ.ined and then the correlation-time for七hemobi1ity of 

the internuclear vector己onnectingtheαーCH
2

protons was calculated from the 

obtained cross-relaxation rate. The values of -11 ns were obtained for the 

correlation times of both propionateα-CH
2 

I S and these ~ val ues ~sttongly~' suggest 

the immobile heme in七heactive site of this myoglobin. 

く はじめに> sa弘
1;. 1 H - ~ H核開 NOEは、分子の立体構造研究におい α(""H 

て距離の関数として解 析さ れ、 多く の有 用な 備報を与え

てい る . 一 方 、 核 iのシグナルを照射しながら、双 極子

稲互作用する核 jのシグナルに誘起される NOEを観測

する場合、観測される NOEの照射時間依存性 (Ti圃e

-dependent NOE) を既知の核問距離を有する ij問ベク

トル rの運動性に関して解析することにより、分子選動

についての情報を得ることができる.そこで、 ti臨e

-dependent NOEを測定することにより、ミオグロビン

( Hb) の活性部位で あるへム{図 1)の側鎮のプロピオ

α?匂 α9~

B?匂 s科
COi' eOf 

図 1.へムの分子構造.

やまもとやすひこ、いのうえよしお、ち申うじようりいちろう、すずきともひこ
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ン酸基の aーメチレン基の運動

性を評価したので報告する.

核H
 

1

る

つ

れ

持

さ

を
一
不

用

で

作

式
互

次

穂

、

>

子

は

法

極

和

方

双

緩

く

の

M
Z 

a: R l!.M
z 

(1) 

ここで、.d.M zは、 M zの熱平

衡状態からのずれ、 Rは緩和行

列である .Rの対角要素 (ρii ) 

及び非対角要素(<J
ij

)は、そ

れぞれ対応する核固有のスピン

格子緩和速度 (intrinsicspin 

-Iattice relaxation rate)及

び ij核聞の交差緩和速度

120 1∞ 80ωω20  0 ・.20

図 2. 鉄三 価 高 ス ピ ン 我 態 の エ イ ラ ク プ カ Hbの

500MHZIH  N M Rスベクトル.

(cross-relaxation rate )であり、ヱネルギ

ー準位関の遷移確率に関して次のように表現さ

れる・ PH c I(W~j + 3W!j +印判+p* (2) 
日 i均 .‘

σ:ij=印 ;3伽 W;3{3}

wij:r:: i¥2YH J (nω) (4) 

n 'Or~ ... 
.τ 

J(nw} .~長::;:;""""ïT"" (5】・ a_.c.

ρ*は、双笹子相互作用以外の緩和穣穣からの

寄与を示し、その他のパラメーターは、いつも

の 意味を持つ.注目しているシグナルの p は、

そのシグナルに対して選択的に lnversion-

recovery法{あるいは、 Saturation-recovery

法}を行うことにより、実験的に測定可能であ

る.

二スピン近似により、 ti祖e-dependentNOEは、

次式 のように表現で きる.

NOE. .工品(1 - e叩 iiT1RR) (6) 
iρ  

ii 

T ，nn I立、スピン j を照射している時闘を示す.IRR 
式 6より、 TIRRを変化させて NOEを測定す

ることにより、 p 、 σを悶時に決定することが

できる. (すでに述べたように ρは、独立した

実験からも決定可能である. ) 
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図 3. N 0 E差 ス ペ ク ト ル . 照 射 さ れ た シ

グ ナ ル { ↓ ) 、 ・ は パ ワ ー も れ .



!日比出向3
CHzC
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HLs F8 

く結果と考察>

鉄三価高スピン状態のエイラクプカI1b( 3 5 "c . 

p H 7 )の 500MHZIH NMR ス~クト 1レを
図 2に示す.ヘム倒鎮のいくつかのプロトンに由来

するシグナルが、低磁場に大きく超微細シフトして

観測される.ヘムメチルプロトンシグナル(.A - D ) 

の帰属については、エイラクプカ Hbの活性部位の構

造が、一マッコウクジラ Hbのものと類似していること

から、マッコウクジラI1bでのシグナル帰属をもとに

して、 A 、 8ーメチル ;8、 5ーメチル ;C、ヨー

メチル ; D、 1ーメチルと決定された.

次に、 NOEを用いて 6-. 7ーアロピオン酸基の

α-CH
2

プロトンの婦属を行った{図 3) .まず、

λ) 
メ」
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図

8ーメチルのシグナルを照射 (20ms)することに

より、ピーク aに NOEが観測される{図 3-8;8

ーメチルを照射するために用いたデカッアラーパルス

の影響もピーク aにまで及んでいると考えられるが、

ラーメチルに対するデカヴアラーパルスの影響を考慮

すると、ピーク aに対して明らかに NOEが誘起され

ていることがわかる. )次に、ピーク aを照射するこ

とにより、ピーク dに約一 10 %の NOEが観測され

た(C ) .後述のように、これらのプロトンの ρ は、

1 00  s・1以上なので、 -10%の NOEはプロトン

核開距灘が、 2A以内でなければ観測されない.した

がって、ピーク a. dは、 7ーアロピオン重量基の a-

C H 2プロトン{それぞれ、 7-a、 7-a・}であ

ると帰属できる。また、両シグナル間での大きな化学

シフト差は、 α ーCH が C_-C 結合に関して自2 u ~ 7 

由回転していないことを示している.さらに‘ 8ーメ

チルからの NOEの大きさを比較すると、 7-aは、

7 -a -よりも 8ーメチルの近くに存在している事が

わかる.そして、 7-a、 7- a -の化学シフトの差

を、ヘム平面上の1&ーシステムよりそれぞれのプロト

ンにしみ出す不対電子スピン密度の量に関して解析す

ると 7-a-CH2プロトンのへム平面に対する配向

は、マヴコウクジラ.l1bでのものと同様に、図 4のよう

になっていると考えられる.悶様に 5ーメチルからの

人
ノ¥一
人
Jし
ノ¥_
dヒ

2 園

ーーー/"---ー-
J ーJ 、ー、へ--...-83"82"8:‘ー;ぁ "79
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NOEコネクティビティー (E~G) により、 6 -a、

6 -a _のシグナル帰属、そして化学シフトの解析に

より 6-a-CHiのへム平面に対する配向も決定さ

れた.次に、 6-a、7-aの ρ を 笑 験 よ り 求めた.

選択的 saturation-recoyery法をそれぞれのシ グナル

に 適応して得られた一連のスペクトルを図 5に示した.

飽和されたシグナルの強度は、時間 tに 関 し て指数関
i nt _ - 1 

数的に回復しており、その時定数(T1 I III = T - J_ )' 

i n t 
を求めた.乃 は、 7. 7ms  (6.，...Gi)、 6. 5 

ms  (7-a) となった.次に、 6-a . (または、

7 - a . )に対する T IRR の変化が、 6-a (または、

7-a)に観測される NOEの大きさに与える影響を

測定した. 6 -aと 6-a .間の ti田e-.dependentNOE 

を図 6に示した.そして、 T1 RR に対して観測された

NOEを図 7にプロットし t..:..N 0 Eは、 T と共ー9 .1" '-" .J..J Yd... .l 1 R R 

に培加し、 TIRR~35ms でほぼ一定値( 6一位、

-12.5%;7一町、一 15 %)に逮する結果とな

った.式 6を使って、フィットした結果も同時に示し

である.笑験値と理論値の良い一致は、ここで対象と

している系に対して、二スピン近似の適応が可能であ

6-0 6_at 

60 55 50 勾5 向。 35 30PPM 

ることを示している.

T i冊e-dependent NOEの笑験結果より、 σ値は、 19. 5 

s - 1 (6 -a -C日2プロトン問)、 19・ 2s ム

一 回

図 6. 6 -a ・に対する T IRR 

変 化 さ せ た 時 に 6-aで

観測される N 0 E. 

( 7 - aー C H 2プロトン関)とそれぞれ求まった。そこ

で、式 3を用いて τc値を計算すると、両方の a-C H 2 

に対して~ 1 1 n sとなった . T線相関スペク ト ル

(Harshall et al..J.Am.Che聞_Soc_.102.1460(1981)) によ
ー12

り、マッコウクジラ Hb(濃度 10 .~ M 、温度 12 .C ) 

の τcは、 16 n sであることが報告されている .両方の

プロピオン酸基の a-CH のプロトン核問ベクトルの逐
2 

動の τc値が、比較的大きく、両者でほぼ等しい値である

事は、へム平面の運動が、まわりのタンパク質の全体とし

ての運動と同程度の速さであることを示している.つまり、

へムは、まわりのタ ン パ ク 質 部 分 に 対 し て 固 定 されている

ということがわかる.このように、 ti聞e-dependent NOEを

解 析することにより、へム近傍のある特定のプロトン核を

結 ぶベクトルの運動性の定量的評価が可能になる.

lC 10 lO・0 鈎 ω70 1:) 10 100 

T.__' .. m 

図 7. T 
1 RR 

v s_ NOEの

プロット.

takai
鉛筆



L 10 15N一、 IH-NMRによるテトラゾールイじミオグロビンの

構造の研究

(京大・工) 0足立伸一、 森島績

15N-，III...;NMR Study of Tetrazolated Myoglobin 

a.:....8血chiand 1. Morishima (Kyoto Universi ty) 

Addi tioI1 of cyanogen bromide CBrCN) to aquomet myoglobin (ト1b)caused si te-

specific . cyanation of the distal histidyl imidazole NH， as previously reported 

by us. This distal hi.stidyl N...;CN reacted with added azide (N3・)to form a N-

tetrazole ring by cycloaddition. rather than a simple iron-bound azide form， 

which was confirmed by 15N NMR using 15N-labeled BrCN and azide. The iron-bound 

distal.His linked tetrazole came off from the heme iron upon reduction to the 

ferrous state and formed a stable CO form. 11トNMRand kinetic studies were also 

performed for the distal His modified Mbs. 

1. はじめに ミオグロビン (Mb)は筋肉中に存在し、酸素の貯蔵の働きをするヘム蛋

白質であるが、結晶構造がすでt明らかにされており(図 1)、また補欠分子に鉄ポルフ

ィリン錯体(へム)を含むために各種分光法を用いることができるという利点があって、

ミオグロビンの機能発現に重要である構造因子を明らかにするための多くの研究がなされ

てきた。特にミオグロビンは酸素を可逆的に吸脱着できるのに対して、活性中心のヘムだ

けの状態では安定な目立素体ができず、ヘム鉄がすぐに自動酸化されてしまうこと、毒物で

ある一酸化炭素の親和性はへムだけの状態より、ミオグロビンの方が低くなることがよく

知られており、この様なミオグロビンの配位子に対する特異性には活性部位でトあるヘム鉄

の近傍に位置するヒスチジン

のイミダゾール基が重要であ 刷

ることが示唆されてきた(図

2 )。そこで本研究では、次

のような方法により、ヒスチ

ジンのイミダゾール基の部位

の構造変化が機能の及ぼす効

果について検討した。

我々は先に、ミオグロビン

(Mb)に臭化シアン (BrCN)

を 1: 1で加えることにより、

守;

遠位ヒスチジン(遠位lIis)の 図 1 ミオグロビンの結晶構造 図2 ヘム近傍構造
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イミダゾール基が選択的にN (A) n・IlvoMb (f; BrCN.Mb ( c.:' tetr.zole・Mb

ーシアノ化されたMb(srCN 、 A 
￥~ '>=、 N"， _N‘

-Mb)が生成することを兄いだ同二川 九向、F vp-m 
し(図3 (B) )、その構造 民 川 、 N 'N.，t4 

。+酎CN ー +NaN， ~ 

と配位子結合能について検討 ーん)一一一F，e3.-- 寸戸 一市)
してきた。 1、 引 今凶我々は、 ↓ r↓ rl 

このBrCN-Mb(ferric)にアジ‘ド $) J[) J!.~ 
首、 H H 

(Ns -)を 1: 1で加えた場合、 円

イミダゾールに結合したN-CN 図3 ミオグロビンのBrCN化とテトラゾール化

がさらにアジド 1分子と環化反応をして、 N-テトラゾール化したMb (tetrazole-Mb) 

が得られることを、 15Nで標識したアジドを用いた15N-NHRによって明らかにしたので(図

3 (C) )、まずテトラゾール環の生成の証拠となる15N-NHRスベクトルを示し、さらに

tetrazole-Hbについての配位子結合定数の結果と、 1H-NHRから得られたへム近傍構造の結

果から、ヒスチジンのイミダゾール基の部分の構造と機能との関係について考察した。

五ι五法 ミオグロビンにはSigmaType II (Sperm Whale Mb)を用いた。 15Nで標識された

アジド (NaNs)および臭化シアン (srCN)はCambridgeIsotope Laboratories社から購入

した。 MbとsrCNの反応は既報の方法でト行った。日 またテトラゾール化はsrCN-Mbに1.5-2

倍量のアジドを加え、室温で約20分間放置した後、余分のアジドをShephadexG~25で除

くことにより行った。 15N-N問、 1H-NMR測定はNicoletNT-300 (300MHz)を用いて行った。

laser flash photolysisはユニソク社マイクロ秒測光システムを用いて測定及び解析を行

った。測定はO.lHK-Phosphate buffer pH7， 20Cで行った。

3. 結果~考察 (1) 15N-NMRによるテトラゾール化の確認 BrCNートIb(ferric)にア

A 
E 

.UIl 

会 同制岡地吋

1..... 墨田

E時十一τ一一

図4 BrCN-Hb + Ns・の生成物のlH-NHR(A上)と

そのキューリープロット (B)

-38-

ジドを加えると、その1H"'"NMRは典

型的な鉄3価低スピン型のスベク

トルを示す〈図4 .(A) )。その

1 H-NMRシグPナルの温度変化がキュ

ーリー即jに従うことから(図4( 
B) )天然Mbのアジド体のよう

なスピン平衡系ではなく、完全な

低スピン状態にあることが分かつ

た。またBrCNc..Mbとアジドを1mえて
できた生成物の赤外吸収スベクト

ルを測定すると、天然Mbで観測

される、鉄に結合したアジドの伸

縮振動に由来するピークが観測さ



れないこと、アジドとsrCN-Mbとの解離速度を

測定すると、ほとんどゼロであることからsrC
N-Mbに結合したアジドはヘムポケット内で反応

して別の構造になっていることが示唆されてい

た。そこでヘムポケット内の配位子構造につい

て知見を得るために15Nで標識したBrCNおよび

アジドを用いて15N-NMRを測定した。図5に、

BrCN-Mbと3個のNのうち 2個が15Nに標識され

たアジド(15N=15N=N-)(A)、srCN-Mbと1個

のNが標識されたアジド(15N=N=W)(B)、B
rC15 N-Mbと標識されてないアジド(c )がそれ

ぞれ反応した生成物の15N-NMRスベクトルを示

す。 nativeトIbに1つ及び2つのNが標識された

アジドを結合させた場合、鉄に結合したアジド

に由来する15Nのシグナルは、 Nの位置に対応し

てそれぞれ2本及び3本観測される。それに対

"，助副4・+噌，N

，. 

I，..nIM "，・・・.k抱
$創'ltt.l'"N t.，m齢副司

-125 .274 

ー‘帥M

判JdL
2.。唱0・@ ・，..・2・・・3.・・4..・5..

ppmlro伺‘NO;

して、 tetrazole-トぬではどちらのアジドを使用 図5 srCN-Mb + N3・の生成物の15Nー附R
しでも3本のシグナルが45、-106、ー366ppmに
観測され、そのシグナル強度比は15Nが 1つの時は1:1: 1、2つ

の時は1:3: 1となる。この結果はsrCN-Mbにアジドが配位してい signal assignment 

るモデルでは解釈できず、 srC15Nを用いたtetrazole-Mbの15N Im ，---'即

-NMRの結果を合わせて考えると、図6に示した機構によってィ 》ー明

ミダゾール基がNーテトラゾール化されていることが分かった。二三台、Nfr-
reactlon scheme まずヒスチジン 一一~r!~ー

. のイミダゾール 1m 
1m 1m I 

k u :rR 》-恥 基 (1m)に結図7 図5の15N-NMRシグ

NNt町四- N-pp 正 NW4P 合したNーシア ナルのアサインメント

一一市ー一 一-F;~三一- -~1ιー・ メ基とアジドが

1m lIn 1m 1，3-dipoler a 

11 
1m 

事1に二、、
NJZ，凡

同 F

t町、、
FF叩
N_ _-" 

~ ~l(r: 

一一 F~'_ー

1m 

図6 テトラゾール化の反応機構

dditionによって環化し、イミダゾールに結

合したテトラゾール環が生成する。このテ

トラゾール環はイミダゾールとテトラゾー

ルの炭素を結ぶ軸に対して対称なので、こ

の軸に対して回転するとアジドに由来する

Nは4ヶ所に配置される。 4ヶ所のNのう

ち鉄に直接結合したNは鉄の常磁性によっ

てプロードニングしていると考えると、 f表
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-6.0 

MbCO 

(A)I・traEol・.Mb

(B)natlv・Mb

.7.15 

-7;0 -8.0 

ppm from H20 

図8 一酸化炭素体のIII-NMR

nativeMb 

kon (M-Is-I) 5.0xHj5 

koff (s・1) 0.015 

tetrazole-Mb 

7.7x106 

0.5 

表 1 CO結合の速度定数

の3つのNに対応して15N-NMRシグナルが観

測されよ 15Nがそれぞれの位置に来る確率とシグ

ナル強度比は→致する。シグナルのアサインを図

?に示す。

(2 )テトラゾールMbの一酸化炭素体、酸素体

型盤誼 tetrazole-MbはNa2S204で還元され鉄2価

高スピンのdeoxy体が生成するから、鉄2価ではテ

トラゾールは鉄に結合していない。このdeoxy体に

COを加えると安定なCO体が得られる。 tetrazole-

MbのCO体のIH-NMRを図8に示した。ポルフィ

リンの環電流効果によってシフトするパリン 68

のγーメチル基のシグナルのシフトが小さくなることから、このメチル基はヘム面から遠

ざかり、ヘムポケットが天然Mbよりも広がっていることが予想された。この結果はtetr

azole-MbのCO体のNOESYスベクトルからも支持された。一方COの再結合速度(ko n) (表 1) 

はtetrazole-Mbでは約10倍になり、外部配位子がヘムに近づきやすくなっていることが分

かった。この結果はへムポケットが広がったMbとして知られているAplysiaMbなどのCO

結合速度と同様な傾向を示しており、 IH-NMRから得られた結果とよい対応を示した。

またtetrazole-Mbでトは酸素体はすぐに自動酸化され、安定な酸素体は得られなかった。以

上の結果からMbをtetrazole化することによってヒスチジンのイミダゾールに置換基をつ

けると、 Mb本来の配位子特異性がなくなり、ヘムだけの状態と同じように酸素が安定に

結合しなくなり、逆に一酸化炭素は結合しやすくなることが明らかとなった。

4.参考文献

1) Shiro，Y.; Morishima，I. Biochemistry 1984， 23， 4879 

2) Morishima，I; Shiro，Y.; i¥dachi，S.; Yano，Y.; Orii，Y. Biochemistry 1989.in press 
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L 11 ヲL トクロム C 3'こヰ'3 ，ナる

個々のへムの f生霊童

(横浜国大工‘ 阪大蛋白研 1) 0阿久津秀雄、 朴王章様、 認可君、

古市弘、京極好正 1、仁木克己

Properties of each heme in a tetraheme protein， cytochrome c 3 

互主基金QA亙旦主主込ιJang-SuPark， Ke-jun Fan， Hiroshi Furuichi， Yoshimasa Kyogoku1 and 
Katsumi Niki 

Facul ty of Engineering， yokohama National Universi ty，工nstitute for Protein 
Research， Osaka Universityι 

In order to elucidate the biological and physicochemical properties of 
cytochrome Cq (~.vulgari !l. Miyazaki)， heme methyl signals were partially assigned 
by NOE measurements. They also allowed us to assign the hemes classified in NMR 
to particular hemes in the crystal stracture. In the light of crystal stracture， 
the chemical shifts of heme methyl signal. redox potentials， spin-lattice 
relaxation times of heme methYl signals， and the electron transfer rates were 
discussed for each hemes. 

1、 はじめに

チトクロム C 3は分子量約 13，000のポリペプチド鎖に 4つのへムを持つ特異なヘムタンパ

ク質である。 これ は 絶 対 鎌 気 性 菌 で あ る 硫 酸 還 元菌のマーカータンパク質で、 その酸化還

元電位は著しく低い〈全体的酸化還元反応の中点が約 -3QOmV)。生体内にあっては

硫酸 呼吸にカップルする電子伝達に関係している。 今までに 6種類のアミノ酸配列;が決定

されているが、 いずれも 4 つの C型ヘ ム の 結 合サイトを持つことを除いては相同性は低い。

これら の 蛋 白 質 の等電点は p H 5. 2から 1 O. 5の間に分布している。結晶構造は

D esulfovlbrio desulfrican ~. Norwayからのものが 2. 8 Aの分解能(1 )で、

b esulfovibrio vulgaris， Miyazaki Fからのものが1. 8A(2) の 分 解 能 で 報 告 さ れ

ている。チトクロム C 3はその高いへム密度の為に特異な物混化学的性質を示すことが知ら

れている。例えば、 その国体験 lま還元状態で非

常に高い伝導性を示す。 これらの性質の為に、

チ トクロム C3は生体電子デパイスの材料とし

与ーCH:CH(NH:)COOH 

勺CHCH. CH， 
ツ"L

CHλ3 ， 
ても注目を集めている。 しかし、チトクロム CH，ポ ι ~. :>一-CH-S-CH，CH(NHぷOOH

1ト N牟 N-/
C 3の生体内での役割、及びその特異な物理化 自 FEJ Y〉HCH3

学的性質を理解する為には、何故 4 つのへムが 貝>=付/、N-LS
CH，¥Lえ 1 1.予〈比

存在するのか、個 h のへムはどのような役割を ー¥ノ、、/句、/ ~事
ヅrCHγF  

果して いる のか を知らねばならない。本研究に '?Hz ?HY 

おいてはこのよう な 目 的 の 下 に 、 精 度 の 高 い 結 ?Hz ?H2 

晶構造の 確 立 し ている Desulfoviむri 0 

v u 1史ar i ~， Miyazaki Fのチトクロム C3を用

いて、 4つのへムの個 h の性質を調べた。

COOH COOH 

F i g. 1 C型へムの携造

あくつひでお、 ばくじゃんすう、 はんかくん、 ふるいちひろし、 きょうごくよしまさ、

にきかっみ
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2、 N 0 E によるへムメチル基の部分的帰属

常磁性のへムタンパク質においても、へム内の 1 位

と 8位 (Fi g. 1)のメチルの問に N 0 Eが観測され ている

ことが La Ma rらにより報告され、幾つかのへム タンパ

ク 質に適用されて い る (3 )。われわれはこの 方法 を

チ トクロム C3に応用した。完全酸化裂チトクロム C3 

の 'H-NMRスベクトルでは 1 4本のメチルシグナル

が低磁 場領域に確認され、 その還元過程の飽和移動法

による解析から Table 1のように 4つのへムにクラス分

けされている。 こ こ で へ ム メ チ ル 基 に は 低 磁 場側から

順番にアルファベットの名がつけられている。アラビ

ア数字は主に還元されていく順番を示している。

NMRではこの番号を用いて 4つのへムを区別する。

これらのへムメチル基 を 完 全 酸 化 状 態 で 順 次 照射して

いくと、 Fi g. 2に示すように、 A と H、 B と F、 Iと J

の聞に 明 確 な ヘ ムメチル間の N 0 E が確認された。

Table 1からわかるように、 AH間と B F聞の N 0 E は

同一ヘム内のものであり、 これらが 1位あるいは 8位

のメチルであるこ とを示している。一方、 1 J 聞の

N 0 E は明かにヘム間のものでる。 チトクロム C 3の結

晶構造を調べてみると、 へム間のメチル炭素の最 短 距

よしJUjuJ(lii
J 、制'~iIff，;t1t.1耐柑必仰向附んw

ιJ~ F a ，、

一一一Jしι」一
B f 

~d}一四一:'j~二ー~一一~柚

A ..IH 

71:ム一一一一一ー

;; ¥...，.J__;_ 

畑町山内山!JMWMI
E 

ノはω
101".，."'"・~柿崎"‘・ a・IlIl UII ・・ h

Chem回l副 ft 〆即m

F i g. 2 ヘムメチル基の NOE

差スベデトル

. :パワーの漏れ

離は ヘム Iの 5位と へ ム W の 1位の閣

で L 17 Aである。 ここでローマ数字は

Table 1 へムメチル基の帰属と性質

結 晶 構造中でのへムの番号づけを示す。円;:;:JaJT:;::.
その順に近いもの はヘム E の 1位とへ

ム E の 5位で 5.34Aである。 1J聞の

強い N 0 E は明かに前二者の聞のもの

であることを示している。更に、ヘム

1では A、 H が 1位、 8位であること

がわ か っ て い る の で、 I はこれらであ

ることはできない。従って、 1 Iまへム
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1 3. 5 2 

1 1. 8 0 
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8. .. 7 

Iの 5位に、 J I孟ヘム W に 1位に帰属

す ることができる。 こうして、 へム 1

と Sは結晶様造中のそれぞれへム Iと

W であることが明かとなった。 これら

の帰属の結果を Table 1にまとめた。結

晶 構造上のへムと還元順位との対応は、
【).・・'"・・d br ()・..p‘・1・11111
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へム 1 に 関し ては われわれの結果は、 Desulfovibrio desu!frican~. N or w ayのチトクロム

C 3における化学修飾による帰属(4 )と一致している。 しかし、ヘム 3 ，こ関しては E S R 

による帰属(5 )と一致していない。最近、 わ れわれは Cusanovi ch (アリゾナ大〉らとの

共同 で行なった還元 過 程 の 速 度 論 的 解 析 と 結 晶 構造の対応により、 Table 1の帰属を確認す

ると共に、残りの 2 つについても帰属を行なった。 それを括弧で示してある。

S、各ヘムの構造と還元顧位、及び化学シフト

F i g. 3にわれわれの晃穣った各ヘム

の微視 的 酸 化 還 元 電 位を示す。 この

ように、各へムの酸化還元電位はま

わりの へムの酸化状態により変化す

る。 この中で特にヘム 2 と Sの砲で
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は正の相互作用〈ヘム 2 が還元され ;ト仰
ると へム Sはより還元され易くなる) ~ I 

ス}・360
が存在する。 これがー電子還元過程 cl: l 

と 四 電子還元過程で、へム 4 とへム L-380 

2、 3 の酸化還元電位 が 入 れ 変 わ る

原 因となっている。 Tab!e 1の 帰 属 に

e. 
一

cytct15『4cyuJ九e- cyt.cJ・+e- cytcj・e-
=cyt.cJ.- =cyt.cr = cyt.cJ+ = cyt.cr 

よるとへ ム 2、 sはそれぞれ結晶構 Fig.3 32偲の微視的自変化還元電位のダイアグラム

造中のへム置、 IVに対応する。 この 2つのへムは特異な構造を形成していることが知られ

ている。 2 つのへム函はほぼ直角に配位し、 中心鉄聞の距艇は最短である。又、 このへム

の聞には 全 て の チ トクロム C 3で保存されているフェユルアラエンが存在し、 その芳香環は

ヘム S の ポ ル フ ィ リン環及びヘム 4 に配位している H i sのイミダゾール環にほ I霊平行に

配位し ている。今回の帰属と微視的酸化還元電位解 析 の 結 果 は 、 ヘム 2、 a聞の正の栂互

作用が特異な構造による 2つ のへム聞のカップルによることを強〈示唆している。ヘム 1

1ま最も 高 い 正 の 電 荷密度をまわりにもっており、ヘム 4 は最も溶媒への露出度が高い。

もう一つの興味深い点は、ヘムメチル基の化学シフトとへムの主な還元順位の聞に相関

が見られ る こ と で ある。各ヘムの内、一番低磁場に現われるメチルの化学シフトを比較す

ると、 より低磁場で共鳴するもの程早く還元される。更にこれはヘム鉄と 5、 6位配位窒

素聞の平均 ie厳 に対応が見られる。即ち、平均距離が短いもの程、へムメチルシグナルの

常磁性シフトは大きい。

4、 中間状態におけるへムメチルシフトの p H依存性

現在われわれは微 視 的 酸 化 還 元 電 位 の p H変化を調べる目的で、各巨視的酸化状態での

へムメ チルシグナルの化学シフトの p H依存性を調べている。 それを Fi g. .に示す。 この結

果はへム 1 と 2 で各へムに属するメチル碁に共通した変化が見られる。 これらの事実はこ

の p H の前後で、 微視的酸化還元電位に変化が起こっていることを示唆する。 この 2 つの

へムは結晶構造中ではヘム I、 E に当り、両者の 共通点はヘム近傍に結晶氷を持つことで

ある。 このことは水浴液中においても、水分子がここまで入れることを示しており、溶媒
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のIilHがヘ ムメ チルのシフトに反

映す る経路になっていると考えら

れる。微視的酸化還元電位を変え

るメカエズムについては現在検討

中である。

5、完全酸化状態におけるへムメ

チル基のスピンー格子緩和時間

各へムの物理化学的性質を調べ

る一環として、完全酸化状態 4 5 

℃でのヘムメチル基 A - 1のスピ

ン 格子緩和時間を測 定 し た 。 その

結果を Table 1に加えてある。 ほと

んどのメチル基は 5 0 - 8 0 m s 

の T，を示し、顕著な部位依存性は

みられなかったが、 ヘム a(IV) 

のメチルのみは 1 0 0 m s以上の

ss目
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F i g. 4 へムメ'fl~ シグナルの化学シフトの p H依存性

長いものと a2 m sの短いものに分かれている。 こ れはへム a(IV) の 特 異 な 佐 賀 を 示 す

ものと 考え られ るが、今の所、 これを説明しうる構造的特徴は給品構造の中に見られない。

6、個身のへムの分子関電子移動速度

わ れわれは、 NMRと flash photolysisを用いて、分子関の電子移動速度を調べた。

NMRではヘム聞に大きな変化は見られなかったが、 flash photolysisではへム 1が大き

な電子移動速度を示した。 この差異は速い分子内電子移動と方法論的問題によると考えら

れる。

7、 まとの

以上の結果 lま個 身のへムがそれぞれ特徴的な性質をもっており、電子授受においで、 パ

ートナーの選択を含めてそれぞれ独自の役割を果たしている可能性が示唆された。
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L 12 リ c-河刊R によるア i、レノドキシン還元辞素活性部位構造の研究ー

は c-様識 FAD を用いて

Oil事井茂、野中泰 fM'、 岡本 光 弘 ¥ 三 浦 i?Y

{関西医大、阪大医}

13C SMR study on the actl、'e slte StI・ucture of adrenodoxin reductase 

reconstituted wlth 13C-enrlched FADs 

三bよ孟主主込互旦.li.よ， Yasukl 1、ionaka本， Mitsuhlro ukamoto*， Retsu Miura 

(Kansai Medical Unlversity， *usaka Unlversity Medical Schooll 

Adrenodo五in reductase (AdRI from bo、-ine adrenal corteλwas reconstituted with 

FADs "hich were enriched with 13c at the 2-， -1-， -1a-， alld 10a-positions of the 

isoalloxazine moiety. In free AdR， the 13C-NNR signals of these positions were 

observed at 160.6， 165.1， 136.6 and 152.4 ppm， respectively. ln the complex of 

AdR with 2'，5'-ADP， the chemical shifts of these signals were found to be 

identical to those in free AdR. ln its complex with NADP+， however， the signals 

due to 4- and 10a-13C shifted to higher fields by 1.9 and 0.7 ppm， respectively， 

and the 2_13C signal shifted to a lo~er field by 1.4 ppm. These results can be 

int~rpreted 1n terms of the flavin-substrate interaction and hence the reaction 

mechanism of AdR. 

フラピン酵素 l立、非常に広い範囲にわたる様化還元反応に関与しているが、個々のフラ

ビン酵素に注目すると、その触媒する反応は極めて特異的である。 この特異的な反応の制

御後備ーは、 タシパク 質 ・ フ ラ ピ ン 分 子 ・ 基 質 問 個々の相互作用によっていると考えられる.

そこで、重量有はこれらの相互作用に注目し、 C-13 標識したフラピン分子で再構成した種々

の' 酵素を用いて、基質およびその類似体との結合の結果誘導される、フラビン分子の環境

変化を観測し、 ど のように反応様式か制御されているかを切らかにすることを目的として、

実験を行っている。

今回用いたアドレノドキシン逐元酵素 (AdR，H.!.18.1.21 は、 4O 0 f闘のアミノ骸残基

から成り、 1分 子あたり 1分子のフラピンアデニンジヌクレオチド(FAD 1を補酵素に持つ

酵素である。この AdR (立、副腎皮質におけるステロイドホルモン産生系滋素岩手の一つで、

還元型ニコチンア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド リン酸(NADPH 1からアドレノドキシンへの

電子伝達を行う。我~，主、 NADp. および 2' ，5'-ADP との結合による AdR のフラヒン環上の

電子状態の変化を ト 13 ~MR により観測した。また、異なった種類の厳化反応を触媒する

フラ ピ ン 隊 素 で あ るトアミノ酸酸化銭素および 18黄色露素{ごついて得られている結果との

比較を行い、反応制 御 機 織 に つ い て も 考 察 す る 。

【実験] 図 1に示したように、 2・， 4-，4a-， lOaーの炭素をそれぞれ C-13 で標識した

3種類のリボフラピンを文献記載の方法で化学合成した(.は標識された位置を示す}。

ふじい し げる 、のなか やすき、おかもと みつひろ、みうら れつ
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これらのリオ、フラビンから、部分精製した FAD 合成

R 酵素 t細菌由来}を用いて C-13 標識された FADを

得た.

AdR :主、ウシの副腎皮質からアドレノドキシンアフ

ィニ ティーカラムを用いて絡製した.精製した AdR

泳、 2M の KBri沓液での透析により FAD を遊緩させ

H
3
Cl'会vhvd町三千O

H.C+ぷム雨戸ト合;N、H
. 0 

た後 C-13標識 FADで再織成した.過剰の FADの除 図1.fADのフラビン環の構造

去および重水湾減への置後は、セントリーフロー ・コ ・は、 C-13で標議された音1;位を示す。

ーン CF25 を用いて行った。

C-13 NHR iIllJ定は、 VarianXL-200および JEOLGX-400 

を用いて行った。プロープには、 VarianXL-200では 10・聞多核問プロープを、 JEOL 

G X-4 0 0では 5園田 C-13 専用プロープを用いた。測定に用いた酵素は、 O.1刊リン厳緩衝液

(重水溶液}、 pH 7.4に溶解され、 その濃度は、 0.2酬であった.化学シフトは、外部標

準として TSPのメチルシグナルを用いた.測定温度は、 22-24 ・Cであった.

【結果と考察 1 AdR:主、 NADP' および 2'，5'-ADP とそれぞれ 1対 1で結合し、その解離

定数はそれぞれ 25μHおよび 200μHであることをすでに p・31 NHRなびに可視分光法で

明らかにしてきた.今回、 こ れ ら の 基 質 類 似 体 との絡合による AdRのフラビン分子への影

響を観測した。

図 2に [4，10a・I3C.]-FADで再織成さ

れた AdRの C・13 ~HR スペクトルを示す.

タンパク質の天然存在比 C-13 に由来する

アルキ ルお よび カルボニル炭素のシグナル

がそれぞれ 20-80 PPII と 180PPII付近に

観測された.さらに、 152.4， 159.7 および

165.1 pp皿に 3つのシグナルが観iIlljされた.

このうち 159.7 pp皿に観測されるシグナル

は、 他の E・13 標識 FAD で再構成した AdR

においても観測されることより、 AdRのア

ルギ ニン残基の c~に由来するシグナルで

200 150 100 50 
Chemical Shifl (ppm) 

図2. [4，10a・"C2]-fADで再織成した

アドレノドキシン還元信事素の 10011Hz C・13
KMRスベクトル

。

あると考えられる. 152.4 および 165.1PP皿のシグナルの帰属は、遊磁の FAD および他

のフ ラピン醇索の化学シフトとの比較から行い、それぞれ図 2に示したように FADの

10aおよび 4位の 炭素に由来するシグナルであると同定した.

図 3の (a)、 ( b)、 (c)には、 そ れぞれ [2_13(]， [4a-lIC] ， [4; 10a-13Cd -FADで

蒋織成 した AdRの 130-170 PPIlの範囲の (-13 ~MR スベクトルを示す.図に示したよう

に 2，4， 4a， 10aの炭素のシグナルは、それぞれ 160.6，165.1， 136.6， 152.4 p刊に観

測された。これらの化学シフト値は、遊離の FADと比較して し 4a，10aの炭素につい
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ては、 それぞれ 0.4，O.i， 0.8 ppm 高磁

場側に、 4位の炭素については 0.3 pp岡

(g磁場制Ijにシフトしていた.

さらに、 AdR と基質結合に伴うフラビン

分子上の環境変化を切らかにするために、

NADP+および 2'，5'-ADP との複合体での

C-13 NHRスベクトルをそれぞれ測定した。

2'，5'-ADP との綾合体においては、 それぞ

れのシグナルの化学シフトは、遊磁の AdR

と同じであったが、 NADP+との複合体形成に

より、 それぞれのシ グ ナ ル の 化 学 シ フ ト に

特異 的 な 変 化 が 、 観測された.これらの繕 170 

巣は、フラピン部分の電子状態の変化に、

ニコチン酸アミドの部分が大きく関与して

いることを示している.

図 4 に、 [ 4，1 Oa・13Cd - FAD で再構成

した遊縦および NADP+との複合体形成した

AdR の C-13 NHR スベクトルを示す。両者

のスベクトルにおいて 159.7 pp固に観測

される AdR のアルギニン残基に由来する

シグナルはほとんど変化していないが、 4位の

炭素のシグナルは、 165.1 から 163.0 pp皿へ、

また 10a位の炭素のシグナルは 152.4 から

151.7 ppm へとそれ ぞ れ 1 .9 および 0.7 ppm 

高磁場側 lごシフトしている.持に、 4位の炭素の

シ グナルの大きな変化 I立、 NADドとの複合体形成

に{半い 4位のカルボニル基とタンパク質部分と

の水素結合が弱められ た 結 果 、 4位の炭素の電子

密度が、穏対的に高くなったものと考えられる。

他の 2位および 4a位の炭素のシグナルの綾合

体形成に{辛う変化なども合わせて表 1 に示した.

先に 示したように 4位のカルボニル基の炭素には

~A fJ P舎との綾合体形成に伴う大きな変化が観測さ

れるのであるが、 2位のカル;J;ニル基の炭素には

変化が観測されなかった。この差異は、 こ れらの

カルボニル基、 タンパク寅部分および基質との

水素結合の有無あるいは そ の 絡 会 の 強 弱 を 基 震 と
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Chemical Shift (ppm) 

図3.種qの C-13標識した FADで再構成

したアドレノドキシン還元酵素の 50)1Hz 
C-13 ~HR スベクトル

(a) [2・I3C]-fADで再構成した AdR

(b) [4a・I3C]-FADで再構成した AdR

(c) [4，10a-13C2] -FAfJで再構成した AdR

10. 

170 筒o 150 
Chemical Shilt (ppm) 

図4. [4，10a・I3C2]-fADで再構成した

AdR 0)詰.¥Dp.との複合体形成による 100トiHz
C-13 NMRスベクトルの変化

(a) AdR 
(b) AdR-~AÐP+複合体



の結合で調節することにより、 フラビン

醇 索の反応様式を制御していることを

示峻するものと考えられる。

また、 4a{立の炭素のシグナルは、 NAUP'

との複合体形成に伴い、 136.6 ppm から

138.0 ppm へと大きく低磁場側に変化し

てい る 。 こ の 結 果 は、酸化酵素である

トアミノ酸酸化醇素および旧黄色畿素に

おげ る基質などとの結合に伴う 4a位の

炭素 のシ グナ ルの 高磁場担1]へのシフトと

異なっている.

表1. 2'， ~. -AÚP および ~A[J Pφ との後台{平形成に{半う

AdRO) fAD C-13 ¥HRシクナ1[，の化学シフトの変化

C-13音f，Ul

2 4 4a 10a 

FAU 161.0 164.8 137.3 153.2 

ADR 160.6 165.1 136.6 152.4 

AD}-AdR 160.7 165.1 136.5 152.3 

XAUP'-AdR 160.7 163.0 138.0 151. 7 

酸化酵素におけるフラピン分子の 4a位は、酸素との反応部位であることを考慮すると、

4a 位の電 子 密 度 は 磁素との反応を制御する重要な因子である。 AdR は、酸素を電子受容体

にはせず、酸素との反応は抑制されている。 AdR-NADP'復合体形成に{辛う 4a位の炭素シグ

ナルの特異的な変化は、酸素との反応性の制御の観点から特に興味深い。

なお、反応機構および反応様式の制御機構を明らかにしていく上においても、還元型

AdR での変化およひ.炭素原子のみならず窒素原子における変化も観測することが重要であ

ると思われるので、 N-15標識した FADで再構成した AdRについても今後測定を行う予定

である。

最後に、 JEOLGX-400 にて測定する機会を与えて下さいました京都大学理学部放射線化

学 教室の赤坂一之先生 lこ深く感謝の意を表します。
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L 13 lSN-HMQCr:去による DNA結合タンパク質の構造と相互作用の研

究

0自JlI昌宏、 松尾 治、芹川康治、 京極好正(阪大蛋白研)

古川 渉(蛋工紛)

1 5百-llMQC Studies of Structure 邑 ~d InteractioD of DNA Binding Protein~ 

lLー立証よ工主主主旦且， H. Matsuo， K. Serlkawa， Y. Kyogoku f!nSLltute for Prolein Re-

s e a r c h， 0 $ a k a U n 1 ve r s i t y; 11. Y () s h i ka w a (P r 0 t e i n E n g i n e e r i iI g R e s e a r c'h 1 n s t i t u t e ) 

H M Q C a n d it s m 0 d if i e d t c c h n i q II C s h a v e b c e n a p.p 11 e d t 0 t h e s t u d Y 0 f t h e i n t e r -

action bctwccIi λphage cro protein and DNA. The cro protcin and its mutants 

have becn labcled with lSN-Lys， with lsC-Leu and IIN-Lys aIid uniformally with 

15N， and adapted to HMQC， BMQC-COSY and HMQC-NOESY 面easure冊ents. These spectra 

enablcd the sequential assignments of the amidc ~roton signals of the protein. 

Thc complexes of th告 labeled cro proteins with DNA 田ere a150 analysed， and the 

DNA binding surface of the cro protein was figured out. 

[序]

近 年の遺伝子工学・蛋白質工学の進歩にともない、 クローニング技術を用いて従来、 大

量な調 製 が 不 可 能 であった蛋白質が、 大腸菌や 酵母で大量に産生させることが出来るよう

になってきた。 さ らにこの技術を用いれば、 15 Nやは C によるアミノ酸残基の特異的、 或

lよU且iformな ラ ベ ルも容易になっている。 又、 近年の HMQC法の開発によって、 15 N核

や 13C核を、 'H 核 を通して間接的に検出できる ようになったため、 'H 核の周波数に対

して 1S N核やは C核の周波数で 2次元に展開でき、 感度と共に分灘能も飛躍的に向上した。

これらの技術の開発と普及により従来解析が極めて困難であった、 蛋白質一蛋白質、 蛋白

質 一核酸複合体の複雑なスベクトルから、 特定の情報のみを取り出せるこ乞とが可能となっ

た。 今回、 我々はこの手法を λフ ァージ-cro protein と DNAの相互作用の系に応用した@

[実験]

( 1 )試料の調製: λフアージ cro protein は、 cro遺伝子を t.acプロモーター、 或は re

cAプロモーターを持つ発現ベクターにクローニングする事による大腸菌で大量に調整じた

ものを用いた <11. GAL4蛋白質の D N A結合ドメインは、 G A L .4の N末 110残基

を コードする DNA断片を用いて大量産生系を構築じた l目。 Cro の 3 2番目のアミノ酸

残 基 Ly sを G 1 nに変えた mutant( C ro KQ32) 及び 55番目の V a 1をC-ysに変えた

田utant(cro VC55) をコードする遺伝子は、 oligonucleotide dire.cted mutagene-sls 法

を 利用して作成したけ. u.niform な 15M labelingl'立、 上記の tacプ ロ モ ー タ ー を も っ ベ

クタ ーを 保持 する 大筋商株 T G 1を 15NH，Cl を 含 む M 9最少培地で生育させることで

しらかわ まさひろ、 まつ お ひろし、 せ りかわ やすはる、 きょうごく よしまさ、

よしかわ わたる
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調製したo !5N-Lysラベルは同様に宿主として JE7543 (F-、 L y s、 i 1 v， 

t h y、 L e u )を用い、 ISN-Lysを M 9培地に加えた。 "C-Leu、 ISN-Ly 

sダブルラベリングには‘ 菌株 J E 5 7 7 6 (F- lacl103  ma15  lys  

le u  str) を用いた。 D N A ~主化学合成した λcro protein の特異的結合部位 0.3

の 1 7塩基対、 及び大腸菌 CRP結合部位 2 2復基対等を用いたe 測定は 20mMリシ酸

カリウム、 300mMKCL  pH6.0 又は p H 5 .8 溶液中で、 蛋白質滋度が、 o .? 
5 -2.7 mMの範囲で行った.

( 2 )パルスシーケ ン ス : 図 1!こ、 通 常 の HMQC法、 1 - 1パルスを用いた HMQC法

《刷、 HM Q Cー C 0 S Y法、 H M Q C - N O ESY法{5 )のパルスを示す。 1.Nのデカッ

プリングには、 ホモゲイト・デカップリングの他、 より効率の良い G .t.. R Pパルスを用い

た.

Fig. 1. 
Pulse schemes 

j~~ 
…ドトル
…ド~，-11

n n r長側!.
6-.~ __ '-

2"...， 

[結果と考察]

一__.fiし!し:V¥_;しし一

"伊.. 0 瞳

s・
49 
5・

事
4 

Fig. 2. ISN-IH-HHQC Spectrum o.f ISN-Lys 

labeled wild cro protein. 

( 1) C ro 及びその mutantの ISN-Lysラベル

'5N-Lysで ラベルされた wild croの 1- 1パルスを用いた HMQCスベクトルを図

2に示すo 8個ある L y s残基金てのアミドプロトンが観測された. これに特異的結合部

俊 である O倶 317塩 基 対 D N Aを加えると、 L y s 3 2、 L y s 3 9、 L y s 5 6、 及

び L y s 6 2のシグナルは著しく broadeningを起こし消失する. 原因としては、 強い相互

作用のため、 運動性が著しく抑制されたか、 C ro ニ量体力t非等価になり異なる化学シフト

を 与えるためと恩われる.

C ro KQ32は、 コンフオメーションは wild type と同じで、 OR3 DNAへの特典的結合

後を失っているo 15N-Lysラベルされたものの 1- 1 H M Q Cスベクトルを、 図 3に

示 すo wild type のものと比べて、 L y s 3 2のシグナルがない以外は、 他の 7つは全〈

同じ位置にある. 帰属法としては今回、 この阻utantによる解析と共に I.CLeuーは N L 

y s ダブルラベリングも行った.
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lSN - L y sでラベルした C 1'0 KQ32とo• 3 1 7塩基対 DNAの複合体のスベクトルを

図 3 (al (b) に fr e eのものに並べて表示する. L y s 5 6、 6 2のシグナルは大

きく、 L y s 3 9、 L y s 6 3のシグナルは小さく低磁場シフトしている。 これらの残基

の位置を cro の結晶構造を元にした DNA結合のモデルの上に示したのが図 4である。 cr

o の DNAと援触する"顔"が、 浮かび上がっている.新たな知見としては、 従来、 D N 

A りん重量 backboneと非特異的に援貴重していたとされる a2hellx (残基 16-23) が、

それ穏 DNAの近くにないことと、 Lys62!ま非特異的相互作用の際に、 L y s 6 3は

特異的相互作用の際に、 D N Aと強〈相互作用しているという、 C末端アーム構造の使い

分けが示唆される。

明-Lysinel由民同町。 32臥n

{L山WL__
.N-Lys刷 t曲 副edcr・32副，n+011:3 

盟匹、

• 。 '" 
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匂 守
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守瞳 幸 • 。
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Fig. 3. (a)¥SN-¥B-BMQC spectru圃 of cro KQ32 mutant. 

(b)¥SN-¥B-BMQC spectru. of its co.plex with 

the operator DNA 

Lysines on Cro 

-Za'

・z

" 

Fig. 4. Location of 

Lysine residues of 

λcro protein. 

( 2) C ro の uniforlDラベル

¥SN H.4C 1 でunifor阻ラベルされた Cro の HMQCスベクトルを図 5(HMQC-NOESY)、

関 6(HMQC-COSY)に示す.サプユニット当り 6 6残基のほとんどの主績アミドプロトンに

加え、 G 1 nや As nの側鎖アミ Fプロトンが観 測 さ れ て い る . L y sと A r g の側鎖ア

ミノプロトンは、 溶媒との交換が速いため検出されなかった. HMQC-COSYでは、

5 0個近くの主鎖 α ープロトンとのクロ‘スピークが検出され、 HMQC-NOESYでも

多数のクロスピークが観測されている. 現在、 この 2つのスベクトルを使って速続帰属を

進行させている.
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F i g， 5. ' H M Q C -N 0 E S Y s p e c t ru皿of 15N unifor皿a11y Fig， 6， HMQC-COSY spectrumof 

1abe1ed cro protein， 1abe1ed cro protein. 

以上、 バクテリアで産生出来る蛋白質の局所的 な情報を特定のアミノ酸ラベルによって、

全体 的な情報を uniform ラベルによって、 感度・分解能共、 後れた条件下で取り出せる事

ができた。 とりわけ DNA.蛋白質の相互作用のように、 生体高分子同士の複合体解析の

ように一般に非常に複雑で、 解析が困難な場合には、 蛋白質のシグナルだけを、 或はある

特定のアミノ酸残基のシグナルだけを効率よく 検出できる HMQC法 は 有 効 で あ る 。 現 在

解析を進めつつある酵母 GAL4 protein の D NA結合ドメインについても議論したい。
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L 14 DNA結合タンパク質 HUおよび DNA-HU複合体の NMRスベク

トル

東薬大 O 神藤平三郎、柳回顕郎、胡桃坂仁志、松本潮

京都薬大 加納 康 正 、 今本文男

N門RStudy of DNA binding Protein HU and DNA-HU co闘plex

世........sll..i.血.A. Vanagida. H. kuru闘izaka.U. Matsu掴Clto(Tokyo College of Pharoracy) 

and V. Kanou. F. ImamotCl (Kyoto Phar聞aceuticalUniversity) 

IH NMR study of HU protein and its complex with oligonucleiotide will be pre-

sented. There were severa1 lines of evidence that HU protein has a high order 

sttucture in solutioA but it exhibited an equilibriatioA between the stru-

ciural and somewhat disordered states at 25 C. As for HU-DNA co聞plex，histidine 
ωιg 

res idlleβinvolved in HU binding and HU proteinwas stabilized while DNA appeared 

destabilized by the complex for阻ation.

H Uタンパク質は大腸奮の核様体に最も豊富に存在する.それは比較的小さい塩基性の

タンパク質であり、 DNAに非特異的lこ結合できる.それ故、それは真核細胞中のヒスト

ンタンパク質と同機に、原核細胞の核機体の形成に役割:を果しているものと考えられてい

る.それはまた、部位特異的な DNA組換えや DNA複製などの過程で、促進因子である

ことも明らかにされている@ しかし、その真の機能は特定されておらず、 DNAとの複合

体の性質についてはいまだ明かでない.

日Uタンパク質のIH NMRの研究はすでにいくつか報告されているが、その後の進展は

ほとんど見られていない。その理由は、おそらく HUが溶液中で多量体を形成し、高分子

量になること、および演者らのま目見では、常iEでの不安定性にあると思われる.今回演者

らは、天然に存在する 2種の類似 HUタンパク質のうち、 HUαlこ関してその高次様造の

安定性および HU-DNA複合体について NMRによって検討した.

試料と方法

HUβ 非産生株lこHUα 産生プラスミドを導入した大腸菌株より、 Vanivと Crosの方

法を改良して HUα を得た.細胞質を遠心除去した上清より DNA-Celloseカラム Sephadex

G-I00カラム、。EAE-Toyopearlカラムに続いて Affi-gel blueカラムによって精製 HUα

を得た.得られた HUα は SDS-15Ipolyacryla~ide 電気泳動クロマトにおいて単一のバ

ンドを示したo NMR測定には、凍結乾燥した試料を 0.1刊 NaCI. 印刷燐酸緩衝液(pH 

7.5)に溶かし、用古寺調製した.

'H NMRの測定には Bruker製 AM・4QOおよび州・500装置および Aspec-'3000コンビュ

ータを使用した.化学シフトに及ぼす環電涜効果を計算するプログラムを作成し、 HUタ

ンパク質のフヱニル基による磁気遮闇値を見積った.計算には NECPC・9801パーソナルコ

ンビュータを使用した.

しjνりう八 l¥~，3~ろ夕、.{JrJ-~.， f-:.~ 坊を11'I くるみどが{A乙レJ 芋つ 17乙う

し{J.、 がのうそフ司J.~、 tλ 子17じ ，~\ J十;h'
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結果と考察

1〉スベクトルの帰属ど高lX棒造 HUα は 90個のアミノ酸残基から成っており、縫

基性アミノ酸残基 (1 His. 3 Arx， 11 Lys)、酸性アミノ酸残基 (3Asp， 7 Glu)、芳香

篠アミノ酸残基として l餌の Histidineのほかに 3値の Phenylalanineを含む.

図 1t;: 2つの異なった温度での HUα のIHNMRスベクトルを示すo H Uタンパク質は

低分子量 (9500Oa J ton) であ~が、 25 Cでは主として 4量体として存在するため、各スベ

クト)J.，線はかなり幅広くなっている.低磁場側より、 7.9ppm tこ観測される 2本のピーク

(A)は、その pH変化より、 HisC2プロドンに、ピーク (C)は His C4プロトンに

帰属されたo BとD領域のスベクトルは Pheの環プロトンに帰属される.特に、 D群は異

常な高磁場シフトを示している.ピーク群 Eはβ -sheet 様遣に関与す~アミノ酸残基の

Cα プロトンに由来するものと思われるo FとGtま、それらの化学シフト値より、それぞ

れ Arx C 6、 Lys Cε プロトンに帰属される.ピーク群 Htま Leu および Val のメチルプ

ロトン t;:帰属された.特に、 Leu85のメチルプロトンは異常な高磁場シフトを示しており、

これは phenyJ 環による磁気遮間効果によるものと思われる.

以上、 25Cのスベクトルからいくつかの注目すべき点が見られるo a) H i s C2プロト
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ンti:由来する非等価な 2本線が現れたこと、 b) Phe環プロトン ti:由来する D群のスベク

トルが通常の位置 (7.0・7.4ppm)から高磁場側 (5.9・6.9ppm)に異常なシフトを示して

いること、 c) Leuメチルが異常な高磁場シフトを示していること、 d)いくつかの Cα プ

ロトンが低磁場シフトを示していることであるo a)の結果は、 HUの溶存状態には 2つ

の状態があ~こと、 b)の結果は、 Phe同志の重なり合いがあること、 c )の結果は、 こ

のメチル基と Phe残基の phenyl基とが隣捺していることを示すo d)の結果は、 β-

sheet 修造の存在を示唆してい~.

温度を 25Cから 45C ti:上げると、図 1Bから明らかなように、 HisC2プロトンのピ

ークは高磁場智jのピークにすべて移行ずる.同時に、 DとH群のスベクト)!-は消失する.

図2ti: H i s C2プロトン (1.8および 1.1ppm)、 Phe芳香環プロトン (6.5ppm)および

Leuメチルプロトン〈・0.3p問〉のスベクトル相対強度を温度に対してプロットしたo t.l 

づれも状態聞の転位現象を示唆するシグモイダル幽緩を示した.その転位中点は、 His54 

に対して 36度、 Pheおよび Leuに対して 2度高い 38度であった.また、 van'tHoffの

プロットから得られたヱンタルビー変化は、前者に対して 181 k.11圃01、 後ニ者t:対して

210 k.J1聞01であった.乙れらの結果は、 His45の部位が pheおよびLeu85のそれに比して

不安定であることを示唆しているo H Uタンパク質とホモロジーの高い HBsタンパク質

のX線構造によれば、日 Uタンパク質の His残基は、いわゆる HBsの Armの部分の位置

に対応し、 Phe残基は β-sheet の ste腸線分 1:、 Leu85 は α-córe の部分 t: 対応す~こと

が分かる.安定性は ar闘<stem. coreであると考えられるので、 NMRの結果は HUと

HBsタンパク質の構造上の額似性老示唆している.
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te抑制ture(勺)

自♀

ピーク強度の温度依存住

討鎗会では、 tHNMRのHU漢度依存位、 t主灘度依存性から HUの自己会合伎

についても報告す ~o
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2) HU-DNA複合体 図3はオリゴ DNA、 10・聞er( CGACTAGTCGhとHUとの複

合体のスベクトル (8.5PP田・ 5.0PPOI)である.それぞれ単独のスベクトルとの比較から、

HUとDNAとの結合によって、 a) DNAtこ由来するスベクトル線幅が増大する、 b ) 

*印で示したように、アデニン C8プロトンの低磁場シフト、 c )↓印で示したように、

His C2プロトンが低磁場側にシフトする.また、温度変化の実験から、複合体の形成によ

って HUタンパク質は安定化するが、 DNAは不安定になることが分かった.

O.18mM SO 1 

'‘，、‘'ー

8.0 7.0 
ppm 

6.0 

図3 HUιーオリゴ DNA複合体の IH-NMRスベクトル
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L 15 安定同位体をラベルしたタンパク質の異種核 3次元 NMR

0山崎俊夫 永山国昭 〈日本電子〉、中村春木 金谷茂則 (蛋白工学研

究所〉、好国真由美 〈協和発酵工業)

Heteronuclear Three Dimensional N門Rof a Protein Labeled with Stable Isotopes 

Toshio Ya聞azaki， Kun.iaki Nag.ayama， (JEOL)， Haruki Nakamura， Shigenori Kanaya (Protein 

Engineering Research Institute)， Mayumi Yoshida (Kyowa Hakko Kogyo) 

Recent development in N門R methodology have 聞ade.it possible to determine 

structure of smaller proteins (<10kD) in aquerous solution. In order to extend the 

applicability to larger protei.ns. lIe have to overcome the first hardle，. indivisual and 

sequential a~signment of enormous amount of resonance peaks. Our target is 

ribonuclease H from ~立II wh i ch co.ns i sts of 155 a岡inoacid residues. In this 間eeting

the assignment of backbone atoms wi 1 1 be reported. The most important breal‘through in 
our experl聞ents has been heteronuclear three di冊ensional N門R with isotope labeled 

sa聞ples. Pulse sequences and experimeAtalconditions wi 11 be discussed in detail. 

分子量が大きくなるとそれに比例して共鳴ピークの数が増す。更に共鳴ピークの線幅も分子量の

大きな領域では分子量に比例する。分子量 1万あたりでこの共鳴ピークのオーバーラップのため帰

属が困難になってくる.この問題を解決するために新しい次元を導入する。大きく分けて異種核 1， 
と同種核引の 3次元 NMRがあるが、感度の良さと解析の容易さに勝る異種核 3次元 NMRを用い

た.異稜核 3次元 NMRとは従来の lH簡の 2次元 NMRにHMQCを組合せ、 2次元 lHスベクト

ルを更にその lHが付いている 15Nまたは 13Cのケミカルシフトで展開するものである.基本的には

NOESYまたは TOCSYの前または後ろに HMQCを連ねるものである。

まずバックボーンの配列特異帰属を行う上で、残基内の HNとHα の間の J結合と Hα と次の残基

の HNまたは HNと次の残基の HNの問の NOEによる結合が必要になる6 これらの情報は COSYま

たは TOCSYとNOESYによって得られるが H.， Hα のケミカルシフトが重なると可能性がネ

ズミ算式に増えてそのネットワークの中から正しい単結合のシーケンスを見つけることが不可能に

陥る。そこでケミカルシフトの重なった HN， Hα をさらにそれが付いているアミド N、 Cα のケミ

カルシフトで分ける必要がでてくる。 リボヌクレアーゼ日は高生産化された EC0 1 i によって

1リッタの培養で約 10mg採れる。最小倍地に 15N H .-C 1または 13C-グルコースを用いること

によって均一に 100%ラベルされた 15Nーリボヌクレアーゼ Hと13Cーリボヌクレアーゼ H作っ

た。

我々は次の 4種類の新しい 3次元 NMRを用いた。

(1) NOESY- (15N) HMQC 

(2) TOCSY- (15N) HMQC 

(3) (13C) HMQC-NOESY 

(4) (13 C) H M Q C -T 0 C S Y 

詳しくは表を参照。次にその特徴を述べる。共通して比較的短い測定時間で(1 - 4臼)で感度の

高いスベクトルが得られた。全ての実験でL1tシフトディファレンス引を用いて、水からの分散形

のシグナルが覆い被さるのを消した。 (1) (2) では 11エコーを用いた。氷の下にあるピ}ク

が消される事なく観測できた。 (3) (4)では DANTEによるプリサチユレイシヨンによって

水を消去した. (3) (4)では 13Cα を観測領域にとり、 t 1矧にカルボニル 13Cをデカップルし

た. 13 Cβ もかなりデカップルされ、分解能の範囲ではシングレットに近いピークが得られた。(

2) (4)のアイソトロピックミクシングでは ROESY消去iすきのMLEV174'を用いた。

水消去の問題:水の消去が不完全な場合、水の分散形のシグナルが観測したいピークに被さって

くるが、L1tシフトディファレンスによって消すことができる。L1t間隔でサンプリングされた j

番目のシグナルを sjとすると

S'j=Sj'-Sj+l 
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S'(ω)=F'T{s' j } 

S"(ω)=S'(ω)exp(・iωLl t/2)/(・2isin(Lltω 12))

S" (ω 〉は ωがOに近くない時、水のシグナルに邪魔されないきれいなスベクトルを与える。Llt 

/2 だけ遅れてサンプリングされたと同じ効果にな~のであらかじめLl t/2 さきにサンプリング

しなければならない.

ベ}スラインの問題:サンプリングの初期時刻ははサンプリング間隔の半分にしなければならな

い。さもないと強いピークのリッジが現われる.これは 3次元 NMRでは t1， t 2 tこ当てはまる。

t 3はフィルタによる影響があるので次の処方で解決する.

a) フィルタはベッセルを使う。

b )ベッセルフィルタによるシグナルの遅延時間は td一定である。 4次ベッセルでは

td =2.11ω 。
カットオフ周波数 (ω 。/2π 〉は -3dBになる周波数である。

c )最後はエコーパルスを使う。

d) レシーバのゲートは時間原点より遅延時間以上早〈聞ける.

e )サンプリング開始時刻(t o) は

to = td + Ll tl2 

にあわせるo Ll tシフトディファレンスを用いるときは

to = td 

にあわせる.

パルス列の問題:一般に 1Tエコーの πパルスに相当する 2つのパルスは (x，-x)， (y， 
-y)， (-x， x)， (-y， y) の4サイクル固さなければならないが、 HMQCの場合は〈

x， -x) (y， -y)の 2サイクルでよい.

HMQCITエコーの場合、 lHの Z磁化を初期状態として

次のパルス列を加え、

(l H ，x，冗 12)，d，(1H，-x，π12)，τ12， (15 N ，X，π12)， t 1/2， (1 H ，y，π12)，2d，(IH，-y，π12)， 
tI/2.(15N，-x，π12)，τ12 

〈括弧でくくってあるのはパルス、そうでないのは時間である〉

lHのX磁化を実成分、 Y磁化を虚成分として観測すると

sin3(ωd)+(s i n3 (ωd)-sin(ωd))exp(iω(tdτ)) 

〈次の条件が仮定されている.緩和は無視しである。 Jd<<l，Jτ=2冗， ω日 0)

次に第 2のパルス 91J;を加え、

(1 H ，X，π12)，d，(1刊，-X，π12)，τ12， (15 N， x，π12)，tI/2，(1 H，x.π 12)，2d，(IH，-x，π12)， 
tl/2，(lSN，x，π12)， T 12 

同様に観測すると

-s i n3 (ωd)+(sin3(ωd)-sin(ωd))exp( iω(tl+τ)) 

2式の差をとると位相の乱れないシグナルが得られる.

パルス幅有限性の問題 :π/2パルスのオフレゾナンス効果を考慮にいれないとパルス 1簡が大き

くなるに従って、 1 次の位相の補正が必要になってく ~ó 1 i.欠の位棺がー πからずれるとリッジが

でてくる.π/2パルス幅を τとする. π/2パルスのオフレゾナンス効果を簡単に補正するには、

(2/π ) Tの時聞が理想的な π/2パルスの前後にあるとみなせばよい。例えば、 t 1の初期値は

(4/π 〉 τだけ少なくすべきである。

1 J cc結合の問題:均一に 100%に13Cでラベルされたサンプルの HMQCをとるとカルボニル

13 Cと13Cβ との聞の J結合により、 13Cα は 4 つに分裂す ~o これは感度の低下、分解能の低下

を起こすのでデカップルするべきである。 (13C) HMQCの部分は13Cα を観測領場にとり、カ

ルボニル13Cをデカップルしている。 t1期の真ん中にカルボニル13Cにとって πパルス、 13Cα に

とって O度パルスになるように設定した 1Tパルスの応用を用いた.このパルスはカルボニル 13C 

のケミカルシフトと同じ強度で π/2の，[2倍の幅である.このパルスによりカルボニル 13C はπ

/2  itJれる。その後ちょうど 1腐した時に次のパルスが逆の位相ではいる。それによって反転ずる。
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このパルスは (x. -x)、 (Y. -y)の 2サイクルの和。 13Cβ に対しては π/2程の効果で

あるo 13 Cα に対してはパルスの関は cos <...{2π/2)倍の速度で時間が過ぎている。つまり

この問、約 O. 6倍の角速度で逆方向に回っている。 tIの初期値はその分の補正をしなければなら

ない.
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L 16 GDP結合型およびGTP結合型rasタンパク質の高次構造

O伊藤隆，山崎和彦，河合剛太ぺ藤田純子，武蔵裕

西村逗料，富津辰雄ぺ横山茂之

(東大・理，輩横浜国大・工，件国立がんセンター)

TERT1ARY STRUCTURES OF GDP-BOUND AND GTP-BOUND FORMS OF RAS PROTE1N 
工旦主主主金王to1，Kazuhiko Yamasaki1， Gota Kawai2， Junko Fujita1， Yutaka Muto1 

Susumu Nishimura3， Tatsuo Miyazawa2， and Shigeyuki Yokoyama1 (lFaculty of 

Science， Uni versi ty of Tokyo， 2Facul ty of Engineering， Yokohama National 
University， 3Biology Division， National Cancer Center Research 1nstitute) 
Products of ras gene (ras proteins) are bound wi th GDP or GTP， and GTP-
bound proteins are active while GDP-bound proteins are inactive. The con-

formations of guanine nucleotides bound to a truncated human c-Ha-ras gene 

product [ras(1-171) proteinJ were elucidated; the conformation of bound GDP 
was the C2'-endo-anti form， while those of bound GTP analogues (GTPyS and 

GMPPNP) were the C3'-endo-anti form. 1n the GDP-bound form of ras(1-171) 

protein， an antiparallelβ-sheet which consists of residues 38-44 and res-

idues 51-57 was found. 工n the GTPyS-bound form， the conformations around 
Ser-39 and Leu-56 were found to be distorted. 

ヒトの旦呈遺伝子は， Ha-旦~， Ki-旦~， N-旦互の3つが知られている.その産物である盟主
タンパク質は，細胞の増殖や分化に関与していると考えられており，点突然変異によって

がん化を引き起こすことも知られている.rasタンパク質の正常細胞における役割と，点

突然変異から細胞がん化にいたるメカニズムを探るために，様々なア7'ローチから研究が

行われてきたが，最近，旦Eタンパク質の高次構造解析が注目を集めている.

旦E遺伝子産物は，アミノ酸189残基からなる分子量約21Kのタンパク質である. GDP 

あるいはGTPを一分子結合しており， GTFas e活性をもっ.また C端に近い186番

のシステイン残基にパルミチン酸が結合することにより，細胞膜の内側に局在している.

旦主タンパク質の作用機構については，図 lのようなモデルが立てられている.このモデ

ルによれば，盟主タンパク質は結合している GDPがGTPに交換されることにより活性化

され，ターゲットと相互作用する.その結果，自身のGTPase活性が上昇し，結合してい

るGTPを加水分解して，不活性なGDP結合型に戻る. ー

とのモデルで最も重要と考えられるのは， rasタンパク 。込ρ -----、ρ
( )() GDP 

質の活性が，結合しているグアニンヌクレオチドがGDP -'(__可ノ/
であるかGTPであるかによって，厳密に制御されている ( -----..、

点である.我々はこの活性制御のメカニズムを解明するた

めに，結合しているグアニンヌクレオチドのコンホメー

ション，グアニンヌクレオチドの交換により引き起こさ TARGET-よ
れるタンパク質側のコンホメーション変化などについて， Pi/ー..__(p認in

lH NMRを用いた解析を行っている(文献1， 2，3). 

今回はこれまでの解析により得られた知見を報告する.

400MH z lH NMRの測定は，c-Ha.，.ras遺伝子産物の e 図1出タンパク質の作用機構のモデル

いとうゆたか，やまさきかずひこ，かわいごうた，ふじたじゅんこ，むとうゆたか

にしむらすすむ，みやざわたっお，よこやましげゆき

-61一



r (a): H 1 ' • (b): H 2 ' 
r (c): H 3 ' . (d): H 4 ' /H 5 ' 

(e) : H 5 ' • (f): H 8 

b . 

m人
tC 

υ斗1¥¥

1[:;LUJKJ 
ppm 6.0 5.0 4.0 

ta 
図2 GDP結合型邑呈タンパク質の | 

(A)2D HOHAHA(混合時倒 44ms.37・C) ! 
(B) 1 D 堅守HAHA(混合時欄 35悶s.~~:<2? A ~ 
【C)lDHOHAHA【混合峠聞 C) 11. ー

制.(C)l;t'}ボーか山;-(~)を遜刷協 f A. Ji ，~Í5t-~. 

C端18残基を除いた短鎖rasタン 『

パク質について行った.短鎖ras ppm 8.0 7・o 6.0 5.0 4.0 ppm 8.0 7.0 '6.0 5・0

タンパク質は，完全民笠タンパ 図3 GD詑伊吹パアの 図4VH133E霊祭TZrパク質の

ク質に比べて安定であり，長時間 (0.9秒照射，ぉ・C) (日.9秒醐札 25・C)
(自)H1 '照射.(B)H 2 '照射 (A)H 1 .照射.(B) 

のNMR測定に適している.ras (C)H3'照射.(D)H 8照射 (のH3'照射， ωH8照射

タンパク質は，合成遺伝子を導入した大腸菌を用いて大量発現させ精製した.精製された

盟主タンパク質はGDPを結合しており，さらにD20緩衝液(20mM重水素化トリス，10mM

Mgc12，150mM Nacl， pH7.5)に置換して， GDP結合型のrasタンパク質の測定用試料を得

た.またGDP結合型のrasタンパク質を， EDTA存在下でGTPの非水解のアナログ

(GTPyS， GMPPNP)とインキュベートし，さらにD20緩衝液に置換することに

より GTP結合型のrasタンパク質の測定用試料を得た.同様の条件で，グアニン環のH8

を重水素化したGDPを用い， [8-2H]GDP結合型盟主タンパク質の測定用試料を得た.

旦Eタンパク質に結合しているGDPのコンホメーションは，以下のように決定した.

まず lDおよび2DHOHAHAによって，リポースのHl'，H2'，H3'および

H4'を帰属した(図2) .続いてGDP結合型rasタンパク質および[8-2B]G D P結合

型rasタンパク質について，リポースのHl'，H2'，H3'のシグナルを0.9秒選択的

に照射してNOEを観測し，グアニン環のF8を帰属した.さらにこのH8を照射するこ

とにより H5 'を帰属した(図3，図4) (文献 1) . 

これらの帰属されたGDPの各プロトンの選択的照射による， Time-Dependent NOEの

結果を図5に示す.実測値に最も良〈適合するGDPのコンホメーションをカープ・フィ

Jhb¥cuh
ヘ

…Jiしー帆
4.0 

A 
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が C2'-endo，Nーグリコシル結合のまわりの回転角

がー124。となった(図6) . 

旦Eタンパク質に結合している GTPのコンホメー

ションについては， GTPyS結合型のrasタンパ

;;;::;:;六て:ご:ごご一'-.~=-~~:-...:~.叶~:::.:，:，立こ
¥ 

ク質， およびGMPPNP結合型の堕万パク質 0.81 C>:目別
~ 

を用いて， GDP結合型と同様の測定を行った.そ 告 i E;託子ER
~. 0.7J.. A 

の結果，リポースのH2'，H3'とグアニン環の 豆 F 

H8との聞の Time-DependentNOEから，結合して トι ー…ー 一

いるGTPγS，およびGMPPNPは， C3'-endo ~ I ~主二一"ー
をとっていることを示唆する結果が得られた. ft，̂ -----0.9 

GTPアナログのコンホメーションについては，現

在定量的な解析を行っているが，グアニンヌクレオ

チドのコンホメーションが， GDPとGTPで異な

ることは，当Eタンパク質の活性制御を考える意味

で極めて興味深い.

ターゲットと相互作用するrasタンパク質の領戚

(エフェクター部位)は，改変体を用いた研究から，

32番から40番のアミノ酸残基付近と推定されている.

GDP結合型からGTP結合型に活性化されること

により生じる，このエフェクタ一部位の構造変化を

調べることは極めて重要である.GDP結合型ras
タンパク質のX線結晶解析の結果(文献4)による

と，このエフェクタ一部位は前半はループになって

おり，後半は逆平行のβシートに含まれている.逆

0.8 
.:H2"照射
b.:H8 照射

0.71-， B 
。 0.1 0.2 

Duration of Irradiation (s) 

図5TIHE-DEPENDE附 NOE (お.C)
(A)H8観測.(B)H 1 "観測

H8 

H2/ 

L 

平行のβシートでは，対面する βストランドに存在 図6盟タンパク賀に総合している
するαプロトン同士が1残基おきに接近しNOEを GDPのコンホメーシヨン

生ずることが知られている.図7には， GDP結合型のrasタンパク質のHOHAHA(A)，

およびNOES Y(B)スベクトルを示した.NOESYスベクトルにおいて， 3・つの顕著

なαプロトン聞のクロスピークが存在し，逆平行βシートの存在を裏づけている.この3

つのクロスピークを生じさせる合計6つのαプロトンのうち， 5.20ppm， 5.65ppmの化学シ

フトにあるものは，セリン・アスパラギンなどのタイプ， 5.35ppmのものは，グルタミン

などのタイプに分類された.5.88ppmのものは選択的重水素化によりアルギニンであるこ

とが確認され， 4.62ppm， 4.94ppmのものは選択的重水素化によりロイシンであることが確

認された.図8には，ロイシンのα，βプロトンを選択的重水素化したGDP結合型自Eタ
ンパク質の， HOHAHA(A)，およびNOE S Y(B)スベクトルを示した.NOESYス

ベクトルにおいて， 3つのαプロトン間のクロスピークのうち2つが消失している.以上

の結果とrasタンパク質のアミノ酸配列より，この逆平行βシートは図 9に示すアミノ酸
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残基からなることが確定した(文献3).A 
この逆平行βシートの帰属は， 最初の

GDP結合型旦Eタンパク質のX線結晶

解析(文献4)とは異なるが，最近訂正

されたX線結晶解析(文献5)とは一致

している.

図10に示したのは， GTPγS結合型

の旦旦タンパク質の， NOESYスベクト

ルである.図7の3つのクロスピークの

うち， 4.62ppmと5.65ppmのαプロトン聞

のクロスピークが消失している. この

4.62ppmと5.65ppmのαプロトンは，図9

のロイシンー56とセリンー39であり，セリ

ンー39はエフェクター部位に含まれてい

る残基である.このようにヌクレオチド

の交換により逆平行βシートが構造変化 BrTl
を起こすことを示唆する結果が得られ， 11 1 

しかもその構造変化が，活性上重要であ 1 b 1 

るエフェクタ一部位に起とっていること " 1 

は極めて重要である(文献3). "ハμ
lH NMRによって明らかになった， lυ 

ppm 
GDP，GTPのコンホメーシヨンの差， 6 ppm5 6 ppm5 

およびGDP結合型と GTP結合型の間図7GDP総合型臨タンパク質の図8Le崎基のαJプロトンを2則じした
(A)HOHAHAスベクトル GDP結合型盟呈タンパク貨の

の，セリンー39付近のエフェクタ一部位の (B)NOESYスベタトル (A)日OHAHAスベクトル
構造の差異は， GMPPNP結合型ras ∞NOESYスベクトル

ー一一 39 41 43 

タンパク質のX線結晶解析(文献6)で EDSYRKQVV 
は明らかになっていない.現在これらの H11 113l 
構造の差異と活性との関係を，改変体な TDL I DLLCT 
どを用いて検討している. 56 54 臼

文献

o • 

図9GDP結合型旦皇クンパク質の
逆平行βシート構造
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L 11 エラプトキシン bの1Hおよび 13C N M Rシグナルの帰属と運動性

〈都臨床研、東京芸家政学院大・〉稲垣冬彦、須田亜紀子也、嶋田一夫&

神田大輔、回宮信雄・

Assignments of 1H and 13C N門Rsignals and dyna聞icsof erab~tox~n b 

Fuyuhiko Inagak i， Akiko Suda"， Ichio Shimada&ヲIlaisukeKohda 

(Tokyo、Metropolitan lnstitute of門edical Science) 

Nobuo、Tamiya.

(Tokyo Kasu Gakmin.University) 

Almost complete assignments of 1H N門Rresonances were made by Sequential resonance 

assignment method. 。自 thebas i s of those ass i gnments， 13 C NMR resonances were 

assigned by correlating the chemical shifts of 1H and 13( ~何 R resonances. Relaxation 

time analysis of 13C signals of methyl &rOUPS was subsequentJy made， showing that the 

methyl groups on the loop part are聞oremobile. flexibil ity of the loop part maY.be 

essential for the speciflc binding of erabutoxin b to acetylcholine receptors. 

エラプトキシシ blまエラプウミへビの毒阪にふくまれる神経毒タンパク質である。神筋接合部に

おいて、シナプス後践に存在するアセテルコリンレセプターに特異的に結合し、神経伝達をブロッ

クする事が知られている。図 1はエラブトキシン bの一次構造を結晶構造解析より得られた立体構

造のスキ}ムのうえに重ねて示したものであり、三本のループ部分とそれらを束ねるコア部分から

なる。化学修飾ならびに一次構造上のホモロジーより、中央のループ部分がアセチルコリンレセプ

ターに結合する事が示唆されている(1)。既に稲垣らにより、メチルおよび芳香環シグナルを用い

てエラブトキシン bの構造、運動性および機能との関連が研究されてきたが (2・4)、本研究ではこ

れらの問題を解剖学的な見地より解明することを目的とした。すなわち、プロトンシグナルの帰属

を磁立し、高次構造上の特徴を明らかにするとともに、プロトン検知による 13C測定を行い、 13C 

図 1 ヱラプトキシン bの立体機造(結晶

解析〉のスキームと一次構造
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"現日本電子輸入販売、 &現東京大学薬学部
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シグナルの帰属を確立する.これら帰属の確立した 13Cシグナルを用い、エラプトキシン bの運動

性の詳細な解析を行う。

室盈
ヱラプトキシン b、 5mM浴液(重水; 100%D20、軽水; 90%H20、 10%D20) をN

MR試料として用いた.測定温度は 37度 C及び 50度 C、 pHは5. 5に調整した. i制定には

JEOL GX400および GX500を用いた. DQF-COSY、 ReI ayed D Q F -C 0 S Y 

〈待ち時間 3 0ms)、 HOHAHA(混合時間 45ms，85ms)および NOESY (混合時

間80ms，150ms)の測定を純吸収モードにより行った.軽水シグナルの suppressiontこは

DANTEパルスおよびスピンロックを用いた.プロトン検知による1.3C核の測定は、lIagnerらに

よるパルス系列:を用いて行った. 13 C核の緩和時聞の測定は inversionrecovery法によった.

鎧塁

i薬:務!1DF漆=滋:~語=殺事基:鎖;鍋:漏

lIuthrich らの開発した連鎖帰属法 1・
(sequential resonance assignment) 

に従い、ヱラブトキシシ bのプロトン

シグナルの帰属を行った。連鎖帰属は

(i) スピン系の同定とアミノ駿タイプ

への帰属、 (ii)距離情報に基づくアミ

ノ酸残基の援続の二つのステップより

なる.このうち (i)のステップが完全

に行われていることが完全帰属には不

可欠とな~.図 2 はヱラプトキシン b

の軽水における DQP-COSYスベ

クトルのうち指紋領域を示している.

軽水シグナルの照射により、軽水近傍

のシグナルがプリ}チされているが、

測定温度をかえることにより、軽水シ
唱。。

グナ'L-tz.重なっていた 5個の交差ビー 門ー

クを同定することができた.アミドプ

ロトンと αプロトンの相関を頓tl鎖のプ

ロトンにつなげるには、軽水および重

水の HOHAHAスベクトルが有効で

あ~.図 3 (まエラブトキシン bの垂水

のHOHAHAスベクトルのうち αプ

ロトンとアリファティックプロトンと

の交差領域を示したものである。アミ

ノ酸タイプに応じて特徴的なスピン系

を持つから、 HOHAHAスベクトル

のバターンよりアミノ酸のタイプglJの

帰属を行える.特にリジン残基につい

ー

図3 エラプトキシン bのHOHAHA

スベヲトル〈重水〉

・.0 ・h・ 7.0

o 0 ， ， 0: • 
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・o;!可 o__'!.I弘31一一ι:ム主

ー?匂5611t:att
; • • B 1 @ヘ'ヘ~白伽A岡
a♂" . D凧. .叫‘~. . 0 ，・
.，， B O B 0.wp.'ー

LJ..一一一」

1.0 

.‘も ".1.0

4.0 

自

3.・-
図4 エラプトキシン bの指紋領織の NOESY

スベヲトル〈経水〉
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ては αプロトンより εメチレシプロトンまで磁化移動ピークが観測lされている. lliに化学修飾と組

み合わせることにより εメチレンプロトンの帰属は行われているので、これを参照して K 1 5， K 

27， K47， K51のスピン系の帰属を確定した. D Q F -C 0 S Y， Re t ayed D Q F -C 0 S 

Yのスベクトルの比較も行いアミノ磁のタイプ別の婦属は完了した.次にこれらのアミノ訟を NO

Bより求められる距離情報に従って援続していく.図 4はエラブトキシン bの軽水の NOESYス

ペクトルのうち、アミドプロトンと αプロトンの交差領域を示したものである. DANTEパルス

とスピンロックパルスによる軽水シグナルの suppressionにより軽水近傍の NOE交差ピークも明

瞭に観測されている. d NN、 dβN も考慮し、アミノ訟のタイプを確認しながら最終的にほぼすべ

てのプロトンの帰属を完了した.図 5t<:連鎖帰属で確認した N0 E connectivityをまとめて示す.

dαNで強〈結ばれており、エラブトキシン bは βシート構造を取っていることが推定される.

法務i71::長玲::~診器禁主言語~様費量

連鎖帰属に基づく帰属にしたがい、 NOESYの交差ピークの帰属を行った.図 6はNOESY

スベクトル〈垂水〉の αプロトン領域を示している.α プロトン聞に 10個の交差ピークが観測さ

れている。これらのピークは βシートの内側で向かい合った αプロトンに由来するものである.ア

ミドプロトンの交換速度も考慮にいれ、エラプトキシン bには図 7に示す βシート構造が含まれて

いることが明かとなった。また図 8にNOESYの解析より求められた短説マップを示す.結晶構

造に基づいて計算した距離マップとよく対応しており、溶液中でも結晶徳造と類似した繕造をとっ

ている.現在 distancegeo阻etryの計算を行い溶液中のエラプトキシン bの構造を検討してい忍.
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図5 エラプトキシシ bのN0 E S. Y connectivity 
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図6 エラプトキシシ bのαプロトン領場の

NOESYス""クト)J.，

-67 

図7 エラプトキシシ btこ見いだされた

βシート稼i茸



1宜主>':2袈....長wの獲獲さ努 4mw:量産制鎖@逮務総

'H 検知によるけ C の根~定を行い、 CH 悶のシフト稲関よ，りは C の帰属を行った.天然存在比の

13 Cシグナルの測定を行うため、 12C結合由来のプロトンシグナルの supp ress i o.n tこ効率の良い

¥lag-nerらのパルス系列を用いて測定を行った (5)。図 9はメチルプロトシとメチル炭素との相関領

域を示したものであり、プロトンの化学シフトを参照す~乙とにより図 9 に示すように 13 Cシグナ

ルの帰属を行った。次に緩和時間の現IJ定を行い、一次元スペクトルでよく分離したメチルシグナル

lについて頓~鎖の内部運動も考慮して緩和時間の解析をおこなった.'ループ部分に含まれる 1 36.， 

137， 150 はコア部分に含まれる 12 tこ比較し‘て大きな振幅を持った肉部運動を行合ているこ

とが明らかになった (Cß.~ C r軸周りに:1:5 0度以上の振幅).このことはループ部分が運動性

に富み、この運動性がレセプターへの結合を有利にしている事が期待される.現在他の残基につい

ても解析を進めている.
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L 18 酵母で発現するヒトリゾチームのはNラベルと NMRへの応用

(蛋白工学研) 。大久保忠恭，谷山佳央，菊池正和

NMR study of uniformly "N labeled human lysozyme 

T. Ohkubo， Y. Taniyama and M. Kikuchi ，(Proteiri Engineering research Jnstitute) 

Abstract. '11 NMRwas used: to investigate the str.ucture and .properties of the 

human lysozyme，. an enz'yme of 130 amino' acid residues， '11 resonances of 82 amino 

acid resldues ~wer~ asslgned in a sequ芭ncespecific meinner on the basis of 

conventional '11 homonuclear and 'H-detected heteronuclear NMRexperiments using 

15N labeled protein. The uniformly 15N labeled human lysozyme was prepared from 

saccharomyces cerevisi.ae grown with "NII.OII and {'5NII.'.SO. as the nitorogen 

s'ources， Two β-she.ets and three a -hel ices could be identified in the protein 

by qualitative analysis of sequential and medium range NOEs. 

[序] ヒトリゾチーム (hLZM，は 4組の s-s結合を持つアミノ酸 130残基よりなる i容

菌酵素で，細菌の細胞蜜を構成する糖鎖の β-1.4結合を加水分解する。菊池らは遺伝子工

学的手法を用いてヒトリゾチームを酵母より大量に分泌させる系を確立し，蛋白工学的手

法により立体情造の形成過程と酵素反応機構の解明を行っている。

最近の装置の向上と測定法の進歩により分子量 1万を越えるような蛋白質でも 'H-N 

MRピークの帰属が可能となってきた。ひとたび NMRピークの帰属が得られたなら溶液

中での蛋白質の詳細な構造解析により蛋白工学的研究じ関する重要な情報を得ることが可

能となる。現在 'Hピークの帰属を中心に NMRスペクトルの解析を行っているがピーク

の重なり合いのため，通常の 'H-2次元 NMRスペクトルより得られる情報だけではピ

ークの帰属が困難であった。この問題に対処するためにヒトリゾチームのは Nラベル化を

菊池らの系を用いて行い. 15N- 'H異種核 2次元，及び 3次元 NMRスペクトルの測定

を行った。この 15Nラベル化した蛋白質を用いた 'Hピークの帰属と高次構造解析の結果

について報告する。

[実験] ヒトリゾチームは酵母より分泌されたものを HPLCにより精製した。

U niform' 5 Nラベル化は 15NII.01Iと{15NII‘，.SO，を唯一の窒素源、として酵母を培養すること

により行った。 15NII.01l1i培養液の pHを調節するために用いた。ヒトリゾチームの産出量

は培養液 1ll.当り 5mgで通常の産出量と大きな変化はなかった。この方法により酵母で発

現する蛋白質のはNラベル化に初めて成功した. N M R測定試料として蛋白濃度 2-4m

M， pH4.0の軽水溶媒の試料溶液を調製した。 'H 2次元 NMR測定は Bruker A M 600 
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装置を使用して， 15N-'H2次元 NMR測定は 90， 90. 

インパースプローブを備えた Bruker A M500 'H (II~ 
装置を使用して，温度 40 0 Cで行った。通常

の 'H 2次元 NMRと2§N-2H H M Q c， HN  

MQC-COSY， HMQC-NOESY， 3 

次元 NM R法の 3 D NOESY-HMQCの

スペクトルを TPPI法を用いて純位相モード

で測定した。図 1に 3D NOESY-HMQCめパルス系列を示す.軽水ピークの除去

は通常の pre-saturation法を用いた。 3D NOESY-HMQC は128(t，)x32(t.)x512

(t. )語のデータを測定しゼロ付加により最終的に吸収領域で256(F，)x64(F.)x512(F.)語の

3次元スペクトルを得た。 F"F.，F3は各々 'H全滅， '5N領域， N H領域に対応する. 3 

次元フーリエ変換はGriesingerのプログラムで行った。

901( 90x 

L;J 

・102fF
3D NOESY-HMQCパルス系列

180翼

• 1， 
周回ーー--iAeq:> 

tt 

図 1

各アミノ酸残基のスピン系の同定は RelayedーC0 S y， 

HMQC-COSYスペク lトルの解析により行った。隣接
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[結果] (1) ピークの帰属

DQF-COSY， HMQC， 

した残基閑の NHを介した NOE

を利用する連続帰属は NOESY，

HMQC-NOESY， 3D  N 

OESY-HMQCスペクトルを

用いて行った。 '5NとNHの化学

シフトの散らばり方が途うため

'Hスペクトル中で N Hピークが

重なり合っている場合でも '5Nの

化学シフトの違いにより 15N -' H 

スペクトルでは分離して観測でき

帰属等に有用であった。図 2にH

MQC-COSYスペクトルの

finger print領域を示す。軽水ピ

ークがよく徐去されているのが判

り，これは HMQC関連の測定法

の特徴である。図 3はHMQC-

NOESYスペクトルで A 9 0か

らV 1 0 0のペプチド鎖において

NH-NH間の NO Eにより連続

帰属した様子を太線で示している。

3D  NOESY-HMQCは全

測定を約 40時間で行ったがスぺ
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サイト A，.B. Cに結合する (NAG)3 ζルリプ・+ーム

を用いた。図 6は蛋白質と基質を 1 : 1 

の比で混ぜた時のスペタトルの，変化を H

MQCのprojectionスペクトルで比較し

たものである。基質との結合に伴つでc多

数の NHピークがシワトしてる;また 10 ヒト9'.1・4-.-4.:(Nl¥ct).&"1:I 

ppm 付近にある 4本のlrpringNHの 7

ち 3本が線幅の増大により観測出来なく

なっている。更に詳細な解析を現在進め

ている。

図 6 (NAG) 3との結合
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H工GHRESOLUTION --C AND --N NMR OF THE MEMBRANE PROTEIN 

BACTER工ORHODOPSINSOLUB工L工ZED工NDETERGENT 

Michel Seigneuret， Jean-f.1ichel Neumann， Daniel L岳vy

and Jean-Louis Rigaud. 

CEN-Saclay， Departement de Bio1ogie， 91191 Gif sur Yvette， France 

High-resolution M~ has been fewly applied to large membrane proteins due 

to the difficulties in obtaining the latter in a suitable solubilized state. We 

present a high-resolution NMR study of a 27 kD membrane protein : the 

light-driven proton pump bacteriorhodopsin. A procedure was developed to obtain 

delipidated， detergent-solubilized， monomeric bacteriorhodopsin at high-concen-

tration. The final solubilization medium was optimized with regards to size of 

protein-detergent complex (measured by HPLC) ， stability at high temperature and 

viscosi ty • in order to yield a short cbr:r:-elation time for the protein. The 

sui tabili ty of such solubilization procedure for high-resolution Nli!R studies 

was demonstrated with bacteriorhodopsins biosynthetically labeled withトet，
13・1__. r _ 13・1 _. r"， 15寸

CJ Met， L1， --CJ Phe or fと，叫 Lys. 工nall three cases， several resonances 
13 

corresponding to single amino-acid residues could be observed by --C-Nl.m at 
15__ ____ . __ _ ____ _ . . _ i . 13可

75.4創 ld150.8 MHz or --N-mm at 30.4 MHz.工nthe case of lmet， --CIMet-labeled 

bacteriorhodopsin， which was studied in detail， resonances from internal and 

external Met residues could be partially discriminated by proteo1ysis and 

paramagnetic broadening experiments. T.... measurements were performed by CPMG 
2 

spin echo for the protein in detergent， in the native membrane and in 

reconstituted liposomes. The results indicated that the local mobility of Met 

sidechains and thus the protein internal dynamics strongly depend upon the 
r 13寸

fluidi ty of the hydrophobic environment. Addi tionnaly ， I met. --C I Met 

biosynthetic labeling allowed us to evidence by M{R a previously unnoticed low 

molecular weight methylated component associated with bacteriorhodopsin. 

-73-



ぃ~^…
180 175 170 PPM 

13 
Fig.1. 工nfluenceof detergent on the 75.4 MHz '~C-NMR spectrum of delipidated， 

13 solubilized bacteriorhodopsin biosynthetically labeled with L-[1 ， '~CJ Phe. 

Each spectrum was taken at the maximum temperature yielding stability of the 

protein (i.e. less than 5巷 denaturationin 15h): (A) Triton X100 5も (w/v)，40・Ci
(B) s-octylthioglucoside 5亀 (w/v)，25

0
Ci (C) s-octylthioglucoside 5亀 (w/v)， 

n-dodecylmaltoside 2.5も (w/v)，400
Ci (0) n-dodecylmaltoside 5も (w/v)，50・C.
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L20 安定同位体標識NMR法による免疫グロプリンの高次構造解析:

研究法とその成果

東北大・理人東大・薬，日本プルカ一人都立大・理3

田中俊之1，矢田信久，加藤晃一，五十嵐貴子，海老沢計慶，

高橋栄夫，半沢宏之，金夏亨，中山智紀，松永千枝，尾高麻乃，

水谷隆太，大和澄江，荒田洋治， M. Waelchli 2 • 甲斐荘正恒S

Stable-isotope aided NMR analyses of the structure of antibody molecules 

T.Tanaka， 1 N.Yada， K.Kato， T.Igarashi， K.Ebisawa， H.Takahashi， H.Hanzawa， 

H.Kim， T.Nakayama， C.Matsunaga， A.Odaka， R.Mizutani. S.Yamato， Y.Arata， 

M.Waelchli，2 and M.Kainosho3 (Department of Chemistry， Tohoku University.l 

Faculty of Pharmaceutical Sciences. University of Tokyo， Bruker Japan.2 and 

Department of Chemistry. Tokyo Metropolitan University8) 

Stable-isotope aided NKR has been used for the molecular structural analyses 

of antibodY molecules. A panel of anti-dansyl mouse monoclonal antibodies 

with the identical light chain and the VH domain have been extensively used 

for the present study. Site-specific assignments of the carbonyl carbon reso-

nances of Met residues have been made using the double-labeling method devel-

oped by Kainosho and coworkers. The results obtained will be used for the 

discussion of domain-domain interactions in the antibody molecules. 

多数のドメインからなる多様能巨大タンパク質である免疫グロプリンの高次構造解析

の方法論の開発を続けている. 現在は，安定同位体 (2H，13C，15N)によるラベル，

帰属，およびその応用について，集中的に，実験を行っている. 本講演では，現時点

までに我々のグループが達成した成果と今後の問題点について要約する.

工.モノクローナル抗体の安定同位体ラベル

抗体産生ハイプリドーマを無血清培地中において培養し，望みのモノクローナル抗体

を得る. これまでのところ，色々な組合わせの芳香環の重水素ラベル1)，メチオニン

およびトリプトファンのカルポニル炭素iの13Cラベル2)を行っている. メチオニン残

基はタンパク質分子中の色々な部分に散らばって存在する. これに対して，トリプト

ファン残基は，免疫グロプリンに特徴的なコアの中心，およびその周辺に各ドメインに
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共通に存在するほか，さらに抗原結合部位に位置するものもある.

1) [ 1-13 C] 1 g G. F a b. F c 

抗ダンシルマウスモノクローナル抗体(スイッチバリアント(後述)のメンバーで

サブクラス IgG2b)のMet残基のカルポニル炭素を13Cによってラベルして

[1-13C] IgGを調製し，さらにこのタンパク質をプロテアーゼ消化して Fab， 

Fcを得た. 図1において三者のスベクトルを比較する. この抗体には.Fa bに

6個.F cに3個，合計して 9個のMet残基がそれぞれのドメインに分布する.

図2には，それぞれのMet残基の，隣りのアミノ酸残基が何であるかを示してある.

この実験結果は，合平量 15 芳の杭怯に会主れ~オベγのMet発基のカ 1レポニル

酵素の13CNMRシグナルが観潤で去ることを示している.

2 )ダブルラベル法による帰属

[15N] Lysによってダブルラベルした抗体のスペクトルを図3に示す. ピーク

dが明瞭に2本に分離している. 図1から明らかなごとく，ピーク dはFcに由来す

る. 従って，図2から，ピーク dはMet-412(H鎖)に帰属できる. 図2が

示すように.Met-18 (H鎖)も隣がリジン (Lys-19)である. この点を

鴫らかにするために. [15N] Thrを用いて.Fa bのダプルラベル体を調製し，

NMRスベクトルを測定した結果を図4に示す. この結果. [l--13C] IgGの与え

るシグナルb (2個分)の一方のシグナルはMet-175(L鎖〉に帰属できる.

図1から明瞭なように，もう一方のシグナルbはFc由来である. このことから，

リジンによって，分裂の観測されなかったMet-18(H鎖)は，シグナルg (2個

分〉の一方であることがわかる.

3 )現時点での問題点

a)安官間的依標謹アミノ酵の取詠み ここで報告した安定同位体穣識アミノ酸に関

しては，その取込み効率に問題は見られなかった. しかし，今後，さらに議論の対象

となる残基を拡張しようとする際には，細胞内のアミノ酸代謝(とくにトランスアミナ

ーゼによるアミノ基転移反応)による安定同位体の希釈をいかに防ぐかが大きな課題で

ある. この問題は，培養時に適当な代謝阻害物質を共存させることによって解決され

るものと期待している.

b)アロタイプの遣いによるー汝構猪の不確婁件 NMRによる構造解析の基盤とな

るシグナルの帰属は，一次構造データに完全に依存している. 定常領域に関しては，

アロタイプの違いによる不確実性が存在する. 異なるアロタイプのアミノ酸配列は，

来だ決定されていない場合が多い. 今後のプロジェクトには，この点を考癒する必要

がある. 逆に，抗体の13CNMRは，限られた数のアミノ酸置換に基づくアロタイプ

の差を敏感に検知するのである.
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工1.モノクローナル抗体の13CNMRの応用:ドメイン間相互作用のプロープ

L鎖 (VL. CL) ， VHを共有し，残りのC領域(のサブクラス)が異なるマウス

抗ダンシルスイッチバリアント抗体:IgG1， IgG2a， IgG2a (s)， 

IgG2bを用いて解析を進めている. IgG2a (s)は. 1 g G 2 aから，

C領域のドメインCH1だけが脱落した抗体である. これらー速の抗体は，ドメイン

聞の相互作用を論じるにあたって，理想的な系であると考えている.

[1-13CJ Me  tを用いてラベルしたこれら一連の抗体の13CNMRスベクトルを

図5に示す. 完全に同一のアミノ酸配列をもっCLに属するMet-175の化学シ

フトが，サブクラスによって変化することがわかる. Met-175は， CH 1と合

い接するベプチ、ドセグメント上に存在する. このことは， Met-175がドメイン

聞の相互作用の敏感なプローブとなることを示している.

CH1を欠損した IgG2a(s)を用いて実験すると，この点に関して興味深い結

果が得られる. すなわち.Met-175の化学シフトは.IgG2aの場合に比べ

て，約 1.5ppm低磁場側にシフトする. これは， CH 1の欠落によって相互作用

の相手を失ったため，サブクラスによる化学シフトの差を大きく越える変化が観測され

たものと考えられる. これらの実験結果は. CH1の欠落が，抗体分子の形に大きな

影響を及ぼすことを示している. 事実.X線小角散乱データの解析3)により， IgG 

2aがY形の分子形をとるのにたいして.CH 1ドメインが欠落した IgG2a(s) 

では，ヒンジ角が著しく狭まって，棒状の形をとっていることが明らかになった.

現在，抗体分子とさまざまな分子との相互作用を， lH. 13C NMRを組合わせて解析

している.

[文献]

1) Kato，K.. Nishimura，Y.， Wae1chli，M.， and Arata，Y.(1989) J.Biochem.... 106， 

361-364. 

2) Kato，K.. Matsunaga.C.， Nishimura，Y.， Waelchli，M.， Kainosho，M'J and Arata，Y. 
(1989) J.. Biochem.. 105， 867-869 

3) Igarashi，T.， Sato.M.， Katube，Y.， Takio，K.， Tanaka，T.， Nakanishi.M.， and 
Arata，Y. submitted 
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L21 13 C 選択的 1 D - H 0 H A H A 

〈北大理〉。小糠賢治， 竹腰清乃理， ヲIi謹邦男

A 13C se1ective 10-HOHAHA experiment 

監旦主盟UR主， K.TAKEGOSHI， and Kunio HIKICH工 (Facu1tyof Science， Hokkaido 

University) 

13 
We propose a ~-C-se1ective 10-HOHAHA experiment. This is a 10 ana10gue of the 

20 CH-RELAY experiment，官hichenab1e us to unrabe1 over1apped 1H-RELAy peaks 
13 by using the we11-reso1ved .JC signa1s. Among many possib1e experimenta1 

combinations of・'units"，we chose the DANTE method for se1ective excitation， 
13~ L_  1 the inverse工NEPTfor .JC to .H coherence transfer， and the HOHAHA for RELAY. 

Experimenta1 detai1s and some examp1es are described. 

( 1 )はじめに

lH- NM Rスベ クトルを帰属するためのパルス・テクニックとしては C 0 S y， 

R E L A y， 2 D - H 0 H A H A， 1 D - H 0 H A H A 等の lHの相関をみる手

法が挙げられる. これらの手法により， スピン結合した lH閑の磁化移行を観測す

ることができ， その結果スピン系のつながりを 解析することが可能である. それ

らの手法のうち， 1 D - H 0 H A H A 法では， いくつかの混合時間〈闇 ixing ti聞

e) で測定をおこなう こ と に よ っ て ， ある注目している lHについてスピン系の情

報を得 ることができる. それに対して 2 D 法では全ての共鳴線についてスピン系

の 情 報を得ることができ る . ゆえに， 測定者が 目 的 に 応 じ て 1D法と 2 D法 を 使

い分 けることが帰属作業の能率を上げるためには重要なのである.

実際の実験では.IH-NMRスベクトルの共鳴線は本数が多〈て互いに重なり

合ってい"5ので， 1 H問 の相 闘を みる だけ では帰属が困難な場合が多い. その場合

には， 13C の共鳴周波 数で IHスベクトルを展開し単純化する 2 Dの手法， すなわ

ち C-H C OSY， HMQC， C-H  RELAY等を用いると有効である〈

一般に， 13C のスベクトルは IHのそれよりも分厳が良好である〉・ しかし， これ

ら C - H相関 法 に おいては 1 D - H 0 H A H A のような特定の IHのスピン系のつ

ながりの情報を得るための 1 D の手法は提案さ れていない. C - H 相関法でも lH

相関法のように 1D法と 2 D ~去の両手法を使い分けられれば， 帰属の能率はさら

に向上するはずである. そこで我々は， こみいった IHスベクトルのなかの注目し

た IHのス ピ ン 系 のみをは C の共鳴周波数を利 用して分説， 抽 出 す る 1 D - H 0 H 

AHA法を関発し， 検討した.

おぐら・けんじ， たけごし・きよのり， ひきち・くにお
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13 Fig.1 pu1se sequence of the .JC 'Se1ectiγe 1D-HOHAHA experiment. fj is set to 
l 

be 1j4JCH・工tconsists of the fo110wirig four， steps; (A) .H pre'-saturation and 
13 NOE estab1ishmen七， and se1ective excitation on .JC carrier frequency using DANTE 

pu1se with 1H noise'decoup1ing (8) magnetization transfer from， lH to coup1ed 1H 
L. ___ • _ . _ _ . __> • ~ 13 

by HOHAHA mechanism (D) ~H FID detection with .JC on-resonance decoup1ing. The 

C 900 pu1se and receiver phase are 'cyc1ed， so that the uncoup1ed 1H signa1s 
13 

are cance1ed. 

( II )原理

図 1に 1，3C選択的 1D - H 0 H A H A のパルス・シークエンスを示す. このシ

ー クエシスは 4倒の部分からなっている. 各部分の働きを以下に記す(A) 1 H 

のノイズ照射により， 不要な lHシグナルを消 去 す る と 同 時 に N 0 E により 13C シ

グナル の 強 度 を 増大させる. それから DA N T Eパルスにより， ある共鳴周波数

の 13C磁化のみを励起する (B)逆 1N E P Tシークエンスにより， 13 C磁化

をそれに直緩結合 した 1H (こ移す (C)MLEV-17シ ー ク エ ン ス に よ り ，

lH問で ハ ー ト マン・ハーン機構による磁化移行を起こす(D ) 1 Hの F 1 D を

取り込む. このとき， 選択励起された 13C は CWでデカップルされる. 通常の

け C デカップルを必要とする実験では， 13C の広 い 周 波 数 帯 域 を カ バ ー す る だ け

の強いデカップル 出力および厳密に設定されたデカップル法 (IJALTZなど〉が不可

欠である. しかし， この実験では選択励起した 13Cだけヂカップルされればよく，

そのため弱いパワーの CWで充分なのである. (A)，(B)，(D)からなるシークヱンス

は Shaka11 らによって発表されている. (A)部として，ガウス形パルスやロング・

パルスを使用することもできる. (B)部として， 逆 DE P Tシークエンスを使用す

~こどもできる. (c)部として， RELAYま た は N0 E S Y タイプの磁化移行シ

ークエンスを使用することもできる.

〈皿〉 実験と結果

サンプルは， ガラクトース(Ga 1) とキシロース(Xy 1) それぞれ 3 0 mg ずつ

の O.5mlD20溶液である. 温度は 6 0 'cに設定した. 説~定には日本電子 J N 

M-GX270スベ ク ト ロ メ ー タ ー 〈 共 鳴 周波数は 270MHz (IH)， 6 8 M  

Hz  (13C)， 41MHz  (2D)) を使用した. 図 2 はこのサンプルの通常の

lHおよび 13Cスベクトルである. Ga Iと Xy1の 1s は IHスベクト JJ.， では重なって
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いるが， 13Cスベクトルでは約 15 H z分縦している. このサンプルの 1β1H ，こ

通翁の 1D -H 0 H A H Aを適用すると， HOHAHA 磁化移行によって生じた

シグナルは. Ga Iと Xylの ど ち ら の 1 s 1 Hか らの磁化移行シグナルなのか区別する

ことができない. このような場合には C選択的 1D -H 0 H A H A法を適用する

と 有 効なのである.

D A N T Eパルスとして， R F強度を 2 80Hz!こ弱められた 2μsのパルス

が 7 0μs毎に 4 50回繰 り 返 さ れ た . 乙の DA N T Eパルスの励起特性を図 3

に示す. 我々の NM R装置では 13Cデカップルが静磁場ロック系に影響を及ぼす

ために， 55MHzローパスフィルターを自作し， ロック回路に付加した. 図 4

に Galと Xylの 1β13C選択的 1D -H 0 H A H Aスベクトルを示す. 測定に重要し

た時間は 1点につき 2. 5時間であった. 通常 の lD-HOHAHA法では観測の

函難な Galと Xylの 1β から 4 sま で の 'Hの磁化移行のようすが図 4 からは明瞭に

みてとれる. このように， 13 C選 択 的 lD-HOHAHAi.去の適用によって， 重

なり合った 1H (のうちの 1個の 1H )のスピン系の帰属が簡便に行える.

(a) 

州」
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 

(b) 

-
l
l
w
 

l
L
 

同州
160・a E • ， E E Eb目 目 ι 目 . . ・日bE ・. . 目 71OE " E S E E60 

13 
Fig.2 .H(a) and 宇 C(b) norma1 spectrum of the mixture of ga1actose(Ga1) and 

xy1ose(Xy1) in D20 at 60oC. A110ws indicate lf5 of Ga1 ai:ld Xy1. 
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Fig.3 Calculated excitation profile 

of the DANTE pulse under experimental 

conditions: YB1/2τ=280Hz， 2ぃ5 pulses 

are repeated for 450 times with 70~s 

intervals. 

(b)xylose 

mixing time 
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問司同
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Fig.4 Spectra of the mixture of Gal and Xyl obtained using the 13C selective 

lD-HOHAHA with several mixing times. Gal ls(a) and Xyl ls(b) lH are selectively 

excited. 

( IV )さいご t~

この手法は C-H 

タと同等のデータ を 1

思われる.

〈文献〉

I)A.J.Shaka and R.Free聞an， J.門agn.Reson.，50，502(1982).

2)小糠賢治， 事i地邦男，第 27回 NMR討論会講演要旨集(1988). 

RELAYや HMQC (RELAY) 2)のスライス・デー

D で測定することができるので， 測定時間短縮に役立つと
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し22 Se1ective 2D-NMRの新手法について

東大応、微研 0降旗一夫 瀬戸治男

New alterna七lve technlques of selectlve 2D-NMR spectroscopy 

Kazuo Furlhata and Haruo Seto 一 一(工ns七ltuteof Applled Mlcroblo1ogy. Un1vers1ty of Tokyo) 

New alterna七1ve techn1ques of select1ve 2D-NMR are proposed. One 1s an 

amp11 tude rnodula t10n rnethod and the other 1s a sa七urat10n d1fference spectral 

rne七hod. Both techn1ques utl11ze select1ve 1r・rad1at1on frequency 1nstead of 

select1ve exc1t1ng pulses. 

These rnethods enable七oobserve coherence transfer of protons 1n the crowded 

reg10ns of the proton NMR spectra and to reveal proton systerns connected by srnall 

coupl-lng cons tan七s. The1r app11cat1ons to structural analys1s of cornp工1cated

na七uralproducts are presented. 

はじめに

有機化合物の構造解析の有力な手段として 2D-NMR法が非常に広く使用されている。この

2D-NMR法の問題点の 1つは、データに対し高い分解絡が要求される場合、測定時間を多く

要し、大メモリー容量が必要となることである。またプロトンの多い化合物ではスペクト

ルが複雑となり、解析が困難となる場合がある。従って構造解析の観点からは、必要とす

る情報を保持しつつスペクトルを単純化することが望ましい。

このような|問題点の解決策として、最近semi-se1ectiveパルスを使用した 2D-NMR法が報

告されてい7.>1~ この場合、励起範囲の選択性を高める為に、特殊なソフトパルスが使用さ
れており、ハード面での改良が要求される。

我々はこのソフトパルスの代りに照射磁場によ

るsaturation差スペクトル法の検討を行なってき
_2) 
九。この方法を用いて se1ective2D-NMR法の実験

を行なった結果、選択的パルス法に比較して、高

感度であり、かっ良好なデータを得る事が出来る

s・4.ecti".

OL」ム田|伽い
一-.yot凶 on-I-mh:ingー(-d.tection一一一一

図1.強度変宮司法のパルス系列 (cosytype)。

ことが判明したので報告する。

1.強度変調 2D-NMR .)刀勿づμφ/L
se1ective 2D-NMR法の一つのアプローチとして、 。 。

選択的な強度変調2D-NMR法を考案した(図 1)。こ 1 
ム 1 _h 工工， ー」」の方法では、 mixingtimeの間にスピン展開をさ b) .~ノハ~司

せ、 evo1utiontimeの聞に照射磁場をあてること

により、照射磁場を受けたシグナルとスピン結合 c)

したプロトンシグナルのみを 2D-NMRとして取り出

すことができる。

本方法では、照射磁場の振幅が重要なポイント

となる。図2は照射磁場の展開とその FT変換スぺ

ふりはたかずお、せとはるお
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図2.照射磁場の展開とフーリエ変換図。
a) continuous wave mode. 
b) cosin wave mode. 
c) comむfunctionmode 



クトルを示したものである。図2-aのように

照射磁場を同一強度で連続的にあてた場合は、 c) 

照射磁場の影響を受けたシグナルも、受けな

いシグナルも、 Fd!由の中心に δ関数として現

れ、 2つのシグナルを分離できない。この場 b) 

合、両者の差スペクトルをとることになる。

14 13 

o -1 010口c:コ==oc=ココ o.口目。

山叫J!仙
4 3 2 

照射磁場がsineあるいは cosine幽線状の，振

幅の場合、そのn変換スペクトルは、;照射を 2

受けないシグナルに対じ、対称なサイドバン

ドシグナルとなって現れる。これにより、照

射を受けたシグナルと'受けないシグナル壱分

離して測定する事が可能となる(図 2-b)。
図3.a)ポートミシンH-NMRスペクドル。

照射磁場を櫛関数状に入れた場合は、照射

を受けたシグナルのみが櫛関数状のサイドバ

ンドとなっで現れる(図トc}。この場合は t1 

紬応対しての煩射回数がポイントになる。

a) selective COSYスベクトル

図3は抗生物質ポートミシンの selective強

度変調印-NMRスペクトル (COSYタイプ)で

ある。 14位のブロ主トンとスピン結合した 13位

及び 15位a，bの3つのプロトンがサイドバンド

シグナルとして観測されている(図 3-b)。ま

たサイドバンドシグナルの crosssectionス

ペクトル(図 3-，c)から分るように、データは

phase 'sensi t i veモードでの処理が可能であ

b) seleetive COSYスベクトル(eosinmode) . 
t，Xt.=8X4096 皿ixingti鵬 =130msec.
H，，(4.8pPIII)照射 rH./21r=lOHz.
J... ..=6.2Hz，J 14. ..・戸8.8Hz.2.;2Hz

c) sideband cross sectionスペクトル.

l' I 

a込也 20 

Projeclion 

13a i.ir 
(2.28ppm) 

10 

図4.抗生物質SS49のselectiveHOHAHA-CHスペクトル。
(con tinuous wave田ode).t，xt，=8X4096 
mixing time:70msec. rH./21r=lOHz. 

り、非常に小さなスピン結合のシグナルから、結合定数を読取る事も可能である。照射磁

場の影響を受けない他のシグナルはスペクトルの中心に観測され~。このシグナルは非常

に強度が強いが δ関数タイプで観測されるため、サイドバンドシグナルに対し tailing等

の悪影響を与えない。
3) 

b) selective HOHAHA-CHスベクトル。

図4は抗生物質SS49のselectiveHOHAHA-CHスベクドルである。この化合物の構造決定に

おける問題点、の一つはC.1'1-C1Sあるいは C:i，--C26のメチレシ炭素の結合様式の証明にあっ

た。

この化合物では、たまたま分離よく観測された 13位のメチレンプロトンの}つを照射し、

12位めプロトンには磁化移動じない Hattmart-Hahn条件下でsslectiveHOHAHA-CH法の測定

を行なった。この場合は 13位と関係したシグナルのみが観測され、 11、 12、13の結合が容

易に判明した。なお、 C-4炭素に白来するシグナルが観測されているが、これはH-4のサテ

ライトピークがH-13と重なっているためである。
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2. saturation差スペクトル

selective 2D-NMR法の要点はシグナルの励起

を制限し、観測したいシグナルのみを取り出す

ことにある。例えばF，軸の部分領域測定の場合

は、 2D-NMRのパルス系列において、その第一パ

ルスを semi-selectiveパルスで置換し、観測じ

たい領域のみを選択的に励起することである。

この selectiveパルス励起法に対し、 satura

tion差スベクトル法は、】次元差スペクトル法

と同ーの原理に基づき、 saturation照射磁場を

用いて測定したいシグナルのみを飽和させ、照

射磁場のある場合とない場合の差をとることに

より、目的とするシグナルのみを取り出すこと
2) 

ができる。

a) selective HOHAHA-COSY 

2D-HOHAHAスペクトルでは、スピン結合で結

ばれたプロトンが同一軸に現れる。しかしその

スピン系の結合順序についての情報は含まれて

いない。一方COSYスペクトルにより、プロトン

ープロトンの結合順序は明らかになるが、複雑

なスペクトル領域では、解析が不可能になる場

合が多い。この二つの問題のー解決法として、

selective HOHAHA-CHスベクトルが有力な方法

となる。

W 
jj 5 43  i 1 

ωseledive HOHAHA I 1 I 

1415 百a 13b 
@e--T  
.. -e 16 

'W'-:t 

図5.抗生物質SS49のselective HOHAHA-COSYスペクトル。
t，xt.=2:56X512.mixing ti鵬 =130msec.
H，. (5. 39ppm)照射.r H./21r =lOHz. 

図 5は、抗生物質 SS49の sel~ctive HOHAHA-CHスペクトルである。 H-14を選択的に照射し、

H-14に関係したスピン系の解析を行ったものである。図5より Cけから C.，9 およひ~CHから分

岐した Ca4までの部分構造を明かにすることができた。

b) selective transfer四 COSY

ポリケタイド系抗生物質において、 -CHa-CHb(CHa)ーCHcというスピン系で、 Jabが大きく

(約 10Hz程度) Jbcが小さい(約 2Hz以下)という例が非常に多く存在する。しかも 'H-NMR

では、この系に由来するシグナルが 1-2.5ppmの領域に集中しスペクトルの解析を困難に

する。

このような化合物では、メチル基の結合したスピン系を明らかにできれば、構造決定は

容易になる。今やこのようなスピン系は、 longrange COSY法やrelayed-COSY法等により

容易に解決できるようになった。しかし、シグナルが重なったりして解析が函難であった

り、 relaytimeのミス設定によりクロスどークが観測されない場合がある。

我々はこの問題を selective2D-NMR法の応用調IJ定のーっとして、 se.lectivetransfer-

COSY法(図 6)によりメチル基からの磁化移動を選択的に取り出す事を試みた。

-85-



図6はse1ectivetransfer-cosyのパルス

系列で、 2Dre1ayed-COSYのパルス系列を

modifyしたものである。 evo1utiontimeと

re1ay timeを入替え、更に longrangeカ

ップリングに対して、 delaytimeを設定す

るのが特徴である。

図7はポートミシン .selectivetransfer-

COSYのスベクトルである。メチル領域を選

択的に照射し、メチルプロトンの磁化移動

を選択的に取り出したものである。メチル

基は通常二重線でほぼ 7Hzに分裂するので、

transfer timeを容易に最適値に設定する

ことが可能である。このtransfertimeの

間に、プロトン3個分の磁化をメチル基の

つけ根のプロトン Hbに移動させる。次に

evo1ution timeによりこの強度の強い磁化

をメチル基と HaおよびHcに振り分けること

により、このメチル基からのスピン系が明

らカ、になる。

図7から分るように、クロスピークは対

角ピークに対し対称には観測されず、スピ

ン結合のあるシグナルがF2軸にそってー列

に綴測され、しかも、メチル基のつけ根の

ブロンは対角紬上に現れるため、メチル基

に隣接するプロトンとその隣に位置するプ

ロトンシグナルを容易に区別することがで

盟 f叫i::

些~土止1伽ぷいー
____  1，.n5'"一一一ー-J・evoluUon-ードー由I.ctlon-ー一一一

図6.selecti ve transfer-COSY法のパルス系列。

2 . 
0 揖 6

3・2 2-Me 
0-一喝 魯

.. . 
5 7 6 6・Me
-一一一一一ートo ~ e 
5 3 4 ~O 
li)-ーー・一一ー一一一一-Cl，一一一』ー_o4-Me

• 7 ・8 8-Me : 
Q-一一ーーーー-0---ー一日

回

園 、畠自

ミ義Z

4令

図7.ポートミシン selectivetransfer品COSYスペクトル。
t， X t.=256X512.メチル萎領域(0.7ppm・1.6pp田)照射.
r H./21l = 330Hz. transfer ti鵬:71. 4msec. .，6.=60msec. 

きる。このスペクトルによりポートミシンの2位から 8位までの構造は一義的に決定される。

主主生
ここに明らかにしたselective2D-N眠法は2D-NMRの一つの変法であり、任意の注目した

シグナルからの関係を選択的に明かにする手法である。天然物の構造解析の過程で、僅か

ーっか二つのプロトン聞の関係の証明が障害となって金構造の決定ができない場合が多い

が、そのような際にはこのような selective2D-NMR法を適用してみるのも有効であると考

えられる。

1) R.BruschWei1ei.J.C.Madsen;C.Giiesinger.a.曹.Sorensenand.R.R.Ernst: 

J .Magn.Reson.. 73 .380 (1987) 

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)降旗一夫、瀬戸治男、第27団 側R討論会要旨築、 247(1988)札幌
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L23 RECENT AND COMING SOFTWARE ADV ANC邸

FOR PROCESSING Ml江JTI-DIMENSIONALNMR 

SPECTRA. CHALLENGES AND POTENTIAL 

SOLU宝10NS

George c. Levy， Sophia Wang， Philip Borer， Mark Roggenbuck and Roy Hoffman， NIH 
Resource， Syracuse University & Frank Delaglio and Hans Grahn， New Methods Research， 
Inc.， Syracuse， New York. 

Two and higher dimensiona1 NMR spec甘oscopiesoffer extraordinary power for molecu1ar 
elucidation and other app1ications. New methods of data processing， emph白 izingadvanced 

and intelligent algorithms， indicate that chemists should be able to easily abstract increasing 
amounts of information from these experiments. One example is in determination of three 

dimensiona1 structure of biomolecules from NOESY experiments. There remain substantial 

challenges to broad rea1ization of the method: 

Experimental Challenges -(1) 2D NMR and spectra of higher dimensionality m田 t

achieve potentia1 resolution of sufficient distance-related cross peaks and (2) other 

infom凶 on(e.g.， sequence， NMR shieldings and spin-spin couplings， where available) must 
be brought to bear. 

Data Processing Challenges -(3) computers and their associated mass storage devices 

will require great1y increased speeds to make practical FFT or a1ternative processing of large 
multi-dimensional arrays， (4) improved methods will be required for separa:泊onand 

quanti包括onof individua1 spectral peaks， (5) spectral assignment methodologies must be 
augmented by new "intelligent" automatic techniques which further achieve error detection 

and potentia1 correetion， (6) highly efficient algorithms must become available for initial 
calculations of geome句 andfor refinement to a unique and accurat付加ctureand σ) the 
software must have overaIl fault recover and should further a110w reconciliation of small 
geometrica1 differences determined from various experimenta1 methods or theoretical 

ca1culations. The foregoing describes an Expert System of unprecedented complexiザ which

will require 1991-93 computer technology (at least!) ， significant advances in NMR 

instrumentation and， of course， a very large software design effort -a1most certainly 

combining the efforts of many laboratories. The reward will be worth it. 

lG.C. Levy， J. Molecular Graphics， 4， 170-177. (1986) 
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L24 零 it'揚ー高 i1i.，易相関二次元 X ;"1 R / ~ Q R 

筑波大物工. カリフォルニア犬キ

0松井定、 B. Q. Sun*、 A. Pines * 

lero・fLeld and High-field Correlation 2D ~MR/~CR 

sー」斗tl主且L B. Q. Sun.傘 and A. Pines事

Institute of Applied Physics. じnlversity of Tsukuba and 本Department 01 Chemistry 

and Lawrence fierleley Laboratory. 仁niversity of California. Berkeley 

T恥0・dimensional (2D) ~orrelation bet恥een zero-field (Zf) and high-field (Hf) S~R 

I~QR spectra leads to a new type of separation of Hf po~der patterns. Such 2D 

experiments are analyzed theoretically and siaulated nuaerically. lhe analysis 

sho‘s that the correlation spectra can provide inforaation about relative 

orientation bet匂een the Zf and HF Hamiltonians. The simulatlon ~as performed 00 

ZF ~QR and HF ~QR correlalion for a spin 1=1 .and on Zf K~R dlpolar and HF S~R 

cheQical shift correlation for ho園 onuclear two spios 1=1/2. 

くはじめに〉

Pines らにより開発された time-do 皿 ain 零磁場 ~MR. r; QRi去[ 1. 2] によれ湾、 信号の符

間推進中，-筒 E立場が存在しなしため共鳴周波数が結晶の配向!:依存せず、粉末訟料におい

ても異方性によるスベヲトルの広がりのない高分解能スベヲトルを得ることができる。 -』
の た め零磁場法:立、粉末あるいは無定形間体の新しい矯造島幸祈手段として i主E されている.

本方法では図 1a ::示すように、 i;t科を耳~ ii!:: t;島ー高 E立場開で shuttleさせることによ η、

図 1b !こ示す織な磁場を逗験させ、高iZ:I高ての信号を t 1の関数として測定することによ η

間銀的:=零 it喝の FID信号を積測する.この際、高 litti弓ての i言号:立高感度化のため通常

pulsed spin-locklng下で測定されてきた。このため高廷潟でのスベヲト IL情幸吉:ま従来:まと

んど無視されてきだ.しかし今回我守:立、高磁場においてもfID信号、あるいは種々のI'fバ

ルス系列下で f1[l信号を t包の関数として観測し{図 1b )、このfID信号と零f!t.1，易 r1 0 j需号

とを 2次元的;=稲!苅させることにより新ーしいタイプの 2~J:元相関スベクトルが得られるこ

とを 見い出したので報告する.

このような相関をとることによ η 、 ~at 織の高分解能スベヴト J~. に基づいて、通常の高

磁場粉末ハターンを更に分解することが可能となる . こ れ は 、 高 litt易 に お い て は 共 鴫 周 波

数 が 結晶の配向;=依存するのに対して、零 IE， t号では縫品の配向により影逗されるのは信号

の 強度であるということに起因している.

く理論解析〉

一般に E雪量草場を非同然的:こスイヴチングする ことにより零磁場時間推進が際始、終了さ

れるような零政均一高磁織 2次元(t 1. t It )実験において(図 1 b )、静 E立場，_対する

配向.fl..を持つ微結晶に対す;sスピン密度行列 lま実験室系において

まつい しげる、 :まう きん さん、 あれっ〈す ばいんず
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(a. ) (b) 

S(tlo1z) 

図 1零磁場 -..m渇相関法の犠式図， (a)粉末試科の高磁 f署(BO):t'i草場 (Bl.B2)間での

shuttling， (b)shuttlingと B1. B 2の 適切な Hitchingによ り誌 料の 経験 する 磁場 E 従来:ま

無視されていた高s.荷量の Zヘ.引 E 情報 (tl) を~ 磁場A.'¥'ヲトr.(t 1 )と二次元的::頼関させる z

pf{t1・t1)= exph K~Iん) Urt exf(-t d{ ~F t，) IIL 
X 宅千[LH;Ft11Ur;exp 【 i i{ ~ft21 J

 
i
 

'g
‘
 

の よ うに書〈ことができる.ここで、 Utf!ま高 ~j場時間推進を始めるたのの r fパルスの

印加を示している・ す な わ ち U rf. elI.p (-lωHft2 IzLJ 是正pnf 1>> J expCi. WHft2!Zι). 
また、日与および托与:ま名々実験室系における零足場および高磁湯ハミルトニア L を示し

ており、それらの主戦系 にお ける ハミ ルト ニア ン KLおよび MLと次のように関係づけら

れる (-!'i = 1 ) • 

父長=R;'尺LR1 

沢ふー (RfRJHLRzR1)zz-ωHFI'L 

(2.) 

(3) 

{ } u:ま 変 領 さ れ たテンゾル絹互作用ハミルトニ ア ン の zz成分を取ることを示している.

R，(ザ.6>お よび R2(叫.nはハミルトニアシを

実験室主 2LMZF主車時五 +払F主制

のように変検する [3]. (1) 式を用いて、実験室系すなわち位栂敏感検波前の 2次元
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信号 S守t，・t2)tま

s?t1・t2)= Tr {IxL P;)t，.t2)} (千)

で与えられる.ただし IltL-exp({w川 t2.Iz • ..1 Ix exp H.ωI1Ft2IuJ. (4) 式を結晶の配 l旬

.n. ..(ヲ.9)について平均化することにより紛末の信 号が得られる.このような解析から、零

磁場、 高 磁 場 の 相 互作用ハミルトニアン間の栂対的な配向を定義している R2(OC.p. r)はす

べての微結品におい て同ーであり、相関スペクト ル に は そ の 情 報 が 含 ま れ て い る こ と が 解

る.

スピン 1= 1 !士対する$rÏ場 ~OR- ;iIi fせ場 ~OR の t場合

最も単純な例としてスピン 1= 1 に対する零磁湯一高 s 湯 2 次元 NQR~ 験を取り上げる.

この場合の零誌編コヒーレンスは( 1 )式より t& = 0 として、実験室系において 8種績の

項に展開できる[2 ] .しかし、非断熱的 lこ鯵 it織をスイヴチングする実験においては後

半のスイヴチング直前に静磁場方向に残っている償 号成 分だ けを 観測 する ので Ilt.!:比例

する項だけを考慮すれば十分である.この実験においては零s世田と高松渇の相互作用 lま同

ーであるので R2C Iであ る. そう する と( 1 )式は

pf(thtz}冨 eltr[士i吋{(3ωSle-f) + lt sin
2
aωS2Y'}t21{ω均 ω(2叫 t，)

+ Sil¥l9 CTSl少ωs(羽山t，)+ sin2.B Sil¥2ザωs(2胃J)_t，)} ItLh ()) 

となる.ここで A:o e1BQ/4-h.であり、¥:ま非対称パラメー夕、客磁場共鳴周波数 lま各々

υ'0" 2tA. 1.ι ・ O-~) A .凶・ (3+ >t)A で あ る . 通 常 の 高 磁 場 共 鳴 周 波 数 の 結 晶 配

向依存性すなわち粉末パターンは零磁湯共鳴によって 3つの成分に分段され、更に各成分

ν。、 V+、ν.に対 応して cos28 ， Sin2.BωS2ヂ. sil'l2.8 Siがず のファクターがか

かっている.これにより 3成分の粉末パターンは各成分に特有，-変形されることがわかる.

〈シミュレーション結果と議論〉

( 5 )式を用いて 2次元!iQRス ベク トル の数 値シミュレーシヨンを行った o t喜果をri1I2 !: 

示す・非対称バラメーヲ Yを Oから 1まで変化 させた.料編共鳴周波数に応じて日織

粉末スベクトルが分譲され、その分後の様子 iま非対称パラメーヲ，-依存しているのがわか

る.このような新しい分段 l主、物理的に興味深い{まかりでな〈、~ Itt l馬 ~CR において結晶内

lこ化学的に非等価な siteが綾数存在する場合の共 鳴 線 の 帰 属 に も 有 用 で あ る . シ ミ ュ レ ー

シヨン:ま;1 1直的，-行勺たが~ = 0の渇合{図 2a )には解析的な表現が存在している.す

なわち、 Pakedoubletの一方の成分について

r"¥ω) = fcω)/3JjA 

L内fω):. {仔/fcωーfω}淘}/3A
ここで fcω}叩苛E可訴あふ

(6) 

(7) 

この 11!!:こも 1= 1 /2の同種 2スピン系におげる零磁場双包子スペクトルー高磁鳩化学

シフトスベクトルの縁 台 に つ い て も シ ミ ュ レ ー ションを行った.これは互いに isolateされ
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実島書箱裂が{専られればシミュレーションと比むするた 結晶水のブロト:>~~R の場合である.

ことによ 1)、双伝子ベクトル.-対する化学;，.フ ト テ ン ソ ル の 主 軸 均 向 が 粉 末 試 科 で も 簡 単

かっ精度典〈得られる.

議 i買で発表す る 予 定 で あ る .実験 lまBerkelnで進行中であり、

(b) "・0.2

ト帽、勉制

同vos-f¥-
吋"-O'Jへ-

(1)"・10J入¥ー}r sJへー

図 2 7.ピン 1= 1(:対するはlV-片ン零 E立甥-iCj it. t易相関 KC R 1，へ.件目.従来の百~ it. t;易粉末1.-~\・守川

が非対称、 n・ラメー守:こ依存して分解されている， (a) の 1へ.'J ~ :~ !:対してな解析的な表現が存

在している(本文参照)， 
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L25 ;(犬売主主不自修司二二老欠7G NM:Eヨt. 5.テラ也宇去

( 京 大 理 、 京 大 農事、日本電子政*) 0内藤 晶、中谷 博$、

今成 司 柏 、 赤 坂 一 之

StAte-Cnrrelat~d Two-dimensional RKR Spectroscopy 

A kira Hait2..-H.iroshi H.akat'ani. *Mamoru ll1anari. and Kazuyuki Akas.aka 

(Kyoto University.*JEOL Ltd.) 

A new type of two-dimensional HKR experiment. state-correlated two dillen-

sional NMR spectroscopy. is proposed. ln this experiment. correlation of NKR 

resonances between two chemically and/or physically different states is 

ロbtained. To perforll this experiment. a micro wave hea1ing was used to jUIlP Up 

te田perature in a shoit till8. As an example. state-co~relatel 'H 2D NKR spectru圃

白fwater was exa田ined between two states at .different temperatures. The results 

indicate th~t the correla~ion of t羽odifferent chemical shifts corresponding to 

the different temperatures was suc~essfully obtained. 

(序論) 二次元 NM R分光法によって単に分解能が向上しただげでなく、 従来の一次元

N M R法では得られなかった、 スピン状態問の相関や動的過程のマッピング等、 の新しい

情報が得られるよう ιになっ 2 た.今回、 これまでにない新しい二次元 NMR測定法として、

状態相関二次元 NM R分光法を提日目，ずる. これは分子の二つの広い意J 味での化学的あるい

は物理的状態の異なる状態聞で、 N M Rスペクトルの相関を実験的に表す方法である.実

際には、 いかに短時間で状態を変換させ得るかという問題がある。 なぜならば、 磁化記憶

が 消 失する前に状態変 化 を 完 了 さ せ る 必 要 が あ る か，らである.今回は温度により状態変化

を起こし、 状態変化前後の温度での状態間の相関を観測することを試みた. この温度変化

には昨年の討論会で報告した温度ジャンプ NMR装置を用いて実験を行ったo 1. 2この装置

ではパルスプログラマーからのパルスによって電磁弁を駆動させ、 F低温から高温の空気を

短時間で切り替え温度ジャンプを行うものであったー 今回、 これをさらに改良して、 マグ

ネトロンにより発生したマイクロ波を併用することにより、 非常に短時間で v温度ジャンプ

を実現することに成功した。 この装置を用いて、 水の異なるこつの温度の間の状態格闘を

二次元 NMRにより測 定 す る こ と を 試 み た の で 報告する.

{実験) NMR温度ジャンプ装置のブロック図を図 1に示す. こ の 装 置 で は 恒 温 槽 に よ

り設定した Tl. T2. T3の三穫の気涜パルスを切り替えて試料の温度を T1から T3 

にジャンプさせる。 -T2気流パルスは最終設定温度 T 3 よりかなり高い温度に設定した。

この T 2気流パルスの挿入は温度ジャンプに要する時間を短縮するのに有効である。 さら

に温度ジャンプ時間を短縮するため‘ T 2の 間 に短時間のマイクロ波パルスを同時に照射

した.図 2に今回使用したパルス系列を示す. このパルス系列は基本的には 2D-NOE
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パルス系列である.最初の 90・パルスで横磁化を準備し、 t I時間展開した後、 2番目の

9 0・パルスによって磁化を Z方向に向ける. その後 T. • 時間、 間簡をあげ 3番目の 90・

パルスを照射して t2時間検出する. この T • 時間に温度ジャンプを起こさせるが、 T <縦

緩和時間、 の条件を満たさない場合は豊島度が大幅に減少する. そこで、 T • 時間の問に 3 つ

の気流パルスとマイクロ波を組み合わせて、 温度ジャンプの短絡を計った. N M R測定に

は日本電子製 GX- 400分光援を使用し、 東京 電子技研製 2. 4 5 G H z、 最大底力1.

3kWのマグネトロンによりマイクロ波を発生した.マイクロ波照射用コイルは鍋箔で作

製し、 ラジオ波コイルの外側に位置する温度可変 周ガラス管の上に装着した.

Magnetron 

dryer 

図 1 状態相関 2D-NMR装置のプロック図
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図 2 状態相関二次元 NMRのパルス系列
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υ。
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。 50 100(sec) 

図 3 水の温度ジャンプにお げる温度変化
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マイクロ波による水の温度上昇の効率を見積るため、

試料管をプロープに設定して、 温度上昇の幽線を記録した(図 3) • この結果、 O. 

のプレヒーチング、 O. 5秒のマイクロ波照射、 1. 0秒のポウストヒーティングによっ

て 1秒以内に 6・から 3 0・の温度ジャンプを達成することができた.実際、 水の温度は

マイクロ波の出力に比例して上昇するごとが判明したが、 ガラス管の温度はマイクロ波に

よってはあまり上昇しない.従って、 T 2気涜パ ルスの捕入はガラス管の温度を上昇し、

水からガラス管への熱の移動を防ぐためにも重要である。 このように短時間で温度ジャン

プが達成できたので、 図 2の パ ル ス 系 列 を 用 い て水における状態相関 2次元 NMRの観測

及び解 析 を 試 み た . 水の化学シフト億は温度によって大き〈変化するごとが知られている.

例えば、 低温から高温へ温度ジャンプすることによって水の信号は高磁場へシフトする。

I!Pち、 温 度 に よ っ て水の状態が変化するわけである.水の温度を 3 0・ Cから 50・ Cへ

変化させることによって化学シフト値は O. 1 8 p p m高 磁 場 側 ヘ シ ヌ ト し た . そこで、

t 1時間では 3 0・ C、 七 2時間では 5 0・ Cの 温度になるようマイクロ波出力等の設定を

調整し 2Dデ ー タ を収集した. このデータの 2次元 フ ー リ エ 変 換 に よ っ て 得 ら れ た ス ペ ク

トルの等高線プロッ トを図 4に示す。，水のピーク lま対角線上に現れず、

水のピークの結ばれる位置に現れているのが分かる。 さらに F 1輔の水の線幅に比べて F

熱 電 対 を 掃 入 し た

5秒

低 湿 の 水 と 高 温 の

(結果と考察)

2軸の水の線幅はか なり広いことが観測された. このことは温度ジャンプ後の水の温度に

多少の分布があることを意味している. これらの結果は、 今回提唱した水の状態相関 NM

Rスベクトルが観測されたことを意味している.

Lーよ旦2
4.5 4.6 4.7 

F2 

明

H-hp.0ω 

万
吉
4
H

h
F

・
吋
印

Cご〉

C における状態相関二次元 NMRスペクトルC と 5 0・水の 3 0・

(文献)

(1)赤坂一之、

図 4

第 2 7図 N M R討論会要旨集 255頁

ln press. 

博、

(2) K. Akasaka. A. Naito. H. Nakatani. and M. Imanari. Rev. Sci. Ins.. 
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(北大工‘ ・北大湿) 0 前 }I(笑己、 下川鎖三、 山田英二. ・前川 尚、

・中村義男. ・機 }I(敏縫

A n e w h i g h t e mp e r a t u r e 0450 "c】 probe for NMR instrumenl 

and its appl1cations to silicate lIIelts 

• HIdek I Maekaw i • Shlgezo Shllllokawa • Eij i Yalllada 

'Takashl Maeka.a .・YoshioNakalllura .・ToshloYokoka.a 

(Fac. 0 f Enl. and・Fac. 0 f Sc 1. Hokka Ido Un lv. ) 

A hlSh temperature NMR probe was developed and applled to the measurement of 

a・SInucleus In sl11cate 11181ts. Stabillzed dc current 官assuppl1ed to the 

heatlns elelllent of Pt-wire during the lIIeasurement. MaxllllulII temperature of the 

f u r n a c e • a s 1450 "C. Th e 11 n e w 1 d t h 0 f s 111 c a t e b e c a 111 e n a r r 0 w e r w 1 t b 1 n c r e a s 1 n g 

tempareture due to the exchange react10ns among Qn spec1es. 

[序] 11 ~、政省量などの磁泌物敵体の物理化学 l主、 マグマ溜りの佐賀、 材料としての

ガラス、 セラミクスの溶敵過程の佐賀等、 液体ー国体関の種々の相転移を含む構造変化.

動的佐賀の解明に役立てられる. 今日までとれらの系に対する熱力学的な測定 l主、 数多く

なされてきた. それら融体中では、 イオン伎と共有結合伎の混在した結合が生じ、 且つ、

特徴的な網目構造をとることから‘ 簡単な構造モ デルではうまく説明できなかった. また、

ミタロの原子スケー J¥Iでの構造と動的性質の理解は主主だ不十分である. 高温におりる実験

技術の図鍵さ、 理論的取扱いの重量しさ等がその障害となっていた. この種の敵体は、 急冷

すると容易にガラス化するので、 これを高生体の凍結されたものと仮定する場合もあった.

この仮定は廷しくない. それゆえ、 敵体を恵袋観測することが是非とも望まれる.

分先学的な立渇からみると赤外やラマンによる測定が行われているが、 そ の 時 間 ス ケ ー

ルは格子綴動の程度で、 拡散や粘性などに関係した時間スケ-J¥Iのイオンの動きは観測で

きない. また X線開折訟でも. 長麗麓秩序を持たない融体では得られる情報に限界がある.

NMR訟は緩和や線形の解析から国体や液体の動的性質、 構造を滋論できる最も優れた分光

訟と言える. さらに現在では NMR装置の寓磁場化により感度が格段に向上した. また、 国

体に迄広げられた荷分解能の手法により、 その解析は随分と容易になった. げい Eま塩ガラ

スについても、 国体の MAS-NMRにより、 いくつかの構造単位が同定されている.

本研究の目的は高温におげる NMR測定の技術的問題を克原するとともに. げい酸温敵

体の面体から溶融状怨(温度にして室温から 1100・'C)に至るスペクトルを観測し、 そのガ

ラス状態での構造単位が温度と共にどのように変化するか、 又、 融体(液体}ではどの様

な寿命でその構造単位が存在するかを明らかにすることである.

まえかわひでき、 しもかわしげぞう、 ゃまだえいじ、 まえかわたかし

なかむらよしお、 ょこかわとしを
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E裟鑑] 1000-C以上を目指した百草分解縫製の NMR装置は、 現在迄に 2グループ、

Pines. Stebb insら (1)の試料を上下する方法(198旬、 Coutures.Massiotら(2 )の強いレーザ

一兆で試料を溶解させる方法 (1988)が報告されている. 我々は、 彼らとは異なり、 車銭ヒ

Flg 1 

ーターを磁石の中に置く方訟を取った (3I (". NMR装置 l土、

Bruker MSL200 (WB) を用いた. 自作の高温プロープの概

略を Fls1に示す. O. 4mmの白金抵抗線を用いてヒーターを

作製した. ヒ-~ーは Z 本互いに反対方向に篭流を流す様

に消滋型で巻き、 これを共銀コイルより離すととで、 電気

的ノイズの発生を握力抑えた. f.t熱材 11Siを含まないアル

ミナを思い、 ヒーターとコイルの前後をセメントで固めて

チタン合金の怨で炉を固定した. 加魚には直滋安定化君主源

を用い、 笑験中は常時電流を供給したが電流による縫音の

彫響 11無視できる程度であった. 高温域(900-C以上)で

は、 共銀コイルの抵抗の t智大により Q の低下が著しい.

炉の温度が 1450-Cの時. ヒーター電流の鑑は 20Aでおよ

そ 800Wである. 官芭気炉の外筒 11銅と砲金より成り、 室温

の循環水により冷却されている. 実験中炉芯の様子 lま磁石

上官Eにおかれた反射銭等で監視する事ができる. 検出部分

は高分解能型を用い、 共掻回路のコンデンサ}は冷却板に

より断熱されている. 試料容認は六方晶室化ほう索製で、

.化を防ぐために窒素ガスを流している. このプロープは

室温シムを取り外して磁石の中に挿入する. 大きなヒータ

ー電流による磁場のドリフトは、 認められなかった. 滋融

1 rf coll 

2 Pt-heoter(O.畑m・dl田}

3 AI203 t由e
4 h-BN s冊 le'hol血r

5 Cu-bross water J acket 
6 TI-alloy stOlld 

温度でのけい敵塩敵体の線績は、

100他、 室温での標準橋被の線鰭 l主、

40 Hz であった. 化学 νフトの標準

としては、 げい酸ヱチ Jレを用いている.

[けい磁器量の構造 1けい酸温の基本

構造単位は. 政務が 4配位した Si図面

体である. 融体及ぴガラスは、 その四

面体 が頂点で III索を共有して無秩序な網目構造をとる. アルカリイオンは、 その網目を切

断し、 架橋していない訟索を生成する. 2ISl NMR で l土、 ガラス. 溶 液 中 の 架 橋 畿 索 の 数

の遣う SIサイトが分別定量される. それらは、 n を架橋滋索の数としで、 On (0. - Oe)の

記号で袋す. アルカリけい磁塩について、 On種を疑似的な化学種と見立て、

2.011 ;:主 Qn-1 + Qn+1 U) 

の平衡から構造を総ずる試みがなされている. 例えば、 けいIIllJiガラスについて. アル

カリの種類を K • Na • LI と変えていくと. (1)式の平衡は煩に右にずれる.

温度上昇にともない、 その平衡はどう変わるのカk また融体では On種の 寿命 はど の程

度の長さなのか、 これが興味の中心となる.
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[測定結果] 39.76MHzにて2tSIの測定を行

った. 対象 i主、 ナトリウムりい敵湿の銀成を変

えた 6種恕で. いずれもガラス状怒から出発した.

スペクトルのー例として、 NuO・3S102 につい

ての結果を示す <Fls2). スペクトルは. tloと(1.

サイトからの 2つのピークからなっている(破

線). 室温{ガラス状態)から 550'C (ガラス

転移温度付近)でそれぞれのピークで線幅の減

少が起こり始める. 670'C (過冷却液体)に

なると‘ Qa. Q.関の交換反応により、 事 実 上 一

本のピークとなり. 1150'C (敵体)では、 非常

に棋のせま'い Loten tz裂のピークとなる. 同じ組

成のガラスで観測される h及びh ピークのケミ

カルシフト釜 480Hz から、 670'Cでの交換反応

の根関時間 lま 470μs、ーその活性化エネルギー

は、 約 200kJと晃後られた. これは、 粘性流動の

活性化エネルギ-(51に近い.

ter即eroturedependence of 

on lnverse of lIne川dth

1000 
('Cl 

800 600 

同 10・2
』

.25% "<!20 

033% "~O 

z“
司

-2ωz-
』

o 

s 
』

2 10・3

7 8 9 10 11 12 
llTlK】

Flg 3 

99-

Na20・3Si02

Flg 2 

温度上昇により. 線縞は 800'C付近まで

直線的に減少し、 それ以上の温度で一定値

を示している (FI &3)， また、 その変化のし

かたは組成によらず、 同様の傾向を示して

いる. (ln種間には. 2Q， ;e (l2+Q‘・
2(12 ;e (1， +(1，など、 何種類かの交換反

応が考えられるが、 この結果は、 それらの

交換反応の相関時聞が経成に依存しないこ

とを示唆する. しかし、 さらにくわしい議

論のためには、 T， . T2 の測定が必要と

なる. これからの線経である.

溶敵温度 (1050'C)での、 磁体の化学シ

フトを、 室温で MAS-NMR法で符られたガ



ラス の ピ ー ク の 加 霊平均の化学シフトと比鮫

して Flg4 に示した. Na20 10 mo l~の組成で

l土、 1050'Cは悶液共存の領域であり、 液稲 線

上の 組成の敵体が観測された. ガラスの平均

値は、 組成に対し直線的な変化を示している.

一方、 E生体 i主、 ガラ スと 兆較 して より プラ ス

側で、 また Na20量得加に伴い、 組成依存性

が小さくなる傾向を示した. との事 l士、 ガラ

スと敵体の関に‘ なんらかの構造の遠いがあ

る事 を示していると考えられる. x線図折

の結果などから、 ガラスに比べ磁体では、

SI-O第一配位路線が短くなると同時 L

SI・0・SI:角度が大きくなる事が知られている.

また、 一般に化学シフトは SI-0恩院が増すほ

ど 低磁渇側{プラス側) になることが多く

の結 晶で認められている.今回の結果を結合

.ia磁の遣いだけで説明しようとすると、 融体

の方が Si-O距離が長くなることになり、 X線

回折の結果と合わない. ガラスと融体では

Qn種の分布も異なっており、 それらの効果も取り入れた解析が必要であると考えられる.

[今後の課題]

本装置の改良すべき点として、 ①試科書官分の温度勾配の解消{中心で 1・C、 lc mの処で

15'C )、 ②緩和測定のための高出カ型プロープの製作(コンデンサーの入手)、 ③試料

ホルダーからの不純物(B2 03) の混入の防止、 の 3点があげられる.

マグネシウムげい酸塩敵体等の測定のためにはさらに高い温度 (>1800'C)が必要であり、

滋化雰図気を嫌うモリブデンなどをヒーターに用いた裟置を計画している.

また、 粘性などの物性をより直銭的に反映する、 酸素イオンの動的な佐賀を調べること

が必要になる. I T 01'ま感度が低〈、 その測定のためには、 室化物等を酎熱材とした、 さらに

信号/雑音比の高い装置を作製しなげればならない.
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L27 HIGH-F工ELDSOL工DSPROBE DESIGN CONS工DERAT工ONS

( Doty Scientific，工nc.) F. David Doty， Shin-工1Cho， 

Michael N. Clingan， J. B. Spitzemesser 

Linear， nonlinear， and spurious noise sources are analyzed from the 

perspective of high-power double-tuned solid NMR probes.1 Overcoupling is 

shown to be an effective method of achieving more than an order-of-magnitude 

reduction in ring-down with relatively little effect on S/N.2 Progress and 

hardware limitations in various applications of high-speed sample rotaion are 

3 discussed， including Dynamic Angle Spinning (DAS) ，~ low temperature (8 K) MAS， 

and high temperature (600oC) MAS.4 

1. F. D. Doty， T. J. Connick， X. Z. Ni， M. N. Clingan， ~笠呈s!lム主主呈金旦.!.. 77， 536 
(1988) • 

2. R. K. Harris， P. Jackson， P. J. Wilkes，ヲ正ι笠呈s!l.:..旦主主.Q.!h1ユ， 178 (1987). 

3. C. J. Lee， A. Samoson， B. Q. Sun， T. Terao， and A. Pines， Proc. 盟主主ム主主主立ム

豆ci.， (1989). 

4. J. F. Stebbins， E. H. Williams， private communication， Dept. of Geology， 

Stanford University and Varian Associates， Palo Alto， CA， 1989. Presented 

at ENC， Asilomar， CA， 1989. 

F. David Doty 

Doty Scientific， Inc.，600 Clemson road， Columbia， S. C. 29223 
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P 1 国体高分解能 ISNNMRによるグリシン残基を含むオリゴペプ

チドの水素結合の研究

{東ヱ大工) 0黒木重樹・安藤償治・安. 勲

{郡大工短) 荘司 願・尾崎拓男

Hydr自gen-Bonding Effect on 15M NMR Chemical Shift of the Glycine Residue 

in Oligopeptides as Studied b:r High-Resolution Solid-State 15M NMR/Spect 

-roscopy 

s hireki Kurok i. Shinji Ando， Isao Ando， {Department of Polymer Chelistr:r， 

Tokyo lnstitute of Technology，Ookayama，Meguro・ ku，Tokyo152)，Akira Shoji， 

laltuo Ozaki， (College of Technology，Gunma University，Kiryushi， Gunma376) 

The experimental 15M chemical shifts of glycine residue in X-Gly-Gly 

are plotted against the N-H bond length{RN-H) associated 曹 ith the 

hydrogen bond. 

upfieldshift. 

It is shown that the decrease of RN-H leads to a linear 

Further， the 15M chemical shift cal祖clation was carried 

out using a model compound by the FPT-INDO method， in order to understand 

further cl1larly the nature of hydrogen bond. 

explain reasonably the experimental ones. 

1. 緒言

The calculated results 

近年、 国体状態でのペプチドの構造研究に図体高分解能 1SCNMRが用いられ

るようになってきた". この手法により、 グリシン残基をもっオリゴペプチドに

おいて、 そのカルポニル炭素のけ C 化学シフトが水素結合と明確な相関をもつこ

となどが切らかにさ れている 2¥

本報告では水素総 合 に 直 接 関 与 す る も う 一 つの原子、 アミド窒素の 15 N 化学シ

フトに注目し、 それが水素結合に対してどのような情報を含んでいるかを議論す

るo '5 N 核は天然存在比 O.36%であり、 1 S C核 に 対 す る 相 対 感 度 は O.0 2 1 4とかな

り低感度である. しかし、 現在ではこのような低感度の核種も交差分極法などの

新手法の開発や、 NMR検 出 感 度 と 分 解 能 の向上により天然存在比でも測定が可

能になった. すでに 荘 司 ら に よ り 、 アラニン、 ロ イ シ ン 等 の ホ モ ポ リ ベ プ チ ド で

α 『ヘリックスが β シート構造よりも 15Nシグナルが高磁場側に出ることが示さ

れ、 15 N 化学シフトにコンホメーション依存性があることが切らかに示されてい

る 33. また、 この研究においてアミド窒素の 15N 化学シフトの挙動に水素結合が

重要な役割を演じていることを示唆している。 本報告では水素結合とベプチドの

15 N 化学シフトの関係を明らかにし、 また 15N 化学シフトが水素結合についてど

のような情報を与えるかを報告する。亀

2. 実験

1 )試料

くろき しげき， あんどう しんじ， あんどう いさお，

しようじあきら， おざき たくお，

~l03 



試料として、 グ リシルグリシンシーケンスをもっオリゴペプチドを調製した。

ペプ チドにおいて窒素の化学シフトを議論するとき、 注目しているアミノ政残基

15 N 化学シフトは、 N 端についている前のアミノ駿残基の影響を受げて変化

今回試料と して用いたものはすでに X 線回折等で構造が明らかになってい

試料 lま S1 G M A社より購入し、 既 に 報 告 さ れ て い る 方 法

の

する。

る。 それを Ta b 11! Iに示す。

で再結晶をおこなった。

Table.l Geometrical parameters of X-Gly-Gly peptides 

)山川 Angle/叩 ee Hydrogen bond length and angle 
N. .0 H. .0 N-H トE・・0

sa聞ple ¢ ψ length (入llength(λllength (Al angle (degre 

ly'GlyOH 157. 1 10.7 2. 94 1. 97 1. 02 158 
ly'Gly， H20・HCl -80目。 3.3 • 3. 30 2.30 0.79 162 
ly'GlyOH' HN03 165. 6 176.9 3. 12 2.38 0.76 165 
alGly'GlyOH -146.6 -4.3 3. 05 2. 19 0.93 152 
roGly'GlyOH -110. 5 I75.1 2. 89 2.07 。‘ 69 165 
laGI γGlyOH 170目9 175竃 2 3. 00 2. 19 0.84 160 
arGI l' GI yOH -85. 4 -177.5 3. 06 2.23 O. 85 167 
rrGI Y' GI yOH -103. 9 -152.6 2且 93 1.94 仏86 163 
ocGlyGly'GlyOBzl -77. 8 -178且 4 2. 92 2. 10 。目 92 157 

n
u
n
u
n
ι
u
u
'
p
i
・‘
A
n
b
中

l
n
D

These values are *glycine resioue' s. 
#is that，glycir.e residue participates in H・・Cltype hydrogen bond. 

国体 "NNMR測定

国体高分解能 "NNM

2 ) 

ミ
b
o
p
 

b
o
N
a
 

ty Ala
1
Gly 

R ス ベクトルは、

-M A S アクセサリ ー を 付

属し た 日 本 電 子 製 G S X 

c p 

- 2 7 0 N M R 分光器

(27.25 Y.l!zlを用い、 室温

で狽11定を行った。 積算回

数は 2011-600回である。

化学 シフトの基準と し て

は外 部 基 準 と し て固体

Fig.l 27.25淘z1511 CP-l!AS NMR spectrum of L-alanylglycylglycine 
in the crystalline state 

1 S N グリシンを用い、

の化学シフトを 11.59ppII 

として、 15 N H，4 N 0 3水

溶 液基準に換算した。

そ

-104-
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Fig.2 Plots of the observed t5N chemical shift 
in the crystalline state against the N-H 
bond lengtn 
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代表的なオリゴペプチドの t5NCP/MA

F i g， Iに示した。 天然

存在比でも大変 S / N 比のよいスベクトルが

S N M R スベクトルを

z 
s 

得られている.

に示した.

Fi g， 2において t G 1 y ・2G 1 y シ ー ケ ン ス

の第二番目のグリシン残基の t5 N 化学シフト

を X 線回折で決定されている N - H 総合距躍を

に対してプロットし た。 N - H 結合距障の地

加にともない、 化学シフトが直線的に低磁場

シフトしている。 x線回折から得られたデー

水素結合 露 厳 (N ..・ 0 箆厳)が増加

すると、 N - H 結合路線は減少している引。

つまり、 N-HlIa厳の増加は N…0 距般の減

少を意味している. しかし、 N …0 距般に対

し化学 シ フ ト を プロットしても明確な関係は

得られない。 このことから、 水素結合の角度

(ζ N  - H ・・・ o) の効果も稲当に大きいので

ないか と い う こ と が予想できる。 これら二つ

の効果が重なりあって N - H 距艇に反映して

ピークの帰属はスベクトル中

タでは、

いることが考えられる。

水素結合箆酸(N ・・・ 0

叶

orw
一

。
J
W

F
D
 

司
JO

D
 

よ
叫

円1
コ
巾-、
ぱ3

-487.70可

且B

C 

1.0200 

と N-H lI!i般の関距磁)

係を、

アミドの 2 分子モデルを

N -メチルアセト

.<{ 

i二

~ 1.0100 
申

エ
z 

用いて、 ab-initio MO計

算(S T 0・3G法)で計算し

た。 その結果を Pi g， 3に示

N '" す。 それによると、

O 隠般が ιg7入までは N

-HlI!i厳は増加している

-487.71 10000 

N ... 0 距書症がそれ以が、

上になると N - H 距離は

減少していく. また、

ネルギーの極小は N ・・・ 0 26 2.8 3.0 3.2 
N...Q length (A ) 

Fig，3 Plots of the calculated N-H bond length and totaJ energy 
against the hydrogen bond length (N・・0)

3.4 
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エ

N - H 距

のと

語障が 2，97 A、

磁が範大(1.02A)



今回用い た 試 料 の N ・・・ 0 距磁はころにある。

-320 

0.8 0.9 1.0 

N -H length(A) 
fig.4Plots of the talCIliated25H shieldiEE COIlstaIlt 

agai nst N-H bond 1 ength 

ー295

5400 

δ 
.~ -'")噌
豆山

高
5-315 

-325 

2，B5A-3，30λ であるので、 理論計算にお

い ても X 線 の 結 果と同様に水素結合距離の増

加に伴い、

が得られた.

N - H距殿が減少するという結果

F P T - 1 N D 0法により、 N -アセチル

ーメ チル ーグリシンアミドをモデルと

して、 N -H総合 li磁を変化させて、 窒素の

化学シフトを計算した. 計算結果は遮蔽定数

なので、 絶対値の大きい方が低磁渇である.

その結果をFig， 4に示す。 N - H 距磁の増加 に

- N 

1.1 

{半い、 低磁場側に 大きくシフトしていること

がわ かる. とれは前述の実験結果と一致し、

15 N 化学シフトの 挙動は N - H 距離に支配さ

れていることがわかった.

以上述べたように、 アミド窒素の 15N化学

シフト を解析する ことにより水素結合に関す

る情報が得られることがわかった.
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P 2 13C-NMRによるオレフイン共重合体の微細梅造解析

{徳山嘗達、良工大エ・) ・青木 明良、称 哲男、朝倉 哲郎・

13C NMR Spectral Analysis of Olefin Copolymer 

Akira Aok!_， Tetsuo Hayashi， and Tetsuo Asakura* ( Polymer Develop哩nent
Laboratory， Tokuyama Soda Co. Ltd.， *Faculty of Technology， Tokyo 
University of Agriculture and Technology ) 

Complicated split peaks arising fro叩 differencesin long range comonomer 

sequences are observed in the 13c NMR spectrum of l-butene-propylene c⑪polymer. 

The chemical shift differences among these comonomer sequences were predicted 

by the calculation of 13C chemical shifts due to the y -effect using rotational 

isomeric state (RIS) model modified for l-butene-propylene c唱polymer. Further， 
carbon-carbon c唱nnectivitiesof l-butene-propylene copolymer were verified from 

the 13c 2D-INADEQUATE spectrum. On the basis of predicted chemical shift 

differences and verified carbon-carbon connectivities， 13c NMR chemical shift 
assignments were provided. 

1.はじめに

13C-NMRはオレフィン共重合体の材料特伎を決定する重要な構造因子である共重合

組成や共重合連鎖分布 を解析する録も有カな手段である.オレフィン共重合体のけ C-N

MRスペクトルでは異 な る 共 重 合 連 鎖 に 起 因 し た 分裂ピークが観測されるが、我々は、 こ

れらのピークを帰属するため、I3C-NMR化学シフトの γ効果と回転異性状態 (R1 S) 

モ デ ルに基づく化学シフト計算を行ってきた.日 .2) エチレンープロピレン共重合体につ

いては、この方法によりヘキサッド共重合連鎮の-差に起因する分裂ピークの帰属が可能と

なった o t). '2) 一方、 1ー プ テ ン 含 有 共 重 合 体 では主鎖総合のコンホメーシヨン状態に応

じて 1ー プテンユニット中の側鎖エチル基は種々のヨンホメーションをとり得る.そのた

め、 1ープテン含有共重合体の回転異性状態を評価するには. R 1 Sモデルに 1ープテン

ユニット中の側鎖コン ホ メ ー シ ヨ ン の 考 慮 を 加 え る必要がある.そこで本研究では、 1 -

プテンープロピレン共霊 会 俸 に つ い て 、 側 鎖 コ ン ホメーションを考慮した R1 Sモデルを

用いて 7効果による化学シフトを計

算し、共重合連鎖の 差に基づくピー

クの分裂 を予測した.さらに. 13 C 

- 2次元 INADEQUATEスペ

クトルか ら 骨 格 炭 素のつながりを裕

，，~/叫、LYCE2\/cm\/

目"、JH3E/、"'C83

認することによりスペクトルの帰属 Figure 1. Planar zigzag conformation of an 
を行った. iSQtactic l-butene-propylene copolymer. 

あおき あきら、 はやし てつお、 あさくら てつお
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2. 化学シフト計算

Fir;.lに 1ープテンープロピレン共重

合体の構造を示す.側鎖ーエチル基の絡

会 jIま主鎖の状鯨に応じて種々のコン

ホメーションをとり、側鎖エチル基の

メチル炭素と主鎖の炭素の間には反発

相互作用が存在する.この反発相互作

用の主鎖回転異性状態への彫響を評価

するには、主鎮の統計iI!率マトリッタ

スの各要素に、各々に対応する側鎖コ

ンホメーションの霊園停を鋳け合わせる

とよい.引この方法によりエチレンー

プロピレン共重合体に関する M a r k 

の統計室率マトリックスを改良した.

1専られた 1ープテンユニットに対する

inter-dyad 統計重皐マトリクッスを

Table.l に示す.統計重率は司=1と

して τ{プタン相互作用)及び臼(ペ

ンタン相互作用)は Eτ=2100

Jmol-'，Eω=6300Jmol・ 1 No. 

とおき温度の関数として特性化した.

化学シフト計算は、低プテン含有量の

高立体規則性 1ープテンープロピレン

共重合体を街略イむしたモデルであるア

イソタクチックポリプロピレン分子鎖

中に lープテンープロピレンペンタツ

ド共重合連鎖が~立した構造に対して

行った.

Table 1. Matrix for inter-dyad bond pair 
of 1-butene unit ( A ) and statistical 
weights corresponding to the conformation 
of the side chain of 1-butene unit ・( B ). 
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a=τ+2ωd=τ 帥 +2
(B) b =τ+ω+1 e=τω・+2

0=τω+ω+1 f=τ+2 

Table.2. 
The observed and calculated chemical shift 
diff宇l;ences in propylene methyl region of 
the ~~C NMR spectrum of l-butene-propylene 
copolyrner. 

2 

3 

comonomer chemical .hift differences& 
sequences calcd. 。bsd.
BBPBB -0.40 -0.31 
BBPBP -0.36 -0.27 
PBPBP ~ 0.32 -0.25 
BBPPB -0.24 -0.17 
BBPPP -0.20 -0.13 
PBPPB -0.19 -0.13 
PBPPP -0.15 -0.10 
BPPPB 司 0.07 -0.05 
BPPPP -0.03 -0.03 
ppppp 0.00 0.00 

5 

， 
10 

a Chemical shift differences are expreoses by ppm 

relative to that of the peak appearing at the lowest 

field， set to be 0.00 ppm. 

3. 13C-NMR部定

測定に使用した試料は、 d-TiC13/Et2AICl触媒系を用いて重合した高立体

規則性 1ープテンープロピレン共重合体である .13G-NMR測定は日本電子製 JEOL

-GSX270を用い、観測用波数 67.8MHz. 測定温度 120"Cで行った.用いた

告書量撃は. 。ージクロロベンゼンと CsDsを 9: 1の容量比で混合したものであり、サンプ
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ル濃度は 0.lg(polymer}cm-3(solvent}に

務裂した. 1次元スペクトルは‘パルス

帽 90・，JH broad band noise decoupling 

下‘ 5000回の積算で得た.分解飽向上の

ため FI Dに sine-bell裂ウインド関数

aを乗じた後、フーリエ変換を行った. 2 

ijc元 INADEQUATEスペクトルは

{需 12}x-τ・(:n;h-τ ・(:n;/2}x-t，-(3帽

14)x-t 2のパルス系列を用いて得た.

{τ =1/4J， JI3C・13C =34.sHz)パルス繰

り返し時間 4.0秒 で 各 tIにつき 512舗の

F 1 D を積算した. 4096x12sのデータマ

トリックスを 4096x512にゼロフィリング

で拡張した後、フーリエ変換を行った.

スペクトル楓は、それぞれ 3300Hz(o 2)， 

6600Hz(o，)である.

」 幻し
rP事 D 41‘PI"l 

D. 'PPP 
8. -IPPP 
F. BPPI 

.c:3iLL〕斗-8-・E・543L.

1. BBPBB 
2. BBPBP 
3. PBPBP 
，.. 8BPPS 
5. 8BPPP 
1. 'BPPO '・ .8PPP
8. BPPPB 
9. BPPPP 

10. PPPPP 

山
川
凶

e
u

山…山
22.0 21.5 PPM8 

• fr。欄 T・tra冊・thyldl・ne(T伺s，
Figure 2. 
p~õpylene methyl region in 13C NMR spectrum 
of 1・加tene-propylenecopolymer. 

~ 
2t 2・pp・-

-e~tふ~t-••• 
t
 ，

 

】

••• 
A. BPB 
8. BPP 
c. p，. 

___A_ 
21 PI"" 

Figure 3. 
2D-INADEQUATE spectrumof stereoreqularIebutene-propylene cop01ymer-
~onnectivities ~mong methyl， methine， and methyleñe-~~~b~~s 
in propylene units. 
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4. 結果と考段

Table.2. Jlir;.2にそれぞれ 1ー プ テ ン ー プ ロ ピ レン共重合体のプロピレンメチル炭素領

域の化学シフト計算結果とは C-NMRスペクトルを示す. Jlig. 2中 の 鯵 ス ペ ク ト ル は 化

学シフト計算舗を示す . こ の よ う に 計 算 値 は 実 測 値とよい一致を示す.闘に示すように、

まずトリアッド共重合 連 鎖 の 差 で 大 き く 分 裂 し 、 さらにぺンタッド共重合連鎖の差で佑較

的小さ〈分裂するという傾向をよく再現している . Jlig・3に 1ープチンープロピレン尖重

合体の 21'X元 INADEQUATEスペクトルで 観測されたプロピレン炭素骨絡のつなが

りを示す.この綴呆よりプロピレンメチル炭素領域においてトリアッド共重合連鎖の帰属

を議官草することができる.この 2つの方法を相織 的に用いることにより、他の領域につい

てもペンタッドあるい は ヘ キ サ ッ ド 共 重 合 連 鎖 の 差による分裂ピークを正確に帰属できる.

化学シフト計算に周いたプテンユニ

ツトの 統 計 霊 串 マ トリッタスから主鎖

総合 i-l， i(Jlig.l) のコンホメー

シヨン の 組 合 せ ご とに側鎖コンホメー

ションの確事が計算される.側鎖コン

ホメーションの定義は、Jlig.4に示す

ように安観的の表示 に 従 っ た . こ の 健

は、 1ープテンユエ ッ ト の メ チ ル 炭 素

から 7効果を受ける 1ープテンと 1-

プテン、または 1ープテンとプロピレ

ンにはさまれたメチレン炭素の化学シ

フトを計算する上で重要になる.

5. おわりに

キ:ホ:で，ホ
，...，.CII2.v-'-vCH2、、 ，..CH2....A.，..CH2、、 CH2、、

H. T CH3 H . T. H CHj T H 
制 " " 
ItJ (9) 19). 

Figure 4. Three conformations ( trans(t)， 
gauche(g)， and another gauche(苦) ) of bond 
j are represented by Ne問問nprojections 
along bond j. 

側鎖コンホメーシヨンを考慮した R1 Sモデル を用いて γ効果による化学シフトを計算

すると. 1-プテンープロピレン共重量合体の複雑な分裂ピークの出現順序及び分裂幡が予

溺される. 2次元 INADEQUATEスペクトル解析から得られた炭素骨絡の情報は、

こ の他学シフト計算に よ る 予 測 の 妥 当 伎 を 支 持 する.これらの手法を相補的に用いたは C

-NMRスペクトルの解併方法は、 1 -プテンープ ロピレン共重合体に限らず、エチル基

以上の側鎖を持つ高 級 aーオレフィン共重合体の構造解併にも非常に有用である，

1) T. Hayashi， Y. Inoue， R. Chujo， and T. Asakura， Polym・J.，.2..!l， 107(1988) 

2) T. Hayashi， Y. Inoue， .R. Chujo， and T. Asakura， Polymer， .2.量， 138(1988) 

3) P. J. J!lory車車、安餌 明瞭 訳 『鎖状分子の統計力学 J 1 0 i量 生音風館(1971)
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P 3 国体ポリエチレンオキシドの 13CNMR化 学 シ フ ト と 分 子 運 動

(東ヱ大・ヱ) 0黒子弘道・安膝勲

13C NMR Chemical Shift and Molecular Motion of Poly(Ethylene Oxidel in the Solid 

S t a t e 

E iromichi Kuros R and Isao Ando I Department of Polymer Che~istry ， Tokyo Institute 

of Technology， Ookayama， Meguro・ku， Tokyo 

Jt was observed that 13C NMR chemical shift of poly(ethylene oxirle) (PEO) in 

the solid state loves downfield with aecreasing temperature， We have carriea 

out calculations of the 13C NMR chemical shift of PEO chains laking into account 

the interchain interaction and the rotation along the chain axis to 延nderstand

the relaliunship bet曹een the chemical shift displacemenl and molecular motion of 

PEO， The oisplacement of the chemical shift of PEO was reprooucco 01 this 

quantuM chemical calculalions， 

しはじめに

近年、温度可変(V T )固体高分解能 CP/MASNMRによる研究が発展してきた。

VT.CP/MASを用いて間体 N M Rスベクトルを得ることの利点は例えーぱ、 相転移の

影響や再配向の際援などの情報を得ることができるなどの他に、室温では運動や短い "Tlρ

のために十分な CP効果が得られない試料に対しても温度を下げることによって分子運動

が制限され、 十分な スベクトルを得ることが可能となることがあげられる。

ポリエチレンオキシド (PEO) (ガラス転移温度 :--40.C) は Connorらが報告 1、

しているように、室温では "Tlρlま最小値(100μE程度)をとり、 通常の CP条件では十

分 な Cの磁化を得るこ と は 困 難 で あ っ た 。 このよう な 運 動 性 の 良 い 試 料 に 対 し て は Pu 1 s e 

Satulalion Transfer(PST)法を用いる之とにより、 ブロードではあるがスペクトル

を得ることができた。 PST/MASi去を用いて室温からー 28， - 6 7， - 1 0 s・c( 

すべて補正温度)と温度を下げるに従つで PE 0のメインピークは Table 1に示すように、

低磁場側にシフトしている。 そして、 この-1 0 6・Cでの 72 ， 6 PHは低温下での通常の

C P条件で観測され た 値 と 一 致 し て い る こ と か ら 、 運動が制限されたことによって、 P E 

Oの化学シフトが低磁場シフトしたことがわかる。本研究ではこの低磁場シフトがどのよ

うな機構で生じたかをより深〈洞察するために、 私共が開発した長距車産相互作用および分

子悶相互作用を考慮できる tight-binding(TB)-INDO/S法により理論的に研究することを目

的としている.

2. 計算

くろす ひろみち，あんどう いさお



ごの低磁場シフトは PEOでもポリメチレンオキシド(P 0 M )にみられるような鎖の

回転によるものと考え、 回転による化学シフト変化を評価をした。分子軌道法として T B 

-INDO/Sを用い 、 化 学 シ フ ト 評 価 の 方 法 と して S0 Sを用いて以下の式に従い計算

を行った目。

• 1 N 

vぷ仰め=立前分手拝手叫幼kJ)C"叫岬州ぷμ仰k均州)

d 一μn 空包e2 &&‘ ι 1 一J1什| 
σ'A(k)ーームム-::2..2.. P vv' (k)<州r~r itf!v' (r)> 

4π 3m; vゾ

" 一，，_. 2 2町 c削何cA -1 1 

えa/-kωkめ)千旦そ与「エヱエ qJ九>2勾~/1沼吟E
吟岬 m;m n J 

B B 
XLL[X(j，m，n.s，y)X(l，m，n，r，a)ーY(j，m，n，s，y)Y(l，n，m，r，a)

+X(j，m，n， r，α)X(l，n，m，β，のーY(j，m凡筑α)Y(l，n，m，s，jう]

Pげ α)=エc:ぷk)CvnCk) 
Rs"ly. "Rs"ly "Ry"Is "Ry"Is X(j，m，n ，ß，jウ=Cj:'Cj~+Cj;Cj:" -Cj';Cj':n -Cj::t::j~ 

RP "Js. Y(j，m，n，ß，y)=Cj:'Cj':+Cj';Cj:'-Cj';çj:"-Cj';，{:j~ 
(Al • M n; 

F pJ.k)=U仰+ヱP"仰仰の-4ωv，μv)]+ヱヱ (PrZB)r;
v 

- jz-MBE剖鍋抽白崎

M の M n・ "+2AZsdos(匂)-LねAcos(kJ3P17ω，vonA)

j=1 j=l 

1 Y .耐 1M.. _oR Q・F !lIf(k)=を(sA+sB> L exp(i.幼S~rÎL P仰exp(ikJ)r~
j=-M j=-M 

+PVJl.がv，Jl.v)ーがμ，vv)]加州vo州

唱 M ~・唱 M._ no 

F Wl，(k)=ま(s
A+βB>L exp(j，初SL-tZP35xp(i切ら

戸ーM j=-M 

Zπ 町 c
_ 

p
仰 =2LLC:Jl.(k)C~μ {k) 

k=O s 

on B 

PS=L P仰

μ 

(μ;lV，μonA，vonB) 



， ' nπ OCC 

P4戸4LLRe[exp(士ikJ)CSJ1(k)C s，〆k)]
k=O s 

UIS1F-tMlsす加
1._ .. 1._0 L_ 3 

U2s•2.F ーす (/+Ahs-(ZA-→r+ベZA-一)G
.<， .. 6'- 2 

L _0. 1 _1. 2 ，~ 5 
uw=-UMK(ZA-z}F+fYZA7F 

結果および考察

回転状態の P E 0の化学シフトを評価す

3. 

7本の PEO鎖 (Fig.l) を用い、るため、

格子定数 aを 8，05，8.5，9.0，10.0，12.0λ と

絡 予 定 数 bも比例これに伴い、変化させ、

それぞれの鎖間B!!厳モデして変化させた。

中央の鎖の相対角度を O度かルに対して、

ら 330皮まで 3 0 度ごとに計算を行った@

自由閲

結果を

3 に図示した。

転による平均化学シフトを計算し、

この結果を Fi g. 2. 

2に示した。T a b 1 e 

室 温での化学シフトは鎖の回転による影 Figu問 L 百睡 7PEO chains modeJ (a=12.0 A). 

響を受げていると考えられるのに対し、

R-S.OSA_ 
R=8.5A_ 
R=9.0A. 
R=lO_OA. 
R=12.0A. 

ロ
-
0

・A

-1.9 

::i -2.0 
帽
、、、

棒、・2.1
CII 
』
副
g 

同

s 。
ド

-2.2 

1 0 6・Cではこの運 動がかなり制隠されて

自由回転平均従って、いると考えられる。

の化 学シフト値は室温での化学シフト値に

エネルギー的に安定なところの化対応し、

学シフト{置が低滋下での化学シフト{直に対

定量

定 性 的 に

計算の結果は、

的には過大に評価されているが、

応すると考えられる。

-2.3 

は実測の傾向を再現している。

-2_4 
0 

TB-INDO/S計算でこのように、
300 100 200 

Relative Angle I deg. PE Oの常温での鎖の回転運動を仮定した

回転による化学シフト変化計算によって、 Figure 2. Th. calcuJated totaJ energy for 7 chains PEO modeJ on 
relative rotation anglc and intcrchain distancc. 

このような

分子運動がかなり制限され

を評価できることが示された。

計算結果から、



て いる(N M H約 lこ運動が凍結している)

低温に比べ、室温で観測された高磁場シフ

トは P E 0鎖 に沿っての回転によることが

明らかとなった。

-60 

E 
g; -80 

‘ .. 匂圃

a・100

帽
電 u

・圃

5.叩

-= υ 

-140 
0 

ロ R冨 8.05A.・R-8.5A。R-9.0A
• R-10.0A. 
a R.12.0A. 

100 200 

Relative Angle I deg. 

300 

Figure 3.τbe回 lculated13C NMR chemical shift for 7 chains PEO 
model on relative rotation angle and interchain distancc. 

TabJe 1 The observed 13C NMR chemical shift of poly(ethylene oxide) 

in lhe solid state 

Temperature (.C) 

PST/Y.AS 

C P IMAS 

Roo!l! Temp. 

7 1. 1 

-2 8 

7 1 ， 9 

72 ， 6 

-6 7 

72 . 4 

72 ， 6 

-1 06 

72. 6 

72. 6 

ippm troro 1M3) 

Table 2 Ihe calcu!ated 13C NMR chemic邑! shift of PEO using 7 chains lodel 

R (A) 8. 05 8. 5 9.0 10. 0 12， 0 

a Ifl i n 
. ) -94目 42 -90.56 -88，55 -88，73 -103，65 

(J . v 
， ) -1 5. 1 8 -72.07 -71.74 -79.24 -1l6. e e 

a)σ.;". is for frozen rotation m日de 1. 

b)σ... Is for free rotation model. 

(ppm from TMS) 

4. R eferences 

1) T. N， Connor and A. Hartland， J. PoIYII. Sci. ，1. 1005 (1969) 

2) H. Kurosu， T， Yamanobe and J. Ando， J. Chem. Phys"ι.L 5216 (1989)， 



P4 門AS-NMRを令i吊t主ZS分ラの令号運動tードり桧知

(八シグIレケ大/高分守化努奇I '神奈川大理)<i-. ~ U7ðeμ'A..e~ ノ
G. H. Z e>.. cfr 例Q~ .知県告やも I 

Detection of Molecular Motional mode in Polymers by Using MAS-NMR. 

G.Scholtyssek， H.G.Zachmann (Inst.of Macromol.Chem.，Hamburg University) 
J. Sohma (Faculty of Science，Kanagawa University) 

Polymers have various molecualar motional modes because of higher deg-

ree$ of freedom. Under given spinning frequencY'Orof MAS-NMR r臥Fid modes of mol-

ecular motion shows narrow components and others appear a broader components. 

Thus， Wrgi ves a kind of window in time scale. By changing ，件，thechanges of 

fTact10ns of the observedthTee components weretraced-The quantuative analヂses

of the observed results provide us information on the modes in molecular motions 

in p向 ethyleneand cross linked p向 的hylenes.Theeffect長fcross links was 

discussed. 
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P 5 CP/DD  t3C-NMR訟による

高分子多相系における tHスピ ン 拡 散 の 測 定

( 旭 化 成 解 析 セ ン タ ー ) 。木村恒久、根木一弥、田村豆弘

(京大化研) 中川 勝、堀弁文敬‘小谷 議

tH Spin Diffusion Heasurements of Polymeric Hulti-Phase Systems Using CP/DD 

13C-NHR 

Tsunehisa Kimur.， Neki Kazbya~ and Nobuhiro Tamura (Analytital R邑searchCenter， 
Asahi Chemical Industry Co・Ltd.)，Hasaru Nakagawa， Fumitaka Horii， and Hisashi 
Odani (Institute for Chellical Research， Kyoto University) 
An analytical 田ethod of the phase structure of solid polymers have been. develo~ 

ed for the combined process of tH spin diffusion and longitudinal relaxation. 

The meth6d is based zyn the monitor of th~ 'H spin decay by 13C-NMR using cross 

polatization t~chnique. The experimental data obtained for uniaxially oriented 

polyethylene films， which have crystalline， interfacial and amo~phous phas.s， is 
compared with the numerical analysis of the tH spin diffusion equation with the 

relaxation term in order to evaluate th~ 'H spin diffusion coeffi~i.nts and lon-

gitudinal relaxation times. 

1 ) 緒言 :t Hスピン拡散の現象は、高分子のミクロ相構造について多くの剣晃を与える

ものと 期 待 さ れ る が、定量的な議論を行なうためには各相でのスピン拡散係数 Dおよびス

ピン・格予緩和時間 TtHの値を知っておくことが必要となる.しかし、拡散と緩和は間程

度のタイムスケールで進行するので、 Dや TiHを分離して解析するのは通常、困難である。

我々は、 lH磁化の時間変化を CP訟 に よ る 13C-NMRでモニターすることにより各相の

lH磁 化の変化を個 別に 観測 し、 更に 、実 験デ ータを緩和項を含む拡散方程式の数値解と

比較することにより、各相の Dお よ び T lHを評価す る 方 訟 を 検 討 し た 。 結 晶 相 、 界 面 相 、

無定形相よりなる百E肉ポリエチレン試料に対し、 この方法を適用し、各格の Dおよび TlH 

が評価 で き た の で 報告する.

2 )方法:配肉ポリエチレン試料の翻製法については既に報告した(1).この試料につい

ては X線小角散乱法および DD 13Cスペタトルの解析により、結晶穂、界菌根、無定形相

の 3つの相よりなるラメラ構造を取っていることが分かつており、各相の厚みは各々、

320， 100， 120A である。測定は JEOLJNM-FX200 N MR分光計を用い、試料の延伸方向

を静磁場方向に取り、皿agicangle spinning なしで測定温度 30"Cで行なった.

用 いたパルスシ}クエンスを図 1に 示 す . シ ークエンスは lH磁化の生成 (prep a r at i on)， 
lH磁化の拡散、緩和 (evolution)，C Pによる 磁化 移動 と 13C-NMRの観測 (detec-

tion) よりなる。 preparation では各相の TlρHの差を利用し、結晶絡により多くの磁化

を残す。 evolution では、 lH磁化は(&)では 90・-x パルスにより静磁場と平行に向

けられ、 ( b )では‘ 90・+x パルスにより静磁場と逆平行に向けられ、拡散時間 τの

閲 スピン拡散と T lH緩和を行なう。 detection では CPにより lH磁化を 13Cに移し、



13C-NMRを測定 す る . 本 研 究 で は 、 シ ー クエンス(a )のみによる測定(シークヱン

ス I) 、お よび (b )の FIDか ら (a )の F1 Dを減算した測定(シークエンス n)、

の二種類の測定を行なった. Iはsaturationrecovery法に、 Eは Torchia の C P • T 1 

法に対応する .13C-NMRスペクトルは最小 2乗t去により 3つの Lorentz 曲線に分隊し、

各相の磁化震を求めた.

各相の Dおよび TlHは 13C-NMRスペクトルの各相に対応する積分強度より求めた

lH磁イ色濃度の時間変化と、次式の鉱激方墾式の数値解とを比較することにより評価した.

d M / d t = D (x) d 2M / d t 2 + ( M -M (∞ ))/T1H(X) (1) 

dM/d t =D  (x) d2M/d  t2 - M/T1H (x) (2) 

式(1 )、 ( 2 )は各々、パルスシータエンス I、 Eにより得られる結釆に対応する.

D (x) ， T1H (x) は各相で異なる鍵を取る.実験データに合うようにこれらの値を変

化させ、各相の DとT色Hを決めた.

3 )結果:図 2にパルスシークエンス Iによる測定結果を示す.ここでは、 τ1〆2Jこ対し、

lH磁イむの.度変化をプロットした.図申の実線は結局、界菌、無定形の緩和時間および

拡散係数を、各々 2000、 870、330 (ms)、 90、90、25 (A21田s) とした時のシミュレーシ

ョン結果である.パルスシークエンス Eによる解析では、緩和時間、拡散係数に対し、各

々 1300，400， 200 (ms)， 80， 80， 50 (A2/ms) を得た.両方法を比較すると各相とも大

小の傾向は一致しているが、絶対値自体はかなり異なる.原因としては、パルスシークエ

ンス Eの場合がシグナル強度 ts小さいため誤差 fJS大きいこと等が考えられるが、詳細につ

いては現在検討中である.

(1) K. Nakagawa， F. Horii， R. Kitamaru， Polymer， in press 
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P 6 13 C固体高分解能 NMRによる多糖の水和とゲル化機構の検討

(国立がんセンター研) 0斉藤 肇， 横弁もと子， 吉岡佑子

Hydration of Gel-forming Polysaccharides as Studied by High-Resolution 

Solid-State 13C NMR Spectroscopy 

Hazime Sait8. Motoko Yoko i and Yuko Yosh i oka 

Biophysics Division， National Cancer Center Research Institute 

13C NMR lpectra of a variety of (1→3)ーs-D-glucanswere recorded in hydrate and 

gel states. Hydration of curdlan resulted in conversion from the single-chain 

form to the single hel ix， as de冊onstratedby substantial displacement of peaks. 

We found that major conformation of a linear (1→3)ーs-D-glucan，curdlan. in the 

gel state is the single-helix， whereas that of branched (1→3)-I-D-glucans is 

the triple helix. Gelation mechanis冊。fboth types of glucans was proposed 

based on these findings. 

1 . はじめに

X線 図 析 に よ れ ば，ゲル化多糖であるアガロース，カラゲーナシの場合は二重ヘリック

スが， カー ドラ ンの場合は三重ヘリックスが，ゲ ル 化 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 明 ら か

にされている.上記 の 構 造 は ， ゲ ル 構 造 の う ち 少なくとも架橋構造を説明するものの，ゲ

ル全体がどうなっているか，明らかではない。実際，これらの弾性構造を説明するには，

少なくともやわらかい部分の存在が必要であり， カ ー ド ラ ン ゲ ル の 場 合 は 通 常 の 高 分 解 能

NMRで検出し得 る<1 0 -9秒の相関時間をもっネットワーク構造，つまり一重ヘリック

ス構造がドミナントでなければならないことを，我々の一連の研究で主張してきた日。こ

のことは. X線 構 造解析の基礎をなすエネルギ一計算で，一重ヘリックスは不安定構造と

除外されてきた事実と相反する結果となる。

今回，水和およ びゲル状態で直鎖および分岐型の(1→ 3) -s-DーグルカンのけC

NMR 測定を試み，この結果それぞれゲルネットワークでは一重および三重ヘリックス構

造が安定形であることを見出した 2. 3)。一重ヘリ ッ ク ス の 存 在 は ， 水 和 状 態 で 安 定 化 し 得

ると同時に，高分子量のグルカンが一本鎖とし て存在し得る場合に，三重ヘリックスの転

換 が溶解度の関係で十分でないことによることがわかった.

2. 実験方法

カードラン(1 ) .レンチナン(II a) ， H A - sーグルカン(II b) の水和は， 9 6 % 

R. H. 雰囲気のデシケータ内に 8時間以上放置する乙とによって行なった。ゲルの作製

は 10%の懸濁液を 加 熱 冷 却 す る こ と に よ っ て 得た。これらの試料はジルコニアローター

につめ， MASNMR測定を行なった。 13CNMRilIlj定は，ブルカー CXP-300スペ

さいとう はじめ， よこい もとこ， よ しおか ゅうこ

日目



クトロメーター

によった。水和

およ び ゲ ル 試 料

の場合 ，標 準の

ブルカープロー

ブでは lHチャン

ネ ルのチューニ

ング が 十 分 で な

く. 1オームの

抵抗を追加する

こ と に よ っ て コ

イルの Q を下げ

た.

I Curdlan 

lIa Len百nan : n=1.5 

IIb HA-Il也lucan: n =3 

3 . 結果および考察

。f20H

/一- 0， 1"""0-

-O~ / 
'咽 "1 / 

OH 

A. 直鎖(1→ 3) -s-Dーグルカンーカードラン U

OH 

図 lにカ ドランの無水物の水和の効果を示した(B )。水和によってピークの線巾が

鋭 くなると同時に . C - 3ピー

クのみならず， c-2， c-4， 1 
C-5ピークの位置および形状

まで異なる.これは， 無水 状態

に くらべて，水和によ って コン

ホ メーション変化を受けたため

である。水和物の スペクトルパ

ターンは，図 2A. Bに示すよ

うに，すでに報告したゲル中で

みられ る 高 分 解 能 NM R (ブロ

ードバンド・デカップリング)

のパタ ーン 1) と一致し，一重ヘ

リックス傍造に帰着することが

できる。

c. Annealed 

B. Hydrate 

A. Anhydrous 

~ • .~ _ ~ 0 

一方，図 1Cに示す熱処理物 図 1. カ ードランの 13C CP-MAS NMR 

はすでに報告した ように川三重ヘリックス構造 をとるが，明らかに水和物とはその NMR

パター ンが 異な る。興味あることに，この三重ヘ リ ッ ク ス 構 造 の 水 和 に お け る 変 化 を 調 ペ

てみると，一重ヘリックスのような顕著な変化 はみられなかった.これは，三重ヘリック

スに含まれる水和 はもしあるとしても三重ヘリ ックスの安定住とは関係のない位置にある

ことを示している。



一方，ゲルの MASおよび，

CP-MASNMRスペクト jレ
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Dに示すように，は図 2C. 
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ずれも水和物の一重ヘ リッ クス

C. G・I(MAS) り. CP-MASの場合はより

構造が rigid な部分(図 3C) 

を. M A Sの場合は比較的運動

性に富むが，なおか つ 双 極 子 相

互作用か完全には分子 運動 によ

っ て平均化されていない部位(

図 3B) を 選 択 的 に検出するご

とになるが，いずれにしても検

出されている構造が一重ヘリッ

クスである点は興味深い。
A. Hydr.t. (CP.MAS) 

しか し，三重ヘリックス構造が

まったく存在しないわけではな

N M R  

。

( B) .および

D)  
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( C • N M R  CP-MAS 

く，図 2Dの C- 5ピークの肩

(矢印)に三重ヘリックスピー

クが出現している.このことは，

カードランゲルのネットワーク

構造の大部分は一重ヘリックスで，一部に三重ヘリック

スが 架 橋 部 位 と して存在するという，これまでの我々の

主張を支持する.

M A S. 

n面

図 2. 

カードランゲ Jレの

ネッ トワ ーク 構造

A 

図 3. 

-s-Dーグルカン引

レンチナンや HA-sーグルカンの作るゲルは カード

ランとは異なり，弾性は小さく脆い。さらに，ブロード

バンドデカップリングのみで検出するピークは全く検出

されない。このことは，ネットワーク構造がカードラン

とは異なる乙とを示唆している。 図 4にレンチ ナ ン の

は CNMRスペクトルを示すが.ゲル状態の 13CNMR

パターンは三重ヘリックス構造をとる。レンチナンの場

合，無水物は一本鎖構造を示しているにもかかわらず.

水和物では一重ヘ リックス構造を経由することなく，ゲ

B. 分岐(1→ 3 ) 



ルで三重ヘリックスに転換してい

るのは興味深い。 HA-sーグル

カンは，無水物か三重ヘリックス

寸
U
S
E
-

Lentlnan 

C. G副

構造をとっているので，図 5Aの

ように DMSO溶液からの凍結乾

燥に より一本鎖を作っても水和で

一重ヘリックスに転換することな

くゲルで三重ヘリックスをとる。

これ らの結果は，分岐グルカンの

ように水に溶解位の高い多糖では，

ゲル では最安定形の三重ヘリック

ス構造に直ちに転換し，カードラ

ンで みられたような一重ヘリック
A. AnhydrouSl 

量。

ゲルのは C

40 

レンチナンの無水，水和物，

N M Rス ペク トル の比 較

1亙@官40市60

図 4. 

市80

したがっス構造は存在しない。

て， この場合のゲルネットワーク

は三 重ヘリックスとその会合によ

る.

HA・s.glucan
F . 
‘' 

C. Hydrlte (Iyophlllzed .ampl・
from Iq. &oln.) 

A. Anhydrou・(lyophlUzed

from DMSO &oln.) 

4. 結論

水和物，

クトルを浪!1定することによって，

ゲルネットワークを形成する多糖

のコンホメーションとゲル化機構

の知見が得られた.カードランで

は， ゲルはブロードバンドデカッ

プリング. MAS， CP-MAS 

のそ れ ぞ れ の 方 法 でピークが検出

でき る よ う な ， 運 動性に大きな巾

を持 つネットワーク情造をとるこ

とがわかる.

プ ロープの改良にあたられた恵

良田知樹博士に謝意を表します。

ゲルのは CNMRスペ

N M Rスペクトル

事。

図 5. HA-sーグルカンの 13C 

H. Sai to， ACS Symp. Ser. 迫9.， 125 (1981) 

H. Saito， M. Yokoi and Y. Yoshioka. Macro皿olecbles，in press 

H. Saito， Y. Yoshioka. M. Yokoi and J. Yamada. Biopolyiners， submitted 

H. Sai to. R. Tabeta， M. Yokoi and T. Erata， Bull. Ch，em. Soc. Jpn.， 60，' 

4259 (1987) 
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P 7 国体アルカンの γ線照射により生成する欠陥の固体高分解能 NMR

名古屋工業技術試験所 岡崎正治、 烏山和美、 布目撃ー

A Solid State High Resolution NMR Study on the Defects Formed byγ ーirfad<iation

of Solid n-Alkanes 

Masabaru OkazakiL Kazumi Tot Iyama， and Ke Ich i Nunome. 

(Covernment lndusttial Research lnstitute. Nagoya) 

An amofphous region lIIas found inγ-irradiated n-alkanes(C20句 C24) in the cryst 

alline sta¥e by the high resolutio<n solid state NMR technique. The amorphous 

peaks shift upfields by about 2-4 ppm and 0・2ppm (depending on the peak) .ftom 

tbe cotresponding ctystalline peaks fot even- and odd-numbered alkanes. respec‘ 

tively. Besides. tbe catbon and tbe proton relaxation times are sbortened lIIith 

increasing tbe dose. A model of the defect lormed in the irradiated alkanes is 

proposed based on these observations. 

はじめに 固体高分解能 NMR法は箇相放射線照射に伴う化学過程と、 材料物性の変化と

の相関を研究する上で最良の方法である. 現 在 まで 13C固体高分解能 N M R訟を用いて国

体炭化水素(ポリマー}をそのまま照射前後で測定し、 クロスリンク等の検出を試みた例

はかなりあるが 1)、必ずしも大きな成果を収めたとは言い重量い. 今回我 4 Iま、 国体直鎖ア Jレ

カンを例にとり y線照射に伴う物性変化を緩和時間の変化を手がかりに検討した。 ト れ そ

の結果‘ C20-C24の長鎖アルカンにおいて照射に伴う著しい緩和時間の減少を見出した{也、

結晶中にアモルファス領域が新たに生じることが明らかになった. 尚、 とのアモルフ 7 ス

領域は短い cp-時間で 観測すると見落としてしまう可能性が高い.

釜島 n ーア Jレカンは東京化成製標準試薬を用わた . nーアルカ 8 

ンの単結晶は 4-5骨のガラス管{または石英管)中で引き下げ

法でつくった。 γ線照射は特にことわらない限り鋭ガスした試 s 

料を用 い 室 温 に て 行った. NMR著書定は Bruker MSL-200(200MHz 

f 0 t 1 Hlにて室温 (25・c)で行った. BIは 13Cで 60gauss、 1 Hで

15 gaussである. 緩和時間は非線型最小二乗訟にて求めた.

経昆よ主盆 2 

図(1 )にアイコサン (C20)とへンアイコサン (C21)と を 例 に と

り γ線照射によるプロトンのれの変化についての測定結果を示 。
す. いづれの場合も照射に伴ぃ著しく TIHが減少する. また、

照射線量の増加にともない、 飽和からの回復が単一の指数関数

であらわされなくなるe これは、 結晶内又は結局 粒聞の境界領

3.0 6.0 
{叫O'Gy)

9.0 

る

)

よ

位
に

単

副

都

秒

照

(

線

化
γ

変

}

の

図

U
域に、 分子の非常に mobileな成分があらわれてくるととを示し

ている. C21 のプロトンの場合は、 もともと T1 (引が短いとともあって、 飽和回復曲線は

single exponetialからあまりずれなかった。 炭素の信号に於いては、 C21でも C20の場合と

おかぎきまさはる、 とりやまかずみ、 ぬのめばいち
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同様 double exponentialで飽和回復幽緩をよく再現でき、 T， ( .，..0・21
!! I C"nHAO 

C)の速い成分の fraction は図 (2)に 示 す よ う に 照射線量に従 : I 日唱

って制する・以上の結果から γ線照れより 畑中又は給料 ノ~
晶粒の界面に、 その中の分子が極めて mobile な領域が出来たこ~ Iん，..--C山

とがわかる. さらに、 図 (3)に示したのは、 飽和から系が十分 ，g I// 

回復しきらない状態 で測定した 13C-NMRである. mobile な成分 。 苛OS.(xぷy) ω 

も観測出来るように、 CP法ではなく単なる 901支パルスと decou 図ω1¥cよりもとめたγ線照射に
より生じた.Mobileな笥l7tの生長

pling pulseのみ の パルス系列を用いた. AはC20のスペクト lレ . 

であり、 事 印で示したのは照射により新たに生じた ピ ー ク で あ A 1 ~ 

る .このピークは、スペクトル B に示すように C21の場合も同 日 I 11 

様に照射により現れ、 スペクトル Cに示したように溶液の直鎖 -Ju.lへ;_)L:¥._一一

アルカンとほぼ伺ー の化学シフト値を示す. このことにより、 6. J ~ : i 
我身は$印ピークを 照射により生じたアモルフ 7 スな領域に存 jlj j ; 
在す る主として無傷の ア イ コ サ ン 分 子 と 同 定 し た 。 その証拠の一一 ・，~

ーっとして示したの がスペクトル Dである. 5ー メチルデカン c il ! 
を 5% 加 え 固 化 し た C20の NMRスペクトルには、 結晶状態の C20 : 1¥ : 

の ピークとともに*印ピークも同時にあらわれる. これは、 5 : 11 ~. 
ー メ チルデカンの添加により系にアモルフアス領域が生じ、 そ τ一一;γ;!
とに存在する闘のアイコサンがスペクト川の* 印ピークを li i i 

与えることを示している。

以上照射による T，(C)，TI(H)の変化とスペクトルの変化とを 40 30 20 I。
a(ppm) 

総合して考察すると、 照射による系の変化として、 図 (4)のよ 図(3)γ線照射後の面体アルカン

うなモデルに到達した. 中心に示した形の変化した分子は、 放射線
のC-{，'MR

照 射により生じた新たな分子またはその集合を示す。 (AH土、 そ の た

め に結晶系が崩れて生じたアモルファスな領域( 図 3の第印ピークに

対応)、 (B)は ア モ ルファス部分に近接した結晶領域であり、 そ の 外

側に於 げ る よ り 分 子が mobile で あ る { 図 2の mobile partに相当). 

さらに. 以上の現象が結晶中で生じることなのか、 それとも結晶粒

関の界面でのみ生じると とな のか を確 認す るた め C20-C22の単結晶を

つくり、 γ線照射前後の国体高分解能 NMRを測定した. その結果、

照 射 後も単結晶状態を保っており. 且つアモルフ 7 ス領域由来のピ

ークも観測された。 従って、 上記の現象は結晶中 でも生じることが

分かった.

え蕗(1)a. J.H.O・D0 n n e 11; A. K. Wh i.t t a k e r ， B r i t. P 0 1 y m. .J. 11， 51 

(1985). b.I.Ando，T.Sorita，T.Yamanabe，T.Komoto，H.Sato， 

図ωγ線照射により生じた
欠陥のモデル

百.Deguchi，M. Imanari，Polymer，主主， 1864(1985). c. R. K i tamaru， F. Hor i i， and K. Mur.ayama， 

M a c r 0 mo 1 e c u 1 e s ， llL. 6 36 ( 1986). d. E. P e r e z ， D. L. Va n d e r H a r t ， J. P 0 1 y m. S c i. 26 B， 1979 ( 1988) 

(2) M. Ok a z a k i ， K. T 0 r i y a m a ， J. Ph y s. C h e m.盟、 2883(1989). 

(3)M. Okazaki，K. Toriyama，Chem. Phys. Lettill、21(1989). 

(4) K. Tor iyama， M. Okazak i， K. Nunome， K. Matuura， Rad. Phys. Chem.. in press. 
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P 8 I J C双桜子ディフェージシグ l司休二次元 NM R i.去による分子巡動の評価

特異な環符にあ~アルキル m についての解析

0大江治 久 保 厚 片田元己 佐野博敏

〈術立大理〉

The Study of 附otlons of Alkyl-chains In peculiar circu開stanc，es by 聞enns of 

13 C 20・Oipolardephasing Solid State NHR spectroscopy 

H iroshi Qh~. Atushl Kubo. 円。to圃1Katada， and Hlrotoshl Sano 

The dipolar dephaslng technlquc of 13C-CPI門ASSolid State N門Rspectroscopy 

were appl led I~ order to Investigate the chain聞otions0' fatty acids in urea 

inclusion co聞pounds，and catlon 閣otions of all¥yln園田oniu圃 hexachlorostannates 

Strong and rotational side~ands were observed in the dipolar spectra， 
especially in the urea inciusion co聞pounds.

The computer sl鵬ulatlons" assu聞Ing the rotatlon along .the 曙olecularaxls 

and no Inter問。 lecular Interactlon， provlded the features very close to the 

experlmental ones 0' the urea Incluslon co聞pountls.

1. 13 C-CP/MAS法では、双極子デカップリング及びマジック角度回転により、双窃子相互

作用や化学シフトの異方伎に関する情"は失われてしまい、ーつの高分解能スベクトルだ

けから分子運動を詳しく待価す~ことは出来ない. そこで稲々の緩和時間の測定から分子

運動 の評価が行われている.

i賞者らは Hunowltzらが提案した手法り にならい、 図 I• to:示ずパルスシーケンスを用い交

差分極後、 炭察シグナ J!，.観測官官にー定時間氷雪苦の双li!i乎ヂカップルを停止す~ことにより、

各炭緊綾が感じる氷雪隠の双種子磁1;の大きさからアルキ jHAの分子運動の将偲を試みた.

尿努アダクトは原理常チャンネルの単結局総造解析がなされており制、量 O-NI1Rf.去ゃれ SAS

SI.去“によりゲスト で あ る ア ル カ ン の 分 子 運 動が符

倍され近年再び興味を集めてい~. ~者るはア J!，. IH.IOO'I .. . I 

カンに比べ級酬 の少ない附れゲストとして Ir削rl蜘|呪略恥T内11，1ハi班献子有ザj'

選ぴ、飽和府肪酸としでステアリシm、 及 び 比校 Ii i 
のため分子鎖が屈曲しており探索チャシネル内で

の自由回転が阻害されると期待されるオレイシ E2b -i4- h--
" "(! .r斗何 !-tl r.::::t ~ h 

との 尿紫 アダ クトを合成し双積子ヂィフェージン - I • I : I附
I I 時封r

グ i去を迎用した・ I I Fli 
また NQR・'や演者らによ還問。ess包auer分光法によ i I i U 

~研究 lとより、 活発な分子運動の存在が予却され ; J 1 4T僑・ ! 4TR 
る悠化錫アルキルアンモニウム薦問化合物併につ 子 〉戸 三
いてもまE測した. 図1.双署E子ヂィフェージングパルスシーケンス

2. 尿紫アダクト t;t脂肪 litl圃01に対し原理Eが 14.2 

おおえ ひろし < t:f: おっし・ が た だ もとみ さの ひろとし
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mol になるように秤澄し、 アルコール溶液から結品化した。元素分析より f士込量どおりの、

尿素チャンネルに対し脂肪酸が飽和 fF包援したアダクトの生成が確認された。 x線回折図

上には 遊 説 の 脂 肪 殻及び尿素のピークは絞 i射されなかった.

塩化 ~g アルキルアンモニウム化合物は!J:j; it第二錫五水和物と二当fo:のアルキルアンモニ

ウム塩化物とから、 t伝 E主;;.~性アルコール湾液から結晶化した。 同定は元素分析、 1 19 Sn の

Moessbauerにより行った. Moessbauer強度の温度依存性の異常から激しい分子運動の存在

が予想されたヱチルアンモニウム旗、比較対象としてプロピル、 プチルアンモニウム塩に

ついて N門Rの測定者E行った。

ス ベクトルは日本電子製 JN門 FX-200スベクトロメーター (1:< Cの共鳴周波数 50.1門Hz)及び

付属の CPI門AS国体用アタッチメントを用い室温で 測 定 し た 。 内AS周波数は 3.4kHz程度とし、

双 極子ディフェージングの測定に先立ちマレイン殻アンモニウムセ内部標準として門AS周波

数を i限定した. スピンヱコーインターバルを門AS周期 TRの4倍とすることにより双筏子ヂィ

フェー ジング時間 tlをTRの41ffの 1200μSEC.程度実で 20ftSEC.主.tlみで変化させ、各 tl毎に 1

28回積算した.測定中の門AS速 度 の 変 動 は 最 大 5%以内であった。

3 ステアリン殻ー尿素アダクトについての結果を示す。 I双極子山川

図2. はディフェージング時間に対するメチレシ シグナル

の強度変化〈口〉、婦人は
Z子 7リン酸 7 ，}~'J ト

ディフェージング時間 tI tこ

対 し フーリヱ変換した双極

子ス ベクトル〈オレイン訟

とのアダクトも併せて〉を

示す。 いずれの図にも門AS周

波数による明瞭なサイドバ

ン vが確認される.

スチアリン E昔、 オレイン

殻双方のアダクトのシグナ

ル強度の変化、双極子スベ

クトルは良〈類似しており、

どちらのメチレシ炭素も同

様の双極子相 E作用を感じ

てい名、すなわち同様の分

子運動を行っていることを

示している.

しかし双極子スベ クトル

を比較す忍と、 オレイン散

とのアダクトの方がメイン

シグナル、サイドバンドと

もにややブロードである。

これはス テア リン 致アダク

トの炭素骨格がすべてトラ

.2 .4 .6 .8 1 (t.tlmsec.) 
問2.スチアリン ilft-尿紫アダクトのシグナJH温度の tl依存r.r:

ステアリン殻

.5 1 1.5 (tcp/lIIsec.) 
図::l.CI'IトIASシグナル強度の援触時間依存性
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シスジグザグ椛造であるのに対し、 オレイン殻ア ダ ク ト で は メ チ ン 炭 素 に 院 後 ず る 部 位 に

ゴーシュ結合が存夜し、 ゲ ス ト 分 子 の 回 転 運 動に対するエネルギー隠援が上昇し、回転の

周期が速くなったたためと解釈されるが更なる検討が必要と思われる。なおオレイン政ア

ダクトの方がサイドバンドの分裂間隔が広くなっているが、 スチアリン放アダタトの、IAS周

波数が 3.25Hzであるのに対しオレイン酸アダクトのト'IAS周波数が 3.39Hzであることによる。

双極子ディフヱージングがメチレン炭素に直接結合したこつの水素核によるものと仮定

し、 3スピン系でのハミルトニアンから、長輸を中心 lこした分子の回転運動が MAS周波数に

より変拐されるとした計算結果を図 2.中に点線で示す。 サイドバンドの発現をよく再現し、

上記の仮定を支持しているが、 サイドバンド問の谷の落込み部分の強度など細かい点では

不一致がみられる. これは双極子ディフェージングが i直j妥結合するこつの水素核にのみ依

るとした仮定に原因があると考えられる。 す なわち直綾結合する水素からの相互作用以外

の分子内相互作用、 あるいは分子関相互作用を考慮しなければならない.

CP/門ASスベクトルで綾蝕時間を変化させたときのシグナル強度の変化は、交差分筏時間

Tcpで記述される。 ステアリン駿一尿素アダクト及びステアリン酸そのもののメチレンシグ

ナルの 強度 変化 を図 3.に示す。 スチアリン散の交差分極挙動には変曲点が見られることか

ら、ニつの Tcpの存在、 すなわち直接結合する水素核からの速い分極経路と、周囲からの緩

やかに移動ずる分極経路との存在を示唆す ~o

尿素 ア ダ ク ト は MAS周期によりおおきく変認されているが、 lmsec.以下の立ち上がりの部

分は単純な指数関数的に増加している。 し た がって分極移動の経路は分子内の一種類と考

えら~"る.

尿素アダクトでは分子関の相互作用は非常に弱いと考えられるので、図 2.のシュミレー

シ ョンについて分子 肉 の 両 隣 の 炭 素 に 結 合 し た氷素核を含めた'7スピシ系のハミルトニアン

を計算し、更なる検 討を加えている.

図 4.!こ士主化錫ヱチル、 図 5.にプチルアンモニウム化合物のそれぞれの炭素のシグナル強

度の tl佼存性及び双極子スベクトルを示す.

Moessbauerの面積強度は、格子振動がデバイ振動子で記述できる系であれば温度の上昇

lこ対し捻数関数的 lこ減少するため、相対強度の対数をとれば温度 lこ対し霞線的 lこ減少する

はずである.上記三 穫の趨化錫アルキルアンモニウム化合物の中でも、プロピル化合物の

トloessbauer強度 の 温度依存性は直線であるが、エチル及びプチル化合物では温度 lこ対し S

字を措く。特にエチ)f.，化合物は温度に対する強度減少の割合が激しい。塩化錫腐の構造は

アルキルアンモニウムが異なっても同ーであるから、 アルキル炭素数の差によるによる変

化はアルキルアンモニウム芸の分子運動によると考えられる。

図 4.と5.とを比較する。同じメチル炭素でも、ヱチル化合物の方がシグナル強度の減少

の割合が少ない。 ぞれだけ炭素核が感じる双極子磁場が小さいことを示してい忍. メチレ

ン炭素を比較しでも、 エチル化合物の方が強度減少の刻合が小さく、 また門ASによるサイド

バンド jj証明際に観測されている。

プチル化合物の各メチレン炭素を比較すると、 メチル tこ隣按するメチレンが長も速くデ

ィフェージングされている。双極子スベクトルを見ても乙のもののスベクトルだけが憶の

広い構造を示している. プチル鎖全体が大きく揺勤し、 ちょうどメチルに隣接するメチレ

ンが節になるような分子鎖の回転運動が起きてい ると説明す忍乙とも可能だが、 多数のプ



チル 鎖が無秩序 lこ大きな揺動運勃をしているとも考えにくい。 プチル鎖が分子鎖紬を中心

に直線状に回転して い て も 、 回 転 軸 と 炭 素 核 と 水素核との結合軸とのなす角により、炭素

核の感じる双極子磁 場の大きさは変化する. すな わちこの角がマジック角 tこ近くなれば双

極子磁場の大きさはゼロに近づ〈。

現在 滋 化 錫 ア ル キ ルアンモニウム化合物についても、 尿素アダクトの系と同様の、分子

鎖執を中心とす布団転運動を仮定しての検討を試みている。

.2 .4 .6 .8 

図4.エチル化合物のシグナル強度の tl依存性

ロ

ιb 

。
ロ

CH3・CH2-CH2・CH2-NII3

ロー 0・ム-0 -

1 (tl/msec.) 
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P9 lH M A S - N M Rによるシクロホスフ 7ゼン結晶内における

ゲスト分子の運動の解析

(都立大・理)

関根務務 久保厚 佐 野 博 敏

'H MAS-NMR Studies on the Motion of Guest M~JecuJes ln 

Cyclophosphazene Crysla 1. 

Sokei Sekine Atushi Kubo .Hiroloshi Sano 

(Faculty 01 Sclence. TokYo Melrop~lilan'lniversjty) 

Tr is (o-pheny l.ened 1 oxy) tr i cyc lophosph azene (CPP) forms c r.ys taJ I ine inc lus i on 

cO!Dpounds. ‘，h i c h C 0 n s 1 r u c t a c h a n ri e 1 s 1 r u c t u r e i n a s 0 I id. G u e s 1 想。 lecuJes

incJuded ln the channel sh。省 anisotropic rolalion. lf. they are :not spherica1. 

Ob ta ined by means 0 f 'H MAS-;OIR based on the .i刀forヨation on tbe dlpoJar 

lnteraction. The orientation of the guest lIoJecuJes were cleler!Dlned. 

く序稔>

シクロホスフ 7 ゼン三量体(c p p) は. 結晶イじする諜に、 円筒状の~孔を生じる e こ

の cP P Iま、 それ自身が単独で存在するよりはむしろその空孔内に、 2書銭等をゲスト分子

として取り込ませた方が安定な化合物である. そしてこのゲスト分子が球状でない場合は

c P Pの円筒に対して配向するために、 分子運裁に異方的な f主賓が生まれてくる. その動

的な佐賀をiIjべるために、 'H MAS-NMRを用いたe その理由として.粉 3t試料を使

用するから、 R i g i d なホスト分子 cp Pの :H:;MRシグナル i主観測されずに‘ 運動

伎のあるゲスト分子 の ス ペ ク ト ル の み が 得 ら れ たこと. および日一去の磁気双極子格互作

用 7J'強いため異方的な分子運動についての情報が得られるためである.今回は強気双極子

相互作用から生じたスピ二ングサイドバンド(S S B )の強度の Z次モーメントを解析す

ることにより、 ゲスト分子の回転運動の輸の方向を決定したe

く実験>

ホスト分子である cp p は Fi g 1の合耳見方法 (i) によって得られたa

CI、....CI
N<i>P、N (デそyOH

CI、! Il .... αt  3れJl
。....r旬 N〆ヘα\、/、O~I

。渇
o
x
u
 

作
い

十

F i g. 1 

さらにこの cP P を 2度昇率精製したもゐを原料として思い‘ 包 E菱化合物を作った. ゲス

ト分 子 が 液 体 で p ーキシレンのような有機溶媒では、 その中で cp p.を 再結晶することに

より、 p ー キ シ レ ンがゲストとして取り込まれた. 国 体 の p ージクロロベンゼンのような

場 合 i主、 それをメタノールにとかし、 そこ に cP Pをまぜるヱとで得られたs

せきね そけい くlま あっし さの ひろとし



今 毘の実験はこの pーキシレン. pージクロロ

ベンゼンの他に. ベンゼン， スチレン. 4 -プロ

モス チ レ ン を 包 接 させ 2 0 0.!l!Hzの 'H M A 

S-N~iR のシングルパルス訟を用い測定したー

く結果および考察〉

国体 の p ージクロ ロ ベ ン ゼ ン を メ タ ノ ー ル を 用

いて包接させるのは、 c p p，ま単に立体的に、 取

り込むだけであるためにィ メタノールのような小

さな分子は. 骨格の?lから抜けf.Kちてしまうため

である e さらにそれよりも大きな図書E

化炭素のような場合、 c p.pと包接化

F i g. 2 

合物を作るが. 真空乾燥をさせると.

ホス ト の 骨 格 か ら 引き出されてしまっ

1 H N M R 

た. そしてゲストと包綾しているとき

c p pの結晶構造 は Fi g 2 (れであ

り. 六角形の~孔にゲスト分子が取り

込まれている. そこで今回測定した C

pp包接化合物の I H-NMRスペク

トルが. F i g 3 (a)・(e) である. 骨

格を構成している cp pホスト分子は

r 1! j dなものであり. :DO t i onのあるゲ

スト分子のスペクトルのみが得られた，

しかし. スチレンと 4ープロモスチレ

ンの比較において、 より bul主yな 4 -

プロモスチレンの方が ~toaè になった.

それからゲスト分子 l主、 H - H磁気双

極 子 短互作用の影響で. センタースペ

クトル を 中 心 と し て穏便に対称な大き

さの S S B が、 回転廃波数の盤数倍の

位置に生じた. 次 に各々のスペクトル

の S 5 Bの強度の 2次モーメントを解

析 し て運動性を論ずる. 2次モーメン

ト11> ，ま(1 )式で与えられる・‘引

M ♀ =Wr'  .rX< 1. /1:1. (1) 

W r: 回転周 波数

1 ，.: N番目の SS Bの強度

よ

Flg.3 (a)p-Dicblotooenzene. (bjBenzene. 

( c ) p -X y 1 e n e. (d) S l y r e n c. (4) 4 -B r O_:D 0 S l y t e n e 



( 1 )で求めた 2次モーメントは次の式で与え ら れ る . g a aゲストが慰定格子のとき.

1.12"'=3/4 Y"h Z[(!+!)1: (1-3co~" 0，，)と/r ." ( 2) 

ゲストが凶転していると次のようになる.

~.'Qt=3/4 y'hを 1<1+1)1: (1-3cos' 8・)2(3cos" ~ j.・1ド/4'rμ 点 (3)

γ: 磁気回転比. h: プランクの定数， 1: 核スピン， r ‘: P P 問のi2~

ここで(2 )式の (1-3cos28j') • 

および(3 )式の (1-3cos28・)

は. 粉末試料のために、 空間平均をとるこ

とにより、 4/5の値を得る.分子の回転

翰と P P (H-H) ベクトルのなす角~ ， 

を含む項

1/ 4  (3cos'手!k -l)'

は reduction fac¥orとなり、結局

111.' ;， '1/4 (3cos~ ゆい -1)' = M .'心 t (4) 

となるために(1 )で求めた Mε をM ド。 t

に代入することで、 。 の 角 が 得 ら れ る .

p -ジクロロベンゼンのシグナルと p ーキ

シレンのメチル基の プ ロ ト ン シ グ ナ ル を そ

れぞれ 2 スピンおよび 3 スピン系で近似し

双優子相互作用の主総と分子の回転納との

なす角手 μ を求めた. その結果砂川は、

妥当VモF-O 1DJ1IHD・・ Z e "，.. Ii瞳‘10M・
S曾よt:JC p p .，.噌， ~ド，νco ~.....，，， 

z 

}も pp 

、主

F i g. 4 

y 

p ー ジクロロベン ゼンでは 17. 4・. P ーキシレンでは 2 3. 9・であった. 次にベン

ゼンの場合は、球状に近いために、 ま ず 初 め に 6回敵に回転し、 次にその穏に対して直角

な向きの回転を考えると、 ~1 ， ' ;苫と M 2 r ~，の比が 1 6: 1となる‘ そこで実言語健の場合、

1 4. 6: 1なのでほぼそれに近いために、 商輔の図書置が考えられる.

これらの結果をより確かにするために、 P -ジタロロベンゼンのようなもので 2ス ピ ン

系 の H - Hdipole interactionのハミルトニアンを考えることにより、理論的な N ~1 R の

スペクトルを求めてみた. そこで dipole interactionのハミルトニアン lま、 次のように表

される. 円 3

日 d = d (t) (3 1 '2 1 n - n t n 2) 

これより. F.I D を求めると、

S (t) = COs { 3 / 2 i J d (t・)d t ' 

( 5 ) 

( 6 ) 

takai
鉛筆



となる. d ((') =γ2  h / 2 rτ(l-3cos.0(()) 

は.MAS下で時間依存し. かっマジック角(5 4 . 7・)

も考慮して計算する と、

d ((') = y"h/2 r パ会(司 si n合 0，/2Wr  

(s i n (2￥rt-241 o)-sin(・2tt ~)) ーャ(2sin20.

/W  r' (sinOlr(ーやけ-.i n ト昔 z))) (7) 

(6) (7) を使って Herzfeldと Betger'ち).及び同er i n.g 

の方法に従って SS Bの 強 度 を 計 算 し た . さらに分子

に 回転運動がある場合には. (7) の γZh/2r!に

z 

pp I .Ho 

Z 
Y 

reduction factor (3 cos2世 j，-1) / 2をかければ"・ -
r J g.む PP:H-Hヘ‘クト略， H 3 静磁場

よい. そして p ージクロロベンゼン

について回転角ゆパ=1 7. 4・を

代入してシュミレー トし てみ た.

F i g 6には、 実測値上にその理論

値をプロットしたものである. この

比重支より. ほ It近い値を示している.

し たがってこのような単純な系で得

られた値は、 分 子の回転運動の傾き

を 2次モーメントの解析から求めら

れたデータよりほ ぼ決定することが

できた. さらに 3スピンまたはそれ

、広

以上を考えればより正確な情報が得 Fit.6 p-Dlchloro~en 宮 eneÃ"" ク}もと理論値 (X ) 

られるだろう.
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P10 高速 M A S時の cp 効率低下改善

(臼本電子) 。樋岡克哉、今泉醇二郎、藤戸輝昭

(北大理、京大理'") 竹腰清乃理、寺尾武彦 x

1mprovement of CP efficlency under high speed MAS 

(JEOL Ltd) Katsuya Hiokl!. Junjiro工maizumi，Teruaki Fujito. 

(Hokkaido Univ .Kyoto Univ"') Kiyonori Takegoshi and Takehiko Terao'" 

Higher speed spinning is desired for high field CP判AS-NMRin order to reduce 

the SSB signals. 1n such cases. however. CP efficiency is also reduced due to 

the suppresslon of dipolar interactions by high speed MAS. We report a new 

method containing CP using an amplitude or pulse width modulation to prevent 

the degradation of CP efficincy under high speed MAS without using any 

co咽pllcatedmechanical technlques. 

1.はじめに

近年、 S C M - N M Rの 高 磁 場 化 の 達 成 に よって溶液試料では種々の高度の情報が得ら

れてい る。 国体 高分解能 NMR装置もこれに対応するため、試料の回転速度の高速化が図ら

れてきた。たとえば、，，， C測定時のベンゼン環の ケ ミ カ ル シ フ ト の 異 方 性 は 土 130ppmにお

よぶから、 400MHz(.1 H )の装置では 2次のサイドパンド (5SB)を消去するためには、回転速

度 は 6.5kHz以上 (100x 130/2 = 6500)必要となる。現在ではス'ピニング機構の改良によっ

て、 10kHz以上の回転速度も可能になってきた。だが、高速で試料を回転することによって

双極子相互作用が減少するために C P効率が低下し、感度 (S/N)が低下するダいう問題が生

じているけ目。この 問題を克服する手段として CP時に回転を止める "sQ-and-go"法目

や、回転車由を maglcangleからずらす手法叫が提唱されているが、プロープの機械的構造が

複雑 となる欠点がある 。

今回我々は C P パルスに振幅またはパルス幅変調をかけることによって、複雑な機構を

必要とせずに、高速試料回転の際に起きる C p効率の低下を防ぐ方法を開発したので報告す

る。

2. 実験 と 結 果

実 験は JEOL.JNM四 GSH270 および GSH400図体高分解能 NMR装置を使用した。 1"C祖'J定

には、試料としてヘ キ サ メ チ ル ベ ン ゼ ン を 用 い 、コンタクトタイムは 5msecとした。また、

1!' N i!!'J定には、 25屯，，， N エンリッチした "'NH..Cl を用い、コンタクトタイムは 8msecとした。

①高速回転による C p 効率の低下

図 1 は回転速度を 5kHz，6kHz. 7kHzとし、 lHの RFパワーを一定(B lH = 50kHz)にし

ひおかかっゃ いまいずみじゅんじろう ふじとてるあき

たけごしきよのり てらおたけひこ
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図2 振幅変調されたCPパルスによる

CP効率の改善
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 図3 振幅変調周波数とCP効率

て、'"cの RFパワーを変化させた際のメチル

基の紹対信号強度である。観測周波数は

100MHzである。図中、矢印の位置がハルトマン

.ハーン条件を満たすパワーで、回転による変

調がかかることによって、回転速度に相当する

パワー分だけずれた位置でもマッチングがと

れることがわかる。また、回転速度が上がると

信号強度が下がっていることがわかる。信号強

度が下 が っ た の は 、 cpの担い手である双極子

相互作用が、高速回転によって弱められ、 cp 

効率が減少するためと考えられる。

②振幅変調の効果

図 2 は cp効率の低下を防ぐために1:"C 

側の cp パルスの立ち上がり部分に振幅の変

化を与えて、図 1 と 同 じ 測 定 を し た も の で あ る

{黒丸}。回転速度は 6kHzである。従来の矩形

の cp パルス{白丸)の場合は、 (1)マッチン

グ条件の幅が狭い、 (11)c P効率が低下する、

の 2 つ の 問 題 が あ っ た が 、 こ の 方 法 を 使 用 す る

と、(1)マッチング条件が広くなるとともに、

(11) C P効率の低下が防げることがわかった。

図 3 は、'"Cの C Pパルスに低周波の振

幅変調をかけ、その変調周波数を変化させた場

合の信号強度の変化である。変調周波数が

1kHzを超えると(周期が 1msec以下〉信号強

度の急激な減少がみられ、回転速度の 1/2の撃

数倍において極小点が観測される。変調周波数

をある周波数以下にすることによって C P効

率の低下を防ぐことができる。

観測側と 'HiJl!Jのいずれか、または両方に

振幅変調をかけても同様の結果が得られる。

高速回転による CP効率の低下は''''N観

置tl(*NH...Cl)にも晃られる{図 4 )。本NH...Clでは、

最 適コンタクトタイムは 8msecと へ キ サ メ チ ル

ベンゼンよりも憂い。この場合、パルスの立ち

上がり部分の振幅変化の時定数 tc は lmsecで

は不十分で 3msec以上必要である。 4kHzから
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図4 ・NH4CIの変調されたCPパルス

の効果

図5 パルス幅変調されたCP法

6kHzに回転速度が上 が る と 、 矩 形 波 パ ル ス で は 、効率が半分近くに下がるが、 cp パルスに

振幅変化をかけることにより、大幅に、 cp効率の低下が妨げることがわかる。また変調度

は 10%以上あれば cp 効率の低下が防げることがわかった。

③ パルス幅変調法

へキサメチルベンゼンと本NH..Clの伊!からわかるように、パルスの立ち上がり部分の振

幅変化の時定数 t巴は、試料によって変える必要がある。図 5 は振幅を変化させる代わりに

パルス幅に変調をかけることによって cp効 率の低下を防ぐ方法で、振幅変調のように特別

な回路を必要としな い利 点が ある 。パ ルス 間隔 は T '"よりも十分に短くしておき、パルス幅

を 徐々に変化させるこ と に よ っ て 、 振 幅 変 調 と 問機の結果を得ることができる。ここで、パ

ルス植の増加速度は振幅変化の時定数に対応するものである。また、 'H側を連続波にすれ

ば、 'Hがデカップリングされて T '"による制約が緩和されるので、 rigidな試料にも用いる

ことができ、より実用的となる。

3. 考察

以上の結果から、 cpパルスに変調をかけることにより、なぜ cp効率の低下を防止さ

れ るか考察する。

①高速 M A Sの効果

マッチング条件は静止状態または低速回転時 には非常に幅広く、高速になるにつれて狭

くなる。それは、 'Hスベクトルにおける双極子相互作用による線幅の変化に対応している

1) 0 1 Hの 線 幅 は 、試料によって異なり、分子運動の速い試料、例えばヘキサメチルベンゼ

ンや NH..Clでは、回転速度が比較的低速でも鋭くなるが、グリシンのような rigidな試料で

は、高速 (10kHz程度}にならないと 'Hの線幅は狭くならない。
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静止状態または低速回転では、 'Hス ピ ン 系は強い双極子相互作用によって結合してい

るた めにエネルギ ー準位がゆらぎをもち、 7 ッチング条件は幅広くなり、 cp効率も高い。

回転速度を高速にすると、 H - H双極子相互作用が弱められ、即ち 'Hスピン系が切り離さ

れ、それぞれのエネルギー準位が異なるために周時にすべての H - C スピン系のハルト?ン

ハーン条件を満 たすことが困難となり、マッチングがとりにくくなる。

② C p 効率向上のメカニズム

高速回転の場合には、すべてのスピン系の ハ ル ト マ ン ・ ハ ー ン 条 件 を 満 た す こ と は 困 難

となる。そこで、 C p 時に高周波磁場 B ，の強 度 を 連 続 的 に 変 化 さ せ る と 、 エ ネ ル ギ ー 準 位

のばらつきをカパーすることができるため、それぞれのスピン系のハルトマン・ハーン条件

が満たされ、マッチング条件が幅広くなるために、 C p効率が向上すると考えられる。

③振幅変化速度について

振幅の変化による C p効率の向上は、溶液 NMRでの J ~ cross polarlzatlonの 実 験

で報告されている!5)。この場合、 B ， の 変 化 は、スピンが高周波磁場の変化に追従できる程

度の遅い速度であることが必要で、これは"断熱条件"とよばれている。本実験では、時定数

t cが TCH  ( C -H閣の分極移動時間)に比較して十分に長いことが必要と考えられる。

このように、 C pパ ル ス 変 調 法 は 、 分 子 運 動の速い系に対して、高速回転時の C p効率

低下紡止に有効であることがわかった。今後、 rlgidな試料に対しでも、さらに高速の回転

状態で同様な効果 が あ る か 否 か の 検 証 、 詳 細 な C pメ カ ニ ズ ム 、 お よ び 特 定 数 tcと C 一日

間の分極移動時間 T CHとの関連の解明をおこなう予定である。
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P 11 選択励起法を利用した l次元 NMRによる

化学シフト異方性の分離測定

(京大理) 0芦田淳、中井利仁、寺尾武彦

ONE-DlMENSIONAL SEPARATION OF CHEMICAL SHIFT ANISOTROPIES 

USING SELECTIVE INVERSION 

jun ASHIDA. Toshihito NAKAI. Takehiko TERAO (KyotQ University) 

A ilovel lD NMR皿ethodfor separating overlapping che皿icalshift po曹derpatterns 

using selective inversion and switching-angle sa皿ple-spinning(SASS) is describ-

ed. This method COilsiderably saves ti血eco皿pared胃ith 2D SASS spectroscopy. The 

essential idea can also be used for simultaneously obtaining血ultiplecross sec-

tions of a general 2D spectrum・

<序論>

今日広〈用いられている CPMAS法では、溶液の NMRと同様、化学シフトテンソル

の等方平均値のみが測定され、国体特有のきわめて有用な情報源である異方性は高分解能

を達成するために MA Sにより消去されている。扮末試料を静止した状態で測定すれば、

powder pattern (以下において PPと略す)と呼ばれる特異なスベクトルが現われ、異方

性を求めることができるが、一般に試料中には化学的に非等価な核が存在するため、通常

の方法では PPが重なり合い、核ごとに化学シフトテンソルの主値を求めることはきわめ

て困難である。そこで、当研究室では以前に個々の pPの分離測定を可能にする日itch-
1 ) ~ ".....，... _ 

ing-angle sample-spinning法 (SA S S法) を開発した。』の方法はきわめて効果的で

あるが、 2次元 NMR法を用いているため非常に長い測定時閣を必要とする。

今回我々は、選択反転と試料回転軸のswitchingを組み合わせて 1次元 NMR法で、非等

価な 13C核が存在する試料に対して、全ての

核に対する化学シフト pPを同時に分離器Ij定 lH

する方法を開発した。この方法は 2次元NM

R法を用いていないため、測定時間は相当短

縮される利点がある。またこの方法は、一般

の 2次元NMRにおいて、い〈つかの断面を

一挙に得ることにも用いることがで念るイこ

の方法の詳細と、 pージアセチルベンゼンに
13 適用して 5僧の非等価な C核の化学シフト

90・ 90. 

f
l
L
I〈
l
i
l
k

c
 

q
u
 90' 90' 

SPINNINO ANGLE 
νm 

p pを分離測定し、テンソルの主値を求めた 図 1 実験に用いたパルス系列。

あしだ じゅん、なかい としひと、てらお たけひこ



<方法>

実験に用いた基本泊なパルス系列を図 lに示す。選択反転パルスでは、 PPが重なり合

っているスベクトルの中から特定の PPを反転させることはできないので、 MASにより

異方性を除去した状態で特定の核の磁化を反転させる。続いて、試料回転軸をoffmagic 

ang1e(こして測定を行なうと、反転された特

定の核の PPと反転されていない他の核の P

Pが重なったスベクトルが観測される。この

場合、求める PP数 nが 3より大きいとぎは、

以下に述べるように複数の選択反転パルスが

必要である。

表 1に、 nが 6以下のと会どの PPを反転

すべきかを示す。この方法を用いた例として、

4つのpowderpa tt ern P 1'" P 4を得る場合に

ついて説明する。表 1に従い、次の 4つのス

ベクトルを測定する。

S.=+P.+Pn+Pn+P 1-' '1' '2' '3' '4 
Sn=+P.-Pn+Pn-P 2-， '1 '2" 3 '4 
Sn=+P.+Pn-Pn-P 1 ' '2 '3 '4 
S，=+P.-Pn-Pn+P 1 '2 '3" 4' 

Pの前の負符号は反転していることを意味している。

は次のように求められる。

+S.+ S 十 Sn+S.=4P 1'~2'~3'~4--"l 

+S.-Sn+Sn-S.=4 P 1 ~2: ~3 ~4-" 2 
+S.+Sn-Sn-S.=4 P 1'~2 ~3 ~4--"3 

+S.-Sn-Sn+S.=4P 1 ~2 ~3'~4 

この式(2 )より、実験に要するすべての時間が個々の PPの S/Nの向上に寄与してい

ることがわかる。これは、 lつの選択励起パルスを用いて n個の PPを 1つずつ求める場

合に比べて l/nの時間ですむことを意味する。

この方法で、表 1を拡張して PP数が 6より多い一般の場合について考えると、 2mも

しくは 2m-1個の PPを分離測定するには、 2m
個のスベクトルを測定すればよいこと

になる。さらに、重ならないような PPーたとえばカルボニル炭素とメチル炭素ーを 1つ

のグループにいれてしまえば、必要なスベクトルの数を減少させることができる。
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実験結果を報告する。

nが 6以下のとき、どの ppを反転さ

せるか(ーが反転、十が非反転)。

これらのスベクトルより倍々の pp 

( 2 ) 

十

、‘，，
'
E
E

・
(
 

表 I

<実験>

測定は自作の装置を用いて常温で行った。共鳴庖披数は 13Cに対して22・61Hzである。選
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択反転パルスはパルス幅10ms.のsoft pulseを用いた。 r f磁場の強度の切り替えに数

μs.、周波数の切り替えには 40μs.、試料の回転軸の切り替えには50皿s.を要している。

観測時の eoffは em+20・に設定している。

く結果>

pージアセテルベンゼンの CP/MASス

ベクトル、静止 PPスベクトルおよび分子構

造を図 2に示す。メチル炭素とカルボニル炭

素の化学シフトが大き〈離れていて PPが重

C=O 

ならないことより、 5つの非等価な核を次の H3C r一¥ /スマ)I 
4つのグループ P1"， P4，こ分けることができ bーイ f〕 C「 C
る。〆¥'-ノ /.¥ 

， ¥....一一C2(3) CH3 
P 1 :カルボニル炭素とメチル炭素ー 一
P 2:ベンゼン環の C1

炭素

P
3
:ベンゼン環の C

2炭素

P 4:ベンゼン環の C3炭素

図 3に、さきに述べた方法を用いて得られ

るpージアセテルベンゼンの 4つのスベクト

CH， 

レS."'S を示す。 3001 ~ 4 
250 200 150 100 50 0 

図 4に、図 3および式(2 )から得られる

pージアセチルベンゼンの個々の炭素に対し

て分離された PPを示す。この様に、個々の

P Pは非常によく分離されて得られ、各々の

ppll f rom THS 

図 2 pージアセテルベンゼンの CP/MA

S::<.ベクトル、静止 PPスベクトルと

分子構造。

化学シフトテンソルの主値を決定できる。得られた化学シフトテンソルの主値 Ii11、 Ii22、

σ33、それから得られる等方平均値す、ならびに CP/MASスベクトルから得られる等

方平均値 6isoを表 2に示す。

qll (j 22 (j 33 6 6i so 

カルポニル炭素 275.7 226. 6 94. 1 198.8 198.8 

Cl 
230.9 163.2 29. 1 141.0 140. 4 

C2 主24.1 158.2 15.2 132.4 132.0 

C3 
225.2 157.0 5.0 129.0 128. 4 

メチル炭素 39. 7 39.7 0.3 26.6 26.5 

ppm from TllS 

表 2 pージアセテルベよ/ゼ、ム〆の化学シ 7 トテレゾルの主値。
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250 200 150 100 50 

ppm f rom 1MS 

図 3 実験から得られるスペクトル S1~ S 40 250 200 150 100 50 

ppm from 1M3 

図 4 pージアセチルベンゼンの個々の炭素に対して分離された pp。

1)寺尾、藤井、小野寺、雑賀、第22田NMR討論会(1983);T・Terao・T.Fuj ii. 

~ OnoderL nnd A.Saika. Che皿.Phys. Lett. 107. 145 (1984) 
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P12 NMRと拘束条件付き分子動力学による核践の構造研究

(阪大蛋白研) 片平正人、 普回宏、 京極好正

(阪大薬) 藤井敏

1 Determination of a Conformation of the Deoxyribonucleic Acid by 'H-NMR and Restrained Molecular 

Dynamics 

Masato Katahira， Hiromu Sugeta， Yoshimasa Kyogoku and Satoshi Fujii* 
* (Institute for Protein Research and ~Faculty of Pharmaceutical Sciences， Osaka University) 

The conformation of the deoxyribonucleic acid duplex d(GGAAATTTCC)x2， which results in- a 
1 macroscopic bending when it repeats， is studied by 'H-NMR and restrained molecular dynamics. 

Independent of initial conformations (the rmsd between them is 5.5 A)， the conformations 

obtained by restrained molecular dynamics are very similar to each other. (the rmsd between them 

-1s 0.8 A). On the other hand， the conformations obtained by free 聞olecular dynamics or 

restrained energy minimization depend intensely upon their initial conformations， and 

convergence to a similar conformation is not achieved. The conformation obtaihed by restrained 

molecular dynamlcs exhibits a few remarkable characteristics， and as-a result the helical axis 

is bent. 

(序}

デオキシアデノシン残基が連続したオリゴ(d A) 配列を持つ DNAは 曲 が っ た 構 造 を

とる事が生化学的実験から示唆されている. この DNAの曲がりは、 遺伝情報の発現に際

して重要な役割を担っていると考えられている. しかし泌がった構造の詳細については数

々の 研 究 に も 拘 ら ず依然明らかにはされていない. そこで本研究ではオリゴ(d A) 配列

を持つ自己紹補的二重鎖 D N A、 d(GGAAATTTCC)x 2を取り上げ、 その溶液中における機造

をプロトン NMRと拘束条件付き分子動力学， t ) (2) に よ っ て 詳 細 に 研 究 し た .

(方法)

イミノプロトン、 アミノプロトン及びアデニンの 2位のプロトンの帰属は、 1 1エコー

パ ルスを用いて軽水中で測定した N O E S Yスベクトル， . .に基づいて行った. 他のプロ

トンの帰属は重水中で測定した N 0 E S Y、 DQ Fー C0 S Y、 HOHAHAスベクトル

に基 づ い て 行 っ た . こ の 結 果 H5" H5"の一部を除く全てのプロトンの帰属が得られた.

短い混合時間 (60，90，100，120，150ms) で測定したー速の NOESYスベクトルに基づい

て 182 憾のプロトンープロトン距離を算出した. その際の内部基準をしてはシトシンの B5

・.
-H6 距隊 (2.5A)及びチミンの CH.-H6距離、 (2.7A)を用いたo D Q F - C 0 S Y スベクトルの

定性 的解析に基づい て各残基の織のパッカリングを 決 め 、 ねじれ角に関する情報を得た.

分子動力学計算 は AMBER(4. を改良したもので行った. 実験から得られたプロトン

ープロトン距離及び内部回転角に関する拘束を以下のような疑似エネルギー項 (ENOESV

及び Ecosv) として表現し、 これを経験的エネルギー項 E .11 P i r i c・I (結合に関するエネ



ルギー、 結合角に関するエネルギー、 ねじれ角に関 す る エ ネ ル ギ ー 、 非結合相互作用のエ

ネルギー、 静電的ヱ ネルギー及び水素結合に関するエネルギー}に加えたものを系の全エ

ネル ギー ETOTALとした.

E 剥oE S Y W.  kNOESV (r - (rNOESV - at)) 2 r < rNOESV -al 

。 rNOESV - alく r< r NOES'y+a 2 

W.  kNOESY (r- (rNOESV + a2)) 2 rNOESV + a2< r 一一 ( 1 ) 

( W: ウエイト、 kNOESV:カの定数 r: プロトンープロトン距隊

r NOESV:実験から求められたプロト ンープロトン距隊、 alと a2:定数)

E c 0 Sγ= kcosv (φ ー φCOSV)2 (2 ) 

(kcosv:カの定数、 φ: ねじれ角、 o c 0 SY :実験から求められた

ねじれ角)

EτOTAL = E &lIplrlc・1 + E NOESY + E cosv (3) 

表 1 a 1、 a2及び kNOESV の値 表 2 計算手順

距厳 (A) a t(A) a 2 (λ} k NOE SV (k call1lolA2) 時間 (PS) 温度 (K) ウエイト 官

2.5-3.0 0.20 0.25 4.0 0-4. 0 100-200 0.25 

3.0-3.5 0.25 o .30 4.0 4.0-8.0 200-400 0.25-6.25 

3.5・4.0 0.30 0.35 4.0 8.0司 16.0 400 6.25 

4.5- 0.40 0.50 4.0 16.0・ 18.4 400・300 6.25 

18.4・34.4 300 6.25 

34.4-68.0 300 8.35 

al 、 a 2及び kNOESdま表 1の様 に 設 定 し た .

N 0 E S Y スペクト ル か ら 求 め ら れ る プ ロ ト ンープロトン距離には、 スピン拡散等に凶

来 する誤差が含まれる. これを考慮して (5' a 1 及びa:2 の設定を行つである。

AMBERにおいては、 一重及びニι重結合に測するカの定数は各々 300と600Kcall阻olA2

である. 一方(1) 式の kNOESY は表 1に示した様に4.0kcal/llolA2に 設 定 し て あ る . 計 算

の震 終段階において(1 )式の W は媛大健 8.35まで引き上げられるが{表 2)、 それでも実

• 効のカの定数は 4.0 x 8.35 = 33.4 kcal/llolA2であり、 比較的緩い掬東条件となっている。

(2) 式における kc 0 S Vは 16.2 kcal/冊。 lrad2 に 設 定 し で あ る . これは AMBERにおけ

る結合角のカの定数の約 1/5 である.

初期構造としては、 核磁の代表的構造である A 型(. ，及び B型【.，を選んだ (IniA.IniB

-h ニつの構造問の rllsdは 5.5Aである. 手順としては表 2に示すように系の温度を 10K か

ら400Kまで徐々に上げてアニーリングした後、 再び 300Kまで冷やし、 この温度で長時間の

分子 動力 学計 算を 行った. ウエイト W も 0.25から 8.35まで徐々に重くしていった.
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最後の 2ps における座標を平均し、 拘束条件付き分子動力学によって得た構造とした{

初期構造が A型なのか B型なのかによって各々 RDA、 R D B ) • 

上記とは別にさらに二通りの計算を行った。 一 つ目は E 611 P i r i c. 1 のみで上記と全く同

様な計算 (free 阻olecular dynamics) を行うもので、 これによって得られた構造を FDA、

F D B とする. ニつ目は (3)式の E TOTA' のエネルギー患遺化であり、 これによって得ら

れた精進を R MA、 RMBとする.

(結果と考察)

図 1に各種計算法によって得られた構造を示す。 また表 3に各構造問の rmsdを示す。

図 1 各穏計算法によって得られた構造

表 3 各 構 造 問 の rmsd(A)

IniA RDA FDA RMA IniB RDB FDB RMB 

IniA 5.8 3.4 1.7 5.5 6. 1 6.1 5. 1 

RDA 6.4 5.1 1.7 0.8 1.7 1.2 

FDA 3.5 6.3 6.6 6.6 6.3 

RMA 5. 1 5.4 5.5 4.9 

1 ni B 1.'9 1.8 1.0 

RDB 1.8 1.5 

FDR 1.5 

RMB 
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表 3より、 拘束条件付き分子動力学を行った場 合には、 初 期 構 造 に よ ら ず ー っ の 構 造 に

収束している事がわかる (RDAとRDB の r田sd 0.8 A). それに対して拘束条件を入れない分子

動力学や、 たとえ拘束条件を入れても単なるエネル ギ ー の 最 適 化 を 行 っ た の で は 、 得られ

る構造は初期構造に強く依存したものとなり、 収束した構造は得られない (FDAとFDB の rm

sd 6.6A. RMAとRMB の r阻sd 4.9A). この事は図 1を見ても明らかであり、 RDA とRDB は非

常によく似た構造であるのに対し、 FDA.FDB.RMA.RMB は DNA鎖 全 体 の 膨 ら み 具 合 い や 、 矢

印で示した E羽海の広さ等に関して、 各々の初期織造の性質を強〈残している. これは拘束

条件を入れないで分 子動力学計算を行った場合には構造位相空間が大きすぎて、 通常実行

可能な計害事時間内には全ての範囲を探索し尽くす ことが出来ない為、 又たとえ拘束条件を

入れでも、 単なるエネルギー最適化では径小健を見つけることしか出来ない為だと考えら

れる. これに対して鈎東条件付き分子動力学では、 実験から得られた情報と合わない矯造

に対しては E 側 oE S V あ る い は E C 0 S Yが著しく大きな値となる為、 エネルギー的に非常に不

利となり、 その結果実 効 の 精 進 位 相 変 聞 は せ ば められ、 分子動力学計算の本来持つ極小点

からの 脱出 の効 果と相まって、 短時間の内に ETOTAl の最小点に至る事ができたのだと考

えられる.

拘束条件付き分子動力学で得られた繕造の特徴として以下のものが挙げられる. ①オリ

ゴ (dA)配列 部に おいて副潜が著しく狭い。 ② 2番目のグアノシン残基が B II構造である(

他の残基は通常見られる B 1構造)。③織のパツカリングが 1から 8番までの残基と 9番

及 び 10番とでは異なる.②及び③は各々オリ ゴ (dA 1配列部の前後における幽がりを引き

起 こしている. 一 方①はオリゴ (dA)配列都内における曲がりを引き起こしている. これら

の砲が りは 皆同 一方向であり、 その為二重鎖全体としても曲がった構造をとっている.

(1) Kaptein. R.. Zuiderweg. E. R. P.. Scheek. R. M.. Boelens. R. and Gunsteren. 

W.F. (1985) J.Mol.Biol. l主主 .179-181.

(2) Clore. G.. Gronenborn. A. M.. Brunger. A. T. and Karplus. M. (1985) J. Hol. 

Biol. 1旦旦. 435-455. 

(3) Sklenar. V. and Bax. A. (1987) J. Magn. Reson. Ii. 469・479.

(4) Weiner. S. J.. Koll田an. P. A.. Nguyen. D. T. and CJlse. D. A. (1986) J. Comp. 

Che圃. 7.. 230・252.

(5) Nilson. L.. Clore. G. M.. Gronenborn. A. H.. Brunger. A. T. and Karplus. H. 

(1986) J. Mol. Biol.. ill. 455・476.

(6) Arnott. S. and Hukins. D. W. (1972) Biochem. Biophys. Res. Co阻mun..土7..

1504・ 1509.
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P13 巧ン1¥"ワ質素.fJ'髄予腕;.!k. V"Z.の花乙工VNP

Ojib村毛え"IJロ青島署i-/業担当:281松田務生/tF来げた
(震丈、業 J 機4貢献、総擁1婦人、家索活育〉

Photo-CIDNP Studies on Surface Structures of Proteins 

Y口shifumi Nishimurg， Koichi Kato， Yoji Arata， Hiroo Matsuda， Satoshi Nakamura 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， University of Tokyo， Graduate School of 
Integrated Science， Yokohama City University， Teijin: Tokyo Research Institute 

It is well established that lIlethod of photo-chelllically induced dynamic nuclear 
polarization (Photo-CIDNP) is very powerfull to obtain surface structures .of 
proteins. However cancellation of polarization of flavine dye used in the cyclic 
experlllent for proteins is not well understood. In this paper we have investigated 
the cancellation lIlechanism of the dye polarization by changing the dye 
concentrations， laser pulse width， and the delay time of acquisition of NMR 
signals after the laser irradiatiori. We could obtain a good experimental 
condition to cancell the dye polarization keeping the protein signals strong. And 
also we have found a specific laser irradiation effect on s白血e proteins used for 
the phto-CIDNP experiment. 
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P14 18C -NMRによる免疫グロプリンの高次構造と機能の解析

(東大薬、奪回本プルカー)

0加藤晃一、五十嵐貴子、松永千枝、金 夏亨、高橋栄夫、尾高麻乃、

水谷隆太、大和澄江、 HarkusWae lchl P、鳴田一夫、荒田洋治

Applications of 13C_NMR Spectroscopy to Molecular Structural 
Analyses of Antibody Molecules 
L五註旦， T.工garashi， c.ptatsunqれ H.Kim， H.Takahashi， A.Odaka， 
R.Mizutani， S.Yamato， M.Waelchli~~ ， I.Shimada， Y.Arata 

牢車
(Fnculty of Pharmaceutical Sciences， Unversity of Tokyo， ~~Bruker 
Japan) 

A 13C NMR study of a mouse anti-dansyl monoclonal antibodies is 

~~P~3~~~~LL;~:~~~ti~~~y ~?ll~~~:~_~:::L:~ec~~ic~:~:.::~be~:~_:~~~~ [l-.L"C]methionine and [1-.... 'C]tryptophan by growing hybridoma 
cells in serum-free medium. 工七 was possible to observe all the 
labeled carbonyl carbon resonances of the antibodies. The Fab 
and Fc fragments have been obtained from the antibodies and used 
successfully for the assignments暢 of each of the carbonyl 
resonances to either the Fab or Fc regions. 工thas been shown 
that site specific assignments of the carbonyl resonances can be 
made by means of a double labeling technique developed by 
Kainosho and coworkers. It has been revealed that these 
resonances can be useful probes to trace the interaction of 
antibodies with various molecules including antigens. 

1 .序

生物学的に興味探い蚤白質の多くは、分子量 10万を越える巨大なものであり、こ

れを通常の NMRによる機造解析の対象とすることは極めて困難である。我々は、各

種安定同位体意識法を用いて、この問題を克服することを試みている.今回は、特定

のアミノ酸残基の主鎖カルボニル炭素をエンリッチした免疫グロプリン(分子量 15 

万)を対象に、 13C-NMRによる解析を行った結果を報告する.特にここでは、ダ

ブルラベル法によるシグナルの帰属を基盤に、抗体の高次構造と抗原分子等の認識穣

能との関わりについて議論する。

2.実験

L鎖 (Vl，CL)および VHを共通に持ち、他の定常領援の一次構造のみが異なる一

連の抗ダンシルマウスモノクローナル抗体 (switchvariant antibodies)の各サブ

クラス (IgGl，IgG2a.IgG2bおよびIgG2a(s)(IgG2aから CHlが欠落した変異体))を材料

として用いた。これらの抗体を産生するハイブリドーマを、適当な安定同位体標識ア

ミJ酸を含む無血清培中にて培養し、特定都位の 13Cあるいは 15Nをエンリッチした

モノクローナル抗体を得た.トラユfスアミナーゼによる 15Nの希釈を防ぐために必要

かとラ こういJ
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に応じて培地中に代謝阻害物質(例えば βークロロアラニン)を添加した。 N M Rの

測定には、 BrukerAM-400を用いた。既に、報告したように 1)、パパインによる隈定

分解と、 13C-15Nダブルラベル法を併用することによって、観測したシグナルの帰

属を行った.

3.結果と考察

M e tのカルボニル炭素をエンリッチして、各サブクラスの抗体の 13C-NMRを

測定した.一例として、 IgG2aのスペクトルを図 1に示す。この抗体に存在する 11個

のMet残基に由来するシグナルが会て観測されている。シグナルaは、 CH2ドメイ

ンのMe t -314に帰属される。この残基は、ヒト Fcの場合、黄色ブドウ球菌由来

プロテイン Aのフラグメント Bとの相互作用部位に位置することがX線構造解析の結

果から示されている 2)0 シグナル aの化学シフトの pHあるいは謹度依存性は、この相

互作用部位の微視的環境を反映している.シグナル eは、 h ドメインに割り当てられ

(位置特異的帰属は未確定)、特異的抗原である ε-dansyl-L-Iysineとの結合に伴っ

て選択的にシフトした。今後、より詳細に帰属が進行すれば、抗体分子中で抗原との

結合に関与する部位をスペクトルの変化から特定できる。シグナルJは、 2trnl分のピ

ークが重なったもので、その一方は、 CLドメインのM e t -175に帰属される。この

残基に由来するシグナルの化学シフトはサブクラス間で異なっていた。上述した通り、

CLドメインは、いずれのサブクラスでも共通な一次構造を持つことから、この違いは、

四次構造上のCH1ドメインとの相互作用を反映しているものと考えられる。

図1

[1-13C]Metで標議した抗ダ

ンシルマウスモノクローナル!gG2a

の13C-NMRスベクトル

測定条件:100KHz、30GC、pH7.2 

[文献]
ー~，.

1・0.0 178.0 17&.0 172.0 17b.0 111.0 

1) Kato，K.， Matsunaga，C.， Nishimura，Y.， Waelchli，M.， Kainosho，M.， 
and Arata，Y. (1989) ~.Biochem!... 105， 867由 869
2) Deisenhofer，J. (1981) ~iochemistry 20， 2361-2370 
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STRUCTURE OF A N  INHIBITOR-FREE RIBONUCLEASE F1 

Wataru Yoshik置w!!，TakahisaNakai， Haruki Nakamura， *Hiroshi Yoshida 

Protein Engineering Resea町 hInstitute，・TohokuUniveη ity 

ABSTRUCT 

Two-dimensional lH NMR studies at 600 MHz have been performed on 

a guanine specific ribonuclease， RNase F1， which is composed of 106 amino 
acid residues. The sequence specific assignments were obtained for the back-

bone protons of 98 amino acid residues and most of its side-chain protons. 

The tertiary structure of RNase F1 was constructed from 530 of inter-residue 

distance restraints. The global folding of RNase F1 was similar to that of a 

homologeous protein， RNase T1， although the marked deviation was found in 

the N-terminal segments. Futhermore， the conformations from Ile-89 to Val・
100 should be almostly same between the two enzymes， since the lH chemical 

shifts of back-bone and side-chain protons are well conserved. 
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P16 安定同位体老婦いた 1L - 1 sの N M R解析

〈都臨床研，大塚製薬り稲垣冬彦、機真一、加瀬良一、金子みどり、

神田大輔、桝井美弘u、菊本芳和人平井嘉勝沼

Structural Study of I L-lβby Stable Isotope Aided NMR 

F. Inagaki， S. Tate. R. Kase，門. Kaneko， D. Kohda 

(Tokyo 門etropolitan Institute of Medical Science) 

Y. 門asui，Y. Kikumoto and Y.Hirai 

(Otsuka Pharmaceutical Co.， Ltd) 

Specifically labelled IL-lβs wi th stable isotopes were produced i n E.col i 

expression syste闇. Comparison of the DQF-COSY spectra of IL-l s， containing [2HJ 

Leu， [2HJPhe or [2HJVal with that of non-Iabelled IL-lβ ，聞ade the assign-

聞ents to the specific type of a聞ino acids. These assignments were further 

supported by the IH・15N H門QC spectra of [15NJLeu， [15NJPhe， or [15NJVal labelled 

I L -1βs. Three connectivities of Phe-Val were confirmed uSing IL-Is labelled 

with both [13CJPhe and [15N]Val. 門any 門CD patterns which are characteristic to 

antiparallel pleated β.sheet structure were found， which is consistent with the 

results of the low resolution crystal structure. 

1 L -1β は、 感染や炎症、種々の免疫反応に さ い し て 主 と し て マ ク ロ フ ァ ー ジ

(Mφ 〉より産生される分子量 17. 5 K、等電点 7、アミノ滋残基 153よりなるボリ

ペプ チドホル毛ンである。近年遺伝子工学の発展により、 リコンビナント標品を用いて被

告Eの解析が行われるようになり、 1 L - 1β は造血、神経、内分泌系を含む広義のインタ

ーロイキンーサイト カインネットワークの一員として理解されるようになった。 このよう

な 1L - 1 sの持つ多彩な機能を理解する上で、 また蛋白ヱ学的な研究を展開する上で、

溶液における立体椿 造 を 明 ら か に す る こ と は 重 要な課題と言えよう。 しかし 1L -1β の

ように比較的高分子量タンパク質の場合には、従来の二次元 N M R法のみでは解析は困難

であ る.そこで本研究では安定同位体を利用した種々の N M R法の検討を行い、高分子量

タンパク質の構造解析のための方法論の検討を行う こ と を 目 的 と し た 。

喜怒t事案 大腸菌中で 1L - 1β を発現させ、常法 lこ従い精製した(1). N M R iltl定には非ラベ

ル体のほかに、 ロイシン、バリン、 フェニルアラニシをそれぞれ一種類だけ重水素あるい

は 15Nでラベルした 1L -1β および (13C-F、 15N-V) ダブルラベル体を作製した。

非ラベル体および垂水素ラベル体については DQF-COSY、 HOHAHA、 N 0 E S 

Yの測定を行った. また 15Nラベル体およびダブルラベル体については lH-15N H M Q  

Cスベクトルの測定をおこなった。試料濃度は 0.6-1. l m M、測定混度 28度 C、

p H 7. 2である.

維業 1 5 K以上の高分子量タンパク質の場合には、線幅の広がりによりスピン結合を通

じでの磁化移動の効率は極端に悪くなる。 このため従来の D Q Fー C 0 S Yや H O H A H

A に基づくアミノ駿タ イプの同定は函難となる。一方 N 0 Eの効率は分子量の増大に対し

いな がき ふゆひこ 、 た で し ん い ち 、 か せ り ょ う い ち 、 か ね こ みどり、

こうだ だいすけ、まずい よしひろ、きくもと よ し か ず 、 ひ ら い よしかっ
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むしろ向上す忍から、 同位体ラベルを組合せ、重なりあったシグナルを分けるとともに、

アミノ酸のタイプを同定する事が不可欠となる。そこで本研究ではアミノ駿タイプの同定

を目的として、 15 Nあるいは重量水素でラベルしたアミノ酸を取りこませた 1L - 1 sを調

製し、 アミノ酸タイプの同定を行い、 シグナルの帰属を行った。 図 1は非ラベル体の 1L 

- 1β の指紋領域を示している。 ロイシン、 フ ェニルアラニン、バリンをそれぞれ重水素

で ラベルした 1L - 1β の DQF-COSYおよびこれらのアミノ酸の 15Nラベル体を含

む 1L - 1β の 'H-'5N HM QCスベクトルと比較することにより、 ロイシン 14個、

フェニルアラニン 8個、バリン 10偲につい τ、 (N H、 Cα 〉交差ピークの帰属をおこ

なった。次にこれらのアミノ酸の中で、一次構造上隣りあった残基を同定するため(13 C 

-F，'5N-V) ダブルラベル体を調製した。 1L - 1β には F - Vの組合せは、 F 4 6 

- V 4 7， F 9 9 -V 100. F 1 5 0 -V 1 5 1の三組存在する。実際ダブルラベル体

の 'H-'5NHMQCスベクトルには、 13 C = 0により分裂した 3個のピークが観測されて

いる。 F-Vの並ひ、に対応する Vの交差ピークを出発点として、 sequentialな帰属を進め

た。 また M C.D ( main chain di~ected )1去を適用した結果 (2)、 1 L - 1 sには逆平行型

の nシートに対応ずるパターンが多数見いだされた。 1L - 1 sは Pシート機造に富んだ

構造を取ることを示しており、低分解能の結晶構造解析の結果とも一致する(3)。

11.0 10.0 8.0 7.0 6.0 

6.0 
" 

5，0 

4.0十， 18 
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• • • • 

• • 
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 .
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•• • • • -

-
t
 • 

--・

ー・-・:; J-・:/;，"~ 
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図 1 1 L - 1β の DQF-COSYスベクトルの指紋領域。口はロイシン残墓、 Oは

バリン残墓、 Oはフェニルアラニン残基の交差ピークをしめず。

Jt'飲

(1) y， K i ku冊。 to et al.， Biochem. Biophys. Res. Commun.， 147， 315・321 (1987). 

(2) S. W. Englander and A. J. Wand， Biochemistry， 26， 5953・5958 (1987). 

(3) J. P. Priestle et al.， EMBO Journal， 7， 339・343 (1988). 
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P17 タンパク質の立体婿造と 'HNMR化学シフトの浬論的計算

(東京農工大工) 0朝倉哲郎 中村英二 浅川崎美

(都臨床研) 稲垣冬彦

Protein Structure 

and the Theoretical Calculation of 'IINMR Chemical Shift 

Tetsuo Asakurg，Eiji Nakamura，lIarumi Asakawa 

( Faculty of Technology，Tokyo University of Agriculture and Technology ) 

Fuyuhiko 1nagaki 

( The Tokyo Metropolitan 1nstitute of Medical Science ) 

1n order to obtain the correlation between 'HNMR chemical shift and protein 

structure，the theoretical calculation of the 'HNMR chemical shifts of proteins 

using the atomic coordinates is very important. 1n this study， we calculated 

a -CH proton chemical shifts of BPTI (Basic Pancreatic Trypsin -Inhibitor) by 

taking into account both the magnetic artisotropy effect of the C;::O bonds and 

the ring current effect. The calculated 'HNMR chemical shifts of BPTI are in 

good agreement with the observed data. 

NMR法は、溶液中のタンパク質の構造を知るうえで最も有力な分祈手段の一つであ

る。 現在.高分解協 NMRスペクトルを与えるタンパク質の場合、 NMR核オーバーハ

ウザー効果 (NOE) のデータに NMRカップリング定数、垂水素交換などのデ}タやエ

ネルギー計算の結果を加味してその潟液構造を提案しようとする試みが報告されてきてい

る. 1)これらの解析において、タンパク質の 'HNMRスペクトルの帰属を行なうことに

かなりの労力がはらわれていることを考えると、構造 。lHNMR化学シフト悶の相関

が得られれば、タンパク質の NMR構造解析は飛躍的に進むことが予想される.

そこで我々は、原子座擦の決定と 'HNMRピークの帰属が完了しているタンパク質

として BPTIを選び、構造 φ'HNMR化学シフト i間の相関を得るために、その αC

Hプロトンの化学シフトを、カJレボニjレ基の磁気奥方位効果、環電流効果に着目して評価

した.

立韮五主主

'HNMR化学シフトに影響を与える因子は、反磁性効栄、磁気呉方位効采、環電流

効果などが考えられる田 2・3)そのうちタンパク質の空間的傍報を与えるしゃへい効采とし

て、本研究では、カルボニル基の磁気異方性効果と、芳香環による環電流効采に着目して

その効果を都価した.

あさ.(.5 てフお
l'" t;;; D'きみゆひご

ながむらえ。u あさかわ Ij"るみ
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( 1 )磁気異方位効栄

BPTI中の主鎖と側鎖のカルポニjレ基からの aCHプロトン化学シフトへの磁気呉

方位効采の寄与をすべて評価し、加えた.その評価は、 ApSimon4)の方法に従った.磁イむ

E容は、 Zurcher5)の値 (Ax ，=ー25.7XlO-30 ， A X2= -13.5XIO-30 cm3) を沼い

磁気双極子はカJレポニJレ基の結合上で、炭素側から lAのところにおいた.

( 2 )環電流効果

'HNMR化学シフトは、フェニJレアラニン、チロシン、ヒスチジン、トリプトファ

ンの芳香環からの αCHプロトンヘの環電流効'*の寄与を評価した. 特に、メチル基の

'HNMR化学シフトの著しい高磁場シフトは環電流効采による寄与であることはよく知

られている.日 Johnsonと Bovey.に HaighとMallion7)、Pople引らによるその評価式

が提案されているが、 BPTIのメチル基プロトンについて環電波効果の評価を行ない、

民較した PerkinsとWuthrichの文献引に従い、 Johnsonと Boveyの評価訟を αCHプロト

ンの化学シフト評価にも採用した o 14 

経丞よ主主主

B P T 1 (Basic Pancreatic Trypsin Inhibitor) 

は、ウシE事臓中に含まれるトリプシン阻害物質であり、

アミノ酸残基数回、分子量6，500である. 構造は、

Fig.lで示したように 17~36残基聞で逆平行 F シー

ト、 2~6 ， 47-56残基悶で短い a ヘリックスを形成し

ている .M}また、三本のジスルフィド総合があり、非

常に安定な球状コンホメーションを形成しており、 8

M尿索中でも変位しない安定な猛基住

タンパク質である.本研究では、この

BPTIの αCHプロトンの 'HNMR

化学シフトをカルポニル基の磁気異方

位効果に環電話t効果を加えて評価 Lた.

Fig.2に、側々の残基の αCHプロ

トンへの各主鍍カルポニル基からの磁

気異方位効果の寄与(1 0.05 1 pp回以

上)を二次元表示した.これから、 F

シートと αヘリックス領域と αCHプ

ロトン化学シフトの相関がよく再現さ

れていることがわかる.すなわち二次

Fig.2 2-di配 nsionalcheaical 
shift回 IPof IlPTI (>10.051 pp.) 
o ; deshielding∞ntri加ti叩 fro.伝ogr'∞p 
・;ぬielding∞ntributi叩 fro.C司ogr'叫 P

-158-

17 

27 

Fig.l官官 structureof IlPTI 



元表示において、対角線に垂直方向のバター (a) 
ンは Fシートの領域である.これらの残基の

カルポニル基は、低磁場シフトの寄与が多い

ことがわかる.α ヘリックスの領域は、逆に

対角線に沿ってそのパターンが現れている.

更に一例として、 Tyr21の αCHプロトン

{ sシート内)と、 Met52の αCHプロトン

(α ヘリックス内)をとりあげて、周囲のカ

ルポニル基からの磁気異方位効果の寄与をピ

ックアップした. (Fig.3) sシート内の α

CHプロトン (Fig.3{a))への主鎖カルポニ

ル基の磁気異方位効果の寄与の特徴として、

戸ターンの場合を除いて自分自身の残基のカ

ルポニル基に加えて、水量終結合を形成したまf

の鎖のうち、空間的に近いカルポニル基から (b) 
大きな低磁場シフトの寄与を受ける.また、

銀ょにおいて着目プロトンの前後の残基のカ

ルボニル基からは高磁場シフトを受けるが、

その値は小さいので、和をとると低磁場シフ

トとなる.一方、 αヘリックス内の αCHプ

ロトン (Fig.3{b))の多くは、自分自身の残

基のカルポニjレ墓から高磁場シフトを受ける.

一般に Fシート内の αCHプロトンは低磁

場シフトし、ヘリックス内では高磁場シフト

するが、このように主にカルポニル基からの

磁気異方位効果によってそのシフトを説明す

ることができる。 Fig.4(B)に名残基の αCH

プロトンに対する主鎖と側鎖のカルポニJレ基

の磁気異方位効果の寄与の和と実測結果を示

した.カルボニJレ基の磁気異方位効采によっ

て、 BPTIの αCHプロトンの化学シフト

Fig.3 Thc sec∞也rystructures of BPTI 
and the .認前ticanisotropy effect 
(a) s-sh田 t(resid鴎 17-36)
(b) a-helix (resid田 47-56)

をおおむね評価することができることがわかる.しかしそれでもなお、説明のつかない場

合もある.例えば、笑測の Cys-51などは、大きな高磁場シフトをしている.これは、明

らかに環電流効采によるものである.そこで、 Cys-51の近傍に芳香環があるかを調べた

ところ Phe-45が非常に空間的に近いことがわかった.
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そこで、 Phe-45からの環電流効呆を計算すると Cys-51は 3ppmにもおよぶ高磁場シフ

トを受けていることがわかった.その様子を Fig.5に示した.すべての aCHプロトンの

化学シフトへの潔電流効采の寄与の計算結釆は、 Fig.4(c)にまとめた。さらに、磁気異方

位効果と環電流効栄の和を Fig.4(a)に示したが、最終的に実測値と計算{[iはよい一致を示

した.

S.D.= 0.40 
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P18 部位特異的アミノ酸置換による SS Iの立体構造変化

Oa沢節美・佐藤崎哉・甲斐荘 正 { 宣 ・ 小 島 修 一 * ・ 三 浦 謹 一 郎 *

(都立大理、東大工吋

Confor圃ational Changes in 55! by Site~directed Mutagenesis 

T eru血iNirasaw l!， H.a r u y a S a t o. K a s a t s u n e Ka i n 0 s h 0， S h u i c h i K 0 j i m aホ，

Kin-ichiro Miura忠 (Faculty of Science， Tokyo Metropolitan Univ.. and Faculty of 

Engeneerlng. lokyo Unlv.*) 

A site-directed 田utagenesis of the interior a阻 ino acid res1dues has been found 

t~ lnduce global conformational changes. 町e have extensively studied the effect 

of the Leul03 replaced for Metl03 on the native S8I conformation by using a se-

ries of the 88Is whose carbonyl carbons of each one amino acid type were spe-

cifically labeled with "C. The results indicate that the conformationa1 

changes are limited to the residues be10ng to a certain region. which is qua1i-

tative1y the same where structual changes have been observed by Metl03 su1foxi-

dation. The structual consequences due to' the oth官r type of amino acid rep1ace-

皿ent 101111 also be discussed. 
(序)我々は数年間に渡り蚤自性プロテアーゼインヒピター S S 1をモデルとして、高分

子量タ ンパク貨のけ C-::-<:MRシグナルの一義的帰 属 手 法 の 開 発 と 、 構 造 化 学 的 応 用 に つ

い て 研究してきた.本報では、帰属の確定したカルボニルシグナルの構造化学的応用のー

織として、タンパク質工学により特定部位のアミノ訟のみを置換した変異体 SS. 1を用い

タンパク質のアミノ畿変換と立体構造の関係を明らかにしようと試みた. S S 1内部の疎

水的環境に存在する Metl03を菌室化し、それに伴い S S 1の立体構造は広範に変化する.そ

の構造変化の様子と Metl03→ Leuの変異体 (Ml()3L S Sエ)における構造変化を比較した.

第 2に、 SS 1表面の解段位残基の静電的相互作用の影響として、 Lys18とAsp76の塩結合

を取り上げた。 Lys18及び Asp76の様々な変異体を用いて S S 工の局所的、全体的構造変化

を詳細に調べた。持に不均一的に" cでラベルルた Lys残基を利用することによりこれら

の影響がよ り 明 確 になったので報告する.

(結果と考察)， 1 ) H etl03の不安齢化及び遺伝平総み換克己 Me.tl03→LelJによる S S 1の立

箆主主主五日品; S S 1サブユニヴト中:には分子表面 70、 7 3番、分子内部に 10 3番、計

3残基の M.etが 存在する。表面のι2残基は当量の H 20>により酸化され R 、S比が、 1対

1のジ アステレオマーになる。 H 20 2を過剰に加えることで Metl()3も酸化されるが、

R、S比は 1対 lではなく約 l対 3を示した。こ れは、分子内部 103の周囲は立体構造

を保った ま ま 揺 ら い でいるので、 E主化反応も周囲の不斉な環境を反映し立体選択的に行わ

れたものと解釈でb きる.さらに Metl03の般化に伴い Met(O)，70， 73のシグナルが若干低磁場

シフトし、 SS 1の立体構造に何らかの変化を生じた可能性'IJ".ある.そこで、 Met、Phe，Val

L eu、 Cys、A1a、Pro.，Trp、Tyr、His、の 10穏 の ア ミ ノ酸主鎖カルボニル炭素のは C - N M R

にらさわてるみ、 さとうはるや、かいのしようまさつね、こじましゅういち、

みう らきんいちろう



をプロープとして、誘起シフトの綴測される部位を実験的に決定した.さらに、タンパク

質内部残基の化学修飾の~響よる構造変化と、遺伝子組み換えによるものを比較するため

持etl03→ Leu S S 1についても同様に 7種のアミノ厳についての主鎖カルボニルの誘起シ

フトを調べた.その結果、 F i g .1 に示すように誘起シフトが観測された領域にかなり

の相関性が見られた.現在までの多くの実験事実より、 S S 1前半のドメイン 1と比べ、

この領域は S S 1とプロテアーゼとの複合体形成において柔軟に変化しうる動的佐賀を持

つ部 分ドメイン 2、と考えている.

2 )表面に存存する銭車事件発主主簡の締質的相互作用-Lys 18l'. Asp76の 遺 伝 子 組 み 設 え と 立

盆主産主盆必;内部残基の組み換えにより、 S S 1 後半部分ドメイン 2に誘起シフトが観測

されたことは践に述 べた.我 qは、 Asp76と Lys18の塩結合は、このドメイン 2を前半のド

メイン 1に固定する役割をしていると考えている.この縫聖書は、 'H-NMRによる Lysの

p H titrationにより Lysが異常に高い pK aを示すこと、また、 Lys18の 化 学 修 飾 に よ る

Asp76への影響など により寝付げられている.これをさらに明確にするため、 Asp76→Asn.

Asp76→ Alaに改変した S S 1を調製した。これら Asp76についての、変異体での Lys18の、

p K aは、およそ 1P Hユニット低い値を示した 。 こ れ は 、 Aspがチャージを失うことに

より両残基簡の溢結合がわれたことを意味する.さらに、 2、 3、 5、 6位のみを高濃度

に，;， Cでラベルした Lysを取り込ませた[2、3 ‘5 、6 ーは C 4 - K ト S S 1、 -D76N S S 1 

および、ーD76A S S 工の溺定により、各却の Lys側鎖の x-angleを決定した.

その結果、 W T S S 1では， J C2 Csより G、ま JC 3 c.より G、一方、 D761¥ S S 1では、
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3JC2CSより T、き J c， c. 

より T、となった。つま

り、 Asp76と相互作用が存

在する WT S S 1の Lys

側鎖は折たたまれた状態

であるのに対し、相互作

用を失った D76N S S 1で

は伸びた状態にあること

が 明 ら か に な り 、 こ の こ

と か ら も 両 残 基 聞 の 塩 結

合の存在が支持された.

現在、 Lys18の変異体につ

い て の 実 験 か ら も SS 1 

における 7 6番と 18番

の塩結合の彰響にについ

て、さらに考察を進めて

いる.



P19 "c- 多重ラベルアミノ般を用いる高分子タンパク貨の ~MR 解析手

法

細谷仁子、 加賀ー有、 0三宅洋子、 甲斐荘正値、 稲を亘冬彦-

l都立大理、 -都臨床研}

Various Hethods for the NMR Spectral Ana]ysis of a Large Protein by using the 

Multiply '3C-Labeled Amino Acids 

Yoshiko Hosoya， Kazunari Kaga， 工主主旦 lli主主主， 持asatsune Kainosho and Fuyuhiko 

1nagaki' (Faculty of SCience，Tokyo Hetropolitan Vniversity and Tokyo 

Metropolitan Institute for Medical Science冶〉

Stable isotope ~ssisted 2D-NHR methods have been developed for assigning the 

目HR signals of S trepto圃yce~ subtilisin Inhibitor (S51)， whose molecular weight 

is 23，000 as a dimer. The carbonyl carbon resonances which have been assigned 

by the "C，'5N-double labeling technique have been found to be ideal starting 

points for the total assign田ent of the NMR signals due to the rest of the 

目。lecule. For example， the SSI which was selectively labeled with a [1，2-' 'C2] 

a田inoacid lead us to extend the carbonyl assignments to those of theα-carbons 

in the same residues either by COSY or INADEQUATE. Theα ーcarbon assignments 

can then be extended to the protons directly attached to the圃 and then to the 

other protons by HOHAHA or DQF-COSY. The 15% unifor血ly'εC-labeledamino acids 

have been conveniently used to observe 田ost，if not all， of the "C and 'H 

signals of the !'C-enriched residues by using proton-detected HMQC. 

〔序〕 分子量一 万程度の低分子量タンパク質では、 2次元 'H-N M Rの 逐次帰属手法

などによるシグナルの完全帰属が可能な場合も多い。 しかしながら、 シグナルが重なり合

うことが障害となるよ う な 、 より高分子量のタンパク費では 'H-NMRスベクトルを直緩

に帰属することはほとんど不可能となり、 他の一 般性の高い帰属手法の関発が必要となる.

すでに我々は、 リ C、 15 N ダブルラベル法により、寓分子量タンパク質においても主鎖カ

ルボニル炭素のは C-N M Rシグナルを確実に帰属 することができることを切らかにしてい

る。 すなわち、 高分子量タンパク質においては主鎖カルボニル炭素こそ最も確実な帰属が

可能な 部 位 で あ る . したがって、 カ ル ボ ニ ル 炭 素の婦属をいかにして確実に側鎖原子団に

拡張しうるかに一般的帰属手法の開発のポイント が解かれるべきである. 我々は、 この目

的のために高濃度に均ーは C-ラベルしたアミノ貫主類を利用する手法を検討してきたが、 こ

のアプローチには解決すべき幾つかの問題点があっ た。 本研究では、 残基特異的にま鎖カ

ルボニ ル 炭 素 と α"炭素のみを選択的に、 しかも高濃度にけ Cーラベルしたアミノ酸、 及び

15%均一 13Cーラベルしたアミノ般を組み入れたタンパク質を用いて、 種々の 2D -N M 

R 法(COSY、 1 NADEQUATE、 HMQC 及ひ: DQF-C05Y など)により、 すでに確定しているカルボ

ニル炭素の帰属を側鎖全域へと効率よく板張でき ることを明らかにした.

〔実験) [ 1、 2・， 3 C 2] Leu tま[1、 2_1~C2] 酢践とグルコースの混合培地を用いた

ほそやよしこ、 かがかずなり、 みやげようこ、 かいのしようまさつね、 いながきふゆひこ
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微生物発醇により、 [ 1、 2・'3Cζ] Va 1 は [1、 2・'3Cζ] 酢殴をスタートとした有機合成

により得た. パリン 残 基 の み を [1、 2-"C，]ラベルしたタンパク質 S S 1は、 パリンの

みを[1、 2-υC 2] Val に置き換えたアミノ酸 繕地中で培養することにより銅製した。残

基 特 異的に 15 %均一ラベルした SS 1 は同様に調製した。 NMR測定は、 " C 20-COSY 

及 び 13C 20・II¥AOEQUATE については、 Yarian XL-300 により、 また、 proton detection 

による 'H、 日 C COSY ( HMQC) 及び 2D-HOHAHA は、 Jeol GX・400 により行った。

〔結果及び考察〕 バリン残基のシグナルの帰 属を例として述べる。[1、 2・"C2]

Valを組み入れた S S 1では、 け C、 ".cのカ争プリングはほぼバリン残基の C 0と Cα の

悶のみに観測される。 したがっては C の聞の correlation が観測される 2D.，.NMR法(

1 NADEQUATE (下図)、 COSY) を用いて C 0と Cα の相関を見ることにより、 カルボニル炭素

の 帰 属を a-炭素に確実に拡張することに成功した。 α・炭素が確実に帰属されると、 'H、

"C  -COSY (HMQC) 測定により、 各 '3C と'Hの相関から α・プロトンの帰属へと抵張できた.

このときはパリン残基のみを 15%均一 '3Cラ ベルした SS 1を用いるのが最も確実であ

る. α・プロトンの帰属が確実になると、 2D-HOHAHAな どにより β、 r -プロトンまで鉱張で

きた。 このようにして主鎖カルボニル炭素を起点として、 パリン残基側鎖のすべての 'Hお

よび， s Cシグナルを完全に帰属することができた.

このように、 シグナルの重なり合いのために逐次帰属が不可能な高分子量タンパク質に

おいては、 残基特異的に、 選択的、 高濃度にあるいは均一に低濃度にけ C ラベルし、 それ

に適した 2D -N M R 法との組合せによって、 主鎖カルボニル炭素を起点として側鎖の" C 

及び 'Hの確実な完全帰属が可能であることが明らかになった.
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P20 '3 Cーピシナル結合定数を用いるタンパク質の X.- a n g 1 e 

の決定

0吉田美香，甲斐荘正恒{都立大理)

Determination of the x -Angles of the Amino Acid Residues in Proteins by Using 

Vicinal Spin Couplings between "C and 'H 

lIika Yot_hi..d.Jl" Masatsune Kainosho (Faculty of Science. Tokyo Hetropolitan 

University) 

The side ~hain' confor血ations of three phenylalanyl residues in S5! have 

been deter田inedby the stereospecific deter圃ination of t悩ovicinal coupling 

constants a阻ongprochiralβ-methylene protons and carbonyl carbons of Phe 

residues. This experiments need a co田plex isotope labeling techniques. which 

will be described in detail. but can be extended to the other a圃inoacid type5. 

The effect of a由ino acid replacements on the X -angles of Phe residues will a150 

be discu5sed. 
込斗~. 蚤白質の機能はポリペプチド鎖の三次元的折れ曲がり構造の結果、立体的に

近接して存在する幾つかの側鎖官能基(活性部位) に よ り 果 た さ れ る 場 合 が 多 い 。 従 っ て 、

蚤白貨が機能を果たす場ー溶液ーにおいてこれらの側鎖の情造、例えば C a -Cβ 間の二

酉角 (x)、を決定することができれば極めて有用であろう.本報は、蛋白質の側鎖におい

て二頭角 xを 決 定 するためにビシナル結合定数の角度依存性(Karplus式)を利用する一

般 的手法を開発することをぬざしたものである。

手法の開発にあたっては、アミノ盟主残基数 113からなるサブユニット 2ケを持つ蛋自

性プロテ アー ゼイ ンヒピター 88 Iを用い、その中に 3残基含まれる Phe残基の xの決定

をモデルケースとして取り上げた。 xの 一 義 的 な決定に必要なピシナル結合定数は 2種の

gauche型を区別するために次に示すような 2組の値が必要である: 'J ，( 'H.-'Hs'，)と

• J (' Hε ，... '.'H • s )、或はき J("C.-'H汁)と sJ (1さ C • - 'H日〉等。我々は、〆践に Phe残

基のカルボニル炭素(C c)の NMRシグナルの帰属を完了していること、及びカルボニル炭

素シグナルの線幅が鋭 い こ と を 考 慮 し 、 後 者 の ピシナル結合定数の測定による xの決定を

試み た.

車車 '3C ーラベルした N ーアセチルグリシンを原料として、カルボニル炭素を 1.C、

プ ロキラルな β位の水素を立体特異的に重水紫化した Pheを合成した。さらに、カルボニル

炭素シグナルにスピン結合を生じる可能性のある Phe残基の α位(H 2 )の重水素化が必要

であっ た . ま た 、 これらのラベルアミノ般を培地中に加え S6 Iを生産する際:こ α 位の重

水素が軽水素に戻るこ とを防ぐために、 80%重水中での培養を行った.

13C-NMRの測定 は XL・30 0 CVarian社〉を用い、 7 5.2 M H z 1:てプロトンデカ

ップル し な い 条 件 で測定した.

位皐. 図 1 に 13C-NMRの測定結果を示す。 [F] 88I、すなわち Phe残基のカルボ

よしだみか、かいのしようまさつね
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ニル炭 素のみをは C ーラベルした SS 1の IH-COllpledl3 C -N M Rス ベ ク ト ル に お い て

は複雑な IH -け C スピン結合により β プロ トンとカルボニル炭索との間のピシナルスピ

ン結合を決定する こ と は 不 可 能 で あ る ( 図 ー 1a). i番目残基の主鎖カルポニル炭繁とス

ピン結合 を 生 じ る可能性のあるプロトンとして は β 位の prochiral メチレンプロトン以外

にJ及び(i + 1 )番目残基の αプロトンがある.すでに述べたように x-angle の、決定に

は β 位の prochiral メチレンプロトンとカルボニル炭素とのピシナルスピン縫合を立体選

択 的に決定する必要 があ る. した がっ てこ のたのには β 位のメチレンの立体選択的重水索

化及びこれらの αプロトンの重水素化が必要ーとなる .α プロトンの重水素化はトランスア

ミナーゼによる絡ま豊中での αプロトンの交換反応を考慮すると単に必要なアミノ酸の aプ

ロト ン の 重 水 素 化 だげでは不十分であり、 f音量E中起り得る交換反応を防ぐために、培養そ

のも の を 霊 水 中 で行う必要がある.我 q は、このようにして厳密にコントロールされた条

件下で (28.38)ー[1 -け C: 2.3-D汁 Phe及び (2S.3R)ー[1ーは C: 2.3-

D .]Pheを取り込ませ た SS 1を調製した.これらの繕羨では、 C -末端側残基に位置する

アミノ質量残基は、 αプロトンを D化したものを用 い て 完 全 に 重 水 索 化 し た . こ れ ら の SS 1 

の 1H-collp)edけ C - N M Rス ペ ク ト ル は 図 1b. cのようであった. 3 J C内の iftl!定結果を表

1に示す.これらの結果から Phe-97、111は gauche(ー)型、 Phe-113は gauche( + )型と決

定した.このよう な手法を用いていくつかの回、tantSSIについて x-angleの決定を行っ

ているの でそ れらの結泉も含めて報告する.
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111 -1.2 く 1
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署員 1• ビ シ ナ ル 結 合 定 数 3J C，Hp 

の測定結果

孟よ..i2. カルボニルー炭素の 13Cラ

ベルと β ー水索の立体特集約ラベル

を組み合わせる新しい手法により、

S S 1中に 3残基含まれる Phe残基

n の x-angleの高精度の決定が可能と

N 13 1197 
. ， 門111 なった.今後、この手法をさらに他

州側州桝νb制か制側附州~~内側抑制術例制州州dW の残基へと発反させれば、例えば醇

17 • ds ' 14s bpm 索の活性部位残基の詳細な構造化学'

図 1. [ F J. 5 8._1の 1H -Coupled'3 C -N M R 
スペクト ル
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的研究への新しいアプローチが確立

されることになる.



位相のそろった水消去法P21 

理)

0竹腰

Phase-distrortion-free water-spuppression sequence 

k. Takel(oshiL Sakae Tsuda， and Kunio Hikichi 

(Fakulty of Science， Hokkaido University) 

Abstract: We report a si阻ple 田odification to the popular 1331 water-suppression 

sequence(1) that minimizes the phase problems associated with the original 1331. 

Further， its applicalion to the two・di田ensional phase-sensitive NOESY is 

邦男引池栄、1車問清乃理、

(北大

溶媒の水の信号のみ

但し、

de皿onstrated.

水溶液中の分子の NMRスベクトルを精度良〈 測定するためには、

を選択 的 に 消 去 す る必要がある。我 q は良く知られた 1331法(1 )の簡単な改良によ

り位相特性の良い水消去パルス j去を得た(2 )。

図 1に SR-1331と名づけられたパルス系列を示す。 図 2aにこのパルスにより励

起される穣磁化の周 波 数 依 存 の 計 算 結 果 を 示 す 。 このパルス系列の大きな特徴は最後の{

4番目の)パルスの後に待時間があることであり、 励起された横磁化はこの時間中で再結

像する( 図 2b )。 得ら れる 積磁 化に は周 波数 に依存した位相のずれはほとんど無〈、零

次の位相補正のみでスベクトルの位相を合わせることが可能である.従って、 一次の位相

補正によるスペクトルの baselineのうねりはなく、 質 の 良 い ス ベ ク ト ル が 得 ら れ る .

図 3bで示されたように、 正負の offsetに対して異なった零次の補正が必要である。 この

ような位棺補正は従来 の市 販の NMRプ ロ グ ラ ムでは出来ないため、我々は今のところ、

及び、 一 次 の 補正を用いて位相補正を行っている。図 3に例を示す。

SR-1331パルス系列

o=x，-X，Y，-Y;ψ=-X，X，-Y，Y; 受信系=ーy，Y ，X， 

'r=(llv) ー¥ ム νは励起したい周波数、

図 1: 
30中

零、

図 1

3d与

-x. 
'r ，-'r / 4. 

図 2: SR-1331パルス系列により励起され

る積磁化の計算結果. r f強 度 =20kHz、

'r = 2 3 0μs、緩和を無視して計算した.

( a )機磁化強度('r ，には依存しない); 

( b )穣磁化の位相、 実線: 'r， = 0μs，破線:

図 2 a 

'r， =60μs. 

90%H20/10%D20中の 5mMリゾ

(500MHz)。

零次と一次の位相

he-"

・g・“FEH

'r = 2 3 

図 3:

チームの IH -N M R 

Oμs，'r， =60μsを用いた.

補正を用いた.

3.。1.0 2.0 

Off..t/k憎

〈にお
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ひ き ちきかえ、つだきよのり、たげごし
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図 3で示されたように位相の乱れのない良好なスペクトルが得られる. なお、

331における水信号の消去の度合は各却のパルスの位棺の乱れに敏感である。

位相をきちんと合わせることや、 または、 主パルスより 90度位穏のずれた短いトリムパ

ルスによる補正が必要である.図 4には SR-1331を Bax(3) らの方法で使用し

SR-l  

パルスの

。..
。"..t/kHz.

て得られた純位相 NOESYである.

一川¥μ札~背;拡66ぷιr』H川山…...山.. 叩山.. 町."I.

u F2 

図 4

図 4: 90%H20/10%D20中の 5

mMのリゾチームの NOESYスベクト

{ 4 0 0 C、 p H = 5.5、

KCl、 ミキシング時間=2 0 0 

m s、 T= 1 5 0μs、 T，=102μs)

R e f .3の".1 - 1 "エコーパルスを

SR-1331で置き換えたパルス系列

200 

mM  
' 
.'"01.0 

a .〆:.'・..・.
.・ .~y 、.，....-..J、• ..，~h'. 

. ':(.品YfF

、

で測定した。 1つの tIに対し 3 2回 積 算

して 2x 2 5 6 x 2 0 4 8データマトリ

クスを 2x 5 1 2 x 2 0 4 8に ze r 0 

f i 1 1してフーリエ変換した。
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P22 最適化した周波数・位相変調広帯域反転パルス

(日本電子(株〉 生体計iJ.tl学研究室) 0藤原敏道，永山田昭

Optimized Frequency/Phase-Modulated Broadband Inversion Pulses 

Toshimichi Fujiwara and Kuniaki Nagayama 
Biometrology Lab. JEOL Ltd. 3-1-2 Musashino. Akishima. TOkyo 196. Japan 

A series of composite inversion pulses using coberent frequency switching 
was shown (J.Magn.Reson. 77， 53 (1988)) to provide rough inversions over broad 
offset ranges for a 1/2 spin system. ¥JIe present improvements of the inversion 
pulses: the component pulses were divided into shorter rectangular pulses. 
whose pulse widths. radio frequencies and phases were determined with 
numerical opt1mization. In high resolution NMR where an RF field is rather 
homogeneous. these pulses provide more thal1 99% average inversions with 
shorter total pulse widths compared with other frequency sweeps and composite 
inversion pulses. 

はじめに

オフレゾナンス効果やラジオ波強度 {B1の不均一性などによって生じる 180。パルスの不

完全さを補うために、多くの複合パルスや RF位相が変調'されたパルスが提案され、緩和時

間測定、広帯域ヂッカプリング、 スピン・エコー実験などに応用されている。 '86年の本討

論会で私達は 1/2スピン系についてコヒーレントな RF周波数切り換えを使用した一連の広帯

域反転パルスを提案したけ)。そのパルス巾は他の反転パルスに比べ短いが、反転された磁化

の z成分の平均はく Mz > = -0 .9 0 M 0 (M0: 平衡磁化〉であった。前回はその不完全性

を相殺するよう、 RF位相を互いに変えてそ

の反転パルスを 5つ続けて照射し、反転を改善

した。 しかし、 この方法では全パルス巾が 5倍

になるため、装置的な負担が増え、試料によっ

ては温度上昇やパルス照射中に生じる緩和やス

ピン間相互作用が無視できなくなる。今回は、

数値的最適化法で周波数切り換え反転パルスを

改善し、他のパルスと比較した。

o、一

周波数切り換えパルスの最適化

最適化の出発点になるのは反転パルス Fn

RF周波数を約 1.5 (B 1づっ切り換えながら近

似的な 180。パルスを n個つなげて作った複合

パルス (1) )である。 RF強度一定の条件で、

ふじわら としみち、 ながやま くにあき

。
¥ 
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、
〆 ¥ 

/ ¥ 

/ ¥ 

100ト ¥ 

/ ¥ 

。ヒ;→
¥ 

。 200 
t/。

図1. FPI3 (実線〉と F3 (破線〉

の時間に依存した RF位相。時聞は共鳴

時のフリップ角で表わす.全バルス巾は

640'(FPI3) と 540'(F3)。



(a) 

1.5 くMz>が最小になるように準ニュートン法な

どによりパルスを最適化した。求められたパル

ス (FPln)は、 2 n個の矩形波パルスから

(b) 

1.0 

0.5 
1.5 

o
p
m
¥
F
m
 

成っており、各矩形波パルスの位相と周波数、

パルス巾が決められるo n = 3の場合について、

バルスの時間依存した RF位相と、磁化反転を

図 1、 2 tこ示すo F nパルスをく Mz)= 

ーo.90 Meからー o.9 9 Meに改善するため

。F
m
¥
F白

には、パルス巾を大きく増加させ;:s必要はなく、

RF位相制御を細かくすれば十分であることが
1.0 

0.5 

RF位相を FPlnよりさらに

これ以上の大きな改善は得

わかる。また、

細かく制御しでも、

2 

図 2. FP 1 3 (品〉と F3

後の磁化の z成分。等高線(;t-O.98Mo

(実線 1)、ー 0.90Mo(破線〉、

-O.70Mo(実線 2)である。

800 

( b )照射

1 

Aωzlγ810 

られなかった.

断熱反転パルスなどとの比較

RF周波数変調を用いる反転パルスとしては、

断熱条件を満たしながらゆっくり周波数掃引を

行うものがある。その中でも tan形にすると効率

がよくなることが知られているほ)0 

図 31<:FPI5と同じパルス巾、同じ目的関

数で最適化して得た t品 n形周波数変調パルス

の位相を示すo F P 1 5とtan形変調パルスで反

転される磁化は、それぞれ <Mz>=一 0.99 L 
Moとー o.9 5 Meであり、 FP 1 5の方がすぐ号

400 

図 3. FPI5(実線〉と最適化した

tan形周波数変調パルス〈破線〉の時間に

tj。
。

400 

-400 

。

れてい忍。これは断熱的なパルスはパルス巾が

短いと断熱条件が満たされないようになり反転

が不完全になるためである。図 3のように両パ

ルスは似ており、 FP 1 nはパルス巾の短い領

域で断熱パルスを最適化したものと解釈できる。

また、既存の複合パルスの中にも FP 1 nと

RF位相の時間依存性が似てい;:sものを見つけ

られる.他の複合パルスと比べ FP 1 nは短い

全パルス巾で良い磁化反転を行うことができる。 依存した RF位相。

文献

(l) T.Fuji~ara and N.Nagaya聞a，j.Magn.Reson. 77，53 (l988) 

(2) C.J.Hardy， W.A.Edelstein and D.Vatis， J.トlagn.Reson. 66.470 (l986) 



P23 異種核三次元 NMR主去の考察

一天然存在比下での同種核相関 NMR-

(日本電子) 0大内家媛 河野嘗江 今成 司

Investigation of Heteronuclear Three-Dimensional NKR Spectroscopy. 

1.C Chemical Shift Editing of COSY 畠ndHOHAHA Spectra at Natural Abundance. 

o Kuneki Ohuchi Sizue Koh目。 andKamoru Imanari (JEOL) 

Three-dimensional NHR spectroscopy has been shown to be an effective 皿ethod

of resolving spectral overlap observed in two di田ensional NHR experiments. A 

heteronuclear three-dimensional experiment is combined a hete~onuclear shift 

correlation a~d a homonuclear 2D NHR experiment. H。血。nuclear 2D experiments (eg. 

COSY，HOHAHA) can be simplified with this technique by editing with respect t。
the heteronuclear chemical shift in a third dimension. 

We investigate heteronuclear three-di田ensional NHR spectroscopy of natural 

product with t3C at natural abundance， and demonstrate HOHAHA-HHQC，自HQC-HOHAHA，

COSY-HMQC， and HMQC-COSY methods. 

1 9 8 7年 ENCにて、 E r n s tらのグループが滋液試料の三次元 NMR法を発

表して 以来 、溶 液試料の三次元 NMR法は飛躍的な発展をしようとしている.三次元 N M

R法は、二次元 NMR訟で得たスペクトルのピークに重なりがあり解折が困難な場合、ピ

ークの重なりを効率 よ く 分 離 す る た め に 、 発 展 したものである.溶液試料の三次元 NMR

法は 同種核三次元 NMR訟と異種核三次元 NM R法に大別できる.前者は V u i 5 t e r 

らや o5 C h k i n a tらのグループ等により、後者は E r n. s t らや Ba xらのグル

ープなどにより精力的に研究がされている。同種核三次元訟は分離を良くするために翻定

時間を比較的長〈費やして翻定するか、または、特定のスF ピンのグループを選択的に励起

して刻定している。異種核三次元 NMR法は、異種核二次元 NMR訟と同種核二次元 N M

R法を組合せたものであり、第三較にケミカルシフトの広い異核種{例えば 15N核など)

を導入することによりスペクトルの単純化を行い、比車史的短時間で分離を良くしている。

さらに、短時間に測定するため、試料を 15N核で同位体ラベル(エンリッチ)した同位体

フィルタ法が用いられている。しかし、天然物な どの様造解析をする場合、同位体フィル

タ 法を使用することは困難なので、天然存在比下 で三次元 NMRスペクトルを翻定する必

要がある。しかし、 天然存在比下での三次元 N MR訟の報告はー，ニ報しかなく、しかも、

HMQC-COSY法のみである。おそらく天然存在比下での三次元 NMR法は、 13Cの

サテライト信号を観測するため感度が低いこと、および、 12Cと結合した水素の信号を取

り除く必要があることの函難さのためであ iろう. 天然物の構造解析を容易にするため天然

存在比での異種核三次元 NMR訟の実験条件の確立および天然物構造解析に必要な他の情

報 (H0 HA  H A) の新しい三次元 NMR法の関発を行った.さらに、二次元 NMRで叫

1フィル夕、 ω2プイルタなどと呼ばれている方訟を三次元 NMRにも応用し、 HOHAH

A-HMQC、 HMQC-HOHAHA、 HMQC-COSY、 COSY-HMQC法に

ついて比較検討を行った。

0 おおうちむ ね き こうのしずえ いまなりまもる



く 実験>

HMQC訟の測定可能な GSX400を使用し三次元 NMRの測定を行った.サンプル

は市販トマチン 20mgを C5D5N O. 5mlに溶解した。 図 lに使用したパルス系

列を示した.図 1aは HMQC-COSY法、図 1bは COSY-HMQC法、図 1C は

HMQC-HOHAHA法、図 1dはH O H A HA-HMQC法のパルス系列で、すべて

のパルス系列にバードパルスを付加して異種核三次元 NMRスペクトルを測定した.測定

に要した時聞は、 HMQC-COSY、 COSY-HMQCで約 1. 5白、 HMQC-H

OHAHA、HOHAHA~ H M Q，Cで約 3日であった。三次元 NMRデ ー タ の 測 定 お よ び

処理 は、自動測定/ 処理プログラムで行った.たとえば HMQC-COSY法の測定は図

2 aに示すように、それぞれの ttに対して HMQC (t2' ts) データを採集する自動

部定プログラムで行った.三次元 N M Rデータの処理は、まず、それぞれのデータに対し、

t 2 t t s舶のフーリ エ 変 換 を 行 な い 図 2bの ヂ }タを得た。次に目的のスライスデータに

対し図 2 C のよ うにヂータを並べ替え、図 2dのように tt舶のフーリエ変換を行ない、

吸収波形で表示した.すべての方法の最終結果は図 3の模式図に示したようなデータのな

らびにした.

図 l パルス系列

H日日必
b COSY-HMQC 

c盟盟批

時 c

，.c 

図 2 データ処理の流れ

a 

/I  Iペ
レ.，...- 1..，，/・

-EE， 

t 11ペド""'-1
l/3lイ2

t 3 ) 

t 1 

図 3 三次元 NMRデータのならぴ

F1 

F3 
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結果および考祭>

図 4にHMQC - C O S Yの最初のデータの二次元日 MQCのスペクトルを示した(積

算時間約 20分、積算図数 16回)。図 5にHMQC-COSYの異種核三次元 NMRヂ

ータの F"輸に垂直なスライススペクトルを示した.図 5の F
2輸に垂直なスライススペク

トルは悶 4と矢印で結び付けた位置に対するスライスデータである.トマチンの DQF-

COS Yおよび H OHAHA (ミキシング時間 3 図 5 F 2舶に垂直な1ライJ..J..べ7トh

5msec) の二次元スペクトルを図 6 a， bに

示した(次ページ)。 図 6aの DQF-COSY

スペクトルで 4，65ppmの水素の信号は 4，18ppmの水

素に穏関ピークを生じている.また図 5aのスラ

イススペクトルでも、 4，18ppmのプロトンと相関ピ

ークを形成している。さらに複雑な部分 3，Bppm付

近および2.2，2.8ppm付近のピークのスライススペ

クトルである図 5b， cについても同様なことが

言える。

図 7は図 4に*で示した位置の HMQC-HO

HAHA、 HOHAHA-HMQC法の累積核三

次元 NMRデータの F2軸に垂直なスライススペ

クトルである.図 7より明かなように HMQC -

HMQC - C O S Yスペクトル

< 

図 4
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HOHAHAのスライススペクトルはいわゆる二次元 NMRの叫 2フィルタ型で、 F3軸に

平行にクロスピークが現われる. HOHAHA-HMQCのスライススペクトルはいわゆ

る二次元 NMRの ωtフィルタ型で Ft輸に平行にクロスピークが現われる.天然存在比で

異種核三次元 NMRスペクトルを測定する場合、同一測定時間で F3輔のポイントを大き

くすることが可能であり HMQC-COSY法や HMQC-HOHAHA訟での測定が適

当と思われる.また、同位体でラベルしたペプチドやタンパク貨の異種核三次元 NMRス

ペクトルを測定する場合、調書媒である水の信号の影響が少ない COSY-HMQC法や H

OHAHA-HMQC訟が優れていると恩われる.

札b 
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P24 特異値分解を伴う自己回帰モデル適合による NMRスベクトノレ縫定

(慶大・理工)0内山孝憲，南谷靖之，坂田亮

Estimation of NMR spectra by AR model fitting with singular value decomposition 

Takanori Uchiya皿a. Haruyuki Minamitani. Makoto Sakata 

(Faculty of Science and Technology. Keio University) 

Autoregressive model fitting with singular value decomposition (SVD) method was 
applied to FID signals of phosphorus solution and mung bean root tips. The SVD 
method provided low noise spectra with sharp resonant peaks compared with 
conventional fast Fourier transfor皿・ The SVD method produce much higher 
resolution than MEM. because the SVD method allows us the high order estimation 
due to the insensitiveness to the autoregressive model order. In the case of 
the high order estimation. MEM produce a lot of weak superiors peaks and some of 
these peaks is as strong as a signal peak. However these superiors peaks are 
easily distinguished by the SVD皿ethod.

1.はじめに

生体の alP NMRスベクトルは，生体内のpHやリン化合物とくにATPの濃度を見積るこ

とができるなど極めて重要な情報を与える. しかし， a 1 P は 13Cや Hに比較すると感度が

低い上に， さらに生体は不均質で粘性の高い媒質で満たされているなど，測定に不利な条

件が多い. そこで，本研究で・は，最近報告されているスペクトル推定法のうち，特異値分

解を伴う自己回帰モデノレ適合による推定法 (SV D) を31p NMRスベクトルに適用した.

2. 方法

試料には 1)ン化合物溶液とマメ科植物の一種であるモヤシマメ (Vignllmungo L. )幼植物

の根端を用いた。 リン化合物溶液は，細胞内pHを見積もるために用いる pH-化学シフト曲線

を作成するために調整した試料(5mM KH 2 P0 4 • 5皿MG6P， 100mM KCl. O.5mM MgC1 2 • pH7.0未

満25mMMES-Tris. pH7.0以上 25mMHEPES-KOH)とモヤシマメ根織のリン化合物濃度を推定

するために細胞の 1) ン化合物組成に類似させた試料(2mltlG6P. 1mM F6P， 3mM KH2P04， 1mltl 

ATP， O. 5mltl ADP. 1mM UDPG. 100mltl KC1. 2mM MgC12・25皿MHEPES-KOH(pH7. 3))を用いた。

31p  NMRスベクトルの測定には. JEOL GX400を使用した。測定条件は共鳴周波数 161.

8MHz，パルス幅20μs(フリップ角450 )データポイント 16384，測定温度22土1.Cとした。モ

ヤシマメ根端は，酸素を通気した搭液(lOOmMGlucose. 0.05mM CaC1 2 • 15皿世盟ES-Tris(pH

6. 5))で濯流した。

スベクトノレは， FIDを(1)式の自己回帰毛デルで表して， 自己回帰係数を特異値分解によ

って求めてから (2)式を用いて計算した。

M 

Xi = 2:a川 Eト k十1Ii )
 

t
A
 

(
 

フさぞまTらかの idt与dt1乙1-:.1きるやき そEかたまこヒ
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ここで. u~lk;k= 1. ....Mは M次の ARモデルの自己回帰係数， niは白色ノイズである。

P〓t:.t
S(f)=l Af-AZ l 

11-I: {(M.i出 p(j2πfiムt)1 

3. 結果と考察

図 1に示したのは. pH-化学シフト曲線を作

成するための溶液のスベクトルである。 (u)は

F F T， (b). (c)はMEMによって推定したス

ベクトルで次数はそれぞれ150.200次である。

(d). (e)が SVDによるスベクトルで，次数は

それぞれ150.200次， ランクは 3である。 ME

M. S V Dともに FFTに比べて高分解のスベ

クトノレが推定 Sれているが. MEMでは次数が

大念くなると分解能は高〈ならず，むしろベー

スライン上にノイズが現れて〈る。一方. S V 

Dではピークの線幅はMEMよりさらに狭し

またベースライン上のノイズもさらに抑制され

ている。

図 2に示したのは，モヤシマメ根端のリン化

合物濃度を推定するために用いたりン化合物溶

液のスベクトルである。 (a)は FFT， (b)はM

EM(200次)， (c)は SV D(200次， ランク 20)

によるスベクトルである。 MEM， S V Dとも

に FFTより分解能は高い。 ところがMEM
ではピーク 31主ベースライン上のノイズと大き

与があまり変わらず， ノイズと誤認する可能性

がある。しかし. S V Dではピーク 3は容易に

ノイズと区別ができる。

これらのことから， S V Dは FFTより高分

解能にスベクトルが推定できるだけでなく， M

EMより次数に鈍感でさらにノイズ.と信号を容

易に区別できるので低感度核種の NMRスベク

トル推定に有効な方法であると考えられる。

文献
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図 1. pH-化学シフト幽線用試料
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図 2. 定量用試料
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P25 円管内乱流構造のイメージング
08瀬勝美、井上多門(筑浪大学物理工学系〉

NMR Imaging of Turbulent Struetures in a Circular Pipe 

katsumi Kosg and Tamon !nouye， 

Institute of Applied Physics， University of Tsukuba 
One shot NMR imaging with very short data acquisiiios time (20 msec) is used to 

reveal the structure of a turbulent equilibrium puff in transitional pipe flow. 

Longitudinal vortices in the downstream region of a puff are very clearly visu-

alized in the NMR i田ages. The structure of a puff derived from the NMR images 

agees very well with that suggested by the flow visualization experiment done 

before. The NMR images have further阻oreenabled a quantitative evaluation of the 

motion of longitudinal vortices. 

くはじめに〉

円管の中を流れる流体は、レイノルズ数 Re=DU/ν(Dは管の直径、 Uは平均涜速、 vは

動粘性係数)が約2300をこえると、層流から乱流へと遷移するが、 Reが2000から2700の遷

移領域においては、パフと呼ばれる乱涜の塊と層涜が流れの中に共存することが、最近注

目されるようになってきた。このパフに関しては、 70年代の初め頃、 Wygnanski[ 1 ]らに

よる熱線涜速計を用いた精力的な研究があり、統計的手法によりパフの基本的な性質が明

らかにされたが、その具体的構造については、ほとんど不明であった。その後80年代半ば

に、詳細な涜れの可視化実験が行われ[2 ]、パフの上涜域におげる旋回流と横禍の湧き

あがりが示され、下涜域におげる縦渦の存在が示唆された。しかしその縦渦の存在は、必

ずしも明瞭でなく、またその実験上の限界から、定量的な評価は全〈行われていなかった。

ところで、速い時間変化を伴う現象のNMRによる映侮化には、 Mansfieldに始まるエコ

ー・プラナー涜のワンショット法 [3]が有望であると考えられてきたが、これまでその

技術的困難さなどのために、乱涜現象の計測にこのような方法を用いた例は報告されてい

なかった。本研究では、このワンショット法を用いて、 20msecという非常に短い画像デー

タ収集時間を実現することにより、上に述べたパフの構造を画様化することに成功した.

そして縦渦と旋回流の存在を明瞭に描出し、それらの回転角速度などを定量的に求め、パ

フの力学的構造をさらに明確にすることができた。

〈方法〉

静水圧により、水平においた内径9mm、長さ 180mm(=200D、Dは内径〉のポリカーボネー

ト管内に定常水流をつ〈り、管の入口より 135mm( 150D)における4阻厚の横断面の映様化

を行った。管の入口には、関口5mmのオリフィスを設け、涜れに撹乱を導入した。なお、パ

ルスシーケンスの嬬り返し時間を短〈するため、水に硫酸錦を潜かし、 T1を約60msecに調

製した。映像化に用いた装置は、ギャップ66mm、磁場強度1Tの鉄心磁石を使用した自作の

こせかつみ、 いのうえ たもん
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イメージングシステムである。

用いたパルスシーケンスは、図 1に示すもので、基本的には二次元Fourier変換のみで画

像再構成が可能な、エコー・プラナー流のシーケンスである。読み出し、エンコードの勾

配磁場強度はそれぞれ約18G/c皿、 0.9G/cm、データのサンプリングレートは10μs、全デー

タ収集時聞は20.48msecである。なお函館再構成は、このようにして得られた2048点のデー

タのうち、読み出し勾配磁場が平坦で、しかもエンコード勾配磁場が印加されていない部

分のデータ(1024点:32点X32エコー〉のみを用いて行った.得られた画館の画素数は32

X32、画素のサイズは0.4mmx G.4mmである。

d
E
E
 

90
0 

RF_1¥ 
ADC 

Gs~ 
GR 

GE____fl 

図 1 使用したパルスシーケンス

図2 ファントム画像。内径10醐のアク

リル管の中に、肉厚0.5皿皿、外径3聞のガ

ラス管7本を縛入し、水を満たしたもの.

く結果と考察〉

図2に、上に述べたシーケンスで映像化したファントムの画犠を示す。これからわかる

ように、画素サイズ程度の空間分解能が充分に実現されている。図3に、 Re=2000において、

綿り返し時間150msecで連続的に画館化した16枚の画像(実部函館)を示す.このように、

層涜が実現されている場合には、均一な画素謹度を示すことがわかる。図4に、 Re=2250に

おいて、同様の粂件で撮f象した函館を示す。均一な濃度を示す部分は、層流の部分であり、

濃淡のパターンがある部分はパフであると考えられる。このパフは、時間的に会〈ランダ

ムに発生し、その画像は必ずしも同一ではないが、これらの例からもわかるように、共通

図3 窟流 (Re=2000)の画像.150皿sec

の間隔で連続的に撮像した画像を、左上 (a) (b) 

から右下へと、時間的に並べて表示した. 図4 Re=2250におげるパフの画像.表示法は図3と同様である.
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した性質がみられる。その性質とは、まずパフの先端のしかも管の中央部分に黒い斑点が

現れはじめ、つぎにその黒い斑点は特徴的なバターンをつくりながら増大し、やがて管内

全体に広がって画素強度がほとんどゼロになる領域にまで成長し、その後急に強度を回復

し、再び層涜が現れるという性質である。このパターンを、流れの可視化実験によって提

案されたパフの構造に従って解釈すると、図 5に示すように、パフの全長は約20Dで、上涜

の長さ約3Dの部分に横渦の湧き上がりがあり、その下涜の長さ約5Dの部分に発達した乱涜

があり、さらにその下流に長さ約12Dの縦渦の領域があるものと考えられる。

HELlCAL MOTION 
I ーー

ハー 『とtω 「王 ;:;''-'':;:;~!)n' ~辛主主了一一一一ーァ----ー
一一…~ .ー -.‘ ¥ /‘ )~コ品。ョqtJ古都，ー→よ手4こ苓司干 〉

VJdnJ1Jぬr:;;，いつ 1 至宝主主主主一一一

fト30←-50 -120一一寸
VORTEX FULLY LONGITUOINAL 

SHEOOING TURBULENT VORTEX 
REGION REGION REGION 

図5 NMR画像から推定されるパフの構造

図4に示した画像においては、図5に示したパフの下流域に、多くの離渦と思われるパ

ターンがみられるが、一般に、それらの縦渦は断層面に対して垂直であるとは限らず、し

かも渦そのものも、様々な形状を持つものと考えられる。さらにL断層面に垂直な調度を

もっ縦渦がどのように映館化されるかも、必ずしも自明ではない。そこで、この実験で用

いたパルスシーケンスで映館化を行った場合の、断層面内の流体の運動の函館への影響を

調べる ために、ゼラチンを内径10皿のアクリルパイプに詰めたファントムを一定の速度

で回転させ、その横断面の映様化を行った。なおこれは、剛体的な回転を行っている縦渦

のモデルになるものである。図6に、回転速度を変化させて撮懐した画俸を示す。これか

らわかるように、断層面内の速度成分を Vx、Vyとするとき、涜れによる画素値の位相変

化φは、 α、βを定数として、 φ=αVx+βVyと表すことができる。なお、流れの加速

度、およびそれより高いオーダーの時間変化成分は、この実験の範囲では、位相の変化に

ほとんど寄与しない。

(a) 0 rp阻 (b) 19 rpm 

(c) 36 rp皿 (d)67 rp圃

図6 回転速度を変化させて録像したファントム画像

右は実部画像、左は虚部画像。
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図4(b)における 3番目の画像.右は

実部画像、左は虚都画像.



このように、円形の二次元的な渦で、そのなかの渦度ωが一定の渦(剛体回転を行って

いる)が、断層面に垂直な場合には、その渦核は、縞状のパターンを示すことがわかる.

このような特徴的なパターンは、まえに述べた縦渦の領域にいくつかみられるが、その代

表的な例を図 7に示す。しかし、実際に見られるものは、縞状のパターンでななく、孤立

した島状の領域をもっている。これは、渦核の外側のポテンシャル流的な領域からの寄与

があるものと思われる。そこで、図 8に示すような、渦度分布と動径方向の涜速分布をも

っ二次元渦(Oseenの減表渦}に対して、実験から求めた位相シフトの比例定数α、β(そ

れぞれ4.5rad/(cm/s)、1.1rad/(cm/s))を用いて数値シミュレーシヨンを行うと、図9に

示すように、実際の渦と同様のパターンを再現することができる.また、渦核の大きさと

位相変化のパターンから、この渦核の回転の角速度は、約5rad/secと評価できる。このと

き禍接の最も外側におげる流速は約1cm/secであり、主読の平均流速〈約20cm/sec)に比較

すると、 1桁小さい流速である。なお、パフの下流域の縦渦領域ばかりでなく、パフの産

後にも、図10に示すような水の旋回運動が存在することが観測された。この場合、回転の

角速度は約1.2rad/secである。

r 
。屯

監
図 8 Oseenの減衰渦の渦度ωと 図9 シミュレーションで求めた 図10 パフのすぐ上流にみられる

流速Vの動径方向への変化。 rOは 減衰渦のNHR画像。 旋回流一

渦核半径.

くむすび〉

20msecという非常に短い画像データ収集時間のパルスシーケンスにより、遷移領域にお

ける円管内の乱流パフの映像化を達成した。 NMRで映様化されるパフの構造は、従来の

流れの可視化実験とよく一致するものであるが、下涜域の縦渦と、上流域の旋回涜に関し

ては、その存在をより明確にできただけでなく、その定量的な評価にも成功した。このよ

うな、 NMR映像法におげるエコー.プラナー涜のワンショット法は、縦渦などの主流に

垂直な乱流内の秩序構造を映館化し、さらにその定量的評価することにおいて、きわて有

力な手法であり、従来の涜体計測法では不可能であった新しい計測手段を提供することに

なるものと思われる。
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MULT町UCLEARMAGNETIC RESONANCE APPROACHES TO STUDY酎GPROτ宜IN
sτ'RUCTIJRE AND FUNCTION 

John L. Markley 

National Magnetic Resonance F制 lityatM叫ison阻.dBi∞he凶 stryDepar江田:nt，
U凶.versityofWisconsin-Maclison， 420 Henry Mall， M叫ison，WI 53706， U.S.A. 

Stableisoぬpelabeling has been in use since the e紅iy.days of protein NMR spec位。scopyas組

a.djunctωthe analysis of pro飽in町田知rean.d function. Despi節制s，its considerable potential is only 
nowbeco出nge吋dentas白.eresult of recent即加ologicala.dvances泊high-fiel.d，twか(姐.dhigher-) 
dimensional NMR sp田町scopycouple.d with tl沼田onomy組 dease of using bio旬chnologicalmethαJs 

~o ptyduce labele.d proteins of interest. lt is now ~~sibl~ 10 observe， along with the usual homonuclear 
lH{lH} m凶tiple-加nd抑制ations..homonucle~ 13C{ 13C}血gle・加ndcorrel説。ns組.dsingle-and 
multip!e-bond }_l~也ronuclearcorrelations among al1尚昆eof the major NMR active nuclei in a pro飽h
(lH， 13c， and 15N). 

The early stable isotope錨 siste_4_NMR studies of pro飽insuse.d high-level deuterium labelingω 
simp出・y1HNMRs戸ctraors戸cific13C labeling to pr~活de signals only from sites of interest.百e
旬ec智aldispersion resul也19企ommultidimensional NMR methαJs eases the requ註ementfor spectral 
simplification;出.usuniform labeling approaches. with their 泊heren~yhi酔erinformation contenむhave
become more practical. Currently，血emost promising labeling pa蹴~s~: uniform 13C labeling at 
30・4O%i叩 topefiぽ ~eanalysis of carbon spin sy指 msandcar加 n-directedanalysis of JllY!on spin 

:32jj鼠 la113誇訪問締;22Cぉ::23Z222外

75% isoto戸 forhigher ~solution oi 1 H ( 1 H } two-dimensional NMR s戸C回， and chiral deuteration fiぽ
efficient 獅 reosp回出.cassignments. Sp回ificlabeling has dis出.cta.dvantages when uniform labeling 
metll叫sfail topro吋den田de.dassignments or in cぉeswhere the pro旬泊underg<侃 sa reaction that 
changes the environment (che凶 cals泌氏:)of a group under observation. 

My coworkers組 d1 currently ar芭 usingthe new stable isoωlpe assisted NMR me'血odologyω
make assignments in proteins in血elか23kDa range.百leclarity and re.dund組 cyof information 
present in mul出 ucleartwかdimensionalNMR s戸ctrafac巡.tatethe semi-autom蹴 danalysis of protein 
NMR data. Structural information still comes戸m副 yfromin飽rprot<?ndipolar cross-relaxation 
(NOEs). Sぬbleisotope assiste.d NMR metllαJs result泊 morereliable .lH NMR assignments， 
P紅白ulぽiywitlllarger proteins， and tlley support isoω'pe-directed and i田 to戸-edite.ds回 .tegiesfor 
obtaining NOE information. We are just beginning to exploit tlle heteronuclear∞upling Wormation 
inherent in these spec官a.Carbon-13 enrichment le叫stomore accぽ atedeterminati~n of 13C relaxation 
rates and hence assi蜘 instudies of pro飽ind戸lamiCStllrough tlle determination of correlation times and 
orderp紅amete路 .
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L28 ペプチド性抗生物質 Ro09-0198と lysoPEとの特異的複合体形成

若松馨、東島勉、 C宮津辰雄 (東大・理)

丁世栄、小林哲幸、井上圭三 (東大・薬)

Complex formation between peptide antibiotic Ro09-0198 

and lysophosphatidylethanolamine 

Kaori Wakamatsu， Tsutomu Higashijima， 1ä主主旦♀旦Lエ主~，
Se-Young Choung， Tetsuyuki Kobayashi， & Keizo工noue (Univ. Tokyo) 

Ro09-0198 is a peptide antibiotic of 19 amino acid residues. This 

peptide is considered to exert its antibiotic activity through com-
plexing specifically with (lyso)phosphatidylethanolamine molecules in 

the cell membrane of target cells， leading to pore formation. In the 
present study， the interaction is analyzed of this peptide with lyso-
phosphatidylethanolamine in DMSO solution. 工ntra-and inter-rnolecular 
NOE peaks indicate that upon cornplexing the folded structure of free 

peptide rnolecule opens and accornmodates the glycerophosphoethanolamine 
head group of lysophosphatidylethanolarnine. 

[はじめに] Ro09・0198はStreptoverticilliumgriseoverticillatumの産生するペプチド

で抗生物質活性と免疫増強活性を持つ。このペプチドは 19アミノ酸残基からなり、図1a

に示すように lanthionine，(3 -methyllanthionine， (3 -hydroxyaspartic acid， lysino・

alanineなどの異常アミノ酸を数多く含む。 またこのペプチドは (lyso)phosphatidyl-

ethanolamineと特異的かっ強力に結合し、細胞膜に穴をあけることがわかっている。この

特異的結合には、 glycero-phospho・ethanolamine (図1bの網掛け部分)が必要で、

ethanolamine部分にメチル基が1つでも付くと結合能を失うふ、アミノ酸 19残基の低分子

ぺプチドがなぜ厳密な分子認識を行なうのかを調べるために、今回 Ro09・0198と lyso・

phosphatidylethanolamineとの相互作用を主にNOESYによって解析した。

[実験] ペプチドは 4mMDMSO溶液とし、 2次元附R測定は450Cで行なった。 HOHAHA，
NOESY， ROESYのmixingtimeはそれぞれ、 60ms，300ms， 100msに設定した。横緩和スペク

トルはspinlockをかけることにより測定した。

[結果] _l. Titration: Ro09・0198を dodecanoyllysophosphatidylethanol-

amine (以下 C12-LPEと略す)でtitrateした結果を図2に示す。 C12-LPEの添加に伴い、

フリーの分子に由来するシグナル強度が減少し、新たに complex(l:1) 由来のシグナルが

もう l組現われる。フリーの分子と complexとの突換速度が slowregionにあることは

Ro09・0198と C12-LPEとの結合がきわめて強いことと対応している。

2. シフト変化:フリーの Ro09・0198シグナルはすでに Kesslerらによって帰属されて

いるが、実験条件が多少異なるので今回フリーと C12・LPEcomplexの両方についてHOHAHA

と NOESYを用いて連鎖帰属を行なった。その結果、 Ala(N)6-HO・ASp15の中央部分の残基

のシフト変イじが大きいことがわかった(図 3)。 特にGly8のcαプロトン、 HO・ASp15の

hydroxyプロトンのシフト変化が大きい。また、 lysinoalanine19/6の2級アンモニウム

わdまフ d九1)..ひtJ.'レt:.li- フ ι 電~/ dtやずわ 色つお

ちιん 也~ん，こ lずやレ宅つゆを~ IIのうま， け11ぜ:ぅ
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(a) 
N 

H-Aid-Arg-GIn-Ala -A151Ala-Phe-Giy-PrQ 

~ 'S. ~s..._ I 
9 . 1  _ . .  1!之、、..._ I 

HO-Lys三 Abu-:Asn-Gly-A!?p:::'Aia -Val-Phe-Abu:-Phe 
LOH 

(図 1) Ro09-0198(a) と C12・LPE(b)のJ構造

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 

(ppm) 

(図 2) RoOト0198の C12-LPEによる titration

peptide:C12-LPE = 1:0 (a)， 1:0.5 (b)， and 1:1 (c) 

IOcom叫 ex--ofreel (ppm) 

3r ~ 

2ト 8 13 / ¥ 

1_  • .__.-ー------- ¥/也、』・........ OL ， ・ a 与一 . --

5 10 15 19 
Residue No. 

(図 3) C12・LPEとの結合による Ro09・0198のアミノ酸残基のシフト変化

(各残基の中で最大のシフト変化をしめすプロトンについてプロット)
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プロトンはフリーでは観測されないが、 complexでは観測される。

3. 分子内および分子間NOE:図4a，bにフリーペプチドと complexのNOESYスペクトル

(aliphatic/aliphatic領域)を示す。フリーの状態では (a) Val13 と Gly君、 Pro9との

間に分子内NOEが観測される (GV，PVで示す)。一方、 C12・LPEとの結合状態では (b)これら

のNOEは消失し、 Gly8 とethanolamine(Ge)、Pro9とglycerol/ethanolamine(Pg/Pe)、

VaP3 とglycerol(Vg) などの分子閤NOEが現われる。 このことは、"フリーのペプチド

分子のもつ Gly8-Pro9と VaP3 との接触が、 C12・LPEとの結合によって離されて、その

間に ethanolaminehead groupが割り込んだ"ことを示している。 また、 HO・ASp15 の

hydroxy proton と ethanolamineの CIl2N(De)、NIls(not shown) との間にも分子間関OE

が観制されることから、 ethanolamine(+) と HO-Asp(-) とがイオンペアを形成している

ことがわかる(labileprotonの関与する NOEは ROESYで確認した)。 さらに、これら

分子間NOEは Gly8~HO ・ ASp15 の残基のシフト変イむの大きいこととよく対応している。また、

「フリー分子では観剖できなかった lysinoalanine19/6の二級アンモニウムのプロトンが

C12-LPEと結合することによって観測されるようになるJことから、 C12・LPEのリン酸基

(・)は lysinoalanine19ぺの二級アンモニウム (+)とイオンペアを形成していると思われる。

一方、 C12・LPEの脂肪酸側鎖については、分子内の NOEすら観制されないこと、 spin-

lockingによる横緩和スペクトルでは脂肪酸側鎖がうきあがってくること、 からペプチド

分子とは相互作用せずフラフラしていることがわかる。

Ro09-0198と C12-LPEとの相互作用の様式を図 5に模式的に示した。

Ro09・0198は分子量2，000と小さいにもかかわらず、 (lyso)phosphatidylethanolamineの

厳密な認識機構と膜に穴を聞ける機能とを合わせ持っているきわめて興味深い分子である。

今回行なったような解析は、膜タンパクとリン脂質との相互作用に関する情報を与えるだ

けでなく、人工的な "mini-enzyme"のデザインにも役立つと期待される。

[謝辞] Ro09・0198を提供していただきました日本ロッシュの竹本憲司博士に感謝いた

します。
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L29 ROESYおよび T，による包接現象の研究:

T XA 2 受容体措抗剤スロトロバンーシクロデキストリン ~Cついて.

(塩野義研)0高山陽子・照井彬弘-岩田辰夫・斎藤隆・山川真透・大谷光昭

SfUDY OF lllE INCLUSION PI世間IMENA BY ~α到鮒D T， MEASURM凶TS: 百lE 1舵U悶 ON∞MPLEX邸 OF A TXA. 

阻::EPTOR 刷TA∞INIST. 回 ρ'TROB釧 SODIlJIrI 以上.T. Wllll ααm泥XTRINS.

エ.単組!l!. Y. Terui. T. Iwata. T. Sai臥 M. y，加依awa. 制 M. Ohtani (釦ionogi Res.凶b.)

Applying R!α~Y meめω to 甘官 study of せ1e host-guest interactiαlS betWI民泊 a-. 。ー and r-

cyclodextri ns ( C:凶) and 回 lotroban 副 ium sa.lt<l) • we SlJC(捌凶 in 倒的昭 in恰r- 制

intramol出 Jlar N侃s. 11湾問E. T，. and chemical shift data showed 世田 following r四 Jlts η1e a -CyD 

rarely forms incl凶 l∞∞mplexes with 釦 lotroban. 加 せ 1 e 0世国er har札廿1e s - and r-CyD form 

ITむlusi∞ ∞mplex偲 with sulotrol泡n which is exter】必d in せ恐 former αvi ty and takes ∞ a 
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Table 1. IH (hemical shifts (OH in ppm) of sulotroban.Na (1) and the induced 

shifts (6. OH) by addition of (yOS at 5m門 in 020 at 24-C 
(ompds p-H m-H 0・H N-(H2 (-(H2 。'-H m'-H 0・(H2

1 、， OH 7.680 7.577 7.750 3..195 2.663 7.036 6.794 4.444 

1+α-(yO ムOH +0.012 +0.022 +0.018 0.000 +0.004 +0.011 +0.017 +0.008 

1 +s・(yO 6. 8H +0.070 +0.077 +0.070 ・0.129 ・0.025 ・0.024 +0.048 +0.001 

三+r-(yO 6.0H -0.080 ・0.139 ・0.312 +0.094 ・0.100 ・0.226 ・0.208 ・0.035

+0.067 ・0.111

之lH-'HrI NOE. 
Table 2. lH (hemical shifts (OH in pp聞) of (yOs and the induced shifts 

(6. OH) by addition of sulotroban.Na <v at 5mM in 020 at 24-C 
~ t NjNOE- (0聞pds H-l H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6・

i孟:jNOESY与主主1 α-(yO OH 5.053 3.633 3.981 3.590 3.840 3.868 3.913 

{手ヒんど統制制
え+α-(yD 6. OH +0.002 ・0.004 ・0.011 +0.002 +0.008 0.000 0.000 

0・(yD OH 5.070 3.648 3.965 3.583 3.865 3.870 3.885 
な也、ヲf之官ぐ/ROE.SY 
手弘昌〉持1:4. oc_ (':. h' 

1 +s -(yD 6. OH ー0.026 ・0.018 ・0.100 ・0.003 ・0.190 ・0.080 ・0.081

r ~Cyo OH 5.113 3.656 3.937 3.593 3.865 3.868 3.883 

ける華I}えて係争く _f，+r -(yO 6. OH -0.072 ・0.060 ・0.192 ・0.061 ・0.180 ・0.040 ・0.01l2

司 NOE.シデナ11/ド

組制ぞれr:." 
0..)倍)1<γ'-CyD: 国1の

ROESYスヘ・クト 1レでanもかな

よう 1':/ b凱l..~九雲仙A.~

<A白内)部.， ，-H I~ノ phe.l¥。ザ
(8・Ph)梓の問主Hと NOE.が鈍

剰電 れ/ A-Phの帆-H (<1，俗-

Ph 梓の，.'-H 包 0叫~ l<.司朗
τ.' NOE. tI，'縄J則されf:. 1.. tJ、

も， )¥.札らの NOE.P)守でJ 肌-

H ~ l'¥"'-トI1"1¥， o-H 1:.0〆-H

問。 NOEJi..換が他町も均約

九ミぃ "OCH2. 1< A-阿部 η

p-Hれザ 同-HNj叫 NOEが

損弗1電札h ・と内とヒふツ，

包期材司ふlotrob~九特
.，jW体おr.Ji:-tめ図ユ，:永ぞ作

る&う(:， A-Phめヒ d-Ph骨
骨f向き 4トラ T~ V孝弘猷主主主眺め

るヒ汚えら札'a. ~ r~ 図 1~"
ll~ ら昔、 t.. ょう 1:"' ， A -Ph持制
ぴ B-Pk持l=.t-c.._v.， 内II'Jの

H-3 h'占ぴ H-S内問z・0丈，r.ぷ
~OE.官官線.#~ :[れf之e レかも，

えめ守でも，脚、-H tN 'Ci'lIt'-H 

Table 3. 13C NTI values (in s) of sulotroban.Na (~ and 

the mixtures with (yOs at 20州 in 020 a t 24-C 
(ompds p-( m-C 0・c N-(H2 C-(H2 0'-( 聞'-( 0・(H2

，t 1.07 1.63 1.62 1.20 1.22 1.05 1.08 1.95 

内6+α-CyO 0~7ì 1.14 1.10 1.00 0.96 0.87 0.90 1.70 

え+β-(yD 0.33 0.55 0.56 0.58 ~.62 0.46 0.46 1.02 

2. +r -(yO 0.27 0.35 0.36 0.34 0.38 0.34 0.34 0.94 

Table 4. 13( NTl values (in s) of (yOs and the mixture with 

sulotroban.Na (A) at 20耐 in020 at 24-C 
(ompds (-1 (-2 (-3 (-4 (-5 c:6 eaVi' 
α-(yO 0.241 0.255 0.257 0.249 0.255 0.300 0.251 

J+α-(yD 0.240 0.250 0.255 0.245 0.2118 0.290 0.248 
s -(yOb) 0.223 0.234 0.239 0.230 0.230 0.274 0.231 

1 +s・(yDb】 0.215 0.227 0.234 0.230 0.227 0.268 0.227 

r -(yO 0.223 0.233 0.236 0.22& 0.232 0.274 0.230 

l+r-(yD 0.213 0.218 0.222 0.213 0.217. 0.254 0.217 

a) Averaged 13( NTl values for (-1--(-5. b)印刷

Table 5. Rotational corr、elationtimes T (10-1IS) of 
sulotroban.Na (2)， (yOs， and the mixtures at 20mトl') 

Sulotroban.Na ~ CyD 
overal I Ph internal overall とH20Hi nterna f 
T. ff TG T. f f τ自

主 4.7 2.8 
α-(yO 20 40 

1 +α-(yD 6.4(1.4) 4.5(1.6) 20(1.0) 49( 1. 2) 
s -(yO 21b) 48b) 

え+s -(yD 15(3.2) 6.5(2.3) 22(1.0)b) 50(1.0)b) 
r -CyD 21 46 
+ r -(yO 18(3.8) 18(6.4) 23(1.1) 56( 1. 2) 

a) The ratios of T of the mixtures to that of(辺 or(yOS 
i n parentheses. b) 10 m門
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L30 T e r n a t i n D 2 の溶液中の三次元精進

(三共・分析代謝研) 0依田恵子・ 春山英幸・ 桑野晴光

(明治学院大・化学} 斉藤規夫

Three-Di皿ensional Structure of Ternatin D2 in Solution. 

生注o Y旦~'， Hideyuki Haruyama"， Haru阻ituKuwan♂， and Norio Saito口

玄 Analytical and Metabolic Research Laboratories， Sankyo Co.， 
X>Chemical Laboratory， Meiji-Gakuin University 

As a stabilization mechanism of anthocyanin in weakly acidic media， T. Goto et al. 

proposed a model that anthocyanidin and the aromatic rings involved in anthocyanin would 

form an intramolecular sandwich type stacking complex. To characterize the structural 

details of the proposed complex， the conformation of ternatin D2 (1)， one of the 

anthocyanins isolated from Clitoria ternatea L.， was analyzed in acidic methanol-d‘ 
solution by 'H and '3C NMR spectroscopy. After the comp]ete assignment of 'H signals by 

the combination of several 2D NMR techniques involving P.E.-COSY and mixed mode HMBC 
spectra， the three-dimensional structure model of 1 was proPGsed based on the distance 

constraints from ROESY spectra， the ring current effects on the 'H chemical shifts， and J 
coupling constants. 

(緒言) 種、赤~青の花色の本体はアントシアニジン配糖体であり、その発色本体はアグリコン

部分であることが知られている.アントシアニジンは、強酸性条件では櫨~赤色のフラピリウムイオ

ンとして存在するが、弱酸性条件では容易に水和し無色のプソイド塩基となる.一方、花弁細胞液は

弱酸性であることから、水和を阻止して花弁の色弱を保つ何らかの機構が存在するものと考えられて

きた。その様な機構のひとつとして、後藤らは、へプンリーブルーアントシアニン(HBA)に対して、

アントシアニジン環平商の上下に色素を構成するコーヒー骸がスタッキングし、その周囲をグルコー

ス分子が取り巻くことによって安定化されるとするモデルを提案している1)我々は、 HBAと同様の

機構によって安定化が実現されていると考えられる、チョウマメ(Cl i toria ternatea 1. )から抽出

単離された青色色素 ternatinD2 (分子量 1476) 1について、 2D-NMRの種々の手法を用いて

'H-NMRの完全な帰属を行い、次いで、 ROE、芳香族性環電流効果、及びカップリング定数から

溶液中のコンホメーションについて検討し、 ternatinD2が実際に分子内会合していることを見出し

たので報告する.

{実験) NMRスペクトルは JEOL JNM-GX500 (500 MHz) 分光計、及び JEOLJNM-GX400 (400 

MHz) 分光計を用いて測定した.試料には、 ternatinD2のトリフルオロ酢酸塩約 10阿を重メタ

ノール約 0.5ml に溶解し、色素の安定化と氷シグナルのシフトのためにトリフルオロ酢酸を溶媒の

約 3~8%添加した.測定温度は 30・C とした。化学シフト値の比較を行うためのデータとして、

ternatin D2の脱アシル塩酸塩、及び pークマル畿、マロン酸、 l-o-methyl-β-D-glucopyranoside

の 'H-NMRスペクトルを TernatinD2 と同様の条件で測定した. 2D NMRスペクトルは、 SUN4/110

コンビュータにデータを転送後、 NMR2 ソフトウヱアを用いて処理を行った。尚、化学シフト値は

TMSを内部標準として算出した。

よだけいこ・はるやまひでゆき・くわのはるみつ・さいとうのりお

j 

takai
鉛筆



(結果及び考察)

1 . 

主に、 P.E.-COSY目、 RelayedCOSY、二量子

スペクトルの解析から、 ternatinD2の沼

シグナルの重複した 4つの務のプロトンシグナ

1レの完全帰属には、 P..E.-COSYスペクトルが有効

であった(図1).

P.E.-COSYスペ C関司3 設~す 題狗 9窃 J繁V仇O @ ⑥・め
クトル上では、 r;]o鍔も 崎O~ 信長
クロスピークの 。'~~出e口 oO久麻a?t ? 

パターンが単純化

されるため、対角
3! 

ピーク付近のシグ ，..・、

ナル、及びオーバ
~3.7 
c.. 

ーラ 'Yプの非常に c.. 、司固，
3.8 

厳じい (0.01ppm 
守・

= 5 Hz以下) 比

シグナルでも、
3. 

その化学シフト値
3!6 3.8 3.7 

とカップリング F2 
定数を明確に読み取ることができた.

特に、糖 aと糖 bの 1. 3. 4 {立の

プロトンシグナルは、化学シフト差が

O.Olppm以下であったため Relayed

COSYスペクトルでは分離不可能であ

った. P.E.-COSYスペクトルでは、

図 1示す様 V1"i'払♂

に aと bの

物 811;;:
高1jjOil::5

(図 1)ternatin D2の

P.E.-COSYスペクトル

( 500 MHz ) 

溶擦は CD30D+ 3 % TFA 

Fl. F2とも shifted

sinebel1 window (7l' /4) 
ー:35 u U$ U:  

糖の 3. 4. 5 

位のつながり

が一見して

判別できた。

班一

齢
制
靭
館
関
閣
官

瓦

処理を行い、分解能を

F2側 0.39f旬、 Fl側

1. 56Hzとした。

(図 2)ternatin D2の

皿ixedmodeの HMBC

スペクトル



次に、単位機進閣のつながりを皿ixedmodeの

HMBCスペクトル目、及び ROESYスペタトルを

用いて決定した。 mixedmodeの HMBCスペクトル

では、 absolute modeの HMBCスペクトルに比べ

分解能が向上するため、 4つの糖の 6位の高磁場側

プロトンシグナルと、 p-クマル酸またはマロシ酸の

1 {立カルポニル炭素との間のクロスピークをそれぞ

れ分離して観測することが可能となった{図 2)。

その結果、 Iの p- クマ A殴と aの糖、 Eの p-ク

マル酸と bの糖、 Eの pークマル酸またはマロン酸

と cまたは dの糖のつながりを直接的に証明でき

た。 Eの p- クマぽとマロン酸の 1位カルボニル

炭素は、化学シフト値が O.08 pp血と接近している

ため、正確な帰属が不可能であったが、 3'， 5'位

側鎖が同一で対称性のある類似の色索、 ternatinDl 

の構造 U から、 3位側鎖にマロン畿が総合すると

推定した。観測されたロングレンジカップリング

及び ROEシグナルの内、平面構造の決定に役立った

データを構造式 l上に示した。これらのデータより、

ternatin D2の構造を 1 と決定した。 ternatin D2 

の 'H化学シフト値とカップリング定数を表 1中に

示し、 13Cシグナルの帰属を表 2にまとめた。

く表 2> ternatin D2の 13C化学シフト値

assignment d 
(ppm) 

assignment 8 
(ppm) 

aglycon 
2 160.74 
3 145.75 
4 135.42 
4a 113.86 
5 156. 790r158. 77 
6 95.8 ・orl04.11
7 161. 39 
8 95. 8 ・orl04.11
8a 156. 790r158. 77 
l' 119.78 
2'，6' 114.1 ・
3'，5' 147.53 
4' 146.76 

p-coumalic acid-I 
1 168.02 
2 117.2・
3 144.79 
1" 129.20 
2・， 6" 130.42 
3"， 5・ 117.96 
4" 160.06 

p-coumaric acid-II 
1 168.29 
2 115. 40 
3 145.66 
1" 126.47 
2"，6" 130.78 
3"，5" 116.91 
4" 161. 02 

p-coumaric acid-III 
1 168.75 
2 114. 89 
3 146.92 
1" 126.68 
2" ， 6" 131. 00 
3"，5" 117.2・
4" 161. 39 

malonic acid 
1 168.83 
2 56. 4・

本: HMBCスペクトルから得られた値
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〈表 1> ternatin D2の 'H化学シフト値

とカップリング定数

assignment E 
(ppm) 
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* :糖部分のカ、ソプリング定数は、
P.E.-COSYスペクト Iレより
計測した。

* 2 :各構成成分が溶液中に単独で
存在する場合の化学シフト値
からの差

* 3 :二量子スペクトルから求めた値



コンホメーションの検討ternatin D2の溶液中の2. 

'H化学シフト値を、各構成成分が単独で溶液中に存在する場合の値と比較した

所、 p-クマル敢及びアグリコンのプロトンシグナルは高磁場シフトしていることが認められた

(表 1).この現象は、 p- クマル酸及びアグリコンの芳香環が互いに重なり合って、環電ml効果に

ternatin D2の

よる高磁場シフトを生じたためと考えられ、前述のスタッキングによる分子内会合の存在を支持した。

ternatin D2のアグリコンの 6. 8位プロトンは、溶媒中の垂水素とゆるやかに交換更に、

(数ヶ月で交換)するのに対し、脱アシル休では ternatinD2よりも非常に速く、約 24時間で

完全に交換することが観測された‘これは、アシル基による色素の安定化め議橋が確かに存在するこ

とを示している.

ternatin D2の溶液中のコンホメーションをさらに

く表 3> ternatin D2の ROE

assignment intensity 
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詳細に検討するために、 ROESYスペクトルの測定を行った.

Hartmann-Hahn効果による artifactを議別するため引、

スピンロック位置及びスピンロック強度を変えて測定した

複数の ROESYスペクトルを解析に用いた. ROESYスペク

トルの一例を図 3に、観測された主な ROEを表 3に示

した。アグリコンの 4位プロトンには、 IとEの p- ク

マル酸の芳香環プロトンとの ROEが観測されており、

環電流効果も-0.883 ppm と大きいことから、アグリコン

を取り囲むように p-クマル酸が位置していると考えられ

る。又、 3つの p- クマル酸聞の ROEも観測されて必り、

S:S田aI1 M:Medium. .: L:Large. 一方の p-クマル酸の芳香環のプロトンと他方の 2又は

(図 3)ternatin D2の ROESYスペクトル3位プロトン問に観測されていることから、芳香環が

ぴったり重なる位置ではなく少しずれた位置で

重なっていることが示唆された。 cと 4の穏

では、 l位、ち位プロトンと総合位置に近い

• • / 

. -

*et-;' 
ekS-. 
~. ~%t1ì :・'
， D.1 f~. • 

・れ れ

J 

4 

5 

プロトンとの ROEが認められ、全ての穏の 3.

4位プロトンは、化学シフト値が同じ溶媒中で

測定したグルコースの化学シフトと大差なく

E
U
 

(
室
内
出
色
}

1 )、芳香環から遠い位置にあると考えら(表

れることから、倒j鎖は糖の位置で曲がり、糖と

マロン酸が芳香環の外側に位置した構造を取っ

U::7 
ていると考えられる.

現在、これら ROEから得られる距縫情報、

4 

8 

いて、 3次元構造モデルの得策を行っている.
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L31 液晶 NMR法及び ab initio計算による 9H-Xanthen-9-one

及び類似の三環性化合物の構治研究

(阪大薬) 0村 埜 賢 司 ・ 高 木達也・藤原英明

Structures of 9H-Xanthen-9-one and its Tricyclic Analogues Studied by NMR Spec-

troscopy using Liquid Crystal Solvents and ab initio Calculations 

E enj i Muran0， Tatsuya Takagi and Hideaki Fujiwara 

(Faculty of Phar皿aceutical Sciences， Osaka University) 

We have studied the molecular structures of the titled tricyclic compounds by 

NMR spectroscopy using liquid crystal solvents and by ab initio MO calculations. 

The NHR spectrum of 9H-Xanthen-9-one has been 四easured in nematic phase ZLIl167 

and analyzed to obtain the direct couplings. The direct couplings are interpret-

ed by assuming a folded structure of the tricyclic fra田ework. The dihedral angle 

between the two benzene rings is determined to be 167.9I 1.30 
• This value cor-

responds to the statistical average predicted by the ab initio MO calculations， 

but is smaller than a crystal value by about 100 

序 論

液晶 NMR法は、溶媒として液晶を用いる方法で、 その NMRスベクトルから、 その化

合 物の立体構造及び液晶に対する配向性を決定する方法である。液晶は、磁場をかけると

生体膜 の よ う に そ の長軸が同一方向に配向する傾向があり、液晶 NMR法[ま、薬物の生体

内での構造及びその配向性を知る一つの手がかりを与える方法として注目されている。そ

の NMRスベクトル は ， 通 常 、 等 方 溶 液 中 で は 分子のブラウン運動により消去されていた

直緩結合定数 Dの情報を与えるため、 この Dの値より、分子の立体構造及び液晶に対する

配向性を知ることができるむその Dの 値 は 、 核 a，bの配向パラメーターに比例し、核 a，

bの距離の 3乗に反比例する。直 t査結合定数 Dab、 配 向 パ ラ メ ー タ ー Spqは、次式のよう

に表される。

h Sob 
D _ h=ー一一一一 r8 r b一一一三一

4克己 r ; b 

Sab=÷ く3c。れ ob - 1 > 

1 u u 

S p q =τ< 3 cos 8 ~ cos 8 ~ -

S 8 b = _~_ cos 8 : b cos 8 : b S p q 
p，q 

従来より当研究室では、半ば柔らかい化合物と

O p q)  

P. q = x，y，z 

して、 Phenothiazine等の三環性化合物を取り上げ、

液晶 N MR法により分子構造の決定を行ってきた。

今回、 こうした研究の一環として、 当薬の成分に

含まれる swertianin，swertianorin等の基本骨格で

ある 9H-Xanthen-9-one(Fig.1)を取り上げ、液晶溶

媒中での 'H-NMRス ベ ク ト ル か ら 2つのベンゼ Fig.1 9H-Xanth官n-9-one

むらの けんじ、たかぎ たつや、ふじわら ひであき



ン環のなす二面角を決定した。さらに、 ab

initio MO計算により、二百角の霞尤値及

び 統 計 平 均 値 を 求 め 実 測 債 と の 比 較 を 行 つ

た。

主ーー監
9H-Xanthen-9-oneの液晶中の 'H-NMR

スベクトル l立、液晶溶媒として ZLI1167(ネ

マティック相、 HERCK社製)を用い、 目立

90M H z N M R装置(R -900M型)にて、

試料濃度約 0.5重量% (飽和)、温度 34.1"C

で 8192回穣算し測定した。スベクトルの補

正は、 "base line correction"で行った。

1H -N M Rスベクトルの解析

'H -N M.Rスベクトルの解析は、 プログ
360.00 312.00 264.00 216.00 16B.00 120.00 

ー-J101iLiz] ーー ラム LA03D9により繰り返し計算をす

Fig.2 Experi田ental(upper) and Si即日 lated ることにより行った。 こ の分子は cs対称

(lower) 'H-NMR Spectra 性分子であり、 A，A'，B，B'，C，C'，D，D'の 8ス

ピ ン 系 で あ る の で 、 解 析 に あ た り 独 立 可 変

Table 1 NHR Spectral Parameters of 9H-Xanthen-9-one in Nemati~ なパラメータ

Solution of ZLI1167 ーは化学シフ

che田ical shift/Hz at 90MHz 

v ，-V 2= 121.5:l: 0.3 

ν3 -ν2= 35.5土 O.3 

v .-V 2= 39.1:l:0.3 

direct coupling/Hz 

D(12) = 1315.34:l:0.09 

D (13) = -27.52士 O.23 

D (14) -92.94:l: 0.14 

D ( 15 ) 32.82:l:0.15 

D(16) = 47.49:l:0.18 

D (17) 86.09:l: 0.09 

D (18) = 269.38:l:0.20 

D (23) =ー751.72:l:0.12

D (24) = 28.57:l:0.27 

D (25) = 52.92:l:0.17 

D (26) 38.00士O.15 

D(27) 43.84士0.25

D(34) = 1603.44:l:0.08 

D(35) 105.14:l: 0.10 

D (36) = 49.80:l:0.27 

D (45) 375.61:l: 0.23 

indirect coupling/Hz" 

J ( 12 ) 8.0 

J ( 13) = 1.8 

J ( 14) o . 5 

J (23) 7. 1 

J(24) 1.1 

J(34) = 8.7 

RMS error = 0.65 Hz 
¥../ 
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トで 4個、 直

接結合定数で

16個の計 20個

である。震終

的には、 214

本のピークを

帰属して計算

を行った。帰

属したピーク

のずれは、最

大で1.6 H z、

R M S fl直では

0.65H zであ

った。計算ス

ベクトルは、

プログラム

P I C 7を用



Table 2 Structural Parameters and Order Parameters of 

9H-Xanthen-9-one 

distance ratio R(3，4)/R(2，3)= 1.006:t 0.006 

R(1， 2)/R(2，3)= LOI2:t 0.010 R(3，5)/R(2，3)= 2.760:t 0.008 

R(1， 3)/R(2，3)= 1.738:t 0.008 R(3，6)/R(2，3)= 3.610:t 0.015 

R(I，4)/R(2，3)= 2.790:t 0.002 R(4，5)/R(2，3)= 1.830:t 0.005 

R(I，5)/R(2，3)= 2.010:t0.002 order parameter 

R(I，6)/R(2，3)= 3.225:t0.OI2 Sxx = -0.2969:t0.0006 

R(I，7)/R(2，3)= 2.942:t0.016 Szz = O.1984:t0.0010 

R(I，8)/R(2，3)= 2.044:t 0.005 SyZ = O.0015:t 0.0168 

R(2，4)/R(2，3)= 1.742:t0.014 diheMal angle 

R(2，5)/R(2;3)= 3.141:t0・円9 O=167.9土 1.3。

R(2，6)/R(2，3)= 3.805:t 0.005 RMS error 0.13 Hz 

R(2，7)/R(2，3)= 3.733:t 0.022 R(2，3) = 2.4925A. assumed. 

い半値幅 7

H zで作図し

た。計算スペ

クトルと実験

スペクトル(

低磁場側の半

分のみ)を

Fig.2に、

解析結果を

Table 1 に示

す。得られた

Dのf直よりプ

ログラム SH 

APE2を用

い構造パラメ

ーターと配向

パラメーターを決定した。尚、 この分子は cs対称ヲ性分子なので配向パラメターは、 S xx 

S zz、 S yz、の 3種となる。仮定した H2と H3の問の距離の値は、半経験的分子軌道法 A

M 1により構造巌適化した値を用いた。得られたプロトンの座標よりプログラム D 1 A N 

G を用い二面角の計算を行った。西日向パラメータ一、 構造パラメータ一、 ニ薗角の結果を

Table 2 に示す。

韮主主主豆
解析結果から、液晶 ZLI1167中では 9H-Xanthen-9-oneは二つのベンゼンのなす二面角が

167.90 であり X線結晶解析による値 177.50
2>よりも約 100 小さい値となった。これは、

Table 3 Total Energy Difference on 液晶中では結晶場と違い比較的自由に分子が

each Dihedral Angle of 運動で き る た め だ と 考 え ら れ る 。 プ ロ ト ン 簡

9H-Xanthen-9・one

dihedral angle energy diff巴rence

(degree) (kJ/mol) 

130.0 54.952 

140.0 31.584 

150.0 16.615 

160.0 7.299 

170.0 2.234 

180.0 0.000 

の距磁の比から、 この分子はカルボニル基側

が酸 素原子側よりも広がっていることが分か

る。 ま た 、 配 向 パ ラ メ ー タ ー Sx xが負でその

絶対値が最大であることから 9H-Xanthen-9-

oneの X紬が外部磁場に対し垂直であり、液

晶 ZLI1167は、外部磁場に対しその長輔が垂

直に 配向する傾向があるので液晶の長軸方向

に平行に配向しやすいことが分かる。

ab i n i t io M 0計算による考察

ab initio M 0計算による 9H-Xanthen-9・

oneのニ面角はまず半経験的分子軌道法 AM



1によ lり構造最適化し、各二面角(100 おき)での最適構造を求め、 その構造での全エネ

ルギーを ab initio M 0法{基底関数 STO-3G) で計算した。計算は、東大、 阪大及び分子

研の計算機センターを使用して行った。結果は、 Table 3に示す。尚、 ab initio M 0計算

は、プログラム GSCF33lを用いた。エネルギー曲線の各二酉角の聞の値は Spline補問

により求め、分子の存在確率は、 Haxwell-Boltzmann分布に従うとしそのエネルギー曲線

から二面角の最尤値及び統計平均値を求めた。 この表から分かるように 9H-Xanthen-9-one

の 液 晶中でのこ面角 167.9。は、二面角の最尤値 180.0。と一致しないが、二面角の統計平

均値 173.3。と近いこ面角の値を示す。 このこ tさから、液晶中での測定値は、 分子の二つの

ベン ゼン環の "butterfly 冊otion"の統計平均値を観測していると考えられる。

そこで、同様の ab initio M 0法によるエネルギ一計算から二面角の最尤値が 180。であ

る三 環性化合物 Thioxanthen-9-one，Dibenzo[b，e][I，4]dioxinに関して比較を行った (Ta-

b le 4)。尚、 Thioxanthen-9-oneの ab initio M 0計算は、 プログラム GAUSSIAN82 4 • を用い

て行った。その結果、 これらの化合物は、 いすれも液晶 NMR法による二面角の健が統計

平均債を示すことが分かった。以上のことから、液晶 N M R法は、 "butterflymotion" を
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CXD 
9H-Xanthen-9-one Thioxanthen-9-one Dibenzodioxin 

X C 0 C 0 。
Y 。 S 。

液晶 NMR 167.9::1: 1.30 
166.6::1: 2.00

"'  166.0::1: 0.50 
6' 

ab initio (統計平均) 173.3。 169.3。 167.4。

ab initio (;最尤値) 180.0。 180る O。 180.0。

気体電子線図折 169.0::1: 1.60 

X線結晶解析 177.50 
2' 172.00 ，175.90 
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L32 NMRおよび X線結晶解析をよ 甘 い た カ ル ボ ン 隊 出 合 成 イ オ ノ ホ ア の

構 造 解 析

(東工大・工) 0春日 紀子・中浜 縦一、 (東エ大・ 1望〉大橋 裕二

(神奈川大・理〉山 U 和夫

Conformational Analusis of Synthetic Carboxyl ic lonophore by N円Kand X-ray 

Diffraction門ethod 

~Q_r:_上主主五日 !JJiJ!-+; Sei ichi Nakaha聞は Yuji Ohashi~(Dept. of 1'01ym. Chem:， & Oept. of 

Chem~ ， Tokyo Inst. of Tech.) Kazuo Vamaguchi (Dept. of Chem.， Kanagawa Univ.) 

Th~ synthetic ionophor~ (1) transports potassi~m ion selectively among alkal i 

聞eta1 i ons through 1 iqu i d membrane (K+ > Rb+ > Cs' >> Na+). The conformati on of 

the potassium， rubidium and cesium salts in solution are investigated based on 

1 H-N~lR; coupl ing constants of 1，2-dioxyetYlene protons to predict the rotamer 

population about HC-CH fragments， chemical shifts which reflect the environments 

of protons. and NOE of adjacent protons through space. The estimated 

conformations of the ionophore salts in solution are found to resemble to those 

In crysもalsdetermined by X-ray analysis. 

1 • はじめに

イオノ ホアとは生体膜、有機液朕などを i返して金属イオンを選択的に輸送する化合物であ

る。その中で天然に見出されたモネンシン、ニゲリ シ ン 等 は 末 端 に カ ル ボ キ シ ル 基 、 他 末

端に水酸基を持つ直鎖ボリエーテルでカル ;Ì~ ン駿型イオノホアと呼ばれている。 カルボン

酸 型イオノホアは輸送 0)際、まず界面でアルカリ金属イオンと塩を作る。次に、カルボキ

シレートアニオンが他末端水酸基と head-to・tai 1"氷室完結合をし、分子内のエーテル酸素

を内側 lこ向けた i疑環状構造をとってイオンを取り込み指溶化ずる。そのため、 イオノホア

の空孔の大きさに適合したサイズのイオンが返:択的に給送されると考えられる。

我々 は天然カルボン 酸 型 イ オ ノ ホ ア に 類 似 し た 構造を持つモデル化合物を合成し、その

アルカリ金属イオン 総 送 能 を 検 討 し て き た 。 そ の 中で (1)がカリウムイオン選択性を示すこ

とを見いだしたくNa+:K+=10:81、 K':Rb+:Cγ= 46:3a:17)。 イオン選択性の発現は、 イオン

ーイオノホア錯体のコンホメーシヨンに大きく依存していると考えられる。そのためには

溶 液中での錯体のコンホメーションについての知見を得ることが望ましい。

そ 乙で本研究では初 め に (1)のふ Rb、 Cs塩の結晶中の構造を明らかにし、次いで

1 H -NトlRの測定を行い、 X線 の 結 呆 と 照 ら し 合 わ せることによって、結晶中での捻造と有機

溶禁中の構造の比較を行なった。

g 

ビ
6 4321 

かすが のりこ、 なかはま せいいち、 おおはし ゅうじ、 や玄ぐち かずお
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2 実験

( 1 ) X線結晶解析: クロロホルム溶液から待た (1)の K，Rb， Cs 砲の単結晶について

門oKα 線 Lこより X線強度を測定した。構造を直後法により解いた後、精密化を行なった。

(2) NMlC イオノ点ア金属溢の， H -N M R 0)測定は日本篭子 GSX-500を 用い 、試 料濃 度

10・20mM(CllCI3)、室温で行なった。結合定数は LAOCOON3を用いて求めた。

3 結果と考察

結 晶における (1)の K，Rb， Cs塩の分子構造を Fi g. 1 iこ示す。 どのアルカリ金属塩も 10

似のエーテル酸素が金属に配位し、天然イオ j ホアと同様に末端の水酸基とカルボキシレ

ートアニオンで head-to-tai1水素結合をしていることがわかった。 3つのアルカリ金属

塩の 0・C-c・0結合のまわりの 2面体角はいずれもゴーシユ臨雄をとり、 12，39の酸素原子の

所で折れ砲がり全体としてボールの縫自のような構造をしている"。 また、 いずれのアル

カリ金属塩の結晶についても分子聞に溶媒分子であるクロロホルムが入り込んでいること

がわかった。そのこ と か ら 、 溶 液 中 で も 結 品 中の分子構造と類似の構造をとっていること

が予想される。

Fig. 1 Molecular structure of I-K， I-Rb， I-Cs 

以下、 C[lCI3中で ω'H-NMRスベクトルを測定し

溶液中のコンホメーションについて結晶中の分

子構造と比較検討した。 (1)及び(1 ) 0) K， Rb、 Cs

塩 0) : H -NトlRスベクトルを Fi g. 2 iこ示す。 イオン

フリーのものに比べ金属錯体のスベクトルでは

芳香族、 ill1肪族プロトンはともに複雑に分裂す

ることが観察された。 2次元 N何Rスベクトル COSY-

NOESY 0)組合 せにより水酸基末端から 11闘に帰属を

行なった。そして、 化 学 シ フ ト 、 結 合 定 数 ， NOE 

を矧いて託手液中のコンホメーション解析を行なった。

まずしAOCOON3を用いて K、 Rb塩 ωオキシエチ

レンプロトン聞の結合定数を求めた。 その結合定数

と Karplus出の式引から得られる.10' J，(Jo=2.1， 

J，=14.0)を用いて下記の条件でのトランス放び
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ゴーシュコンホマーの存在確訟を求めた。 (Tab I e. 1) 

JAB = ft・Jt+ fg.Jg + fg.Jg'， JAS' = ft' Jg・ + fg.Jt + fg・・ Jt

ft + f. + fg・=l，fg=fg'

Table.l Vtcinal Proton Co~pling Constants(H~) arid Fraction of 

the Correspo.ndin.g Conformers for Potassiuina) and Rubidium salt 

Pr'oton J(AB)， J(A・B・) J(AB')， J(A'B) Gaughe(%) Trans(%) 

tC" Rb+ tC" Rb+ tC" Rb+ tC" Rb+ 

20・-21 2.5 2.3 6.3 6.2 97 98 3 2 

30・31 2.2 2.1 6.3 6.2 99 100 。
40-41 2.2 2.2 5.5 5.4 99 99 

50・51 2.9 3.0 5.3 5.3 93 92 7 8 

a) For the data of potassium， see ref. 3) 

50， 51の末端の音1I分 に つ い て は ト ラ ン ス 配 座 の 割合が若干大きくなっているがいずれも

ゴーシユ配座が 90%以上である。 x線解析の結果ゐ o-c-c-o結合まわりの 2面体角はい

ずれも 48-71J3tとゴーシユ配座をとっており、溶液中の構造と結晶中の構造に類似点が

見られた。

( I )に比べ金属纏錯体の 1H -NトlRスベ ク ト ル は 複 雑に分裂していることからも、溶液中で特

定のコンホメーシヨンが安定であると考えられる。結晶解析により得られた分子構造を溶

液中でもとっていると仮定して、プロトンの化学シフトに対する点電荷と環電沈の効果を

計算した。金属イオンの位置に正電荷を、カルボキシレートアニオン tこ負電荷をそれぞれ

緩い て、化学シフトに及 Lまず効 S誌を下式により求めた。

o E = ・12.5客自主cose/R2+17.0本Q21R4 

ここで Q は電荷を、 R は電荷とプロトンとの距離を表しており 8はプロトンを中心 lこ

して電荷とプロトンの結合している炭素とのなす角度である。 また、苦言電涜のi!if蔽効栄は

llovey-Jol1nsonO)式 4)を周いて計算した。 カリウム塩のプロトンのうち誘起効巣が等し

い;tキシエチレンプロトン 20，21， 30， 31， 40， 41について、 この 2つの効果による化学

シフトのずれを計算した値と実 i~.Ú 値 ω 相対関係を Fig.3 lこ示七た。

- Oxyetylene Proton一
Obsd. 

!レグ ¥ Calcd. 

o 0.5 pp叩

Fig. 3 Relationship between "stimated effects on 
ring current and charge and observed chemical shifts 
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く勺}

このように、 X線結 晶解析から見積られるケミカ ルシフトのずれと実測値との間に良い相

関関係が見られた.芳香族のプロトンについては、ケミカルシフト値が近く計算誤差が大

きいため議論することは難しいが、高磁場シフトしている 271えび低磁場シフトしている

37のプロトンについては結晶中の分子構造から見積られる環篭淡の効採と測定値との対

応が見られた。 このことにより更に結晶中での構造と溶液中の分子構造の裏面似性が示唆さ

れた。

核オーバーハウザー効栄 (NOE)が観測されるプロ ト ン 同 士 は 空 間 的 lこ近い距離にあり、そ

の強度は距離の・6 乗に比例することが知られている。 NOEO)強度を測定し、 X線解析の結

果得られた分子構造の各プロトン間の距離の -6乗に対してプロットした結果を ri g. 4 tこ

示す。

全体 ti:比較的良い相関関係が見られた.特に、小さいながらも結合の離れた 11-40のプ

ロトンにも NOEが観測されたことからも、溶液中でも結晶中の構造と似ていることを示して

いる。

40 

201_ 
37-40. 

101_ 

。

831剖

4 6 

-6 
r 

8 x10・3(A)

Fig. 4 Relationship between actual atomic distance 
in crystal and obseved NOE('Yo) in solution 

以上 IH -NMR 測定による化学シフト、結合定数， NOEの結巣から、イ;d"ノホア(1)の塩は

有機溶媒中でも結晶中の分子構造に獄似のコンホメーションをとっている割合が多いと考

えられる。

1) H. Kuboniwa et al.， Chem，Lett.， 923， (1988) 

2) W. J.Colucci et al.， Magn. Reson. Chem.， 2_3， 335 (1985) 

3) H. Kuboniwa et a!.， Magn. Reson. Chem.， 2.'!， 961 (1986) 

4) F. A. Bovey et al.， J. Che悶. Phys.， 2_l.! 1012 (1958) 
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L33 25M g N M R によるイオンの水和t落葉和

(北見ヱ大) 0三浦宏一、松田弘書、 福井洋之

25Mg NMR Study 0苦 lonHydration and Solvation 

koichi Miura. Hiroki Matsuda. Hiroyuki Fukui 

(Kitami Institute of Technology) 

25 Mg NMR spectra of Mg(CI04)2 were measured in the two kinds of mixed 

25 solvents of water-acetone and water-acetonitrile. The line width of the ~~Mg 

resonance in solution at rather low water concentration was broadened 

considerably. The concentration equilibrium constants for solvation reaction 

and the line widths of the complexes inherent in hydration number were obtained 

25 from analyzing the variation of ~~Mg line widths measured for various molar 

ratios of two solvents. It was found that the dihydrated Mg ion gives a large 

line width. 

〈序 〉

我々はこれまで 'H及 び げo N MRを用いて、 反磁佐金属イオンの水和と溶媒和に関す

る研究を行ってきた。 この中で、特に M g 2+1オンは水と非常に強〈結合し、 例えば、 ア

セトン溶媒中では、 Mgイオンの漫度に比較しも非常に低い濃度の水しか存在しない場合

でも、 Mgイオンに水分子が 2偲以上配位する可 能性があることを指摘した .13・u これま

での研究では 主と して水和や溶媒和に関与する溶媒分子に着目してきたが、 今回は金属

イオンに着呂し、 水ーアセトン及び水ーアセトニトリル混合溶媒中で Mgイオンの N M R

スペクトルを測定し、 イ オ ン の 溶 媒 和 に 関 す る 知見を得ることを目的として研究を行った.

35C 1 (1 = 3/2)や 25Mg (工=5/2)のように、 核ス ピ ン 量 子 数 が 1以 上 の 図 鑑 子 を 持 っ た

核 の緩和は四極子相 互 作 用 に よ っ て 決 ま り 、 その緩和速度は核の位置での電場勾配 eq に

大きく依存することはよく知られている. その結果、 N M Rスペ クト ルの 線幅 Y'/2

(= 1 /πT2)は、 核の回りの電荷分布の対称性によって著しく変化することになる. 従っ

てイオンが単独に存在したり、 イオンに一種類の溶 媒が対称的に配位して、 該の回りの電

子雲の対称性が良い 窃 合 に は eq は O に近くなり、 そのスベクトルは非常に狭くなる. こ

れに対してイオンベアを形成したり、 溶媒和殻分子の一部が他の分子に置き換わったりし

て、 核 の 回 り の 電 子雲の対称性が腐れると、 大きな電場勾配を生じ線幅[ま広がることにな

る. B r 0 wn等は水ーメタノール混合溶媒中に洛かした M g C 1♀の 25Mg N M Rを測定し、

メタノール中で少量の水が存在した場合、 スベクトルの線輔が非常に大きくなることを定

性的に示している.討しかし、 25M g核の測定感度の低さから定量的な議論には至ってい

ない. そこで本研究では、 Mgイオンの溶媒和殻形成によるスベクトルの線幅変化を詳細

に測定し、 溶媒和反応の平衡定数と水手口数によって異なる浴媒和殺に固有な線帽を求め、

考察してみた。

〈 実験〉

(l )NMR測定用試料
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[Water)/[Hg) V 1/2 (Hz) 

19.5 

100 2.20 

一封 ドー---ーlUUUZ 

図1. Mg2t-水ーアセトン系の

25Mg NMRスベクトル

NMR測定期試料は精製、 脱 水 し た 過 塩 素 酸 マ グ

ネ シウ ムを溶媒中に低潰度に溶かした湾液を用い

た。 溶媒は水ーアセトン及び水ーアセトニトリル

の混合溶媒を使用した. M g イオンとアニオンの

相互作用 を で き る だ げ 小 さ く す る こ と を 考 え 、 溶

液中の Mgイオンと洛媒のモル比は 1: 1 0 0 とし

た .試 料はすべて化学天秤を用いて重量を測定す

ることにより調整した. 次に述べる考察のために、

用いた試料溶液の粘度測定を 22 .2 .Cに保った恒

温水槽中で Ostwald粘度計を用いて行った.

(2)NMR測定

NMRスベクトルは、 JEOL FX-200 

FT-NMRに多核種測定用プロープを装着して

室 温 (2 2 . 2 :t 0 ~.f .C )で測定した。 25Mg 

NM  Rの測定条件は、 共鳴周波数 12.21MHz、

200~ 
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観測繭 1k H z及び 2k H z、

Single 90・Pulse47.5μsec、積

算回数 4，000-400，000回である。

試料 管は 10mm'"の標準管を用いた。

〈結果 及 び 考 察 〉

図 1は Mg-水ーアセトン系の

25M gスペクトルを、 図 2はこの

系の水濃度に対する 25Mgの線幅

の変化を示している.純アセトン

中で 2 0 H z程 度の 25Mgの線幅

は少量の水の存在により 20 0 

H zまで急滋に大き〈なる. さら

に水の濃度が猶加す ると線幅は少

しずつ小さ〈なってゆき、 純水中

では約 2H zという非常に narrow

な スペクトルを与え{Jo こ の線幅

変化は、純アセトン 中で Mgイオ

ンに対称的に配位していたアセト

ン分子が、 少量の水の存在下でそ

の 一部が水分子と置き換わった対

称性の低い溶媒和殻となり、 さら

に水濃度が増すと、 水分子のみが

対称的に配位した溶 媒和緩術造と

なってゆくことに対応している。

図 31立、 水ーアセト ニ ト リ ル 系 の
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 結果であるカえ ア セトンの場合と

lまぼ同様の変化を示している。 我 ?tlま水濃度によ る 25Mgの線幅変化を次のように解析し

た.

スピン量子数 Iが 1以上の電気約四極予を持った核の NMRスベ クト ルの 線幅 VV2 は、

次式で与えられる。

1 3 1c 21 + 3  a2 

V1/2 =一一一一一=一一一一一一ー (1+一一一 )(eQ )2(e q )2Tc 
πT2 lOh2 J2(2I-l) 3 

〔T2:スピンースピン緩和時間 工:核スピン量子裁 a: 州称性パラメータ 〕
e Q: 核四箆子モーメント、 e q: 核め位置の電場勾配、 Tc: 回転運動の相関時間 J 

ここで Iと eQは、 核の種類によって固有の値で あ る 。 今 、 aは一定と仮定すると上式

は次のようになる。

V1/2 = Constant x (e  q ) 2Tc 

この式は、 線幅が核の位置の電場勾配 eqの 2乗と回転運動の相関時間 Tcの積に比例す

ることを示している 。 本 研 究 で は 、 電場勾配 eq の線幅への寄与を見積もるために、 Tc 

が 'v1/2 に 与 え る 影 響を除くことを考えた.本実験における洛液系が、 Stokes-Einsteinの
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関係式に従うと仮定すると、 Tc缶守{守:溶液の粕度)の関係が得られる. そこで線幅

VV2 を甲でfIllり、 この VV2/甲が eqのみに依存する量であると仮定した.以下の議

論はこの VI/2/守について行い、 この{直を便宜上線幅と呼ぶことにする。水濃度に対する

VV2/守を図 4と 5に示す. アセトン系、 ア セ ト ニトリル系とも [Water]1[Mg]が 2から 3

J の 問で最大の線信を与えていることがわかる. ここで、 Mg2+イオンの溶媒和反応を考え

ただし、 M g 2+イオンに対する配位数は 6 と仮定した。

(i=1-6) +、A

アセトン、

一般式は次のようになる.

KI 
ご M A6・jWiw M A 7・IWI・1 + 

(M: M g 2+， 

ると、

アセトニトリル)

本研究では、 できるだけ少ないパラメーター(K i:濃度平衡定数、 V i:水分子が Mgイオ

ンに i個配位したときの VV2/守 )を用いて実験結果を再現できるようにシミュレーシ言

ンを試みた. その結果、 次の 4つの反応を仮定すると笑験値 (VV2/守〉をよ〈再現できる

ことがわかった.

A: 埠えW: 

K， 
;.:::: M A 5W K I = [MA5 W] [A]/ [MA6] [W] A + w + M A 6 

K2= [MA...W2] [A]/[MAsW] [明A 
K2 
ご MA4W2+w + M A 5W 

K4= [MA2W.] [A] 2/[MA...W2] [Vv] 2 

なお図 4 と 5の実線と

K4 
ご MA2W4+2A

K~ 
MA2W4+2 W ご M W 6 + 2 A K6= [MW6] [A]2/[MA2W.] [Wj2 

以上の 4つの溶媒和反応を用いて解析した結果を表 1と 2に示す.

点 線 は得られた V Iと Kiを用いて描いた計算幽線である.

MA4W2+2W  

Mg-水ーアセトニトリル系の Vjと Ki表 2Mg-水ーアセトン系の V iと Ki表 1

Ki V j (Hz/cP) i KI V i (Hz/cP) i 

> 1 0 5 

1 7 0 
760  

2 .5 

5 7 
210  
3 0 5 

4 0 
1 . 8 

0
1
2
4
6
 

> 1 0 5 

165  
560  

2 .5 

4 8 
230  
630  

6 0 
2 . 0 

n
V
t・
-
-
-
内

a
A吐
R
U

解析の結果、水分子 2個とアセトン分子 4個が Mgイオンに溶媒和したとき、

大きな線婚を与える ことがわかった. またアセトンのみが 6個配位した場合と、

アセトン 2個が配位した場合とは、 その eq への 寄 与 が 間 程 度 で あ る こ と が わ か る 。

に 6個の溶媒和アセトン分子のうち 1個が水と霞き換わる反応の平衡定数は非常に大きい。

ごのこ とは 水の 'H及び 170の 化 学 シ フ ト か ら 得 られた結果を支持している.

トリル系の解析結果も、 水ーアセトン系の結果と類似の傾向を示している。

25M g Iま

水ーアセトニ

水 4個と

さら

Chem.， 81， 1205 (1977). 
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L34 金属原子聞に直接結合をもっニオプ多核錯体の

93Nb NMRの化学シフト

{東北大理) 0鎌田敏宏・永探 明ホ・伊藤 賢

93Nb NMR Chemical Shifts of Niobium Polynuclear Complexes 

with Direct Metal-Hetal Bonds 

担主主i且江旦 E盟主止金， Akira Nagasawが， Tasuku Ito 

(Faculty of Science， Tohoku University) 

Abstract: The 93Nb NHR chemical shifts of niobium polynuclear cluster 

complexes with direct metal-metal bonds have been examined. They show clear 

tendency that the 93Nb shielding decreases (shifts to lower field) with increase 

ln metal-metal bond multiplicity， Nb-Nb > Nb=Nb > Nb=Nb. Bond multiplicity 

increases with decrease in the oxidation states. Similar results have been 

observed in the 93Ho and 1831 shielditig of molybdenum.and tungusten polynuclear 

complexes. This tendency is in contrast to the general sequences of the 

transition metal shielding in mononuclear complexes. 

i盤呈上 金属核 NMRは近年，測定装置が進歩し研究が一般的に行われるようになり，

錯体化学の分野における応用に益々興味がもたれている.一般に選移金属核は NMH的に

みて感度の良いものが多い.さらに化学シフト範囲が広く小さな椛造の変化にも敏感であ

り，緩和時間やカップリング定数も含めて金属中心の電子状態や中心金属一配位子関の結

合に関する情報が直接的に得られるという点で NMRは有力な手段となる.これまで遷移

金属錯体に関しては，SIV，S9CO，9SMo，183W，19SPtなどの核種の NMRが広汎に研究さ

れてきた 1)今回対象としてとりあげた93N b核

は， 3H，IH，19Fに次ぐ感度のよい核種であり

NMR法を用いる有意性は大きい(表 1). しか

しこれまでの研究例はニオプ5価(dO電子配置)

表 1. 93Nb桜の件費1) 

核スピン 9/2 

天然存在比 100% 

および有機ニオブ錯体のごく一部(1価，-1価)の i感度 (/13C) 2770 

みに限られていた.ニオブを含む前期選移金属の|核四極子モ-j.ントー0.32xl0一仰が

錯体はさまざまな酸化数をとり，各酸化数に特徴|磁気回転比 6. 57x 101rad S-I T-I 

的な多核クラスター構造をもつものが多く，錯体!共鳴周波数詞) 24. 55KHz 

化学的に大変興味深い.特に低酸化状態では d軌 I al 111 THS resonance at 100HHz 

道の重なり合いに基づく金属一金属間直接結合の

生成に伴い反磁性化など特異な性質が発現する.一般に酸化状態が低くなるほど金属一金

属間結合が強くなり，結果としてその結合距離が次第に短くなることがX線結品構造解析

から確かめられている.錯体化学における金属核 NMRを用いた研究は従来は主に単核錯

体に限られていた.本研究では金属ー金属間直接結合をもっニオブ多核錯体を対象として

93Nb NMRを測定し，化学シフトと電子状態，酸化数，金属問結合の強さとの相関関係

かまだとしひろ・ながさわあきら・いとうたすく

*0奇玉大理: Faculty of Science， Saitama University) 
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図1.ニオブ多核錯体の構造

[N b2(OMe)9)-民よ

を明らかにすることを目的とした.対象とした錯体の構造を図 1に示す.今問得られたデ

ータはニオブ 2価 (d3) ，3価 (d2) ，4価 (d1) の化合物では巌初の例である.

i墨監上 試料とした錯体は既知の方法に従って合成した.元素分析，紫外可視吸収， 1R， 

lHおよび13C NMRから錯体を同定し，溶液中でも国体と同じ構造を保持していること

を確かめた.サンプルはアルゴン雰囲気下で調製した.機擦は日本電子 JNM-GSX-

270型 FT-N M R装置を用いた.測定条件は10mmφ管中，室混(20-27"C)，観測周波数

66_13Mllz，フリップアングル 900 (1 5.9μS) ，パルス繰り返し時間 0.058sで 10万~ 100万

回積算した.化学シフトは外部標準物質として飽和[NbC16]-/CH3仰を用い，非遮蔽方向

(低磁場側)を正として表わした. ロック用に10-20%程度の重水素化物を含む溶媒を則いた.

[誼塁上 得られたスペクトルを図 2に示じた.化学シフト (δ)と''1'.fii1幅 (Wいけな錯体の

中心金属の酸化数，金属原子問結合距離(Nb-N b)，および結合次数と共に表 2にまとめた.

表 2. 93Nb Q) fじ学~

錯体 酸化数 δ/ppm W1ノ2/Hz 溶媒 Nb-Nb/A" 結合次数

[Nb2C16 (tht)a)2・ μょ n 2117 4450 ClbCN 2.63 3 

[Nb2C16 (SMe2) (thf)2]以i JlI 1041 84，0 CllC13 2.68 2 

[Nb2C16(tht)3] ill 1Il -430 710 CIIC 13 (2.70) 2 

[Nb2C16(SMe2)3]はよ JlI -443 450 CllC13 (2.71) 2 

[Nb2(OHe)g]・品i W ー1010 1880 ClbOll 2.64 1 
• l ( )内は同構造のTa錯体から推定した. Nb-Nb = Ta-Ta + O.OI5A 
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図2. ニオブ多核錯体の93NbNMRスペクトル

i歪塁上 {1 ) 93 N b核の化学シフトについての従来の知見 既報の93N b核の化学シ

フトのデータはニオブ5価のものが大部分で-1500'"+1000ppm，また 1価，-1怖の有機ニオ

プ錯体がー2250'"一1300ppmである!)酸化数が低くなると遷移金属の単核錯体に一般的であ

るように遮蔽方向に移行する傾向がみられる(図 3の口). 

{2) Nbさる枝錯体のイk掌シフト 4価の [Nb2(OHe)9]ーがー1010ppmと最も遮蔽され， 2価

の[Nb2Cls(thth]トが2117ppmと最も非遮蔽されている.化学シフトは3130ppmの広範囲に

現われた. 93 N b核は核四種子モーメントが大きいため， どの錯体も速い四極子緩和により

幅の広いシグナルを示した.化学シフトを比較すると，中心金属の醒化数が低くなるほど

非遮蔽方向(低磁場側)に移行する(図 3の・れこれは遷移金属のJ単核錯体で一般にみら

れる傾向とは逆である.

Nb(・1)

Nb( 1) 

Nb( 1I) 

Nb( III) 

Nb(N) 

Nb(V) 

2000 1000 。
δ/ppm 

関 3. q3 Nb NMR の化学シフト

仁コ

-1000 -2000 

• M-M結合あり， 口 M-M結合なし

-209-



Mo(O) 

Mo(II) _ 

Mo(lII) 圃・・・
Mo(lV) • 

Mo(V) .・
Mo(VI) 

4000 2000 

o/ppm 

図4. 95Mo NMR の化学シフト

。 -2000 

• M-M結合あり， 口 M-M結合なし

{3 )モリブデンおよびタンゲヌテン~綾錯体の95Mo ‘ 183W NMRの化掌シフトについ

工血盟旦 MoおよびWの多核錯体でも95M 02 -~. 6九183W5・6)N M Rシグナルは今回

Nbでみられたように中心金属の酸化数が低くなるほど非遮蔽側に移行することが観測され

ている.また多核錯体と同じ酸化数の単核錯体のデータも知られているが，多核鍔体の方

が単核錯体よりもかなり非遮蔽側にシグナルが観測されている{図 4). Hasonによれば，

金属核化学シフト {δ)に大きい寄与をする常磁性局所磁場の項は，励起ヱネルギー (11E). 

原子近傍の電子の偏たり (P)，および軌道の広がりを示す項(<r-3>)などの関数であるから，

シフトは

δ ∞ <r-3>・P/ 11 E 

で表わされる 7)低酸化状態になると，多核錯体では金属間結合の多重性が増すので一般

にPがおおきくl1Eが小さくなり，化学シフトは非遮蔽側に移行すると考えられる.

(4 )ま~め 今回 Nb( 5族)で見られたように多核錯体において中心金属の酸化数が低

くなるほど金属核は非遮蔽されるという傾向は. MoやWの6族錯体に限られるものでは

なく，前期遷移金属多核錯体に特徴的なものと思われる.前期選移金属多核錯体では低酸

化数になるほど金属間結合が強くなるため(多重結合性が増すれ 中心金属間距離が短く

なることが知られている.低酸化数ほど金属核が非遮蔽されるのは， この金属1m結合の形

成と関連すると考えられる.

[文献]I)J.Hason(Ed.)，"Hultinuclear NHR，"Plenum Press.New York(1987). 

2)S.F.Gheller. et al.，J.Am.Chem.Soc..l05.1527.(983). 

3)R.A.Grieves ， J.Hason ， Polyhedron ，~， 415(1986). 

4)M.Hinelli. et al.，Coord.Che田.Rev.堕， 169，(1985). 

5)D.J.Santure， et al.，Inorg.Chem.22.1877，(1983). 

6)A.Nagasawa，Y.Sasaki，B.Wang.S.lkari，T.lto，Che冊.Lett. ，1987，1271. 

7)J.Hason，Cbem.Rev.包，1299，(1987).



L35 国体及び溶液の高分解能 51V N M R. 

パナジウム(1及び V価) 鎗 体 の 構 造 と 化 学 シ フ ト

{近畿大・理工) 0北 JII 進・宗像 惹・緩困層イ申

High Reso1ution 51V NMR Spectra in the Solid State and in Solution. 

The Re1ationship between Structures and Chemica1 Shifts of Vanadium (I.V) Com-

p1exes. 

皇旦皇旦盟.!!K工工AG且盟主A Megumu MUNAKATA and Masanobu UEDA (Kinki University) 

51 V NMR studies were carried out for the Vanadium (I.V) comp1exes both in 

the solid state and in solution. Various Vanadium (J .V) complexes have been 

synthesized and isolated as microcrystallines or single crystals. 51V NMR spec-

tra have been measured for Vanadium (1) comp1exes [V(NO)LJ- (L = triethanolamine 

and its derivatives) in aqueous solution. The obtained chemical shift 

(d) ranges from -67 to +501 ppm. The correlation of the chemical shift with the 

reciprocaI of the d-d transition energy has been found. The great difference in 

chemical shifts between solution and solid state NMR has been found. which can 

be ascribed to the difference in the structure between the two states. 51V 501id 

state NMR 5pectra of Vanadium (V) complexes were a150 measured and examined. 

{序論] パナジウムは -ill価 か ら V価 ま で 幅広い価数をとる金属元索であるo 51V  NM  

R観測可能な価数 はーし 1， Vであ.Qo 5' V核拡 Table1に示すよう相対感度 ('3C基準

Table 1 N M Rパラメーター

Nucleus 

Resonance Freq.(MHz) 

Natural Aband.(覧)

Spin (1) 

Receptivity* 

Quadrupole 

Moment(eX 10-24 cm2) 

51 V 

7}.00 

99.76 

7/2 

2150 

-4X10-2 

13 C 

67.94 

1.108 

率 relativesensitivity including natural abundance 

)J-(theaH3 = trisethanolamine)の、 溶液中での平街、

きたがわすすむ・む な か た め ぐ む ・ う え だ ま さのぶ

)が 2150で、金属核の中では最も

感度の良い核種に属している。

ところがこれまでよく研究され

ているものはほとんど V備のパ

ナジウム錯体であり 1) 化学シ

フトも 1500 ppm(+500 - -800 

ppm from VOC13)におよぶことが

わかっている.一方、 低酸化数

の 1， ー I価についてのデータ

はきわめて少ない. さらに国体

のい V NMRについては V価の

ものでも数例である.演者らは

バナジウム(1)錯体 [V(NO)(thea

構造変化を 51V NMRで調べて



きた εl• ~ド研究では低原子価パナジウム錯体の 5'V NMRスペクトルを測定し傍造とシフ

トとの関遥を明らかにすること、 ならびにパナジウム(V. 1価)錯体の図体 5'V NMRス

ペクトルを測定し溶液と国体状態との構造の比較 検 討 を 行 っ た .

[実験 1 i1)鎗 体役会法 パナジウム(1 )錯体 [V(NO)L] 時 (l~ 員)は次のスキームに従い.

アルゴン雰随気下 NaOH水溶液中で NH.V03に等モル量の LH3{トリエタノールアミン (tbeaH3)

，トリス (2・プロパノール)アミン (tbpaH3).ニトリロ三酢酸 (ntaH3).N，N-ピス (2・ヒドロキシ

エチル}グリシン (bbegH3).N-(2・ヒドロキシエチル)イミノジ酢重量 (beiaH3))と NH20H'HClを

2倍量過剰に加えて合成した.

N H20H.HCl， LH3 

NH.V03 Na[V(NO)L] 

NaOH-H20 

パナジウム (V)鎗体 (NH.)s[VS.] (~). (NH.)s [V02 (C2 O. h]・2H20(Z)，[V02 (pic) (HKPT)] (宣)な

どは文献にしたがって合成し、 1 Rスペクトルおよび溶液 5'V N M Rスペクトルなどを思

いて同定した。 C(4A)

(2)5'V NMRの型産 溶液および箇体の

JEOL JNK幽 GSX 270 

体ユニットを用いた.

z、観測幅 160 KHz、 90・パルス幅を溶液で

9.2μs、 国体で 13.5μsとし、 23 'cで測定

した。溶液状簸ではサンプルチュープはすべ

て 10 mm手のものを使用しパナジウム濃度を

20 mKに鏑製して測定した. また国体状態で

はマジッタ角回転を行ない{回転数は約 3.5

KHz)、 サンプル管は弾丸型のもので約 400 m 

zの試料量を用いた。 5'V NMRの化学シフ

トの外部基準には VOC13 (neat)を用いた。

[結果および考需要]

{a)パナジウム(1 )鐙依{よこ民主盟主 図 1 [V(thea)(NO)]ーの分子構造

日(NO)(thea)]ー(1)については、 合買えした溶液に過剰の NaIを加えることにより赤色単結晶

Table 2 [V(NO)L]ーの分光学データ

co皿plex d (5'V) (.6. 'v '/2) d (14N) λ..xX 10-'(cm-') 

Na[V(NO)(bheg)] +501 (2200) +4.26 1. 40 

Na[V (NO.) (thpa)] +341 (3600) 1. 96 

Na[V(NO)(tbea)] +340 (1800 ) +11. 96 1. 96 

Na[V(NO) (nta)] -67 (1300) +1.08 2.45 

Na[V(NO)(beia)] -127 (2100) +2.03 2.44 



Na[V(NO)(thea)]'NaI'SH20を得た{収単

71.0 %). x線結晶祷途解析の結果、 錯

体の結晶の分子構造は図 lに示すように

trigonal-bipyramidal裂構造であった。

これは I価系では珍しい構造である. そ

門ヨe
 

¥
凶T

・
I4-

E
トnu 

nu 

F
h
M
 

400 

の他の錯体 q-_Q)についても同様の構造 { 

であるとれられる・ ~ 300 
(b)パナジウム(1 )錯体の 51V NMR化芯

主とZ一上 [V(NO) (thea)]ーの 20ml!水溶液一 200 

のい V NMRスペクトルは +340ppmに半三
Z 

値幅 1.8KHzの単一のシグナルを与えた. > 
in 100 

その他の錯体 (Æ叩~)の 51 V N M Rシグナ

ルは +501--127 ppmにあらわれ、 半 値 幅

は1.3-3.6KHzを与えた.錯体 (l-~)の O 

構造は Na[V(NO)(thea)](!)と同様、

trigonal-bipyramidal型構造で N203ドナ

ーセットを有していると考えられる。 バ

ナジウム(1 )イオンは d4電子配震をもち、

d - d遷移吸収帯を与える。例えば [V( 

NO)(thea)]ーの電子スペクトルは九 max= 

-533 

(b) 

(a) 

-536 

4己
。 -1000 -500 

ppm 

ー100

1 thea.thpa 

Efta 

Ih~ia 
¥ 

。 2.5 1.5 

X maxをまとめた。 sE ".1 (宮 λmax)と51V 

NMRの S値とをプロットしたところよい直

線関係が得られた(図 2)。 この結果からこの

系列の化学シフトは

11 p. r. = C' s E -1 < 1 / r -3 >3 d C U ( 3 d戸

三:::C ' • s E -1 (只し C，C'は定数)

により説明することができると考えられる.

{c)間保 N MR 13C核では CP-MAS訟に

より感度の良い NMRスペクトルが得られる。

一方 51V核では、 通常パナジウムに最近接プ

ロトン(例えば H20の記位)がないため CP (突

差分極)の効果はない. そのため MAS法のみ

での測定となる。 しかしながら 51V N M Rは

感度が良いため測定に困難はない。 図 3に

図 3 [V02(C204)2]3ーの 51V N M Rスぺク (NH4)s [V02 (C204 )2]・2H20の国体と滋・被51V 

トル (a)国体 (b) 20 mM H20溶液 NMRスペクトルをよげた. 図体状態では溶

2.0 

aE-1 (X103cm-l) 
19600 cm-l (正 = 240 M-1 cm-リであった・図 2. [V ( N O)L] -の 51V N M R化学シフト(d ) 

これらの 51V NMRの化学シフト(d )は と 遷 移 エ ネ ル ギ ー (sE-l)との調係

fia位子場にもとずく電子遷移エネルギー (sE )との相関関係があることが考えられる.

Table 2に日(NO)L]ーのい V NMRの S鑑， s '1' 1〆Eと14N NMRの S値および水溶液の



Table 3 パナジウム鎗体の sly NMR化学シフト

complex 501id d ppm (f:. '11 1〆2 Hz) 501n. d ppm (f:. '11 1ノ 2 Hz) 

(NH.) 3 [VS~] 

(NH~)3[V02(C204)2] ・ 2H20

[V02(pic)(HMPT)] 

Na[V(NO)(thea)]・NaI・5H20

+1403 (40) 

・536 (210) 

・525 (300) 

+340 (1800) 

+1372 (400) 

-533 (760) 

・526 (1330) 

・1240 (11000) 

液のシグナルに均ベ て 線 漏 の 広 い シ グ ナ ル を 与 えた。 一般に MAS測定の場合、 線幅の広

がりは化学シフトの異方位、 四極子相互作用などによる.本測定ではは，~-引の錐体につ

いてはシグナルの広幅化は約 10倍であった. この原因は四極子相互作用によるものだと

考 えられるo Table 3および図 4に溶液と国体状 態における sly NMR化学シフト及び線

幅をまとめた.溶液と国体との化学シフトが同じときには、 溶液状態でも国体での構造が

そのまま保たれているものと考えられる.興味深いことに Na[V(NO)(thea)]・NaI・5H20(1)は

溶 液状態では +340 pp皿(1800 Hz)にシグナルが観測され国体状態では・ 1240 pp阻(12000 Hz) 

にシグナルが観測された.絡体(1)は

溶液状態ではパナ ジ ウ ム の 価 数 ま た は

構造変化をしている も の と 考 え ら れ るo r:: 
9.寸000

しかしながら錆体(1)は国体と溶液と 互

の電子スペクトル に 顕 著 な 変 化 が な い

ため 舗数の変化によるものとは考えら

帽

・詫 +5∞ 
trigonal-bypyramidから。ctahedronの E

[V(NO)(thea)(H20)]ーへ構造変化して む

三子 φ10∞ 
11) 

r 

れない. また錯体(1)は H20の他のどの
!!:: 

a 浴車撃にも溶解しない. こ の こ と は 水 溶

液中では H2Oil~ fia位し、 そ の た め

いる(下図)ことが示唆される.

∞
 

r司

(
C
0
2
コ
-oの
}

-500 

。

+1500 +1000 ・500 0 -500 -1000 ・1500

51V Chemical Shift (Solid-State) ppm 

図 4 パナジウム錯体の国体と溶液 Sly NMR  

化学シフトの相関関係
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1) D.Rehder ， Magn.Re5.Rev. ，~， 125(1984). 
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P26 プしこiしフェ )-}し類の sCN門Rスペ7トlし

(東邦大・萎) 0深井俊夫， 野病気静

13 
C NMR Spectra of Preny1ated Pheno1s 

Toshio Fukai and Taro Nomura 

(Facu1ty of Pharmaceutica1 Sciences， Toho University) 

In the course of our studies on the structure of preny1ated pheno1s， we noticed 

that the chemica1 shift of the carbon atom at the C-1 position of the preny1 

(3-methyl-2-buteny1) group depended on the substi tuents 10cated at the adj acent 

positions. We found out that the prenyl groups cou1d be classified into the six 

types according to the substituents 10cated at the adjacent positions， and that 

the chemica1 shifts of the C1 signa1s of the preny1 groups were observed in the 

restricted range specific to each type (Fig. 1). 

1. (~ピめに

夫事長ずら I~ プしこ 1 1..， (3-me枯lYl-2 -TLtteYl)' 1)差左右す bフェ)-1レ1もι右吻F争致命鶴主れ

て¥.¥)，;>0 索活内I(Jワフ科積物主申むと iて索用lて荊いられ之L.ll>積鞠のアしこlレフェ)-

1レ類の府摂左桁ld'，? itJ 'J ，現丘まき‘ lて100以工の♀ーフーしニ lレフェノー IL.類左の融L，構
造AT拐を粁ロヲぞきkf こ、わらιーアしニ iし基E肩すbアヱ/ー iレ悟{乙名物の橋遁京産 1::

拘 l¥Zプレニ lし憂の括合位星E安定すb義lく争くの時!日が賛マされてき f:..11(. N門Rス
〆でつト 1(.， laニの i副題主解来す争 lてIJ4F障に扇動Tifj-脅さ‘あるが，争数の産権基E有苛ゑ芳

香壌の場告に 11J 芳香環炭素!て軍換基イ乙Zまるフトの加広島Je適応守 bにI;;JI日題ポキ ι1• 

今回実右ら Idアしエ 11，基のdビ単シフトにう主因 L分類E試みたとニぅ， アし二 lし基のメテレ

ン炭素のイじ'まシフトがアしニlレ基の両方 iレト位の墨喚差の種類により要 Q;')こと左昼、t虫

L Fì~. 1の種l之局委員 1e!) FI与IK太lf-;::令類E踊レ1~ニとによリ，アしニ lし基の両方
lレト位i亡星寝 le (.1 ~覆礎基の程嶺 E干量定す b ニヒが可能ヒ r'; 'J， ニれ 1"J複私Gプしニlレ

フェ)-1レ類の橋進宋史E行日う官接，非弟r..;両前口靖穀ヒ fd')}得~. この舟類も試Jr之い

る穣. Tro必soflo.vor¥olC ( 1 ) 
J D (2)の構造|ミ接IJのあむことを昆ぃ出 L...穂並t訂正t

f-.3) .::..、わら結果 iミつ¥.)( ，ß也報告 4~. ~ 
2.♀ープしニlしフェ/一 lレ類1:あI;<:?プレユlレ差の〆テレ〉炭素の北挙シフト

表意らのヴ Iしープ局次犯の尉孫右により報告主れ e1，，1 T約200のアLニlレフェJ-，し類の
13c. N門Rスマつト lしに加え 芳子の必イ宝物の 13CNH Rス勺ワト lレを委j鬼LJ 整理lf:.
ヒこう，アレニlレ基のメテレン炭素のdじぎシフト IJアレニlし基の才 lレト但の星棲基の種語、

(;k素原ろ，政案者向E基，貴義J言能差 Gピ)によリ p 異TJ;)~イ孟E永事ことが輔らかと G

ヲr-. 若二 5・両耳 iレト程の墨按基の桂類 1':よリユだの 6令特に分類l1ミ(hj.l参照)。

ふかしIとL抗，のむろたゐう



平~:アしンし基の泊才 lレトイ立 lく厳素在能差仏、、存在ね場合，ア L こ 11..-基の〆?レン
A 占241m酌-d，) γ 炭素のシヴケ iしIdcS20.7-24.0 K制

ROTLORS?:f…Hif AfOHMba問、らId: c7l1ypel議官t9At:
~ V I¥2'-----~'~~9~OH 合物が一的くの誕!\(t ('L\~. プレ
Jt ぺ、Jと0lcJl~・ 7 ニlし基が置換l(l ¥ .t芳香環に力 lしJtぐ二

RAZE，山lor vlJ41fOMe ル基が齢lZけ場台(フラポシムA
nyl broussoflavonol A 、 費百どりアLニlし基のノテレン炭素のシ

ヴ寸 iレldCDC23中又raDMSO-d6 t:f O 20.7 -22. 'd [く観震は寸'¥.~ø 芳香費に力 iレポ二 lし基が'
車検 l(レ¥fJ"場合(7ラポンのB環日ど)，ニ中らメ十しン炭素のジ1"rlレIddic.Q!>中又I"J

DK50-doJil O 21.6 -2，).4 1之弱視11"t. IJ;¥ .? 

T『注e2 (3-pl'enylcdeJ千lo..voVle): 3信にアしニ lし墓の存(1:.可 bフラポ〉誘導体lミ

現在主で 7 ワ柄植物からのみ4専の似てお ~1重々の
5 庄援活1降"E)員百 bニヒfJ¥'知内止'¥~ 1，-1 b~) ニホら

芯-;酌d，) A吟伽3位のプしニ IL基のメテしン炭素のジブ・

OH 

62ム-L武me4) 7ルは6お.5-24-.qに灘実11主中。. 1シ開 21o.
d24・8 ん Ai一昔Ttype. I ヒI)pe.3に壷 rJ~ がJ :3位lτ アレ

morusin I 山叫ム山.it:;:-u.sJ ニlし基'Ei脅苛るフラボン誘導体Jd:特敏的。 υγ投

ぴ'HN門Rスマ 7トlしEえす義，ユ tれわスぺフト iしによリ両是Id:洛易("ik'l ~.I) 
平良~: O25・B .... ......C 札、 プしニ lし基のズ lレト位lて厳材能基p 他

r、i :irCDClJ Yf6ll  のズlレトイ主にア iレキlレ基かアlしケニlレ差

問。~R2 伶n-( がま喪l<:け場合，アしニ ([.，Jl(1)jテ
人 的~。へんOMe しン械のケゲナ iレは O24，8 -27.0 Iて

11 ..- ~ /j 観劇主れ T.

R，=H or a1ky1 OH 
R~=a1ky1 or a1keny1 mu1beどrofuranA 

TγDe 4; アしニlレ基の::iflレ卜但が水素罪、会で但のオiしト位lミ鍛案1量権基tx'/!l換 leい

r、1 HOィャOH一一i る場合，アし二 IL碁のメテレ

RO人rkH HOJVoJ〉人ペわゾV ン炭棄のシ1'71レId'O 27.2-
L γγvγ:γ ;:了寸 〉 γ 3α1 I亡鰍J!..nT. この長寿省
、、、 t、〉、ふ九ノ ー‘ ' 

11 "γ可1 627.31 (tt， 1J=124 Hz， メテしン炭.tのシヴナルl宮ア

(、 レOHf h"，Jb，H6・=4Hz， しニl池内才レアィンアEト
R=Hor alkyl kwanon E in Eゆ d

6
) ン及びアしニ iレ基の河 lレト但

のアロト Yとのi日の 1.0)'¥3-)iρY可e couplìl1~の姦J 廿ipIe.ts of-1M、tletのシグナ lレヒ L('観

規i う~ ~~. 

IIIζ_2_: プし二 lし基の耐 lレト位が共iてアlしそ Iレ基か'11[;..IJニlし基，ヌ IJ才 1しト信が'

71しわし基ヒ71しワ二 Il基の場合p 通露プしニJL碁のメ子しン炭奏のシグナル l'dO 27.2-
n.~ に調理iはれる。一方ノ 1.13-:: 7エ二iしフ叩/ぞ〉及びフラペン誘義停にあ 11ミ，アレ
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r.、号、
11 ~ I 

Ri可f 、R
2

H 

R，=a1ky1 or a1keny1 

HO HO 

OMe X6240CDC 

R;=a1ky1 or a1keny1 kazino1 J kazino1 M 

二 lレ基のオ lレト位が 71しキ 1レ基~.A!!!の íflレトイ立がピラン提Z舟瓜 1 ? ~l ~場合 C I:::'IlZtno! トq
Q ピ)プしこ lし基 (JlJ子しン定義のシゲγlレIJ.O 26.5 -26.~に観現1-: 4'¥ム 1シpe写lて扇
寸 b 化会鞠のメ予し〉炭素の~t寄らフト 1 J. 1ype 4とをQtが，tYFモ吉に属す bイビ省物のメ

子Lン炭素グ1γゲナ iレ11double:bdTytpid(13zLa.126Hz，勺=血.4t-lz)のシヴ‘ア 11..-と

iて糧費IJされbことからちlpe4-ヒの亘引，.;1可能であ.To

{下
(30.1) 

山斗)1--Type 3 Type 1 

30 ppm 26 23 

(28.8) (26.5) (24.9) ~23.5) 

Fiq. 1 Chemica1 Shifts of Methy1ene Carbons of Prenyl Groups 
(data from:117 references) 

22 

(20.68) 

21 

The chemical shif'ts were 'measured in CDC1~'， DlIISO-d~ ， acet0ne-d~ ， pyridine-d~ ， CDCl 
diox叩;:::d:~-a~~t~~i t~iî~-'ð: ~-~~ -be~~e~~:d;: Th~-foiî~wi~g -~h~~i~gí shi:ft;-'-i，s) -ß~re -~b~~~ved in 
each s。lJLnkinCDCldaFpe1220.843%?(31compounds)，typeb24・41-24.61 (3)， type 3: 
24.8-26.72 (16)， type~4: 27.4叩 30.1 (17)， type 5: 26.5-28.6 (16)， type 6: 25.6_26.5 (7)， in 
DlIISO-d，，; type 1: 20.68-23.2 (62)， type 2: 23.5・24.1(13)， type 3: 25.0 (1)， type 4: 27.2-29.07 
(10) ，宅ype6': 27.2 (1)， in acetone-d~; type 1: 21.4-24.02 (39)， type 2: 24.4-24.61 (6)， 
t~~~'3~"25.1:27~Ò-(6ï:'t~~e-4~-28~1:::~9.i"(B)~ tÿ~~ 5:.2B~1'(ií: t;~~ 6; 25.4~27:3-(5):' in 
pyridine-d~; type 1: 22.2-22.5 (5)， type 2: 24.3-24.9 (4)， type 4: 29.0 (1)， in CD~OD; type 1: 
21.60-23.51 (4)， type 2: 24.71 (1)， type 3: 26.8 (2)， type 4: 28.27-29.12 (.3)，ば針。x回 e-do;
type 3: 26.3-26.4 (3)， type 5: 28.8 (1)， type 6: 26.3 (1)， acetonitrile-dっ; type 1: ~ 
21.32-22.00 (3)， type 2: 24.51-24.55 (2)， in benzene-d~; type 1: 23.3 (1)て
長: The group could be distinguished f'rom the type 5' by nondecoupling spectrum because the 
long-range coupling between the methylene carbon and an aromatic proton was observed only in 
type 4 (observed as trユpletsof' triplet or double doublets of' triplet). 
s: Generally， the group shows 627.2-28.8， but in the case of' the preny1 group adjacent to 
pyrane ring in 1，3-diphenylpropane町ldf'lavane， the chemical shif'ts were observed in the range 
of' O 26.5-26.8. The data of' broussoflavonols C (1)間 dD (2) (R.=R~=alkenyl) 世e not included. 1 --2 

玉~[2・0〆)'CjeMted l-.preψ!a.ted )七円十hoV¥e(7-οろYgen叶ed8-P陀 nyla凶
Xeln十hOrlE')] : アしニiし基のオ lレト位lて鍛薫J官官gi.えイ也の才 lレトイ立IC，刀 11..ポニ 11... 塞が存
在すD場合，プLニlレ差mメテレシ炭素のシゲアル 1J.d 2反4-27.5 I¥.観;創立Li'¥~.ニの
lyP8 6 1;:;ヤpe3と司教，オ lレト但に酸事、菅骨三差ヒ炭素菅能是主肴司るがン天主主から符



ら""'-之いるプしこ lし基の方 lレト恒lて酸素菅催基とカ lしポ

ニlし基左右ずD化合物Idキ寸ントシ誘導体のみ弘、の C'， 

ここ C'IJ構造未定の黙の償左右えかpe.3からは分rち
十)'pe6とl1三，

cudraxanthone C 

以ζv"ltype 1 '" 6 のイヒ~乙アト左足-;tすると Fìョ. Iの

ようにr.;.to

3. BtもlAssof¥o.¥lDnoQ C (1 ) /}ぴ DCよ)の構造
¥、J

3 
E‘ 

BroussoH::tν。nol c反 1J'D

Id力ジノキ (6tDLlSSOYle+，'o..
mDvri長陥)よリ《雄主、れた

フラitミノー IL誘導体Fあ?Jo

ニLt¥v)/flじ告物I'J.汗Jfi鬼Q為，
稿造三枝にあυzイ'()学的方え
X線、始晶槙進解析の今~がと
J1ず， スFぺでクト lルレデ-ヲよリ

Jゑ2及ぴi企主封か提忠主寸れ1たア
....._ 一勺、_，....，__，....，__ 、 ニ、れJれへ内Mイ必ビ告鞠のアしニlルし基の

OH1 - Yてて::aY、。'OHIl メ?れレン波炭燃素恥のシげヴゲ.ブ7ル
! OH 0 .;久、 jι~ OH 0 )̂...、

"， ......】U V/\bvDLA宅soflo.vo~ c "(子lすJ瓦2

及び 23.2(II¥ωぬ)1議定|さポアFi9.1に当てはめbと芝中ぜ中rype3かか何 6βr
type4かtype5 のアしニ lし基 Fあ~2..とがit-.~れ， trOlおsoflo.ν。no..Q D e'11 C:J 2忠o(ふ

c.vcQ~) 1て鰍t主.，n4>1ype 4か持ちのプしニ lし基手あることが示~4'1~二ヒからp ぎ<f\
t\h~ tÇ&ぴ~~ e'/J t，j いことが咽らかと1ヨヲ"f-. ニo.t¥~ ~'q宅内""'~ l-\~種々のデ -1 4)
左告せ毛えるニとによリ brous臼 flMOnaQCとDld芝れぎれlrてと1.式 Fあbニヒが;1:さ

れtt.ニの構造l"dLSPDの奏験E行日ぃ雁認lf-:.デ 以上述、Rアレニlレ基のメテしン炭

素のシブ・;1レの必挙シフトによる分類 CHヲ.1)1<1慢発日アしニ iレフェjール類の槙達実史lて

有繭む知見左与え.;， é のとJ考え~.
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P27 2次元 NMRとシフト試薬による多脂環系化合物の異性体解析

(三菱油化・筑波総合研究所) 0村岡美恵、森輝ま盤、酒井総夫

Confo r聞ationanalysis of aliphatic polycyclic iso聞erswith the co聞bination of 

two-dimensional NMR and Europiu聞 shift reagents. 

〈門 itsubishi Petroche聞ical Co.，Ltd. Tsukuba Reaserch Center) 

門1e門urata • Teruo 向。ri • Toshio Sa主ai

It is difficult to analyze Hl・。rC13・N門Rspectra of al iphatic polycycl ic 

compounds， because 聞ultipletsignals of proton overlap each other co聞plicatedb'. 

It is known that tricyclo・decenealdehyde(2) is synthesized as the approxi蝿ate

1 : 1聞 ixtureof two iso聞ers. which is identified as the 田ixtureof tricyclo・

[5.2.1.0ε. ';]・3-decene・8・carboaldehyde(3a) and its 9-carbo・aldehyde iso聞er(4a).

In "this work we assigned Hl・NMRsignals of t¥lO iso聞ers completely. and confir冊ed

the configrations of the two components with co闇binationof 2・DN門Rand Europium 

shift reagents. As far as we know • this is the first report of the combined use 

of 2・DN円Rand shift reagents for aliphatic polycyclic co冊pounds.

よー丘盆
近年の NMR装置の分解能向上と 2次元1去の発達にもかかわらず、多脂環系化合物はピ

ークが複線 tこ重なり合うため解析が困難なものが多い.トリシクロデカジエン 1の CO/H2

加圧反応で得られるトリシクロデセンアルデヒド 2もそのひとつである . 2 tこは 8種の異

性体が考えられるが、花王〈株〉の稲本らは~，1J1 8 -及ぴ 9 ーエキソーホルミ体(~

及び 4a )の44:56の混合物であると推定した 13. しかし、どちらが 3aか明示されてい

ない.本研究ではシフト試薬でピークを完全分離し、 2次元法により完全な帰属と解析を

行ない、 2が 3畠:4 a =53:47 の混合物であることを確定した.

ベ印LRhH(CO)L3-

PPh3 

図 1.トリシクロデセンアルデヒド 2

の合成反応

L 三星

内 OHC内

トリシクロデセシアルデヒド 2!主文献い に従い、トリシクロデカジエンょを CO/H2加圧

反応により合成したものを用いた . 2の 10-4 冊。 l溶液 lこシフト試薬として Eu(fod)sを0-

1当量添加し、シフト試薬が完全に配位するまで放置したものを N M R測定試料とした。

シフト値は TMS基準である. N M R測定 iこは B本電子製 JN刊-GSX400を周いた.



3. fa墨

3-1 .シフト試薬によるピーク分割

トリシクロデセンアルデヒドiは 2主要成分 (X • y )から成っていた。シフト試薬の

添加量を 0-1当量まで数段階に変化させた試料を用いて H.HCOSY測定を行なった。その結

果から表 1，こ示した 26種プロトンの (X) ， (Y)への区別およびシフト試薬の添加量増

加に伴う化学シフトの変化量を求めた〈図 3)。さらに図 3からピーク分割に良い添加量

の値を数ヶ所選び、 H.HCOSY • C'H 

COSY • NOESY スベクトルを測定し

た。

し~ 3-2. ホルミル基の置換決定

一一I 川喰"甥k J ¥ ル

X 

Y 

一

sp総2炭合素
に する Sp3炭 棄 に 結 合 す る プ ロ ト ン
プロトン

へ1へj¥川 f¥}~" iJL J¥_ A 
l M A B C 0 E F G H 1 J K 

じ M' A' B' C' 0' E' F' G' H' " J' K' 
ホルミル碁の結合がノルボルニ

ル骨格かシクロベンチル骨格かに

より、そのこ重結合隣援炭素はそ

れぞれメチレン・メチン炭素とメ

チン炭素 2値になる。

表 1.各プロトンの命名

(注) S p2炭素に結合するプロトンがより高磁場 lこ

存在する化合物をく X) とした。

表 1(こ示した Sp2炭素に結合する

プロトン L，M(L'.M')と

H-HCOSY スベクトルで強い相関が認めら

れたプロトン C，G，H(C' ，G'

H' )が結合する炭素を C-HCOSY測定よ

り求めた。その結果、プロトン G. H ( 

G' ， H' )がメチレンプロトンであり、

化合物 (X). (Y) 共にホルミル基は

6.0 

E 5.0 

c. 

a 

ノルボルニ Jf.， 骨 格に結合しでいることが 4.0 

判明した(図 4) 0 t'> 

3-3 .ホルミル基の置換位置決定

ホルミル基と同じ炭素に結合するプロ

トンを H-HCOSY スベクトルから求めた。

2、
静 3.0

迫

1.0 
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

モル比

( x )においてはプロトン Aがそれに対

応ずることがわかり、これはシフト試薬

添加量の t富加に伴う化学シフト変化量が

最大であることに矛盾がない。(y )に

おいては COSYスベクトルからそのプロト

ンは認められなかったが図 3に示した化

学シフトの変化量からプロトン A' がそ

図 3. 各プロトンの化学シフトの Eu(fod)s/ 

試料比増加に伴う変化

〉
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図 4. 2の C.-H C 0 S Yスベクトル

J"日トン 相関のあるプロトン

A D J K 

B E 1 K M 

c E F L M H 

D J A F 

E B C G H 

F C D 1 K 

G H E M L 

H G E M L C 

K B F L 

J D A K 

K I B F A J 

L M C G H I 
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フ。日トシ 相関のあるプロトン

A' D' J' K' 

B' C' l' KL.M' 

C' B' E' L' M'H・
D' J' A' F' 

E' C' F' G' H' 

F' D' E' l' K' 

G' H' E' M' L' 

H' G' E' M' L' C' 

K' B' F' L' 

J' D' A' K・
K' 1・B'F' A' J' 

L' M' C' G' H' l' 

M' ど G'H' C' B' 

表 2.化合物(x ) 表 3. 化合物0(Y ) 

の各プロトン間の相関 の各プロトン間の相関

5ノで~込-M
G H 

図 5. 化合物(x )の構造

/ 
/ 

M・

図 6.化合物(Y )の構造
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図 7.2の N0 E S Yスベクトル

。
。

稽媒
.-/ 

10 20 30 
mlO 保持時間

図 8. 2のガスクロマトグラム

うであると予想できる. sp< 炭素に結合するプロ

トンとプロトシ A (A' )は骨格構造からおのず

とその結合位置は回定される。以上から表 2， 3 

に 示 し た各々のブロトンの相関関係から化合物

(X) ， (Y) の構造を~'..:!ーとと決定した.

3 -4. エンド，エキソ配置の決定

化合物 (X) ， (Y) のプロトン A. A' がプ

ロトン B. B' とスピン結合していないことから

ホルミル基はエキソ配置と考えられる. NOESY測

定の結果 、 プ ロ ト ン Aがプロトン GとNOEが認め

られたこ と か ら 確 か に (X )は 3aの構造を持っ

ていた〈図 7) .プロトン A' はNOE を示すプロ

トンが認められなかった。しかし(X )と(Y ) 

ではホルミル基の付加反応は同じくエキソ配置で

起こり易 い と 考 え ら れ る の で (Y )も様造 4 aを

持っていると怠われる.

3-5. 生成比の決定

トリシクロデセンアルデヒド 2は 3 畠と 4 aの

混合物であることが明らかになり、 NMRスベク

ト)1"上でiムのピーク強度はAーとよりわずかに強

かった.このことと三Lのガスクロマトグラフィー

分析の結果から 2t;t 3 aと 4品の 53:47の混合物

であるこ とを 確定 した 〈図 8) • 

4. まとめ

シフト試薬は NMRピーク分磁の有力な手段で

ありこれまで多数の報告があるが、 2次元法を組み合わせての多脂環系化合物の解析をし

た例は見られない.

本報告では、 2次元法とシフト試薬の併用により、ピーク重なりの複雑なほほ等含量の混

合物の完全解析を可能にした.

文献

1 )日本公開特 許公報:特関昭 52-6 8 168 
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P28 Galactosylceramideの糖 anomeric proton における virtuallong-

range coupl ingの性質

石塚穏夫， 0田中〈飯田〉直子，永井謙一

帝京大学医学部第二生化学

Gaslactosylcera聞 ideの糠 anomeric protonにおける virtual long-range couplingの性質

石塚稲失，田中(飯田〉直子，永井謙一 帝京大学医学部第二生化学

The line shape of the ano田eric proton signal from galactosylcera聞 ide (Galβ 

→Cer) containing 2・hydroxy fatty acids varied depending on the temperature and 

the concentration of [2H)20 in 門e2SO・de・ The significant values of the long-

range coupl ing constant， 41.1. 3 and 511.4， were obtained from 2D・COSY spectra and 

decoupling analyses of the H-4 proton. We concluded that 411・3 and 511・.are 

important for the calculation of the H~1 signals. 

糖残基の ring protonの lH-N門Rにおいて， H-2 protonとH-3 protonの化学シフトが近い

ことによって〈結合定数 (312・3)1化学シフト (Hz)の差〈 ν2-V 3， Oν2. 3)が 1程度以上の

とき) ， H-1 protonのシグナルの形が複雑化することはよく知られた現象であり 22，コン

ビュータを用いたスベクトルのシミュレーシヨンなどによっても，化学シフトと結合定数

の様々な値に対する H-1シグナルの形の変化が研究されている引.

本研究室ではこれまで複雑な糖鎖構造をもっ穣脂質の構造解析を呂的として，糖脂質の

IH-N門Rスベクトルの解析をおこなってきた.今回，中性糖脂質 galactosylcera聞ide (Gal 

Cer)のうち 2・hydroxy脂肪酸を含ぢもの〈図1)について， galactosyl残基の H-1シグナル

が，この影響を受けていることに気づき，その性質についていくつかの知見を得たので報

告する.

[1H-t.;MR測定]試料約 2μmolを五酸化リン上，真空ボシプで乾燥し， O. 5m 1のMe2S0・且61

ド H] 20 ([ 2 H JzO濃度を 2.6%と段階的に変化させた〉に湾解して測定した.測定は日本電子

GX・400に，チューナブルプロープ TH5を用いて行なった. 1次元スベクトルは観測周波数

範囲 4000Hz，データポイント数 65K. 二次元 COSYは500Hz. 2048x1'024ポイントで測定した.

[結果と考察) oν 宮.3は温度および溶媒中のドH)20濃度に依存して変化し，それにとも

なって H-1シグナルの形も変化した 2D-COSYスベクトルにおいて〈図 2) ， H-1/H-3およ

び H-l/H・4の cross peakが観察された.また， H-4 protonをヂカップリングずることによ

り， H -1シグナルの形が変化することが確謬された(図的.これらの結果は， H -1とH-3お

よび H-1とH-4が無視しがたい大きさの結合定数をもってスピン結合していることを示して

おり， H -1シグナルのシミュレーシヨンをおこなうさいに long-range coupl ing constant 

(J}，3， J1，4)を考慮にいれる必要性を示唆している.

いしづかいねお，たなかくいいだ〉なおこ，ながいけんいち
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図3 ヒト脳より精製した GalCerのlH-NMRスベクトル(6%[吋 hO，45OC)

hFA:GalCer containing 2-hydroxy fatty acids， nFA:GalCer containing non hydroxy fatty acids 

r.z藍よI)Brisson，J.-R. and Carver，J. P. (1982) J. Biol. Chem.，笠1.， 11207・11209

2)Dahmen， J.， F'rejd， T.， Gronberg， G.， Magnusson， G. and Noori， G. (1984) 

CarbohYdr. Res. ，旦~， 16ト 164
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P29 固定化酵索現~m新規架橋剤グルタルアルデヒドオリゴマーの NMR による

構造に関する研究

(京大築、丸石製薬中研勺 O黒田義弘、回 j!~ 敏男 a、今井雅俗ヘ八木Z立政、

中川l百貨

Stuructural Studies of Glutaraldehyde Oligomers Used as New Cross-Linking Agent of Enzymes 

by NMR 

包些辿江♀包辺住， Toshlo Tashima"， Masahiro Imai"， Shigemasa Yagi and Terumichi Nakagawa 

(Faculty of Pharmaccutical Scienses， Kyoto UniversilY and "Central Research of Maruishi 

Pharmaceulical Co.， Ltd.) 

The structure of glutaraldehyde(GA) oligomer whlch is useful as a cross-linking agent of 

enzymes has been studied by Ill-and 13C-NMR spectroscopies. Detailed examination of two-

dimensional COSY， llOllAIIA， HMIl'C， and NOESY spectra h.as revealed that the GA 01 igomer is a 

dimer formed by aldol condensation reaction of GA monomer and that the structure is (111). 

The dimer of GA was found to exist as a 1:1 'equilibrium田ixtureof two isomers in CDCI3 

solution undergoing the Isomerizatlon at such a speed that can produce exchange 

cross-peaks in the NOESY spectra. 

1.はじめに

グルタルアルデヒド(GA) は、蛋白質との反応がおだやかな架橋剤として、生体物質の固定化に利

用されているが、その架橋化反応機構等における化学については、いまだに不明な点が多く、函定化の

再現性に問題が残されている。通常、担体に酵素を固定化する際のGAの架橋剰としての機能lま、担{本

及び ð~ 索の各アミノ基と GAのアルデヒド基との問でのシッフ塩基形成によるものであると考えられて

いる。ところが近年、指基1生条件下でGAのアルドール縮合により生成した α.β 一不飽和アルデヒド基

を有する GAオリゴマーを架橋剤とした場合、 GAを用いた場合と比べて高い活性を持つ図定化1I~索の調
製が可能であることがわかってきた 1，2)今回は、このようなGAオリゴマー中の主成分と恩われる化合

物の構造について、二次元NMR法 (COSY，NOESY，C-HCOSY，HOHAHA，llMsC等)を中心として検討を行った。

2. 実験方法

従来の方法 1・引により得たGAオリゴマーを水系のサイズ排除クロマトグラフィーによりさらに精製

処理して、目的とする GAオリゴマー(以下化合物Fと略す)を分取した。分離条件は以下の通りである。

カラム、 Ultrahydrogel500 (300町田 X7.8mmlh. 排除限界 M胃 4X 105) ;流述、1.0悶I/min;移動相、

llf/V% NaCI水溶液;カラム混度、 60.C。得られた化合物の純度は、逆相系llPLC2)等により確認した。

分取した試料 1;:おIjる炭素、水素及び酸素の含有率を求めると共に電子衝撃イオン化法あるいはイソ

ブタンを反応ガスとした化学イオン化後による質量分析を行い、化合物Fの元索組成及び質量数を求め

た。 IR スベクトルは、化合物 Fを CCI~ に溶解して測定した。また、 NMRスベクトルは試料を CDC }a溶液と

し(約2mM)、srukerAM-600及びAC-300により測定した。

3. 結果及び考察

1 )元素分析、質環分析及び赤外吸収分続

元素分析、質量分析及び赤外吸収分析の結果から、化合物Fは

GAがアルドール繍合して生成する a，βー不飽和アルデヒド基を有

するGAダイマーではないかと推測された。通常、 GAのアルドール

縮合により生成するダイマーは、 ( 1) のような構造を有すると推察されている 3)ところが、化合物

FのIRスベクトルには、飽和型のアルデヒド基による吸収が観測されなかった。そこで、分取した試料

rl1 に存在するアルデヒド銭の偶数を求めるために、 O~ベンタフルオロベンジルヒドロキシルアミン(

PFsOA)を用いてアルデヒドのオキシム化反応を行い、州生成したPFsOA誘導体をGC-MSにより分析した。

その結果、 PI'sOA訴導体の質1百数が572であったことから、 2個のアルデヒド碁が存在する可能性が示唆

CI10 

OBC-(CH2h-CI1=ι(CI12h-CHO 

、JI
 

，，、
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された。さらに、 IRスベクトル上に水酸基に帰属し得る吸収があったことから、その個数を求めるた

めに、 PFsOA務導体をN，O-bl s-(Tr i methy 1 s i ly l) Tri f 1 uoroacetam Ide (BSTFA)を用いてトリメチルシリ

ル (TMS)化反応にかけた後、山生成したTMS誘導体をGC-MSを用いて分析した。その結果、親イオンが

m/z6Hに観測されたことから、 l個の水酸基が存在していることがわかった。しかしながら、これらの

情報からでは、化合物Fの構造を推測することは容易ではない。そこで、 111-，13C-NMR及び種h の二次

元NMR法をmいて、より鮮側な検討を行った。

2) lH-. 13C-NMR及び DEPT

1)ト， 13C-NMRの凱11定結果lま、質量分析の結果と奥なり、化合物PIま炭素20個及び水素 28偲からなる

ことを示した。また DEPTの測定結果から、その炭素原子の種類は、 C1l2基 (8個〉、凶器 (10個〉及び

4級 炭索(2個〉であることがわかった。さらに Ill-NMRスベクトルから、交換性プロトン (011，2偲〉の

存在が示唆された。従勺て、化合物Fの組成はGAのテトラマーに紹当する C2olI280sと考えられる。また

11I-， 13C-NMRの化学シフト及びスピン総合の様子から、 i)β 位に水素を持つ a，βー不飽和アルデヒド

諺 (2倒〉、 ii)オレフィンのプロトン(2個〉、 11j)4級炭素はオレフィン炭素であること、 iv)アノレデ

ヒド以外のCII基としてI!C-O-及びIIC(Oll)トタイプがそれぞれ2個ずつ存在することが、示唆された。こ

れらの結果及びGAの重合や脱水反応経路を考慮することにより、 ( 11) に示すようなGAのテトラ 7 ー

が可能な務造のーっとして推定された。 iから 10までの番号を付けた炭素のうち(1-5)及び (6-9. 

10)がそれぞれGAのモノマーに相当し、 1-10でダイマーとなり、 ζ れが残りのダッシ品を付けて区別

した(1'-10') のダイマーと反応して、 ( 11) のヘミアセタール稼造を有するテトラマーが形成主れ

ているのではないかと考えることができる。

3) COSY及びHOHAHA

IH-1HCOSY及び1I011AHAスベクトルにより、化合物Pのリースベクトルの帰属を決定した。図lに1I011AIIA

スベクトルを示す。磁化移動のためのmixingtlme は206msである。 COSYスベクトルだけの情報では、

1-10及び1・-10・の各ダイマー単位 iこ含まれるメチレンプロトンのピークが重なるために(1.5-2. 5 

ppm)、600Mllzの観測周波数においても解析が容易ではない。しかし、1l01lAIIAスベクトルを測定するこ

とにより、1.5-2. 5ppmの領域から外れたピークからの磁化移動経路を追跡できるので、非常に有用な

情報を得ることができた。図11己示すように、 9と9・あるいはiと1・(11参照)の CHプロトンからのスピ

ン総合を介した磁化移動の結果、例えば、

9-8a， 8b-7a， 7b 9'-8'a，8・b-7'a， 7' b 

9-4-3a， 3b-2a， 2b 9' -4' -3' ab-2' ab 

のように、1.5-2， 5PPIIIの領綾における相互に震なうたCI!2(及びCIl)ープロトンの帰属が可能となった

( C1l2の2個のプロトンは a及びbを付けて区別した〉。しかしながら、これら COSY及びllOllAIIAのスペク

トルからは、 (1-10) のダイマー単位と(1・ -10・)のダイマー単位が相互に"述結"している箆拠

が得られなかった。この時点において、これは、 lと9'あるいは1・と 9のプロトン聞のスピン結合がロ

ングレンジいJ)であるため、 J値が非常に小さくなるからと解釈した。

4) CH-COSY及びHMsC

lと9・あるいは 1・と 9の水索一炭素聞のスピン結合がthree-bondcoupling 3JCUであることに注目し

て、 (1-10) と(1・-10・)の各ダイ?ー単位の述結関係についての情報を得るために、 IIMBCスベク

トルを測定した。図2にr，1、9・及び9のプロトン鎖滋Ii:関するI!}，!BCスベクトルを示す。勺CI!の大きさ

に依存したanti-phaseの磁化の成長のための待ち時間 li601llsである。また 13Cースベクトルの帰属 lま、

引トCOSYにより決定した。 IIMBCの測定の結果、図2に示すように、期待に反して1-9・及び l'・9の各水素

一炭索開 1<:;1まクロスピーク iJflJldl1lされず、注目すべきことに、 l'の7}<索と 9・の炭素及び9の水素と iの

炭素聞に11MBCクロスピータが観測された。(11)の構造lこ基づいて考えれば、これらのクロスピーク

は5JCIIカップリングに起因しなければならないので、明らかに不都合である。これらのクロスピーク

の出現を無理なく解釈するためには、 (1-10)及び(1・ -10・〉の各ダイマー単位が(111 )のように

! 8・
10 '" .， OH i n' ..:::..... 

OHC_ Aム 4 よ..._2 2-人.，/y" ""'7・
6~ '"γ〆"'-'勺"へO〆 I I 
I I _0、" ~ --人 A、

7........... /'どで..--"rイ 2・YfF4'¥T6.、CHO
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4.0 3.5 3.0 
PPM 

図 1 化合物 PのHOHAHAスベクトル

混合時間 20 6 m s 

20 

図 2 化合物 PのHMBCスベクトル



分子聞で付加するのではなく、各ダイマー単位において分子内付加反応が起こり、その結果(II I )に

示した環状ヘミアセタールが生成しているのではないかと考える必要がある。(II 1)の椛造であれば、

上自己IIMBCスベクトルのクロスピークは3J C9・-111・及び3JC1-II9のスピン結合に起因すると考えることが

でき、無理なく説明することが可能となる。また化合物Pがダイマーであれば、 1)の結果とも一致する。
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図 3 化合物 PのN0 E S Y (P~h a s e -S e li s 1 t i v e Mo d e) スベクトル

対角ピークと同位犯の相関を実線で、逆位相の相関を破線で示した。

5)NOESY(Phasc-Scnsltlvc Modc) 

( I 1) の(1-10)及び(1・ -10・)が、それぞれ独立したダイマ}分子であるとすれば、それらの

ダイマー相互はいかなる関係にあるのか?この答えはNOESYを測定することにより得られた。図3に縦

磁化の混合時間を O.8 sとして観測したNOESYスベクトルを示す。その結果、注目すべきことにl'とi及

び9・と 9のプロトン聞に対角ピークと同位相のクロスピークが観測された(実線で示した相関〉。

600M/lzの観測周波数においても、 ( 111)や(11)程度の大きさの分子については ω2τc2くく lと考え

ることができるので、 1・と l及び 9'と9のプロトン相互のクロスピークは、 dipolar相互作用によるもの

ではなく、交換によると解釈できる。このような"交換"による NOE:クロスピークを生じ得るようなダ

イマー問の関係としては、 ( 111) に示した清造のピラン環部分の凶器の配向の違いを考えることがで

きる。図3において、 iと9のプロトン聞に対角ピークと逆位相のクロスピークが観測されているので、

(1-10) のグイマーにおいては011慈がcquatoriallこ、また(1・ -10・〉のダイマーにおいては OII基が

axialに配向した化合物であると考えることができる。

結論として、化合物P1ま(I 11)の精造で示されるダイマーであり、また震クロロホルム溶液中にお

いては、ピラン環部分のOII基:IJ{ax i a 1型と equatbrial型の平衡状態をとっているものと考える。
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P30 P A - 4 8 009  (D u r a m y c i n )の N M R解析

0林 文晶、長島一男、板崎 弘、照井彬弘 (塩野義製薬 研)

副MR 試udies of PA-48009 (Duramycin) 

Fumiaki HAY姐 11. Karuo NAωSHlMA. Hiro酎 ITAZAKI. ar川 Yα出ihiro 官RUI

(Shiα四 i ~四rch Lavoratories. おiα昭 i &∞.. LID. Fukushima-ku. osaka 553. Japan.) 

Primary structure of antibiotic nor国伐瑚院事tide PA-48009 was deterrnined by 廿E ∞mbir凶 ua of 

two-dimensi∞al NMR ~troæopy(αlSY. 阻.AY. and NOF.')Y) and 凶man d偲radation methc姐.η18

Rヨptide ∞ntains 出ree SlJ 1 fi de br i dges and a br i dge from 廿18 side chain of a Iysin residue. 

Re-investigatiα1 of 加ramycin with almα;;t廿18 san陪 amioo acid ∞mponents 泣IOwed 廿IIlt Duramycin was 

QUite identical to PA-48009 and hena 廿18 pri皿ary structure of 仇Jramycin was r，町iα弘

Appli伺 ti∞ of 廿18 0せ18r 2D pula t民主lnlque5 ∞ 泊is issue are also diaussed. 

く 序> 抗菌作用を持つ生理活性物質として得られた PA -4 8 0 0 9は、 19残基より

成るオリゴペプチドである.乙のベプチドは、 1a n t h i 0 n i n e • m e t h y 1 -

lanthionine.lysinoalan ine等通常のものではないアミノ酸側

鎖による架橋構造を持つため、化学的に一次構造決定するためには多くの労力を要する.

乙れら S ーおよび N H -b r i d g eを持つベブチドの N M R法による一次持層進解析は、

すでに Kesslerらによって報告されており、 re 1 a y e d - N 0 E S Y法等を駆

使する乙とによって NMR法のみにより R 0 09-0 1 9 8 ( I a n t h i 0 p e p t 

i n )の推定一次情造が提出された.しかしながら、乙の一次構造は化学的な手段を用い

た解析の結果から Iy s i n 0 a 1 a n i n eの 架 橋 様 式 が 適 切 で な い 乙 と が 若 宮 ら に よ

って示された.我々も乙れらの研究とほぼ平行して、上記ペプチドとホモロジーがあると

考えられた P A - 4 8 0 0 9の一次情造解析を N M R法と化学的手法 (Edman法)の

両面から行い、両者の結果を組み合わせる乙とに よって一次構造を得た.さらにアミノ酸

構成がほとんど一致するが一次構造が異なると報告されていた Du r a m i c i n を、発

見者の g r 0 u P の一人 D r . C h e n よりいただき比較してみたと乙ろ、両者は全く一

致し、 D u r a m y c i nの一次栴造が訂正された . 上 の 解 析 で は 、 C 0 S Y . R E L A 

Y ， NO E S Y法による解析で直面した困難は E d m a n法より得られた部分情造により

解決したが、乙れが他の二次元 N M R法の応用によりどの程度解消する乙とができるかに

ついても調べてみた.

く 実 験 > 試料は水浴液で目的の p H K 調獲後凍結乾燥したもの 15~20mg を o . 4 

mlの D M S 0 - d .K溶 解 し た .Duramycinは、 D r . C h e nよりいただい

たものを特に精製せずにそのまま用いた.すべての NM Rスベクトルは、 Va r i a n社

製 X L - 4 0 0を用いて測定した.二次元 NMRスベクトルは、室温(2 3・C) • 4 0・c

はや し ふみあき、ながしま かずお、いたざき ひろし、てるい よしひろ
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， 6 0 .Cで 測定した.

く結 果 と 考 察 〉

1 .一次構造解析 二次 元 NMRスベクトルの解析は、 Wuthrich等の連鎖帰属

法に準じて、 COSY， RELAY，スベクトルによってスピン系を分類し、 N 0 E S Y 

スペクトルによって主鎖にそって残基をつないでいった. PA-48009は、構造的な

遅いゆらぎのある 部分を含むためか、分子量の書IJり ICは 線 輔 が 広 く 、 特 (C、後の帰属で 1

~2. 5~10 ， 12~14 番目の残基のシグナル、とりわけアミド N H シグナルがプロ

ドで、条件によっては数十日 z以上となり検 出が図難であった.そ乙で、できるだけ多

くのアミド NHシグナルを観測できる条件を捜すため、 p Hを 3~ 7 、温度を 23.C~6

0・Cの 範 囲 で 変 えてみた.乙乙では、主鎖アミドプロトン 18個 (19-1(Pro))

中 1 6留が観測できた p H 3 . 0 • 6 0・Cの条件で主に解析を行った.各種 2 D N M R ス

ベクトルの解析の結果、主 K シグナルの重なりや主鎖アミドプロトンのブロードニングの

問題で、主鎖のつながりは 5偲のセグメントとして得られた.次 IC、乙れら 5個のセグメ

ン トの配列は、同時に進められていた E d m a n分解による、通常のアミノ酸部分の部分

構 造と比較する乙とにより決める乙とができた.なお、スピン系の解析の段階で S - A 1 

aと P h eの区別が困難だった 2 、 3の残基についても、との比較により決定する ζ とが

できた. S ーおよび N H - b r i d g eめ決定は、 p H 3. 0 ， 2 3 .Cで測定した N 0 E 

S Y ス ベ ク ト ル を用いて行った.へテロ原子を挟むメチレン，メチル，メチン間の N 0 E 

は、架橋しているベア間のみで観測され、他の架橋間等の NOEはなかったので、一意に

決定できた.得られ た 一 次 構 造 を 図 に 示 す . 次に図の一次情造とはかなり異なるが、構成

アミノ厳がほぼ一致する D u r a m Y c i n を同僚にして調べてみたと乙ろ、 P A - 4 8 

009と完全に一致し、乙れにより、乙れまで報告されていた D u r a m y c i nの一次

情 造が訂正された.

2 .他の 2D 測定法の応用 乙 の系で D Q C - C 0 S Y ， r e I a y e d - N 0 E S Y 

等の測定を行った .乙れらの結果の詳細は会場で示すつもりである.

Figure Pr i皿arystructure of PA~48009(Duramycin) 

s 
s 

「一一一一一 S一一一一一「
H.N-Ala-Lys-Gln-Ala-Ala-Ala-Phe-Gly-Pro-Phe-Abu-Phe-Vaj-Ala-OHAsp-Gly-Asn-Abu-Lys-OH 

NH 

NH.-CH-COOH NH.-CH-COOH NH.-CH-COOH NH.-CH・-COOH NH.-CH-COOH NH.-CH-COOH 

CH.--S一一一一CH. CH.ー一一S-一一一CH-CH. CH.一一一NH一一(CH.)• 
(Ala-S-Ala) (Ala-S-Abu) (Ala-Lys) 

lanthionine methyllanthionine lysinoalanine 
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P31 ホモ多糖類カードランの化学修飾 :NMR解析でみる残基種の多様化

(味の素・中研、・東大・生技研)0鈴木祭一郎、宮野 i等、 j豊川弘美、

中川隆祐、永嶋伸也、瓜生敏之・

Chemical Modification of a Homopolysaccharide， Curdlan -門uI ti form i ty Ana Iysis 

of Res i due Types by Nuc I ear ~lagnet i c Resonance Spectrosco~ly 

Ei-ichiro SUZUKI， Hiroshiト1IYANO，HI romi SU門IKAWA，Ryusuke NAKAGAWA， 

Nobuya NAGASHI門A.and Toshiyuki URYU. ( Cntrl. Res. Labs.， Aj i nomoto Co.， I nc.， 

.Institute of Industrial Science， Univ. of Tokyo ) 

The structure of synthesized curdlan sulfate， \~hích has antivirus activity l..!l 
主込盟， has been determi ned \~i th proton and carbon nuclear magnetic resonance 

spectroscopy. Nine residue t.ypes were apparently recognized in the proton two 
dimensional NMR， i .e.， OUF-COSY and HOHAHA sllectra， and chemical shifts of all 

protons were lInambiguously assigned. AII C6 and ahout one third of C2 hydroxyl 

groups were substituted to sulfate， I~híle t.he smaller amollnt of C4 hydroxyl 
groups 11ere aiso substit.uted in a t.ypical curdlan sulfat.e. 13C-NNR data could he 

coincided ¥vith lH-N門R.The comparatively predominant reglllarity of sulfation 

pattern was identified with NOESY spectrum. 

[緒言】ホモ多糖類カードランは、化学修飾などにより硫酸ヱスチルに変換されると抗エ

イズウイルス活性を示す。1) そこで、本研究では、グルコース残基上の修飾位置の決定を

基礎として、より高次の分子構造を明らかにすること、並びに、位相検出型 20・ N~IR の多

糖類の構造解析への応用の可能性と限界を探ることを目的とした。

既に、我々は、市販のカードランを O~ISO 中ピベリジン -N-硫酸を用いて硫酸化したカー

ドラン硫酸ナトリウム(Curdlan Sulfate Sodium; CSS)を試料として、 1)重水溶液中で

の 1H-NMR， 13C-聞に DO.F-COSY，20・HOHAHA，位相検出型 13C_1Hシフト相関二次元 NMR

の測定、 2)13C-NMRの軽水重水両溶液中のスベクトルの測定による同位体シフト解析〈帰

属の確認〉、 3)PSNOE (位相検出型の二次元 NOE)の測定〈残基種の隣接関係の検討〉、

などを行っている。これらの制定を通じて、分子量 2万以上の硫酸化多糖類についても、

試料条件〈食携 0.1門添加など〉やデータ処理を工夫することにより、解析可能な 1H-

N附スベクトルが得られることがわかるとともに、 NMR方法論上重要と思われる以下のよ

うな知見を得た。2)

1)IH-N門R，13C-N~IR の各シグナルの完全帰属が出来た。特にプロトンの帰属には、

20-HOHAHAが有用であった。門LEV17によるよりも、単純なスピンロックの方が、クロスピ

ークの形に何位同志の相互作用であるかによる特徴が現れる。

2)分離の良い 11.立を中心に、ヱステル化t'::よる化学シフト変化の規則性老考察すること

ができた。

3)1.3C-附R化学シフトの同位体効果をみる手法は、このような多糖類でも有効であった。

4)主な構成残基種のタイプとして C6の水酸基が硫酸化された残基〈ー硫酸化糖〉と、 C

2， C6 2つの水酸基が硫酸化された残基〈ニ硫酸化糖〉の二種類あるが、 C4の水酸基が硫

すずきえいいちろう みやのひろし すみかわひろみ なかがわりゅうすけ

ながしまのぶゃ うりゅうとしゆき



酸化されたものと目されるシグナルも検出された。

5)これらの構成残基種の配列は複雑であるが、 PSNOEデータの解析から、代表的な規則性

の存在が明かになった。

以上の解析で対象としたロットを CSS-Aとすると、今回は、上記 4)で述べた C4の水「

酸基がより多く硫酸化された CSS-Bの解析を行ったので、比較を含めて報告する。

【実験】

誌盤 CSS-s 100 mgを 0.05門 NaCI を含む、99.95% D20 1 ml に溶解、凍結乾燥後、

窒素気涜下 0.5ml 99.95 % D20に溶解し試料とした。尚、予備実験で、種々の食接濃度

で 1H-NトlRを測定した。その結果、 0.1円程度の溶液中でシグナルの分離がよいことが判

明した。そのため、今回の測定はこの条件で行った。

盤底装置は全て JN~l GX -400 NトlRを用いた。通常の一次元 1H-州R，13C-NMRの他に、

以下の二次元附Rの測定を行った。

(i) 2D-HOHAHA: 遠隔の 1H核のスピンのネットワークを追跡できるスベクトル手法

(i i) 1 H・13Cシフト相関二次元 NMR: 測定には、位相検出型シークヱンスを用いた。

尚、 i則定温度は全て 32ocで行い、 DSSを基準として化学シフトを求めた。

【結果と考察]

辿-NNR

CSS-Bの 2D-HOHAHAを測定して、 CSS-Aのそれ2)と比較して以下のことがわかった。

1) CSS-Bには CSS-Aより CIHシグナルと相関をもっシグナル〈相関ピーク、クロスピ

ーク〉の数が多い。このことは残基の構造の多様性、または、残基の配列様式等の影響で、

多〈の環境の異な忍残基が存在していることを示している。

2) CSS-Aで帰属したシグナルは、全て CSS-B

にも含まれている。しかも、ぞのシグナル強度は、

未帰属のシグナルに比べずっと大きい。

3) 2)は、 CSS-Bの構造が NMR的にみて CSS-A

と極めて近い構造をとっていること、また、帰属

出来ていないシグナルの残基は、 CSS-Bの中でも

他の残基に比べて量が少ないことを示している。

HOHAHAは、遠隔のスピンのネットワークの追跡

が可能な二次元 1H-州Rであるが、ある設定条件

〈混合時間、 mixingtime)ぞ変化させることでリ

レー式の磁化移動の範囲を調節するととができる。

即ち、 mixingtime， 35 msでは 4bondsまで、

例えば CIHに着目すると C2H，C3Hのシグナルと

の聞にクロスピークが得られ (CIH→ C2，3H)、

55msでは、 5...... 6 bonds (CIH→ C2， 3，4， (5)H)、

75 msでは、 sbonds (CIH→ 2. 3， 4，5H)まで磁化

が移動〈リレー〉することがわかった。

JVJ\~ 

図 1.CSS-Bの HOHAHスベクトル

(mixing t.ime: 55 ms) 

X， Yについては、本文参照《
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阻血

lJj 

己主宮
崎和

このような詳細な検討の結果、 CSS-Bに比較的

多く含まれていた未知のシグナルの帰属が可能と

なり、新たにいくつかの残基種を抽出、区別する

ことが出来た。中でも、特に二つのシグナル群

(X， V)が、比較的強度が大きくしかも特微的

な化学シフトを示した〈図1)。その化学シフト

植をまとめたのが図 2であり、これより以下のこ

とが新たに分かった。

1) cSS-Bには、 C4.C6水酸基が硫酸ヱスチル化

されたジヱステル桟基種が存在している。

その残基種のシグナル群は図中の Xである。

根拠は、 i) C6モノエステル体の残基の化学シフ

トと比較して C3H，4H， 511のシグナルが低磁場に

あ~こと。特に、 C4 のプロトンは大きく低磁場シ

フト(約 0.7!lpmシフト、 C3Hは 0.35..... 0.4 

ρ側、 C5Hは約'0.2ppmシフト〉しているが、こ

れは、まさに C4の水酸基がヱステル化され、

ge澗inalなプロトンが置換基効果を受けたためと

考えられる。 ii) C2プロトンのシグナルの化学シ

フトは、 C4H程の変化がみられず、この世置の水

酸基はエステル化されていないと考えられること、

さらに、 ii i) C6， 6'Hの化学シフトは、 C6位の

水酸基が反応していることを示したものであるこ

とれ、の三点である。

2) CSS-B には、 C2. C4、C6全ての水酸基が硫酸

化されたトリエスチル残基種も存在している。

その残基種のシグナル群は図中の Yである。

C2H， C311. C4Hのシグナルが、いずれも、これま

で観測された残基のなかで最も低磁場シフト (C6

モノヱステル体に比べ、 C2Hシグナルが約 0.9

ppm、C3Hシグナノレが 0.65..... 0.7 ppm、C4Hシ

グナルが約 0.85ppmそれぞれ低磁場シフト〉し

ていることがその理由である。 C2H.C4Hが低磁場

にシフトしたのは、その位置の水酸基が硫酸ヱス

チル基になり、その置換基効果を受けたためであ

り、また C3Hシグナルのシフトは、その隣接 (C2，C4)硫酸ヱステル基二つの影響を受け

たもので、 C2或は C4水酸基のどちらかが硫酸化された C2，C6ジヱステル体や C4，C6ジ

ヱステル体の C測に比べ、大きな低磁場シフトになったものと説明出来る。

三止血E
13C_l H シフト相関二次元 N~IR から帰属された 13C シグナルの化学シフトの様子も、

x 

J 此

1
4
H
H
U
 

什
]
山
山

e
L

同戦

一ハ〕

1
1
5
 

Y 

Y 

図 3.CSS-Bの 13C・1Hシフト

相関州Rスベクトル、残基

種 X，Vの帰属
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上述残基種 (C4.C6ジエスチル休 X、トリヱステル{本 Y)の存在を支持するものであった。

図 3に IH-NMRのシグナル群 X，Yに対応する

クロスピークを示した。また、その化学シフ l、の

比較結果を図 4に示した。

Xについては、 C4が他の残基のそれと比べ大き

く低磁場シフト (6.6ppm) していること、 C5は

β 効果と考えられる若干の高酪場シフトがみられ

ていることから、この残基は、 C4.C6ジヱステル

体と推測できる。

また、 Vの 13Cのシグナルでは、 C2，C4が共に

大きく低磁場シフトしており、それぞれ C2，C6ジ

エステル体の C2の化学シフト、 C4，C6ジヱスチ

ルi本Xのはの化学シフトと殆ど同じ値をとってい

ることがわかり、これらが、残基の全ての水酸基が

硫酸化されたトリエステル休のシグナルであると考

えるのが妥当である。

尚、同位体効果を用いることにより、 13Cシグナ

ルに結合している水酸基が、硫酸エステルになって

いるか否かを明確に区別することが出来た。

NOESY 

PSNOE法により、代表的な規則性として、図 5の

ような配列の存在を見いだすことができた。

【結論】

戦 i iii 
x 

Y 

u 
山特

J母
図 4.CSS-Bの 13C-NトlRの帰属

図 5.CSSの残基配列の代表的な

規則性

カードラン硫酸ナトリウムは、 CSS-Aも CSS-Bも、概略としては、大部分が、 C6水酸

基のエステル化された残基種〈モノエステル休〉と、 C2，C6水酸基がヱステル化された残

基種〈ジエステル休〉で構成されている。

しかし、ある穫の合成反応条件によって生成する CSS-Bには、 C4，C6水酸基が硫殻ヱ

ステル化された残基種や、全ての水酸基 (C2，C4， C6)が硫酸ヱステル化されているトリ

ヱステル体も、比較的微量ながら存在することが分かり、本研究では、これらの残基の 1

H-NNR，13C-州Rシグナルを帰属することができた訳である。

総じて、 CSS-ACSS-Bともに、基本的には類似しており、 C4硫酸化の量の程度だけが、

若干異なっている、と言える。

【文献】

1) I{aneko， Y. et aJ.， Biochem. Pharlli.， 
2)鈴木、宮野、澄川、中川、伊達、永嶋、

要旨集 P26 (1989) 

in contribution. 

松崎、瓜生、日本分光学会春季講演会
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P32 溶液中の立体化学における 'HSelective、 Biselective T，の利用

VI一 環状ペプチドのコンフォメーション平衡について

(神女薬大、大薬大、名市大薬 )0杉浦民喜子、高尾橋雄、石田寿昌

大石宏文、井上正敏、加藤伸治、浜田康正、塩入孝之

APPLICAT工ONOF 1H SELECT工VEAND B工SELECT工VET1 TO STEREOCHEMISTRY工N

SOLUT工ON VI - CONFORMATIONAL EQUILIBRIUM OF THE CYCL工CPEPTIDE. 

盟三旦足旦旦， N.Takao， T.工shida，H.Ohishi， M.工noue，S.Kato， Y.Hamada， and 

T.Shioiri 

(Kobe Women・sCollege of Pharmacy， Osaka University of Pharmaceutical 
Sciences， and Faculty of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City University) 

1 H Nonselec七ive (T1
NS)， Selective (T1

S)， and Biselective T1 (T1
BS) of the 

Cyclic Peptide 工 havebeen measured at two frequencies (200 MHz and 500 MHz). 

The correlation times ( T
c 

) can be obtained by the ratio of 

T1
NS(500)/T，NS(200) and the cross-relaxations ( 0;，) are derived from the ob-

~J 
BS __-" ~ S served T1~u and T1u values. The conformation of I in CDC13 solution are dis-

cussed based on the rij determined from eq.(4) with the TC and Oij 

[はじめに]

これまで 'HSelective T，と Biselctive1，を滅定することによって交差緩和 (j ， ，が得

られること、またその 6υ を用いて H-H関の距離の関係から化合物の立体化学を議論出来

ることなどを明らかにし、いくつかの化合物への応用を試みてきた.日今回は、周波数の異な

る装置での測定を行ない、従来は竃接待られなかった回転相関時間 τeを T，の周波数依存性よ

り求め、それと (J i Jとから H-H間の距離 r，Jを算出し、溶液中でのコンフォメーションを議

論する試みを行なった。

111， $ = R' (i) =害 N;ρij +ρ ・

1IT， ・ $ (j) = R' (i j) = N J <1 'j + R I (i) = N， <1 ， ; +手 N，ρi..i +ρ ・

(1) 

(2) 

1/1， ・ S = R' (a 11) = L R' (i j) = ~ N，σlJ+ R' (i) = l;N;σ'J+ ~ N，ρ リ +ρ ・ (3)

ここで

σ， ; = 1/10 r 4ft 2 r ， j - .  [ 6τ. / (1 +4ω2τ 。2)ー τ。] (4) 

ρ， ，= 1110 r'貰2r，， -6[τ.+ 3τ 。/(1+ω2τ.2) + 6τ 。/(1+4ω2τ 。ε)] (5) 

(3)式に (4)、 (5) 式を代入すると

1/1， ・ S = 3/1 0 ~ N j r • 置 2 r i J・.[τ 。/(1+ω2τ 。2) + 4τ. / (1 +4曲2τ.2)] +ρ・(6)

いま ρ・くく (σIj +ρI j ) とすると

T t "8 (曲，) / T，"8(ωε) = (5 + 8ωε2τ.2)(1 +5ω ， 2τ 。2+ 4ω ， .τ. ' ) 

/ (ち+ 8ω ， .官。.)(1 +ちω22τC2+4ω2‘τ。‘) (7) 

また(1)、 (2) 式より R' (ij) - R' (i) ま NJσ
'"

(8) 

'H selective (T，8)、 Biselective(T，.8)及ぴ Nonselective 1， (1， N8)は、それぞれ

(1}-(3) 式で表わされる.従って異なる周波数で得られるもの比は、 T，N $の場合 (7) 式の

すぎうらまきこ たかおならお いしだとしまさ おおいしひろふみ い の う え ま さ と し

かと うしんじ はまだ や す ま さ しおいりたかゆき
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11 

TYDe 1 
図 1

TYDe 2 

ようになる.この式を使って T，N S (曲 tl/ T，NS(ω けと τ。の関係が得られ、 T， N S (印，) / 

T， N S (ω けの実測値 よ り τeを求めることが出来る. 2) 一方 σりは (8)式のように T，8Sと

T， Sの逆数の差を取れば得ることが出来、それぞれの σ" と τ。を使って (4) 式より ri J を算

出することが出来る.

今回この取扱いの対象としたのは、強い細胞毒性を有する環状ペプチド、ユリチアサイクラ

マイド(1)である.このものは、 NOEを含めた 'HNMRの詳細な検討及びエネルギー計算によ

り、 CDCl. 中では図 1の Type 1、 DMSO 中では Type 2のコンフォメーションをとることがす

でに明かになっている .83 ここでは CDCJ3 中でのれの測定により、上記と伺じ結果を得る

ことが出来るかを検討し、この方法の妥当性を確かめることを目的とした。

selc.selc. 
180.180。

deι ニゴτ12 O. rーr-10_

ーーニ..lF
11F

2Lーニー

90. 90・ 90・
門~ selc. 門跡、 門、

… 一…ハ1""'-- 01 r日 102111 """'- 111 ， obs. I 11 、¥ト‘ 1 1.. 1 11 、、 I11 、¥
寸 .?" ーーーーー- F.~ー~ 吋 〉ー . 吋 〉・
I ，/  -1 I ，/- I ， /  

(a) V (b) V (c) V 

selc. 
180・ selc. 

180. 

dec 二斗~: ム艦乙

}ら叩許It>刊~
図 2
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[実験]

'H NMRの測定は VarianXL-200 ( 200.06 MHz)及び VXR-500( 499.84 MHz) を用い、 T，N Sは

通常の IR法を、 200 MHz における T戸、 T，. Sの測定は以前に報告した通り、図 2(a)、 (c) の

パルス・シーケンスを用いた. 500 MHz における Tけはい)、 (b)、 (d)、 (e) いずれでも誤差

の範囲内で等しい値が得られることを確かめた上で、 (d) または (e) を用い、 T，.Sには(f)

を用いた. 1は約 20 mM濃度で CDCl. に溶解し、脱ガス、溶封して測定サンプルとした.

[結果と考察]

表 1に 200 MHz と 500 MHz における T，NSの観測値を示した. (7) 式によって得られる

T，.S (500)!T， NS (200) と τcとの関係より、これらの実測値を用いて τ。を求めた(表 1) • 得

られた τ。を見ると、 s-s総合で回定されている C阿部分の運動が比較的束縛されているこ

とが解る.

表 2には、いくつかの， H についてのこつの周波数での T，Sおよび T，. Sの観測値を示して

ある.これらの値を用いて (8)式より得られた σiJの値を表 3に示した.さらにこの値と、

表 1に得られている τ。を用いて、 (4)式から算出される rI .iの値を ri j 0 b sとして表 4に示

した. σIJから得られたものと σJIから得られたものに多少差のあるものもあるが、溶液中で

のコンフォメーションの揺らぎなどを考慮すれば、これらの差は容認出来る範囲と思われる.

また 200 MHz からの値とち00 MHzからの値も、お互いにほぼ似かよったものになっている.

表 4 には、図 1 の二つのコンフォメーション (Type 1 と Type 2) についての理論計算よ

り得られた ri Jの億を ri ; C・1。として示したある.これらの値と、今回得られた ri .i 0 b ~の値を

見比べると、いずれも Type 1の値に近い値となっており、この溶液 (CDCI.)中での優位コン

フォメーションが Type 1であると結論することが出来る.これは、すでに得られている結

論.)と矛盾しない.

表 1200附z及び 500附zにおける T，附 表 2 200 MHz (上段)、 500雌包{下段)におけるいくつかの
T，'及び T，肘

position T，" (200) /sec T， H' (500) /sec τ。/sec position T，' /sec T，"/sec 

lNH 0.673 0.893 1. 16 x 10・s・ H命 4 H-21 H-22 H-22' 

H-4 19.855 25.867 (1.10 x 10・，")
lNH 0.772 0.769 0.751 

0.969 O. 933 O. 946 O. 955 
H-8 0.979 1.334 1.20xl0c'・

11. 12Me 13NH 
H回 9 0.491 H-8 1.274 1. 215 

H-9' 0.468 1.634 1. 512 1.578 

H-I0 0.897 H-8 H-15 
13NH 0.675 0.659 0.654 

11，12Me 0.503 0.586 0.80 x 10・，. 0.842 0.820 0.828 

13NH 0.571 0.752 1.14 x 10・1・
13NH H-16 

H-15 1.452 1. 963 1.18 x 10・2・ H-15 1.791 1. 704 1. 704 
2.329 2.234 2.290 

H-16 1. 401 1.926 1.22 x 10・1・
17胎 0.363 0.444 0.94 x 10・s・ H-15 17Me 

H-16 1.876 1. 764 1. 462 
H-21 1.117 1.品38 1.42 x 10・1・ 2.312 2.2ω2.104 

H-22 0.272 0.408 1. 46 x 10・s・ 1蹄{

H-22 ， 0.276 0.417 1.48 X 10-10 H-21 1.404 1. 309 
1.907 1. 842 
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表 3T，人 TI85の観測値より得られる σリ ( sec-り

H-j H-j <1， j (200) σ;， (200) d'j (500) σJ' (500) 
|い {ω1.612) 

T，S の測定

ll1H H-4 0.42 x 10・2 巴二
1則 H-21 3.54 x 10-' 5.19 x 10・2 3.98 x 10-' 1.84 x 10・2

1~'H Eト22 2.56 x 10-ε 

1~'H H-22 ， 1. 51 x 10-' 

H-8 11，12Me 1.56 x 10・2

H-8 1311H 3.78 x 10・・ 3.60 x 10-' 2.15 X 10-2 "3.27 x 10-' 

1311H H-15 4.76 x 10・ε2.84x 10・2 2.09 x 10-' 1.84 x 10ー倉
τ。

H-15 H-16 2.84 x 10-' 3.41 x 10-' 1. 76 x 10-' 2. 04 x 10-' 

H-15 17Me 5.03 x 10-' 1.12 x 10-. 

σ1'; 

表 4 t1ijと 'r.より得られた rjJOb.S と、二つのコンフォメーション
にたいして理論計算により得られる fi;C・，.

H-j H-j rl Jota/A ー rIJc8'C/A 
(200附z) (500附z) Type 1 Type 2 / 

111H t←4 4.39 4.57 1.99 

1照f H-21 2.96-3. 07 2.80-3. 18 2.95 2.15 

111H H-22 3.02 3.43 4.07 

111H H-22 ， 3.29 

H-8 ll，12Me 3.28 3.47* 3.56・
H-8 13削 3. 05-3. 06 2.89-3. 11 2.95 2.96 

13N11 H-15 2. 92-3. 20 3. 12-3. 19 3.42 2.55 

H-15 H-16 3.11-3.20 3.13-3.21 3.07 2.89 

H-15 17Me 3.33 3.46 2.53* 2.55* 図 3

[まとめ]

今回の方法をまとめると図 3のようになる.

以上の よ う に 、 この方法を環状ペプチド Iに適用し、妥当な結論を得ることが出来た.この

ことはこの方法の妥当性、有用性を確かめると共に、この程度の化合物に十分適用出来ること

を示すものである.

[謝辞]

VXR-500装置でのパ ルス・シーケンスを作るに当たって、ご助言を賜りました Varian 大夜営

業所、稲葉好美氏に深謝致します.
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P33 テストステロン及びメチルテストステロンの 600・MHz lHNMR 

及び国体高分解能 13CNMRスペクトル

(化技研) 0早 水 紀 久 子 ・ 石井哲子・柳沢 勝

(日本電子)鴨 修・今成 司

600・MHz lHNMR and Solid-State High-Resolution 13CNMR Spectra of 

Testosterone and Hethyltestosterone 

Z ikuko HaYamizu， Tetsuko Ishii and Masaru Yanagisawa， National Chemical 

Laboratory for Industry， and Osamu Kamo and Tsukasa Imanari， JEOL Ltd. 

600 MHz lHNKR spectra of testosterone and 17・methyltestosterone were observed 

and complete assignment has been accomplished by using two・dimentional 1 H・1H 

COSY， NOESY and lH・13Cshift correlation methods. The corrected assignment for 

H-16αand H-16f3 is given. The methylation effects on lH and 13C chemical 

shifts are discussed. The solid-state high-resolution 13C spectra were observed 

for these compounds and the ring confor田ation is discussed relating to the lH 

spin coupling constants. 

演者らが化技研で構築している NMRスペクトルヂータベース (NMR-SDBS) で

はスペクトルの帰属をつけている。 ステロイド類の 13CNMRは文献データ iJS多くかなり

多数のデータが艇に収録されているが、 lHNMRは全く手をつけていなかった.我々は

90MHzと400MHzのlHスペクトルを対象にしてデータの収録を行っている. ステロイド類の

400MHzのスペクトルでは個々のプロトンシグナルの分離は良好であり、 かなり詳細な帰属「

iJSつけられるが、 その限界を見定める目的があって 600MHzのスペクトルを測定して詳細な

解析を行った。 その結果を従来の報告と比較すると H-16α とH-16f3の帰属を入れ換えねば

ならないことがわかった。今までの報告は N O E差スペクトル、 X線 回 折 に よ る 結 晶 徳 造

および Karplus の平面角とスピン結合定数の関 係を主たる根拠にして議論がすすめられて

いたので、 国体状態の 13CNMRスペクトルを測定して環構造の安定牲について考察した.

実験 試薬は市販品をそのまま用いた. 400MHzの lHと13C N M Rの測定には GSX・400をも

ちいた. 600MHzの lHNMRはGSX・600で得た。 二次元 NMRのうちで COSYは400MHzと

600HHzで測定した。 NOESY、 CHシフト相関は 400HHzの装置で測定した。 図体高分解

能 13CNMRはFX-200で測定した。

結果と考察

1) lHNMR 

テストステロン (1) と メ チ ル テ ス ト ス テ ロ ン(2 ) 

はやみずきくこ・い しいてっこ・ゃなぎさわまさる・かも おさむ・いまなりつかさ
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bl 

れてなかったので、

次元 NMRからは疑問が残っ

た.1H-IHCOSYを測定

することによって帰属が完成

するともくろんだが、 A， B 

C環の プロ トン は疑問なしに

決定できたのに D 環のプロト

ンについては α位と戸位との

帰属が困難であった。 ここで

とり あげ た化 合物 については

lHNMRは報告されていない

が、 類似のステロイド類については報告されており、 その帰属はスピン結合定数を重視し、

各種 の二次元 NMRの結果を参考にして決められている。特に H-16α とH-16 sの帰属は、

ステロイドの lHNMRの最初の論文引に惣じて 多 く の 報 告 で は H-15α とH-15 sのスピン結

合定数の大小関係で決定している。 D環は 5員環であり、 スピン結合の関係は必ずしも

Karplusの平面角の記長則が成立しない. 従って 仮 定 な し に 実 験 的 に 帰 属 を つ け る た め に は

立体的な位置関係を利用することとして NOESYを部定した。 そ の 結 果 と し て 従 来 の 文

献とは異なって図 1に示したようにテストステロンでは H-16 sが H-16α より低磁場側にメ

チルテストステロンではその逆になることがわかっ た . この帰属の正当性についてはメチ

ル基の置換によるシフトによっても証明された。 20個のプロトン・シグナルはかなりよ

く分離してそのパターンは一次近似となりスピン結合定数を分裂幡から読むことができた

が、 シグナルが重なり合っている場合には LAOCNの解析計算を補助的に周いて、 スピ

ン結合定数とシフト健を決定した。 ここでは D環に絡会したプロトンのシフト儲とスピン

絡会定数だけを示す .精度のよいスピン結合定数を得るためには 600KHzの lHスペクトルは

非常に有効であり、 パ タ ー ン も 一 次 近 似 に 近 いので解析は容易である. しかしながらシフ

ト健が近く重なり 合いが厳しい場合にはスペクトルを拡大して LAOCNの計算を併用し

な がら個々のピークを分離・帰属する必要があった.

18 

~-'--'~---"，---~-~ 
テス トステロン(a ) と メ チ ル テ ス ト

ステロン(b )の 600HHzのlHスペクトル

2.S 

図1.

の600KHzの lHNMRスペク

トルを図 lに示す。 テストス

テロンには 20個の非等価な

プロトンと 2個のメチル基、

1個の OH基があるa 帰 属 決

定の戦略は 13CNMRの帰属

が 既に報告されているので υ、

C-H相関二次元 NMRから

同ーの炭素に結合しているプ

ロトンをみつけだして、 帰属

を決めることであった. とこ

ろ がメチルテストステロンで

は13CNMRの帰属が報告さ

C-H二
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表 1 D環のプロトンの NMRパラメータ

化学シフト健 スピン絡会定数

1 2 1 2 

1 4 0.978 1.201 7.2 7.4 1 5α 

12.3 1Z.3 1 5 s 

10.9 10.9 8 

1 5α 1.628 1. 612 ー12.6 ー12.4 1 5 s 

3.5 3.5 1 6α 

9.5 9.8 1 6 s 

7.2 7.4 1 4 

1 5 s 1.313 1. 314 ー12.6 -12.4 1 5α 

11.9 12.2 1 6α 

5.9 6.5 1 6 s 

12.3 12.3 1 4 

1 6 a 1.466 1.842 -13.7 -1~.0 1 6 s 

3.5 3.5 1 5α 

11. 9 12.2 1 5 s 
8.3 1 7α 

0.6 1 7α ーCH3

1 6 s 2. 084 1. 758 -13.7 -14.0 1 6α 

9.5 9.8 1 5α 

5.9 6.5 1 5 s 

9.1 1 7 a 

1 7α 3.655 8.3 1 6α 

9.1 1 6 s 

2) 1 Hと13Cシフトに対するメチルイむの効果

1 7α 位にメチル基が置換することによって生 表 2. メチルイむによるシフト

じる 1Hと13Cのシフトイ直を表 2に示す. ここで 1H N MR  13CNMR 

は大きな備を示した位置についてだけを表わし、 1 1 s 0.011 

低磁場シフトを正としてある。 1 7α 位へのメチ 1 2α 0.210 -5.03 

ル化によって、 1HNMRでは立体的に近い位置 1 2 s -0.311 

にあるプロトンがおおきなシフトを経験す‘るが、 1 3 2.53 

1 2位と 16位で α-Hは低磁場側へ s-Hは高 1 4 0.223 

磁場側へのシフト・する. 同様に H""14α は低磁 1 5α -0.016 

場側へシフトしている。 1 5位のプロトンには大 1 6α 0.376 8.39 

きなシ フトは見られず立体的に離れているためと 1 6 s -0.326 

して説明できる. さきに述べた婦属において、従 1 8 (CH3) 0.114 2.85 

来の文献どうりに H-16α とH-16 sを逆にするとメ
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チル化シフトの J点では整合伎がなくなるので、 我 々 の 帰 属 の も う 1つの論拠であるo 13 C 

におけるメチル化シ フト は 6位のメチル化シプト引と類似の挙動を示しているa

3 )固体高分解能 13CNMR

テストステロンの X線回折の結果、

2つの分子が異なったコンフォメー

ショ ンで結晶では存在することがわっ

かている。 また A環の犠遣は溶液状態

では half-chairになっていることが

1HNMRで確かめられているが、 X 経

団折 の結果と必ずしも一致していない.

ここでは図 2と図 3にテストステロン

とメチルテストステロンの温度変化ス

c)90..C 

b)500C 

ペタトルを示し、 帰属も図13ftに示したo a)25"C 

Aから D環 の 炭 素シグナルに分裂がみ

られ、 結晶解析の結果と一致する。温

度上昇とともに A環炭素のシグナルに

プロ -fニングがみられ、 章震の運動が

考えられるが、 D環では際だった変化

がないところから、環は安定であると

いえよう。 200 100 。
函 2. テ ス ト ス テ ロ ン 図 体 の 13Cスペクトル

200 100 。
文献 図 3. メチルテストステロン国体の 13Cスペクトル

1. E.Breit皿aierand W.Voelter， .Carbon-13 NMR SpectrosCOpy.， Third Ed.， 
VCH (1987). 

2. L.A.Hall and J.K.M.Sanders， J.Am.Chem.Soc.， 102， 5703 (1980). 

3. T.Iida， r.r.amura， and r.Matsu由。to，Mag. Reson. Chem.， 25， 558(1987). 
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P34 インヂニ Jレえだ誘~俸の 1H I I~C:およぴ、川S円- D tJt-イ尺

スペ 7トJレ

(芝蒲エ久.~) 0乙重野路 ・近森五1き ・永由続?k
1.， 13n ， 119 
H， ~JC and ~~'Sn DNMR Spectra of lndenyltin Derivatives 

Satoshi MIEN~， Masahiro CHIKAMORI and Chikakiyo NAGATA (Department of lndustrial 

Cbemistry， Shibaura lnstitute of Technology) 

The intramolecular rearrangement behaviour of triphenyl(indenyl)stannane， (1)， 

diphenyldi(indenyl)stannane， (2)， triphenyl(2-bromoindenyl)stannane， (3) and dim-

ethyldi(indenyl)stannane， (4) has been investigated using variable-temperature 
1" 13n ， 119 H， ~JC and ..'Sn NMR spectroscopy. The activation energies of (1) and (2) were 

-1 
obtained 14.4 and 13.7 kcalmol .， respectively， by the total line shape analysis 

13 n mm  ~ . ， 11 9 of .JC NMR spectra. ln the ~~~Sn NMR spectra of (2) and (4) were observ~d to the 

signals of doublet due to the stereoisomerism. 

。 ~~it: i-インヂニ Iレえズ (lV)イじ令狗のメタロトロピ./7転位 lま、ケくの稚殺の化令

拘 V-\令えされ DNM 尺が測えされてきた.そしてその勿くが 1 ， 2 ♂~ 7トの苛能性主え持

寸る品阜であヲた.しがし r きで1， 3-シフト機構も提まされ Tお，)1‘その転信機構につ

い"1，.1いま f:'，1 ?き'}L 1帆な ν、.
4ι狩免で 1主、 (1)およz，.._.(Z)f.::' フ山て?を性化エネ Jレギーを終的解折 I~ よ') ;Rめ t 約ftrt (3)お

1 71-"(4) の DNM R.主刻えするこ上によ 7 、イシテ・ニ入 Iレスだ~の動的挙動につい 1 ~~，した，
。支駿合法: 合員r:t以前草されたさ;}， I~ よ?て行なラポ. N M R剥えに fよ、 6;1与竜ま.

FX-?OQ.主t史的 LT~. 語専副主え 1 :1 '3C -N M尺で200イ "()o 回、 II'ISrt- NH尺ず2000-{OOOO回

である。?畠A.J1御，1NM-PVT .( ft f.lヲた.t.患者雪解約 I~ ，，t、 ltt五BIoc.hの方柱式 Jζ 基グいた

デログラム色 i史朗し ，N"E:C.， rc-?80Ir，マ
ソコシ!こょっ 1行なヲた. 7合性化)~ラメー

タ11Arrheniu.sプロ?トによるさ法 fAえ
めt，• 
。 t~ 皐および毒患: 仰の 'H-N M Rえ

ぺ7ト/レ主化 lJ，、 -3ワ・c-('dのキラ 7
子ィー lこ基っ、、〈主体~11 (t. t:+， -:i : i) 

が}jZシグナルで観京きれた(函-1).ヰ;.l
l二件， 1 H2の失喝線I正念持し、 }ji1: W t 
l司臣告に At品化していく.?ら，~ 60・CI:お
いて1-1

1シグナ Iレ1ま三重緑化し 1 イレフィン
血

性主有する上意えられるユグナ 1レになる.
" 

このこと 11(也の勿く司え転 I二おい 1iif.

? 

;とが:RZ

s 

H' 
.----r-ーーーー「

(OC) 

60・

o' 

詞-1. Me2Sn(C，H7h巧 'H-NMRぇぺフト jし
K印ほ未瓦ゐ{!.-f")
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されている.

(1 )の吃 -NMfZえぐフト 1しl立、 -30'Cでri}id

な構患のえぺ 7トルit.すが‘ J千五Iこ件ゥてえ

幅佑し I 4.) -50・cで♂IC7，ど/び， d I C9
の

対 IJ.念体し t~ • そし 1 60・cで11、手均jじされた

シそー 7・qシグナ Jしkなっていく掠去が観点さ

れた。 (1/(，の対I!、イじ学シフト lo{火きず子

るにめ lこプ σ ード 1~ 1).る "(lj1"， 手均化された

ユア1，し 1.1みられむい.iた.どの S佳，線焔

および J(S"句 cn司111 こ 1 3.免ィωぜながヲ r~ • こ
のような争奪ÒI止、イt~拘 (2) およ lf'(4) におい t も

観まされた.

録的併折 lこよるスぺ 7 ト Iレの ~l<i (Ii!1 -2.) l:.、

{E;JJ¥/ハ¥;;;8
45'ノヘ、ノ¥一刊行

30..}'J(_Pへ0.027

15川川。11

図-2. (1)め 13C_NトイRにおける支刻と

計専のスぺ 7ト/し(び/ (7 l~ -0-) 

jt_-i. li) s，ょが(2.)Q) 7合法 fじハ・ラメータ

Arrhe悦ilt$γ ロヴトウ¥ら、 EA， =14.4土仇s E Q. (kc.<t'州0'-') 主主主
(kc...1 mDI・1)，..e.03-A :: 1\ 、~ :1: 0、5l:いう{主主持夫 Ph3，sn(C1rh) 14‘4士o.S

(表-1).江おスぺ?ト 1レ丹授、念1:::1孟、イじ導シフ

ト茎およl1j象幅主主{じさ吃る ;U与があヲ t，• 
(.3)"1 CDct3 !是味kした主通がら 60・cまでの

'H -N M Rスペ 7トlしで li、8象情。長イじ I，U忌め

Ph2.sn(C，Hq)2. 13、7土0、6

られず、その転1ii主主 l主きわめ"{.li ~，ものと考えられる e トリメイト Jし
(2 - 7。官毛インテホム fレ)スタンナシイ，l、トリメ十/レイシデ二 Jレスタシ

ナン k くらぺ 1 約 ss ・c あい ~l友れらフうフシ z ナ/レな苧勧主起こすこと

が永されfJ，(3)では (1)とくらべても 8'0・C以上高い通点でもフラ 7ショナ

/しな争勧!ff-.さない e このこl:.'llv1e3rSn!よ，)も N13Sn茎のきが色あ ρ

こl:.1二もよるが、 R3Sn皇占ミグ炭*1~ 逸、、詮路で転位する可舵怯が高いこ

ttiI'Llいる k老えられる.

仰の，，'Sn -N M R. 1" li、主体長iiによるニ室線ぶ生じた(箇-3). この

えぐ 7トlしl二も i孟i.依毒性があ 7、0・c1'、k-待 Ltc. I~ 様のこと 1 1(2)1~

おい"{t観まされた.

以よ巧支駿結果とこれまで、の持丸から、インテ、、ニ/レスだま fじk~ø につ

い 1 立のようなこ七がわやヲ 1~ .①. Clのさ也、 J í主，義也 t二~{じ tまな
い.②. ，3C -N fVf尺ず 11rt -1 'l }レ錆侍上して表わされるような変化ず

ある.①.インデニ lレスだのEttl1およそ 13~ 15 Ck仇 IIIlIC，-1)であリ、これ

はし2ーシフト主主持する値 kむる.@. 'H J 13C -N K R. 1こわい 1色イ

ソインデニル棒迭に相当するシグナル占拠皐されない.@.川~，，-tJ 川氏
li 1.体異性 Iζ 対して故匙であ 7‘11フさ?と分裂し fこシグナ/レ主与える。

11. ~土色 5

11. 9土0.5"

」二:

函-3.fv1eS，，(C，Hv)z 
の"~I\-NMRぇぺ7 トJし

1) K.G.Qrrell， V.Sik， M.O.Dunster， &.W.Abel， J.Chem.Soc.， Dalton trans.， 1974， 

631. 

2) A.Davison and P.E.Rakita， J.Organomet.Chem.， 1970， 23， 407. 

3) A.D.McMaster and S.R.Stobart， J.Chem.Soc.， Dalton Trans.， 1982， 2275. 
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P35 罰体金属カルポニルクラスター C04(CO}¥2における

13Cおよび 59C0 NMR  

(阪大教養，阪大理，リパプール大)

0江口太郎，武田 定，中村亘男，千原秀昭，

B. T. Heaton， and S. Kernagban 

13~ __.:1 .59 C and "'''Co NMR in solid Co4(CO)12 

L_g星旦2主主ム S. Takedaa)， N. Nakamuraa)， H. Chiharaa)， 

B. T. Heatonb)， and S. Kernaghanb) 

College of General Education and aFaculty of Science， Osaka Univ. 
bDepartment of Chemistry， The University of Liverpool 

13，.. __-' 59 Temperature variation of ~vC and "'''Co NMR has been measured in the 

crystalline Co4(CO)12・ Boththe temp~rature dependence of the spin-
59 lattice relaxation time and that of the chemical shift of "'''Co suggest 

that the motion of C04-tetrahedron becomes rapid in the regime of 
13 ωOT c>>1 in the solid state. Seven peaks of ~"'C MAS NMR became broad 

as increasing the temperature. It is， however， rather difficult to 

assign those peaks to particular carbonyls in the unit cell， and to 

determine the chemical-exchange process of carbonyl groups. 

1 .はじめに

溶液中や結晶中での Co4(CO)12の構造につ

いては，過去 30年以上にわたって，多方面

から活発に研究されてきた.もっとも興味を

もたれてきた問題のーつは，固体中の金属ク

ラスターの動的構造である.

X線結晶機造解析によると， C04 クラスタ

ーの配向に関しては.室温で Fig. 1 (右)

に示した 2回軸まわりの乱れの存在が示唆さ

れている /1/. 

13C MA  S N MR は，このような国体

中のダイナミクスを解明するための強力な手

段になりつつある.Hansonらは.CO"，(CO)12 

のl;;:C MAS  NM Rスペクトルの温度変化

E 

E 

Fig. 1. Schematic representation of 

the structure of COA(CO) ，~. 1eft: 4'--'12 
in solution (A=apical， B=bridge， E 

and E'.=edge CO). right: in crystals. 

を測定し，結晶中でもカルボニル基の化学交換が起こっており，それは，カルポニルで形



成されたクラスター中の C04 クラスターの運動によるものと推論した/2，3/. しかし，

そのスベクトルは，分解能が十分でなかったり.spinning side bandsと重なったりして

いるので，化学交換による線形の変化はそれほど明瞭ではない.

C04 クラスターの結晶中の動的挙動を定量的に明らかにするた

めに，われわれは .13C MAS  NMRと 59CON MRの吸収線

形とスピンー絡子緩和時間(T 1)の温度変化を測定した.

E ・2O0O
PPH 

59 Fig. 2. ~~CO line-

shape at T=106 K 

2 .実験と結果

13C含有率 20.2 %の試料を合成した.Bruker MSL-200を使

用し.59CO N MRスペクトルと T1を106Kから 330Kまで測定し

た.結果を Fig.2 -4に示す. 13C MAS NMRスベクトル

の温度変化の測定結果を Fig.5に示す.

3 .考察

F ig. 1 (左〉に溶液中の Co4(CO)12 クラスターの構造を示す/4/. C 0 (apical)が配位

した CoとC0 (edge). C 0 (bridge)が配位した Coの2種類が存在する. Fig. 2から

1一一一一 寸
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Fig. 3. Temperature dependence of 
59 Co chemical shift 

• up-field (basal Co); Qdown-field 
(apical Co) 

わかるように，結晶中でも 2種類の Coが容をしており，それぞれのピークの強度比から

考えて.低磁場側が C0 (apiCal)の配位した Coに，高磁場側ピークが basalの Coに，
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帰属することができる.

S9COは工=7/2で，核四極相互作用の効果を考慮しなげればならない. Fig. 2の線形は

パルス織に依存する.みか砂の π/2パルス幅が basalの Coでは 2.75μs，apicalの Co

では半分の1.35μsになった.このことから， Co(apical)のe2Q qのほうが Co(basal) 

のそれより大きくなるものと考えられる/5/• しかしながら， Ks [Co(CN)e]結晶{標準

物質 :e2Qq/h=5.88KHz， 1'/=0.9 /6/)の場合， 59COスペクトルには典型的な 2次

の quadrupolarshiftの粉末パターンが観測されたので. C04(CO) 12結晶中の e2Q q は

Ks [Co(CN)s]のf直より小さいことがわかる.

T，測定の場合， πパルス =5.5μsを使い.Co(basal)の磁化回復を観測したげれども，

Co(apical)と厳密に区別するのは非常に図難だった. 1 = 7/2の多重レベルのため磁化回

復曲線は 2成分からなり.それぞれの温度依存

性を Fig.4に示す. 250 K以上で T1が急訟

に短くなり(活性化エネルギー= 40 土 5kJ 

mo 1-1) ，ωo'l" 0>> 1の範囲で Co(basal)の電

場勾配のゆらぎが速くなる.

Fig. 3に示した S9COのケミカルシフトの

温度依存性も. d (apical)はほぼ一定なのに対

して， d (basal)のほうは温度上昇とともに低

磁場側にシフトする.これも，おそらく，クラ

スターの運動により Co(basal)のケミカルシフ

トの異方位が変化するためであろう.奇妙なこ

とは， d (apical)は室温の溶漉中の値〈ー 715

ppm)と一致するげれども. 106 Kの d(basal) 

は-1500 ppmで，溶液中の健〈ー 2065ppm) 

よりもかなり憧磁渇側にシフトしていることで

ある.結晶中の値は，低温極限で，あたかも溶

液中の値に近づいてゆくように見える.

13:C N MRの場合，溶液中では. 191. 7と

195.6 ppmにC0 (edge) による鋭いピーク，

250 200 15日
pp伺

Fig. 5. Temperature variation of 
13 

C MAS NMR spectra 

200-205 ppm ~ご C 0 (apical) による幅広く弱いピーク， 243.1 pp置に C0 (bridge)によ

る鋭いピークの計 4本が観測されている /4/.

Fig. 5に示した結晶中のスペクトルには，少なくとも 7本のピークがある.spinning 

rateを変えた測定と T055法を使った測定とで，これらのピークはsidebandsではない

ことを確かめた.また，試料の分解などがないことも， 6週間後の再測定で確認した.な

お.Hansonらは， 68 KHzでt3C MAS NMRスペクトルを測定しているが.spinning 

side、 bandの最多穫で，われわれが得たデータより分解能がずっと悪い/3/.

単純に溶液のスペクトルと兆較すれば， 230 pplllのピークが C0 (bridge)に，それ以外
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のピークが C0 (edge). C 0 (apical)に帰属できそうである.しかし，結晶矯造解析によ

れば，単位格子中には 8種類の非等価な COが存在しており，また. 2図軸まわりの乱れ

があることを考えると，ピークの帰属はそれほど簡単ではない. 温度変化の結果も 230

ppmのピークに対応した COは，最高温度でも化学交換していないことを示している.こ

れは.Co(basal)が運動していることと矛盾するように思える.結晶の場合は. bridge. 

apical. edge. それぞれの COピークが，溶液の場合とは違うケミカルシフトの領域に現

れる可能性も考えられる.さらに，共鳴線の位置ばかりでな<.それぞれのピーク強度も

未解決の問題である.

しかしながら，今回，比較的シャープな t3C信号が得られたこと，また，二つのサイト

の回Coの信号がはっきり観測され，その e2Q qが小さいこと，が確認されたので，今

後，クラスターの動的構造のモデルを立てるうえで有効である.

Referenoes 

/1/ F. H. Carre， F. A. Cotton， and B. E. Hanson， Inorg. Chem. 15 

(1976) 380. 

/2/ B. E. Hanson and E. C. Lisio， Inorg. Chem. 25 (1986) 715. 
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P3S 芳香族環炭桑で観測されるl'水菜!司位体シフトの電子禽度依存性

(名工大) 0中島康喜・中栂英樹・坂 奥徳・高繕憲助

linear Correlations bet官eenNHR Deuteriu圃 IsotopeShifts and Electron Dcnsity Changcs tn 

5ubstituted Benzenes. 

Yasuki Nakashi圃a，Hideki Nakane. Sadanori Ban. and Kensuke lakahashi 

( Departlent of Applied Che圃istry.Hagoya Institute of Technology ) 

1. __， 2 目.__.___  _..__._  _ _  13 
The 'l:!. and ~l:!. deuteriu圃 isotope effects on ，vC NHR che圃icalshifts were investioated for 

substltuted benzenes. Additive substituent para冊eterswhich were calculated by nl:!. (0=1 or 2) 

;515 ( nl:!.) were correlated with electroo density changes of observed carbons. 51S( 1l:!.) and 

SIS( 2 d.) were correlated withπ-and σ-electron density changes， respectively. 

[序]

13 CNMR化学シフトにおりる重水系i司位体効果は、スペクトルの帰属や反応機構や会合成経路の研究に

有用なパラメーターであることが知られている。また、厳近では炭素 炭素結合距厳の測定1)ゃ、分子の立

も 2)
休配座の研究や、蛋白質のゆりぎk関する研究 に至るまで幅広く応用されており、その有用性は益々僧大

しτいると言える。

しかし、 NMR向位体シフトの起源はまだ完全には解明されτおらず、幾つかの化学的パラメーターとの

網開は示されているが、周f立体シフトの生じる機構の解明のために更なる研究が望まれている。我々はこれ

までに、ベンゼン環炭素に直援結合する重水素原子が引起こす two-bond同位体シフト( 2 l:!. )に対する置換

13，... c"'o '"  n l-"'-10118 -r_=-I +_3) ー袋効果 (S1 S)と CSCSとの相関を示した 。本報告では、新しく得勺れた one-bondシフト( 'd.) 

のデータと併せて、周位体シフトの生じる機構を考察し、興疎深い知売を得たので報告する。

[実験]

実験系としては、重水薬ラベル体の合成が比較的容易な街換ヌェノール、 E換アニソール、アニリンを選

-~ ~_ 13 
んだ。ラベル休の合成は主にIl!あるいはアルカリ触媒の H/[)交換反応Lーより行なった。 CNMR測定は、

=::.，.._ _ +_ ...y...m I~ RfT *1] 3) 
VarianXL-200FT NMR分光割 (50.3HHz)を用いてわなった e 詳細は既報 の通りである。d.測

定の際には、重水素原子の四種子相互作用によっ tα ー炭素の吸収がブロード化しτ測定精度が低下する。

なかし ま や す き ・ なかおひでき ・ ばんさだのり ・ たかはしりんすり
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そこで高温測定 (80'C)を行なうことでこの問題を解決した

スペクトル例を Fi g. 1に示す。

[結果と考察]

16は21 7 ~ 3 1 8 ppb (データ数 39)、 2 A は 29~

1 38 Illlb (同 76)まで変化した.愛化の大きさはどちらも

およそ 100 Illlbである.それらの値を Table1、2に示

す。無置換のベンゼンで観測される値( 1企画 283、 26= 

1 1 1 Pllb)を基準にこれらのデータを完ると、 26の場合に

は、 3・ヨードフ zノールのC で観測されるものだりがベン3 

ゼンよりも大きく、他はすべて小さい。一方 16の場合はベン

ゼンより大きい場合、小さい場合の両方が宛られる o 16liC 

C-H 

100 Hz 
-H結合定数( 1 J CH)と相関を示すという報告があるが、本 ris.l 

c・日 ，.， 岬 eclnor Cl.. 0' 4・・elhl帥enol.

研究の系では、何等棺関肱得られなかった。観測核はすべて

Sll2炭粂なので、 1J CHはさほど大きな変化を示さな

ぃ。一方 16は100 Illlbもの変化を示す。この変化

は、混成変化による 1企の減少一例えばシク口ヘキサ

ン(sp3 )→ベンゼン(sp2 ) : 4 1 8 -2 8 3 = 

1 3 5 ppbーに匹敵するものである。よって、置換ベ

ンゼンにのげる 1AIi、炭素の混成以外の重要な因子

に支配されると考えられる。

S 18(16)の統計約決定

3) 
既報 で行なった、同位体シフトに対するE互換基効

果 (81 8 )の決定を 16についτも鉱みた。リニア

りグレッションの手法により、得られた 39偲のデー

4.5) 
タと 4舗の文献値 を次式に代入し、 NEC PC 

9801 を周いt 、各パラメータ b~d を最適化した。

Table.l a 'Dculeriu. isoLope e(fech on I1C 

che.ical shlfts 0' phenols and 
substi tuted benzenes In ppb (1 A)ヘ“

Observe Cl'rbon 
Subst I tucn L C， C. C. C， Solvent 

262 269 262 neat 
N・3-d， 272 COCI. 
3-NII. 257 260 239 0.10" t%HaOH. 0， 0 
3・OH 251 247 2・7 O. JOwt%NaOH・0官。

3・OHe 275 283 254 neat 
4・OHe 263 285 263 .e畠t
3・tert・Bu 280 ・・... neat 
4-tert.Bu 274 274 1.4・Oioxane
3..5・tert'Bu:z 269 295 269 1.4・Dloxane
3-l1e 287 285 258 neat 
4-l1e 262 262 neat 
3'CI 264 264 250 neat 

4・CI 255 255 neal 

3.5・CI霊 257 267 257 neat 
3.1 314 305 260 neat. 
3.r 217" 218' '251" 1.0wI%N.OH・0，0

Ani I ine 278 259 278 neat 
3-He-An-，j章。10 318 293 296 neat 
Toluene 280・ 276・2 CDC1， 
ter t. 8u' benzene 278・' ac官lone-d.

1. Errors Ife esti..ted to be vjth_in 4 ppbo 

b. Dgilal resoluli・.:0.15611.1'01.1(3.1 ..b/..lnl). 

c. Si，nal is n01 avai lable because Ilne overlaped. 

d. Cited value fr・11.ref. 4. 

1A=B_ +n_ b+n_ c+n_ d (1) ~.~:~~d.v.lu.f同町 ref.s ・o .. 0 ・ p - ， • # f. Yilh large uncerLain'Ly. 

1 
ここで、 B。は無置換ベンゼンの Aをあらわず o b、c、dは省検塞が観測核に対しτ、それぞれ、オル

ト、メ夕、パラ位にある時の効果を表すパラメーター (818)である n__n__n_I;I;、その位置に。 。 、 圃 、 P

3) 
ある置換基の数をあらわす整数である。解析法の詳しい説明は既報 で述べてある。 Boは常温の値なので

褒数としt取り級い、総計的に決定しt:0 B の決定値と実測値はよく一致したので、測定温度による 16ー。
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の濃いは無視できあと言える。計算におげる蔵小二乗

誤差は 3. 0 Ilpb、決定された SISから計算される

1aの計算値と実測値との聞の直線紹関係数鉱

O. 995であった.よって各置換基に 3種類の S1 

Sで、 1aをよく表現できると言える。メチル墓のS

1 S ( 1a)綜 Bergerら"が発表しτいるが、その値

と、本研究のメチル基の値は、実験誤差以内で一致し

た.決定された SIS(1a)をS1 S (2 a ) 3) 

とともに Table3に示す。明らかに、両者の聞に

は綱関は見られない e

主.lJUn~u と電子密度との相関

NMR同位休シフトの原因は、少なくとも一郎は C

-H結合と C-D結合の振動の違いであると言われて

いる。 C-H結合と C-D結合の平鈎結合銀厳の遣い

を仮定した MO計算の結果は、 α←炭素( 1 a観測炭

素)では遮敵が治大し、(3-炭素( 2 a観測炭素}で

は減少することを示している。即ち、 1aは高

磁場シフト、 2aは低磁場シフトであることを

予言している.しかし、実際には、一部の例外

1. 2 
を除いて A、 aはともに高磁場シフトであ

る。従って、 C-H結合が C-D結合に置換さ

れた直接の影饗による(3-炭素の遮首位変化俗、

2aには重要でないと考えられる。 1aはC-

HとC-Dの違いを直接反映するパラメーター

であるといえるが、 2Llについては、 αー炭素

さ
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Taltle.2ρ.Ol!uleriu・lso1由peeHccLs on "C 
che・icalshlfh 0' phenOIS In ppb (26)“ 

4塩旦且五虹担L Diaihl 
Subs llluen 1 C， C. C. Solvenl resolutlon 

調 ー‘ 107 107 lleal 
2-ne 39 105 112 同叫

3・"ー 47 81 107 nul 

4・"， 43 96 96 情，.1
'‘ 

2.3・"" 也 84 111 1.4・Dloune • 
2.1・"e， 13 105 nul . 
2.5・"" 38 111 80 1.4・Dloxane • 
2.6・"eー 111 111 1.4・Oloxane • 

3.1・"" " 76 101 1.4・Dloxanc & 

3.5・H'， 45 86 96 1.4・Dioxane a 
2-0He 39 105 109 neat . 
3'OHe 48 唱6 107 neal 
4・OH， 48 92 92 neaL 
2.3・DHCt 17 42 110 neal 
2・CI 38 99 108 neal 
3.CI 46 88 106 neat 
4'CI 45 91 91 伺，.1 a 
2.3・CI， 10 83 106 1，4-0ioxane a 
3.4-CI， 48 76 1.4・TioXllnc a 

3.5-C1. 50 66 66 neat 
2-1ert-Su 32 108 108 COCI， 
3-Lert.Bu 40 66 100 nuL a 
4・lert-8u 唱4 101 101 neat . 
3・0" 47 唱す 107 0.14v11 "aOIl-O.O b 
2-flO， 110 102 0，0 e 
3-NO， 54 61 97 cn，OH 

3・
4・"0， 輔 98 CII，OH c 
3・HII， 43 63 104 0.10，，1'奮闘CI-020 b 

3・t 48 138 111 neat c 
4・1 82 82 CDCI. c 
3.F 46 29 102 nut ‘ c 

a. O.IG IIz/poillL (3.2 ppb/po;nt) 

b. 0.19 ・ (3.7 ) 
c. 0.22 (4.3 ) 
d. Errors are esliaaled 10 be ¥llthln 5 ppb. 

Table.3 Sbtistical par..eLers for [l1n.(I).・・'515("LI)

515(' LI)・ 515('LI)' 

$ubsti tuenL 

'47.8 '14.0 '78.5 '2.9 

OH ー18.5 '12.3 '17.8 '64.7 -3.0 '3.5 。
。"， 14.7 '2.0 '10.9 '60.2 '6.5 2.7 。
"0. '46.5 ".5 '1.4 。
"H. '6.4 '25.2 '44.5 '3.4 

tert~Bu 14.1 9.0 .7.8 '41.5 '6.8 '6.9 。
問e 20.1 '3.2 -5.5 '22.7 '4.1 0.2 。

【珂e・ 23.7 -0.9 '7.4 '26.4 '5.5 。
CI 0.5 '10.0 '11.7 -19.7 -9.5 。.7 。

44.2 '5.0 30.5 '25.5 2.6 。
B. : 283.4 8， :: lJl(const.) 

•• R阿5error s 3.0ppb. 

Linear correlatiofl coefficlent bet旬，.n

experi・ent.aland calculated data :" 0.995. 

5bndard deviation s 2.1 ppb. 

b. Cited v・luefro・ref.4.

c. R同Serror 1: 4.3ppb. 

l.inear eorrel・tioncoeffieient between 

uperi.enhl and ealculated data = 0.992. 



0ト内<;>;1>0τいる 3)。このことより、 2f::，.には富換暴の共嶋効果は

寄与しないことが考えられる。そこで、 S1 S ( 2f::，.) 
O~ SIS(主主)=-426L:>q~ -3.83 

とf::，. Qσ(σ-~電子密度に対する置後翠効果}をプ口"J .g_ 
c.. 
¥ 

卜すると Fi g. 2に示すような直線相関が得られる。，...，
@喝

一方、 S1 S ( 1 f::，.)と 13CS C Sとの関には相闘は待出-40

られない。しかし、パラ位の SISつまり dだけに注目 ω 

すれば、直線相関を得る ζ とができる。しかし、この跨

の直線の傾きの符号は 2f::，.の場合とは逆である。パラ位

炭素は置換纂から緩も速く、置換基の誘起効果の寄与は

小さい。そこで、 S1 S ( 1f::，.)のdと、f::，.Qπ(π 一

電子密度に対する置換纂効果}をプロッ卜すると、

-80 

。

。

o " 0 

0.1 

ムqσ

。

Fig.2 C町四I.tionbet・帥n l:::. Cl" and. SIS (* 1:::.) 

F i g. 3のように直線関係が得られる。このことより

1f::，.には π一電子密度が重要であることがわかり、 π一

電子密度が大きい程、 1f::，.は小さくなると言える。ただ

しオルト位の SISの bとの闘には、このような相関は

見られないので、全く異なる因子が存在すると考えなり

ればならない。

[まとめ]

以上のことより、 2f::，.は αー炭素で生じた遮倣変化が

σー結合を過しτ伝達される「誘起約なJ機構で生まれ

ると考えられる。 1 f::，.には、 π 一電子密度が~要である

が、他の因子も重要な寄与をしており、更なる研究が必

要と考えられる。

0 ト SIS(~)・ 517 ムqπ+ 0.796 /口

r-0.967 

4C3 L 
。

ロ.
、、
円ー10
~ 
、J
u、
vl 

。

-ι  

ー 0.04 -0.02 。
ムq冗

'i，.3 C町間1.1.ionbet.wHII II q"" an. SIS (' 1:::.) 

References) 

1) D.J. Sardella et.al. Hagn. Reson. Che回.， 27， 253 (1989) 

2) K. Uchida et. al. 第27回NHR討論会講演要旨集 67， (1988) 

3) Y. Nakashi聞aet.al. 8ull. Chell1. Soc. Jpn.， 62， 1401 (1989) 

4) S. Berger et. al. Magn. Reson. Chem.， 24， 1073 (1986) 

5) S. 8erger et. al. Tetrahedron lett.， 28， 1243 (1987) 

~252-

。
0.2 



P37 飽和移動法を用いたPt4(CII3COO)sの配位置午酸イオンの

位置選択的交換反応の速度論

東北大・理 O山口 正・永薄 明・佐々木陽一・伊藤 翼

The Rate 01 Site-selective Acetate Exchange in [Pt4(CII3COO)s] 

by means of Saturation Traqsfer Method 

工主基主主主iYa旦主孟旦三hi. Akira Nagasawa. Yoich Sasaki. Tasuku Ito 

(Deparlmenl of Chemistrr. Faculty of Science. Tohoku University) 

Kinetics of the acetate exchange reaction for in-plane acetale of [Pt4(CII3COO)s] 

in CDC13 has been studied by ln-NMR saturation transfer method. The rate law was 

found to be. Rate = 4(k目+kl[ClIsCOOII]) [Pt4 (CII3COO)s]. At 25' C . k日 andk. are 

0.36s-1 and 4.4W1s-1， respectively. Th号 rateconslant kl is conciderably larger 

than normal second order rate constant for pl at inum (II). 

く緒言> 金属錯体の配位子置換反応を調べる上で，置換する配位子と置換される配位子

が同じである配位子交換反応は基本的な反応であり，金属錯体の反応性について重要な知

見を与える.原系と生成系が同じで反応を通じて濃度変化がないので，通常は同位体標識

法または NMR法が用いられている.同位体標識法に比べて NMR法は，取扱いの容易さ，

サイトが特定できることなどたいへん有用な方法である. NMR法は従来，速い反応につ

いては線形解析法が，遅い反応については重水素化した配位子と錯体を混合しそのシグナ

ル強度の変化を追跡する方法が用いられてきた.強度変化を追う方法ではストップトフロ

-NMRなどの装置を用いないかぎり 1分以内に完結する反応や低温での測定は困難であ

った.また， この領域の速度をもっ反応では，溶媒の沸点近くまで温度を上げてもピーク

がcoalesceせずに線形解析法が用いられないことが多い. このような中間的な領域には飽

和移動法が適用できる. この測定法は 1963

年にForsenら1】によって考案された方法で，

交換速度が縦緩和時間 T.の(1/10)ー10倍程

度の時に測定可能な方法であるが，その適

用できる速度範囲が狭いためか，速度論的

な研究にはあまり用いられていなかった.

今回，白金(II )四核錯体 [Pt4(CII3COO)s]

(図 1)の配位酢酸イオンの交換について lH

-NMR飽和移動法を用いて反応速度論的研

究を行ったので報告する.

この錯体には白金平面内と面外の二種類

の酢酸イオンがある .2.44ppmのピー

クが面内の .2.01ppmのピークが面外
• Pt 0 0 o c 

図 1 Pt4(CII3COO)sの構造

やまぐち ただし・ながさわ あきら・ささき ょういち・いとう たすく
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のメチルにそれぞれ対応する.“錯体の溶液に酢酸-d4を加えると，面外の酢酸のメチル

ピークは室・温で 1ヶ月たっても減少しないのに対して面内の酢酸は-3 O.Cでさえも速や

かに交換が起こり強度の時間変化を追うのは難しい.そこでこの交換反応に飽和移動法を

適用した.

[Pt4(CllsCOO)s] + 'CllsCOOll -一一→ [Pt4 (Cll3C00)7 (・CII3COO)]+ CllsCOOll 

<測定法> 二つのサイトが適当な速度で交換している場合，その NMRスベクトルの一

方のサイトに対応するピークを照射して飽和させると， もう一方のピークも交換による影

響を受けて強度が減少する.また緩和時間も交換により短くなる.交換の速度定数が縦緩

和時間と同程度であるとき，これらを解析することによって交換速度を求めることができ

る， ) 

遊隊の酢酸イオンをサイト A，錯体の面内の酢酸イオンをサイト Bと考えると，交換反

応は次式のようになり，交換速度Rは， Aから Bへ， Bから Aへの速度定数 kA， k Bを用

いて次のように表わされる

[A]F4与[B ] 
民 B

R=k白 [A] =kB [B] 

このような系において Bのメチルプロトンを照射すると Aのメチルプロトンのシグナル

強度MAは照射しないときの強度MA0より減少する.定常状態においてその強度比は，交換

がないとしたときの Aのピークの縦緩和時間 TlAとkAを用いて次のように表わされる.

M白 1 

M白日 1 + k白T，白

また， Bを照射したときのピーク Aの縦緩和時間 Tt肉obs は

，1 1 
= 一一一一一 + ko::! 

Tl白obs > T 1白

M 白/M自由と Tl向。 bsの測定から上の式を用いて ko::!， Tlo::!が求まる.

1 MA 

k白=一一一一( 1 一一一一 ) ltAobs NlA0 

Mo::!0 
Tl白=Tl由自・ー一--

M白

同様にして Aを照射した測定から kB. T tBが求まる.両方の測定から得られる kA. k B 

と濃度から，それぞれ交換速度 Rが求まるが原理的には両者は等しくなるはずである.

く実験> 絡体は既報2)の方法で合成し， CH2C12より再結品した. C D C 13，酢酸，

TM S  は市阪の特級試薬をそのまま用いた.測定には日本電子JNM-GSX-270FT-NMR装置を用

いた.試料には一定量の錯体，酢酸および標準物質としての T MSをCD C 1 3に溶かした

溶液を用い，恒温装置で 25.Cにして次の方法で測定した.

①照射ー非照射時の強度比 (MA/MA0) 照射はホモゲートデカップリングで行ない，パ

ルス間隔は定常状態になるように 15秒にして 16回積算した.強度比は TMSを基準と

した時の積分値の比をとった.照射による観測ピークの強度への直接的な野響を除くため
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表 1 各濃度における交換速度

No.. ) 
["Pt4'] [CH3 COOll) Ttobs R 

10-2mol・kg-t 10・2圃01・kg・1
M"，/M向日

M'sec・1sce 

1 A 0.65 5. 67 2.035 0.592 1. 14 
B 0.590 0.697 1.34 

2 A 0.99 5， 98 1. 548 0.530 1. 82 
B 0.573 0.743 1. 78 

3 A 1. 49 5. 68 1. 206 0.397 2.84 
B 0.595 0.7H 2.85 

4 A 0.99 1. 20 1. 098 0.279 0.79 
B 0.794 0.846 O. 76 

5 A 1. 00 2.74 1. 349 0.451 1. 12 
B 0.663 0.756 1. 47 

6 A 1. 00 3. 56 1. 319 0.439 1. 51 
B 0.677 0.711 1.71 

7 A 1. 00 7. 46 1. 726 O. 532 2.02 
B 0.553 0.677 2.33 

8 A 0.99 9. 97 1. 799 O. 546 2. 52 
B O. 541 0.642 2.62 

9 A O. 99 18. 93 2.108 O. 558 3.97 
B 0.459 0.502 4. 30 

10 A 1. 00 21. 32 2，049 0.593 4.24 
B 0.449 0.533 4. 15 

11 A 1. 00 29. 50 2. 117 0.596 5. 63 
B 0.388 O. 508 5. 10 

12 A 1. 00 44.18 2.307 O. 554 8. 54 
B 0.361 0.343 7. 28 

a) A.Bはそれぞれ遊離，面内の酢酸のメチルピークを照射したときの値

図2 照射時のスペクトル

(↓は照射位置を示す)

円。
r勾

q
L

FEm-芝
?
O
之
町

10 

8 
[Pt，4] = O.OlM 
250C 
inCDCl3 

作~Õ
/-

J Q争
0 
0 1 2 3 4 

[CH3COOHJ 110-
1M 

5 

図 3 交換速度の酢酸濃度依存性

(0.・はそれぞれ遊離，面内の目下限の

メチルピークを照射したときのil¥1l定〉
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lこ観測ピークについて照射ピータと対称的な位置を照射したスベクトルを非照射の対照ス

ベクトルとして用いた〈図 2) . 

②照射I待の縦緩和時間 (Tl由) 180・ーτ-90'法を用いた.ホモゲートデカップリングで照

射して，パルス間隔を 5- 1 5秒にして 8回積算した. τを変えて 7点測定し非線形最小

自乗法によって縦緩和時聞を測定した.

以上の二つの測定を配位の酢酸イオン，遊離の酢酸イオンのそれぞれのメチルプロトン

ピークについて行なった.二つの交換速度 kR，[A]. kB [8] がほぼ等しいことよりこ

の測定法の妥当性を確認した.

く結果と考察> 測定結果を表 1に示す.

①錯体濃度依存性 酢酸濃度を一定にし (0.057M. M=rnol'kg-1) .錯体濃度['P tイ]を

変化 (0.06-0.15M)させて交換速度を求めると原点を通る直線になった.

②酢酸濃度依存性 錯体濃度を一定 (O.OlM)にし酢酸濃度を変えて (0.0トO.44M)交換速度

をプロットすると切片をもっ直線になった〈図 3) .従って速度式は次のようになる

R = 4x(ko+k1[CHsCOOH]) ['Pt4'] 

③連星主主主 図 3のデータより速度定数はそれぞれ k目=3.6xI0-1s・1， k 1=4.4M-1s-1 

となった.このことから反応には，酢酸が直接置燥していく経路と酢酸と直接関係しない

経路のニつがあると恩われる .k 1の値は通常の Pt(II)錯体の二次速度定数(10・sM-1s-1

程度)に比べ非常に大きい(図 4). 

④霊童 一般に白金(II )単核錯体の置換反応は会合機構で進み，その速度定数も通常の分

光光度法で測定できる程度である.今回の反応は白金(II )のキレート配位子の置換反応に

しては異常に速い.また， この反応は立体的に考えて解離機構で進むと考えられる. この

% 地φ本

C 5CH3CO 

S: solvent 

図 4 配位子交換のスキーム

ような白金(II )錯

体としては特殊な反

応性は白金一白金結

合のトランス効果に

よるものと思われる.

酢酸イオンの 0原子

とPt原子との距離

が面内 (2.16入)のほ

うが面外 (2，00入)よ

りも長いこと 3)もこ

の考え方を支持する.

く文献>1) Forsenら， J. Chern. Phys. 39，2892 (1963). 2 )山口ら，第 55回日本化学会春

季年会 (3VA31).3) Skapskiら， Acta Cryst. BH，1857(1978) ;B3(， 3576 (1978). 

4) Yarnaguchiら subrnittedfor publication. 
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P38 四級炭素の緩和時間に関する研究

しぺ アミノ酸の解厳状態と緩和機構について

(阪大・薬) 0伊藤勝彦・笠永忠・藤原英明

REL主XATION TIME STUDY OF QUATERNARY CARBON8. 

RELAXATION MEC~ANIIMS AND THE STATE OF DJSSOCIATIOl IN AHINO 主CID S 

E atsuhiko lto. Y-Zh.Da. and Hideaki Fujiwara 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences. Osaka University) 

lSC spin-lattice relaxation times (13C T，) and NOE factors (η) of glycine were 

田easured for its z官itter ionic and cationic forms in D20 soluti口n at different 

magnetic fields. 

From these data. observed T， values of the quaternary carbons liere di vided 

into the components of T， DD. T， CA and T， SR. The quaternary 13C T， was shorter 

by about 40% in the cationic for田 than that in the zwitter ionic form. AIso. the 

spin-rotation relaxation time 官as decreased much in the cationic form. 

1.序論

著者ちはこれまで、 ストリキニーネ、テストステ ロ ン 等 の 生 体 関 連 物 質 に 関 し て 、 13 C 

ス ピンー格子緩和時間(13 C T 1 ) を 測 定 す る こ とにより、 溶液状態での分子の動的性質

を調べ、解析モデルの妥当性の評価と合わせて報告してきた。また、分子内の四級炭素に

関しては 、 異 な る 2種類の磁場の下で測定した 13C T 1値を双極子ー双縫子緩和(T ，D ~) 

とその他の緩和 (T，othe，s) とに分け、更に T !other!lを倒々の成分(四級炭素では化

学シフト異方性緩和(T 1 C凶)とスピンー回転緩和(T 1 S R )が重要とされる.)に分割する

ことができ、 T 1 C ぬより、化学シフト異方位パラメーターである Aσ を求めた。この値は

結晶 その他で測定されている類似化合物の値と矛盾しなかった。 また、 これらの研究では

コンビュータ一法を活用し、 13 Cの NOE因子 (η) を計算により求めたが、 それは実讃tl

値と一致することも確 認された。

今回は、 T lothers の分事aから得られる T，ιa を用いてfj， σが計算できることを考え、

Aσ が 溶液中の分子構造をどの程度反映し得るかに注目して、 i容液の 13C T 1測定により、

fj， (Jの構造パラメーターとしての有用牲を調べることにした。

試料には、四級炭素を有する比較的小さな分子と して、 最も簡単なアミノ酸であるグリ

シンを取り上げ、 まずその両性イオン型とカチオン型に関しては CT 1及び η をそれぞれ

高低 2種類の磁場で 測定した。そして、 T>'l D nから紹関時間 (τc)を求め、 r cと T 1 C向を

用いて両者の Aσ を計算した。それらの結果について、 カルボキシル基の解離と緩和機構

の関係を中心に報告する。

いとう かつひこ たつ えいちゅう ふじわら ひであき
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2. 実験

グリシン (pK，=2.34. pK2=9.60. pI=5.97) を 水 か ら 再 結 晶 し 、 乾 燥 後 、 重 水 に 溶 か し て

1M 溶液とした。 この時、 カルボキシル基の解離 状 態 を 考 慮 し て 予 め 定 沸 点 塩 酸 ( 約 5.5N) 

を適量加え、 pDが 0.02及び 5.80付近の 2種類の溶液を鋼製した。 この溶液をそれぞれ 5φ

管と 8O管に入れ、真空ラインを用いて脱ガスし、測定試料とした。

高磁場での測定には、 JEOL JNM GX-500型 FTNMR装置を用い、観測燭波数は 125.7HHzであ

り、 取り込み需は 160.ppmとした。 13C T ，測定には、 Fast Inversion Recovery (FIR) 

FT法を用い (T- 1800 
- t -90。いのパルネ系列で、 プロトン完全デカップリングによ

り測定した。 900 パルスの照射時間は 12μsec、 16 K点で 16回積算後フーリエ変換した。

また、 N 0 E値は、 プ ロト ン完 全デ カッ プリ ングとゲート付きデカップリングを行い、両

者のピ ー ク 強 度 の 比較として求めた。ただし、各スベクトルは、 パ ル ス 照 射 時 間 9μS旬、

64 K点で 32回積算後フーリヱ変換して得た。測定温度は 34.1OCである。

低磁場での測定には、 HlTACHI R-900型 FTNHR装 置 を 用 い 、 観 測 周 波 数 22.6HHzで行った。

90。パルスの照射時間は 27μsec、 16 K点で 64回積算後フーリエ変換した。 また、 N 0 E 

の測定では、 この 90。パルスを用い、積算回数を 128固とした。 その他の測定条件は、高

磁場のそれに準ずる。

3. 結果と考察

前固までの研究では、 ηの 測定値 (ηob s d )を用いないでプロトンの付いたこ級、 三級

炭素の T，データを回転拡散運動モデルにより解析し、 動力学パラメーター(回転拡散定

数 Dなど)を求め てその健から T，DDを評価した が、今回は得られるは CT，のデータ数が

少ないため、 η。b"sdを用いて T，00を得た。

Table 1に 2種類の pDにおけるグリシンの四級 炭素のは CT，及び η()b sd、 また、それら

を用いて次の①式より求めた T 1DOの値、更に、②式より求めた T lothersの値を示した。

1.988 
T ，00 =一一一一:-XT10

b'Sd ・・・・①
η。D S a T ，0 を hers T!cbsd TlLlD ② 

ここで、各 pDにおけるグリシンの存在形態は、計算上、以下の通りである。

pD 0.02 のとき

pD 5.80 のとき

カ チ オ ン 型 ・・・・・・・・ 99.5 % 

両性イオン型 ・・・・・・ 99.9 % 

TabJe 1を見ると 、 四 級 炭 素 に 関 し て は 、 両 性イオン型からカチオン型になると T1') b S d 

が約 40%減少していることが分かる。個々の緩和機 構 に つ い て 検 討 す る と 、 この四級炭素

には α位に 2個のプロトンが存在するため、 T ，00の寄与も認められ、その値は、 pOの低

下とともに約 40%減少している。 しかし、 明らかに T ，00よりも Tjotnersの寄与の方が

大きい。

T 11) t t'I ~ 1'" Sの内容を更に調べるために、 これを T ，Cρ と T ，SRの二項に分 11'ることを考え

る。 スカラー緩和(T ，SC) は、一般にハロゲン原子と結合した場合には有効となること

が知られているが、 今回の試料では特に寄与しないとして除外した。 T t 0 t h向日の T， C Aと
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T ，SRの二項への分割は、 以下の「反復法， ) J により行った。 すなわち、③式において、

異なる磁場に関して比をとると、@式が得られる。

1 2 
τ丁一--= ーー_ -y2B.2(σ"一σム)を7:c ， C A 15 

2 
=一一ー(2πν) 2 ( .dσ) 27:ι 

15 
-・③

τわで=(長?)2f;÷Lτhァ -・④

ここで、 7 は観測核の磁気回転比、 B. は外部磁場、 σ"、 σ&はそれぞれ化学シフトテン

ソル の、対称輸に平行及び垂直方向の成分、 νは共鳴周波数である。 また、右肩の( ) 

内の H(立高磁場、 L (ま低磁場を示す。

同様 に、⑤式についても異なる磁場で比をとると、 ⑥式が得られる。

Iπ1  2 Cポ +2C..2 1 

T，SR 3h2 3 7:乙
⑤
 

1 7: C (") 1 

， S R 【 L】 TC{LJ T
1
sr.:ミ") 

-・⑤

ここで、 Iは分子の慢性モーメント、 h 1まボルツマン定数、 CII 、 Cι はそれぞれスピン

ー回 転結合定数の、 対称輸に平行及び垂直方向の成分である。また、今回の場合は、 次の

⑦式 が成り立っと考えられるので、④、⑥、⑦式から、更に③式が得られる。

Tabl~ 1. Parameters for carboxyl carbon in glycine. 

(Calculated values except for T，0'5d and-η 。b•• • ) 

pD 5.80 (zwitter ion) pD 0.02 (cation) 

125.7刊Hz 22.6MHz 125.7出Hz 22.6MHz 

T t " b s ，::1 (s e c) 46.05:1: 0.94 66.44士 2.30 29.80:1: 0.85 37.76:1: 1.75 

η00 s d 0.63 0.87 0.75 0.77 

T I D D (sec) 145.46 151. 97 79.07 97.59 

T，O'h".(sec) 67.38 118.05 41.82 61. 59 

7: C ( s e c) 9.45x 10-12 9.05x 10-12 1.74x 10-11 1.41x 10-11 

T， C A (sec) 144.21 4657.71 126.22 4817.84 

T， S R (sec) 126.47 121.12 76.99 62.39 

Aσ (pp圃) 93.9 93.9 74.0 74.0 
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1 1 1 
・ー一一一一一ー一一ー =一ー一一一一ー + ーー一一ー一-
T lotners T lCA T 1$1'< 

-・⑦

で計ァ =[T10t:erstHT10J…L}ーで計で{1一行与}]/ p 

I 2 2 . 6 ¥2 T c ' L ， 
ただし、 P = 1 ート一一一一~J ・一一ー一一一

¥125.7/ T c'"' 
である。 -・③

そこで、 τじ れキ T c' いとみなすと、③式は⑨式に簡略化され、 これより T1 C白， H ，が計

算される。

寸訂ナ={T 10 t ~"c 5 'H) - T i 0 t ~… }!P -・・⑨

得 られた T1 C A 'H】 か ら 、 ⑦ 式 を 用 い て T1 S R ，引を求め、 その値を⑧式に代入して、 2回目

の T 1 C A {引を計算する。 そして最初の値と一致すれば、計算を終了する。 一致しなけれ

ば、 2回目の値を再 び⑦ 式に 代入 して T 1 S R【引を求め、③式から 3回目の T 1 C A ( H)を計算

す る。以 F同様に計算を進め、 T 1 C A ，刊〉の値が一段階前の債と一致したら、 その値を真の

T t C A (H I と す る 。そして、⑦式から T 1 S R ( HJ、④、⑥式からそれぞれ T lCA{Ll、 T 1 S R ¥い

を計算する。 今回の場合には、 4、 5図の繰り返し計算で実質的に一定な T 1 CAが得られ

た。

このようにして求めた各パラメーターも Table 1に示しである。それによると、 T 1 C勺ま

③式に示す通り、 B.の 2乗に反比例するので、 低磁場の下ではその寄与は極めて小さく、

専ら Tl
SRが支配的であるが、高磁場になり T1 C員の効果が大きくなっても、 pDが低下する

とT1
3 

Rが優勢になることが分かる。この傾向は、 r c!まpDの低下にともなって増大してい

るので、 T cの影響として説明することはできない。 従って、残るパラメーターであるス

ピン一回転結合定数の変化によるものと考えられる。 しかし、 この結合定数に関するデー

タはあまり多くは得 ら れ て お ら ず 、 詳 し い 考 察 のためには、今後データを集積する必要が

ある。

また、③式を用い て 両 性 イ オ ン 裂 と カ チ オ ン 型の Aσ 値を計算したところ、両者の聞に

は約 20ppmの差があることが分かった。 T1 " %) 5 dの誤差による Aσ の誤差は、 pD 5.80では

約1.7%、 pD 0.02では約 4.5%であったので、 この 20ppmの差は有意であると考えられる。

REHRENCES 

1) II.Fujiwara，Y-Zh.Da，T.Takagi，and Y.Sasaki， Chem.Pharm.Bull..in press (1989). 

2) H.Fujiwara.Y-Zh.Da.D.Zheng.Y.Sasaki.Y.Takai， and M.Sawada. J.Che而.Soc..Perkin

2.in press. 



P39 芋容主某ー芋容重重0:>長ヨr弓子n司N C>E

一 常磁性緩和剤による誘起効果 ー

〈日本女大家政・日本電子生体研) 0高橋征三・永山国昭

SolvenトSoluteInterllOlecular HQE Kediated by Paraaagnetic Species. 

seizo Takahashi and Ktmiaki Hagaya・a( Japan Wo.en's Univ. & JEOL Ltd. ) 

Interllolecular HOE was observed on the .ethyl resonance of DKSO(l%) irradiating 

with H20 resonance. The HOE曹asfound to become negative with the addition of 

paramagnetic ions as well as nitroxide spin label reagents， 4-lIydroxy-T印PO.

This phenomenu. can be rationalized if a large amount of nuclear spins are able 

to perturb the p日pulationof rare electron spins. ln other words， the over-

whelming concentration of proton spins override the energy gap of electron spins 

帥 ichexist in a minute amount as a paramagnetic species. Then， the saturation 

of aqueous nuclear spins perturbs the population of paraDagnetic electron spins， 

which then perturbs the aethyl proton spins of DMSO. This phenomenu. could be 

applied to exploring the surface geo.etry of .acromolecules. 

1 はじめに

2次元NMRの出現によって，低分子量の蛋白質の構造をNMRで決定出来るようにな

った。つまり NOESY情報に基づいて距離マップを作り，立体構造モデルを構築すれば

よい。しかし現実には， NOESYやCOSYスベクトルは必ずしもモデル構築に充分な

情報を与えるとは限らない。その上，分子量がさらに大きくなると，現在の方法の延長で

は，早晩限界に行き着くであろう。我々は選択励起法による軽水溶蔽のNMH測定法につ

いて検討を行ってきたが市九その応用として分子悶NOEの測定法について検討をはじめ

た。分子表面の残基だげをスベクトル的に抽出できれば，相補的な情報がi寄られることを

期待してである。その過程で興味深い現象を発見したので報告する。

2 実験方法

試料はとくに断らない限り，重水10%を含む軽水中にDMSOを1%濃度になるよう溶

かし，対称型ミクロ試料管を用いて測定した2)。溶液の脱気は行っていない。装置は日本

電子のGSX -400を用い，温度は30・Cにコントロールした。測定は 11パルスの改良

法を使用し市九水を照射するラジオ波の位相を画定した3)。照射府間は5秒にセットし，

積算は8回行った。分子問NOEの調定で，再現性ある結果を得るために若干の検討を行

ったが，詳細は当日報告する。

たかはしせいぞう， ながやまくにあき



3 結果と考察

分子表面残基のスベクトルは，原理的には溶媒との分子関NOEを測定すればよい.つ

まり軽水中に溶質分子を溶かし，プロトンの接スピンを飽和すれば，水と接触する部位は

分子関NOEが現れるはずである.ところがリゾチームで測定した結果 100.s程度照射

しな貯れば，分子問NOEが観測されなかった.従ってこのま、では，スピン拡散が支配

的な高分子の場合，選択的な表面残基だ貯のスベクトル抽出が，極めて困難なことが明ら

かになった。次に，緩和試薬を少量混ぜ，溶媒の緩和速度を促進したところ，期待どおり

10 .s以下の照射時間でも分子問NOEが観測された.そこで緩和試薬共存下での分子llU

NOEの穣構について検討した.

分子問NOEの大きさは溶質環度に顕著 (%) 

に依存する.従ってDMSO濃度を 1%に 2' 

固定した.常磁性イオンとしてKn2+または 。ト，

NOE on DHSO of Aqueous Solution 
2+ 

!.lediated by Mn 

、
.~、防・・、

‘・・. Gd3
+を添加した結果，いずれもある濃度か

ら分子関NOEは負になった。中性の常磁
-・20 -‘ ‘ 

性試薬である 4-Hydroxy-TEKPOも同じ結果 仰

を得た。しかし Fe(CHs)3ーを 1Mまで添加

した限りでは負にならなかった。これは緩

和効果が比較的小さいので.NOEが負に

なるほど温度が充分でないか，または相対

濃度が高いために，以下で説明する条件を

満たさないためであろうと思われる.

従って我々は，常磁性物質が溶液中に存

" .!l() 
( /tI，;:1+-) 

句一一引

』片色。

①LJ:JJif 
在すれば，溶媒ー溶質問のNOEは常に飽

和移動の方向に働くと結論した.穣構としては，溶媒ー諮質問のスピン相互作用よりは，

小手)旬粗勧乍用モデル

溶媒ー常磁性物質一溶質問のスピン相互作用が支配的になるためであると考えざるをえな

い.我々は，約100Mの溶媒プロトン讃度に対して， mM程度しかない常磁性物質との問

の，混度比に注目した。そして圧倒的な数の核スピンが飽和されると，微量存在する孤立

電子スピンの分布が影響を受げると解釈した。この解釈によると，分子unNOEが負にな

ってもおかしくない。これは我々が全く予期していなかった，新しい現象であり，今後さ

らに検討して行きたい.

1) S. Takahashi and K. Hagayama， J. Kagn. Reson.. 81. 555 ('89) 

2) S. Takahashi and K. Hagayallla. J. Kagn. Reson.. 76， 347 ('88) 

3)高橋征三，永山国昭; 1989年度日本化学会春季年会(東京)
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P40 NMRの額和時聞に対するゼロ磁場分裂の影響

(北見工大) 0福井洋之、三浦宏一、松田弘喜

The Effect of Zero-Fie1d Sp1itting on the Nuc1ear Re1axation Ti皿es.

Quenching of the E1ectron Spin Angu1ar Momentum 

旦ι主且孟込i，K. Miura， and H. Matsuda 

(Kitami 1nstitute of Techno1ogy) 

Abstract: The effect of zero-fie1d sp1itting (ZFS) on the nuc1ear re1axation 

-1 rates， T1M-& and T2M-&， are investigated in the condition that the static ZFS is 

1arger than the energy uncertainty of the ZFS 1eve1s. 1t is shown that the 

rhombic term E of ZFS drastica11y reduces the nuc1ear re1axation rates of a 

paramagnetic mo1ecu1e with an integer e1ectron spin quantum number. 1n this 

case the nuc1ear re1axation time is independent of the externa1 magnetic fie1d. 

This means a quenching of an e1ectron spin angu1ar momentum， which was predicted 

by B10embergen and Morgan. 1t is suggested that the true va1ue for 

corre1ation time of 1anthanide ion comp1exes cou1d be much 10nger than the 

ー13accepted va1ue， 10-&~ s. 

1. 1NTRODUCT10N 

The effect of the e1ectron-nuc1eus dipo1ar interaction on the nuc1ear 

1，2 re1axation rates can be described by the we11 known Solo皿on equation&'~. 1n 

the Solomon equation， it is assumed that the S manifo1d is sp1it by the e1ectron 

Zeeman energy a1one， with an isotropic g factor. When S)1/2， the effect of 

spin-orbit coup1ing results in zero-field splitting (ZFS) which alters the 

spacing of the spin levels3，4. 1f the ZFS energy is smaller than the electron 

Zeeman energy， it will only introduce a small perturbation. However， when the 

ZFS is large compared to ，both the electron Zeeman energy 古ωS and the EPR 

5，6 linewidth， its presence may severely alter the nuclear relaxation equations 

The present study investigates the effect of the ZFS energy on the nuclear 

relaxation rates， T1M-
1 and T2M-

1， in which it is assumed that the static ZFS is 

larger than the energy uncertainty of the ZFS levels.， Furthermore， we assumed 

that the electron spin is coupled to the lattice through a mechanism in which the 

electron spin system can be describe~ by a single relaxation ti岨e rS' 

11. THEORY 

(i) Nuclear Longitudinal Relaxation Time 

7 1n the general formalislIl of Kubo and 'l'omi ta' the nuclcar longi tudinal 

-1 relaxation rate T1M -& is given in the laborat'ory fixed axis system x，y，z by 

T1M-
1 = 1~<[1z ， l'(r)][l'(O) ， 1z]>dr/K2く1z2> ， (1 ) 
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where 

(i/古)Kor"，ー(i/fi)lorl'(r) = e，-， n ，-v"x (2 ) 

and 

'0 = XZFS+古ωSSz+古曲I1z • (3 ) 

The ZFS interaction Hamiltonian 'ZFS is given as a static energy in the molecular 

axis system x' ，y'，日， by 

'ZFS = D[Sz，2-占s{SH)]+E(Sx，2.syj} ・ (4 ) 

X' represents the perturbation Hamiltonian for the nuclear spin system due to the 

dipolar interaction between electronic and nuclear spins and can be expressed as 

the scalar product of nuclear and electronic spin operators in the molecular 

frame. That is， 
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where 

1:!:1' = 芋法1:!:， ， 10， = 1z' (6 ) 

and 

F:!:I' =平J玄(寸S±'UO)+SZ4(±1)+S平φ(:!:2)) ， 

FO' = S+，o(ー1)+SZ'砕(O)+S_，φ(1) • ( 7) 

Here 1:!:，=工x，:!:ily' ， S:!:，=Sx，:!:iSy' and the o'S have the form of spherical harmonics 

which are given by 

o(:!:2) =計asin28e±2ip，
ψ(:!:1) =計asin8cos8e土iF'

o(O) =古a(3cos2θー1) ， (8) 

where a = (μ0/41r)γIgμsr-3 and r， 8， and '1' are the polar coordinates of the 

nucleus. with respect to the molecular axis system， from the electronic spin at 

the origin. 

In order to evaluate T1M
・1we need to transform Iz in Eq. (1)， written in 

the laboratory system， into the nuclear spin operators in the molecular axis 

system at t=O with the Wigner rotation malri瓦・

the following approximations. 

(a) The molecular axes at time r differ from those at t=O on account of molccular 

We proceed caleul • .t.，ion with 

reorientation. We simply introduce the factor e-r/rr into the ensemble 

average of the prorluct l'(r)i'(O) and in return we replace the岨olecularaxes at 

r by those at t=O. 
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(b) The rate of molecular rotational 皿otionTr-
1 is assurned to be much larger 

than ωl' The last term of lO given by Eq. (3)， 古帥IIz. is ignored. This is 

the extreme narrowing condition for the nuclear spln syst軒 m.

(c) It is assumed that the electron spin systeru can be described by a single 

electronic relaxation time TS without argument about the particular clectron spin 

relaxation mechanis聞.

The second term of 10 in Eq. (3)，古ωSSz' i8 transformed into the ruolecular 

axis system at t=O， and we choose the molecular z' axls at t=O as the 

quantization axis for the electron spin. lO is written in the molecular axis 

sys_tem at t=O as 

lO = lZFS+古曲Ssz ， cosß+古ωSSx ， sinβcos出+古ωSSy ， sinβsin~ ， (9) 

where ~， ß ， and l' are the Euler angles betwE!en the molecular coordinate at t=O 

and the laboratory coordinate defined by the external皿agneticfield. Let the 

eigenket for lO be In> and its eigenvalue be古ωn' Taking ensemble average for 

both the molecular orientation and the electron spin orientation at T with 

respect to those at t=O， we obtain 

T1M-
1 = ~a2(加1 )・ 11~1Cd(JIJ~sinßdβmftJ ( 帥mn){I<mlsz ， ln>1 2

X[8C1(3cos20-1)2+36(CO+Cl)sin20cos2θ] 

+1<mIS+，ln>12[(CO+C1)(3cos
2θー1)2

+36c1sin
20cos2θ+9 (CO+C1) sin40]} ， (10) 

where 
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(11 ) 

(12 ) 

(13) 

and 

Z 帥ー帥 . mn 皿 n . (14 ) 

In the limiting condition of weak field，ωsrc<<1， 10 is approximated to be equal 

to lZFS and ωmn's become independent of ~ and β. T1M-
1 i8 given by 

T1M-
1 = !a2(2S+1)ー14{rc/{1+叫nm2rc2)}[l〈nlSz'lm〉l2

X(2+6cos20)+I<nls+，lm>1
2(5-3cos20)] ・ (15)

(ii) Nuclear Transverse Relaxation Time 

ln the formalism of Kubo and Tomita the nuclear transverse relaxation rate 

T2M
-1 is given in the laborutory axis system by 

T2M
-1 = 1~<[Il ， l'(r)][l'(0) ， I_1]+[1_1 ， l'(r)][I'(0). 工 l]>dr

/fi2<I]I_l+I_1I]> ， (16) 

where 1土1=平(lx:!:iIy)f.J芝. Transforming Eq. (16) into the molecular coordinate 

-265-



system at t=O and taking ensernble average， T2M-
l becornes 

T2M-1=せが2(加 1)ー113zdaf;sinsdsdJ(ωmnl{l<mlsz'ln>12

X[2(1+CO)(3cos20-1)2+18(I+Cl)sin20cos20] 

+1 くmIS+.ln>12[~(I+Cl)(3cos20-1)2
+9(I+CO)sin20cos20+~(I+Cl)sin48]} • (17) 

1n the limit of 曲S.C>>1，we get T1M=T2M' 

We find the following results. 1f S is a half integer， the nuclear 

relaxation time is rather insensitive to ZFS. However， if S is an integer， 

ZFS drastically reduces the nuclear relaxation rate and the nuclear relaxation 

time is independent of the external magnetic field. This means a quenching of 

the electron spin angular momentum， which was first suggested by Bloe皿bergen and 

Morgan8 • However， our work is the first paper which exactly derived the 

electron spin angular momentum quenching. The quenching of the electron spin 

踊ay be effective in some lanthanide shift reagents. Using the Solomon 

-13 equation， a very short .S' 
10-~~ s， is necessary to account for well resolved NMR 

9 spectra of lanthanide shift reagent complexes a • Such a short.S is strange 

and difficult to explain. 1n a lanthanide ion complex with an integer J value 

and large ligand field coefficients， ZFS will necessarily reduce T1M
-1 and T2M

-1， 
-13 and the true value for .s could be much larger than the accepted value， 10 

-11 1f we tentatively assu皿e rc of 10-~~ s and ligand field coefficients of 5 cm-A ， 
-1 __-' m -1 our theory presents the T1M-~ and T2M-~ values of the same order of皿agnitude as 

ー13that estimated from the Solomon equation assuming 10-~~ s for rc' 
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P41 'HNMRから見た燐脂質の水和

北大低温研 花房尚史

Phospholipid Hydration using 'HNMR .l!aofumi Hanafusa 

工nst.of Low Temp. Sci. ，Hokkaido Univ.， Sapporo， Japan. 

The characteristics of unfrozen water of phospholipid， especially lamellar 

phase and HII phase of PC and PE， was investigated using 'HNMR. The amount of 

unfrozen water was reduced monotonously depending on lowering of the 

temperature. The extent of hydration was greater in lamellar phase than in Hロ

phase. The extents of the restriction of hydration water， such as molecular 

correlation time and self diffusion coefficient， were greater in HII phase than 

in lamellar phase. It seems not only the chemical structure of the head group 

in the lipid but also the phase of liposome affect the extent of the 

interaction of the hydration water and lipid. 

r始めに」 生体高分子の構造と機能に対する水の寄与に関して、蛋自の水和は色

々な方法により汎〈調べられているが、生体膜の構成分である燐脂質に関しての水和特性

の報告は比較的少ない。燐脂質は温度を始め環境条件により種 q な形態変化を示す。この

と きの物理的条件は DSCや3'PNMRなどで詳しく調べられているが、水和については主とし

てDSCや等温吸着法などで調べられて居り、 'HNMRで不凍水について調べた報告は比較的少

ない。このときの水 和水の量や動的性質の変化は E重機能と関連して興味がある。ここでは、

蛋自のときと同様、 その不凍水について、その量や動的佐賀の温度による変化を調べて報

告する。

「材料と方法 J lamellar p~ase の代表として、卵の phosphatidylchorine(PC) ，

hexagonal 1I phase(Hn)の代表として卵のphosphatidylethanolamine(PE)を用いた。リγ

γ-1.の製法は常法による.今回は他の溶質の寄与を除くため、すべて緩衝液無しの水のすx
'\.~γ ョンとした .31及び'HNKR は JEOL F Xl OO(PVT 及び Ãt'~ 0ッキンゲ装置付き〉を用い、日・ヲγ

の濃度は、 3'PNHRにより既知濃度のNhHP04水 溶 液との1ヘサ川の面積比から求め、同時に

その形状からラメラ相かHxx棺かを判定した.不凍水の量的、動的性質の変化については、こ

れまで蛋白不凍水について報告したのと同様で、不凍水量は24%LiCl溶波 (0.01MMnClzを

含む〕との面積比から、分子相関時間"Lcは反転回復法で hを 求 め 、 こ れ ま で と 同 様 、 双 極

子間相互作用が支配的であると仮定して最小点法から近似計算で求め、自己拡散係数は Bu

rnett等。の方法により、 xtO ~ 0ヲキング法でT，.を求ぬ、それから計算した。

r結果と論議 JPCとPEについて、それぞれ不諌水量の温度依存性を求めると図 lのよ

うになる。なお、ここで用いた PCはうメラ相，PEは、 25・Cでラメラ相， 35'C以 上 で Hu相， 25・Cに

冷却すると再びラ円相に戻ることをねPNKRで 確認 した.Hnの場合は、 PEを45・Cに30分放置

した後、 1i q. N2中に投入し急速凍結後、 -50・Cに あらかじめ冷却したNKRの7'ト γ にtけし

測定する。いずれの場合も温度の降下と共に不凍水量は単調に減少して行く.球状蛋白で

は、 Kuntz以来、ー35--45・Cの領域で不凍水量が一定になり、それが蛋自の単層水和の量

に一致することが示されているが、日.ヲトャでは単調に減少するため、このような方法では

水和 量 を 求 め る こ とが出来ない。しかし、図 1に見るように、ここで測定したすべての温

度領域にわたり、 PC(ラメラ相)と比べ、 PE(45'CでHu相)の不凍水量が少ないこと、しかしPE

がラメラ相をとった時は、不凍水量はPCと同じような値まで増加していることが判る。 PCとP

Eの水和量についての報告は、測定法により大きな違いが有り、 DSCの結果的からはそれぞ

れ約 lOi:時と 7-8t時，3HをふくむH20を用いた結果的からは 3H島と 7-8t島と報告されている。

はなふさ なおふみ
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ここでの結果からいえば、それぞれー20.Cおよびー 15・Cでの不凍水量にほぼ相当する。

図2は、上記の試料について緩和時間hを測定し、それから分子相関時間 Tcを近似的

に 計算した結果で ある。別図に示すように、リド叶 e の不凍水の緩和曲線は、 PC、PEの

う円相でー20・C、PEのH口相でー 15.Cで最小値を示 し、査自のそれと異なり、最小値付近で

急激に T孟の値が減少し、これから求められる平 均の日う間距離は 1A前後と、蚤自の場合

の1.6-2Aと比較して小さな値を示す.とぐに H口相では 1Aより小さい f直を示す.これは

水 分子のH・2間の距 凝 と 比 較 し て も 小 さ な 値 な ので、不凍水の他に、リt・什e 自体の共有結

合 の H-の 、 特 に 疎水部の C-Hの寄与と共に、燐酸基の強い荷電のため水分子の配向が通常

より圧縮された状態にあるという考え方を支持す る。 .こ の結 果か ら計 算さ れる T cの値

を見ると、低温領域、特に最小点より低温側でPCとPEのう円相に比べ、同じ温度では、例

えば -20・CでPCの -9 x 10・10Se cに対し PEの Hn 相で-1 x 1 O-es e cと著しく大きな値を示

し、 HII稿の水分子がラメラ栢よりより束縛された状態にあることを示している。更にこの最

小点での不凍水量がこれまで報告されたリドヲト'の水和量とほぼ一致すること、これを境に

ラメラ相と Hnとの Tcの値が大きく異なって来ることから、 T，の最小点付近での不凍水量が

単層水和の水和量にほぼ相当すると考えて良いのではないかと考えられる.ここでの結果

から PC で約 15 モ冊、 PE の Hn で 7 モ J~ となり、これまで報告された債と良い一致を示す。更に、

JJH蚤に示すように 、 並 遂 の 自 己 鉱 散 係 数Bを上記 試 料 に つ い て 測 定 す る と 、 低 温 領 穫 で は

例えば-20・CでPCの-1 • 4 x 10-9 c m2 / s e cに対し -4X 10-lOcm2/secとわずかではあるが明ら

かにラメラ稽より Hロ相のDが小さな f産を示し Tcと同 様 水 分 子 の 束 縛 の 度 合 い が 大 き い こ と を

示している.更に、同じ PEでも不凍水量、分子穏 開 時 間 、 自 己 主E散係数いずれも、ラ円相

では PCとほとんど同じ値であり、一度 H口穏になっても凍結融解して室温に放置すると

始めのラメラ相に近い値に戻っている o 31.pと2Hの測定から PCより PEの頭部の熱運動がより束

縛されていることは報告されていたが、今回の'Hによる不凍水の測定からも不渡水の運動

につ い て 同 様 の 結果がえられた.更に PCとPEの 正 の 荷 電 が 局 在 し て い る -N(CH3)3+と-NH3+

との比較で後者の電荷密度が大きいことからこの結果が説明されていたが、今回のうメラ相

とHn稲の比較から、リヒ・ヲト。とその水和水との相互作用は、 'I-:JV ゲ!い7・の化学構造自体も

さることながら、リホ・γ寸 全体の構造が大きな要因となることが示唆された。水和水がりt・ツ
ドの毅水位のヘヴト e ゲ時ー7・としか相互作用しないこと、ラ円相ではヘット。 'J"JY-7・が外側へ向

いているのに対し、 Hn相では内側へ向いているので総和としての電荷密度は HIIでより

強くなり、水和水の束縛の程度はより強いものと考えられる。
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P42 交差緩和時間(Txs)測定による蛋白質ゲル、合成高分子ゲル内水構造の研究

(岐阜大・医・生理、線脳外、酬病理、議糊眼科)0桑田一夫、葱良聖一、

曽我美勝、岩間亨様、山田弘様、加藤一夫輔、藤井裕子、天野肇制緩、

河合憲司糊様、北沢克明糊様、〈生理研〉亘 弘+、(京大・理・化)赤坂一之十+

'H-NMR studies on water_structure in modified bovine p1asma a1burnin (BPA*) ge1 

and soft contact 1ens (5CL) 

K.型盟主呈， 5. Era， M. 50gami， .T. Iwama*， H. Yamada*， K. Kato糊， H. Fujii， 

H. Arnan~ ， K. Kawai*， Y. Kitazawa#，日.Watari+ and K. Akasaka++ 

Dept. of Physio1.， *Neurosurg.， 議議Patho1. and *Ophtha1mo1.， Sch. of Med.， Gifu 

Univ.， Gifu， +Nat1. Inst. for Physio1. Sci.， Okazaki and十+Dept. of Chem.， Fac. 

of Sci.， Kyoto Univ.， Kyoto 

Water structure in modified bovine p1asma a1burnin ge1 (BPAi様-ge1)，bovine 

mercapta1burnin (BMA) solution， copo1yrners (SCLs) of N-viny1pyrro1idone (m)， 

methy1 methacry1ate (0.92-m)， benzy1 methacry1ate (0.08) etc， where nurnbers in 

brackets indicate weight fractions of monomers， and mo四 e 1ens (2， 4 andfor 8 

weeks) were studied， using spin-1attice (T，)， spin-spin (T.) re1axation times 

and cross-re1axation times (TIS) between irradiated protein or po1yrner protons 

and .observed water proto国 (360問 z 'H-NMR). P10ts of 1fT.， 1fT. or 1fTIS of 

BPA*-ge1 vs protein concentraction (W (も)) were far steeper than those of BMA 

solution. P10t of 1fTIS vs W(も) showed the significant difference between BPA議-

ge1 and BMA solution. 50， water structure in SCLs and mouse 1enses were studied 

main1y， by measuring T. and TIS・ 1fTIs va1ues of water in SCLs were -0 be10w 

26.8も (dryweight) and increased steep1y above 26.8も， indicating the significant 

change in water structure above 26.8も. P10t of TIS vs dry weight (も) of mouse 

1enses a1so indicated the significant change in water structure above -20も (dry

weight) • 

Da阻adian(1971)，Haz!ewood(1972)らは、腫蕩組織の水の縦緩和時間 (T，)，横緩和時間

(T.)が正常組織の T.、じよりも長いことを見いだした。彼らは単に含水量の差のみによる

ものでなく、水構造に差のあることを示唆した。生体組織のモデJレ系として、蛋白質溶液司

ゲル変換、鎖状高分子ゲル(ソフトコンタクト・レンズ (SCLs))内水構造、マウス水

晶体内水構造をT.、T.及び蛋白質または鎖状高分子プロトンより水への交差緩和時間(Trs) 

を測定し、水構造を比較研究した。

くわたかずお、えらせいいち、そがみまさる、いわまとおる、ゃまだひろむ、

かとうかずお、ふじいひろこ、あまのはじめ、かわいけんじ、きたざわよしあき、

わたりひ ろ し 、 あ かさかかずゆき
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【材料、実験方誌】 市販ウシ血祭アルブミン (BPA)は微量のプロテアーゼを含みpD4.0 

-4.1(BPAはF型構造〉でGln-392とCys-435の聞で 1-2箇所加水分解し、BPA(66K)時BPA汽66K)

司BPA機嫌(63K)と変化し、D.O中で 51以上ではゲル化する。このゲルをBPA鎌ゲルと名付けた。

一方、非常に精製したプロテアーゼを含まないウシ・メルカプトアルブミン (BMA)はpD4.0 

-4.1でゲル化しない。これら告蛋白質溶液時ゲル変換による水構造変化の研究 iこ用いた。

SCLsは表2に示すモノマー組成で、含水量18.4-79.Uである。

SCLsは様状に加工し、内径1.1aIlのガラス細管に入れ、ロック周溶媒を入れた 51111φ の

IIIIR試料管に挿入した。また、2. 4. 8週船のマウ久水晶体(20-8個〉を内径2.3園田のガラス

細管に入れ、SCLsの場合と同様にして測定した。

360削 z'H-II闘を用い、T，、T.及ぴTtsを測定した。 Trs{ま8.65. 7.L3. -4.00 PPIIIを

r H./2 7r、 69-107Hzでh照射し、 InversionRecovery法 (Akasaka. 1981. 1983)そ周いて

測定した。

【結果と考察】 BMA溶液、BPA*ゲル中の水構造:水分子の T，(図1).T.. Trs(蛋白質より水

への交差緩和時間、図 2A. 2B)は、溶液司ゲル変換により大幅に減少した。特に蛋白質より

水へのTrs値 (Trs(HDO))の減少が著しかった。表1に、8.63.7.13.0.40. ー2.45PP圃を

r H./2π. 39-107 Hzでh照射した際の、BPA難ゲル中における BPA*分子内のTrs値及びBPA業

分子より水への Trs(UDO)が示しである。図 2A. 2Bに、 7.13. 8.65 PP圃を、それぞれ 69及び

107 Hzでh照射した際の BMA.BPA*ゲルの 1/Trs(HDO)を示した。興味あ o現象は、蛋白質表

度 10S以上ではBPA*ゲル中のTrs(HDO)が著しく減少し、BP伊分子内のTrs値よりも短いこと

である。この現象は、BPA*ゲル中では結合水量〈構造化した水〉が鳩加し、蛋白質より水へと

速やかに交差緩和することを示唆している。

ソフトコンタクト・レンズ (SCLs)内水繕造:表2に示すように、SCLsの水の T，値は含水

量の減少とともに連続的に減少した。1/T，vs dry weight(約は、図lの蛋白質ゲルと異なり、

上方に聞であった。 SCLsを7.13または、 -4.00PPlIIを 7H./211 -69 Hzでf.!照射して求めた

l/Trs (H.O)値は図 3A、3B(0)に示すように、乾燥重量 26.81以下では.....O(Trs(H.O)が非常

に長い)、 26.81以上では図に示すように大幅に増加する。この現象は、SCLs中の水構造が乾

燥重量27%近傍で変化することを示唆じている。

マウス水晶体内水構造:マウス水晶体の水の T.は、2.4. 8週齢の何れでも i成分であ

った。 1.13. -4.00 PPII~69 Hzでh照射して求めた l/Trs(U.O)を図 3A、3B(・)に示して

ある。水晶体の場合も、含水率80s近傍で、水様造変化を示唆している。
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P43 ランタニド試薬を用いたイオンの人工生体膜透過速度の測定

京 大 理 F 。内蔵品 井本聡一郎

Keasurelents of ion ffí~sf.r， tat~.a~tÞss protöt~pe biole.bra~~s by usfig 

lanthanide shift reagent 

A kira Naito and Soichiro 1圃oto (Faculty of Science， Kyoto University) 

23Na NKR signals of interbal and external Na+ in a suspension of unilamellar 

vesicles have been separated by using Dy(PPP)2'- as a shift reagent. lD 

magnetization transfer and lD exchange pur'se seq"uencies were applied tロ

determine the ion transfer rate across prototype biolelbranes. Transfer rate was 

successfully determined fロrthe case where the transfer rate was sufficiently 

faster than the spin lattice relaxation rate. This condition was established by 

adding monencine in the solution tロ enhance守 the ion transfer rate. 

{序) 細胞膜における小分子の膜透過の機衡や 選択性についてはまだ不明な点が多〈、

この問題を解明するため に は 小 分 子 の 膜 透 過 速 度を広い温度範囲にわたって正確に測定す

る必要がある。従来、 膜透過速度は放射性同位元素の放射線カウンティング、 p H測定、

イオン選択性電極を用いた方法によって測「定されてきた。 今回、 NMR分光 t去を用いた駿

透過速度の測定法について報告する. この方法の要点は、 まずランタニドシフト試藁によ

って 緩 の 内 側 と 外 側の小分子の NMR信号を区別しておき、 次に選択的に一方の信号を励

起する.次に、 ぞれらの信号が熱平衡に回復する過程を時間の関数で観測し解析すること

により、 磁化の交換速度、 即ち擦の透過速度を決定しようとするものである」 この方法の

特 徴 は原理的には種類の違う各々の分子について透過速度の測定が可能であること、 温度

可変が容易にできること、 繰り返し測定が可能であること、 さらに透過速度を測定した同

じ試料について膜の 運 動 状 態 に 関 す る 情 報 が 得 られるなどがあげられる.今回はこの方法

を用いて N aイオンの透過速度を測定したので、 その基礎検討について報告する.

(実験) 卵黄レシチ ン の リ ポ ソ ー ム は 大 き な 内部容積をもたすため逆穏蒸発法を用いて

調製した。 リボソームの分散した水溶液に O. 0 1 Mのディスプロシウムのピストリポリ

リン酸錯体、 D y (PPP) 2'ーを加え、 リボゾーム外側の口 N a 信号を選択的にシフトさ

せた。 23Naイオン 透 過 速 度 の 測 定 に お い て 透 過速度を促進するためモネンシンを溶液に

O. 1 m M混入した.図 1に示すパルス系列と位相サイクルを用いて 23Na NMRスペ

クトルの測定を行った.図 1 (A)は一次元磁化移動パルス系列を示す. この系列では分

光器蔚波数を νB、 t，= 1/2 (VA-VS) に 設 定 す る こ と に よ り γeの磁化を選択的に

反転させ、 この磁化が熱平衡に回復していく様子を観測する. 図 1 (B) は一次元交換パ

ルス系列を示す。 この系列では分光器周波数を 2v.-vo、 t 1 = 1〆4 (v.-vs) に

設定し、 V • の磁化を選択的に飽和させ、 熱平衡磁化への回復を観測するものである.
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tt=1/4 (11.-118) 

1I.=211e-1I. 

図1 模透過速度測定のためのパルス系列及び位相サイクル. (A)一次元磁化移動パル
ス系列。 (B)一次元交換パルス系列.φs、φε、φs、φ食はそれぞれ1番目、 2番目、
3番目のパルス及び受信機の位稲を表す.r.1ま混合時間、lIA.lIBはピークA.Bの共
鳴罵波数、 Vo~:ま分蛾の設定周波数を表す.
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2'Na-NMR鴻定は沼本電子製 GX-400FT-NMR分光器を用いて行なった.

f~ 

(A) 

(亡) L8 

2 

純a 剣a
川創JT

f:……山内;;:ん ppm 
I • I • I ・ 1 ・ I • I ' I ・ 1 ・ 1・ 1
8 6420 ・2 ・4 ・6 -8・10

.，初 図3 Na+を含んだリボソームが分散した水溶液に
0・o1MのDy(PPP)♂・を加えた試料の
23Na NMRスペクトル.図2 ご自Na NMRスペクトル. (A)シフト試薬

無添加。 (B)含10凶Dy(PPP)♂-. (C)合
印刷Dy(tiron)2-.(D)含10.自
Dy (P.PP) 2'-. 

{結果と考察〉 図 2にシフト試薬を加えたと きの 23Na-NMR信号のシフトの様子を

示す. D y 3φ( B )、 Dy(tiron)2・(c )、 Dy (PPP) 2'・(D )を加えたと

き、 B と Cでは信号はシフト試薬を含んでいない場合(A )に比べて低磁場側にシフトし、

D の試薬では信号は高磁場側に大きなシフトを示 し た . 図 3t孟N aを含んだ水溶液に分散

させ たリポソームに Dy (PPP) 2-'を加えたときの 23Na-NMRスベクトルを示す.

リポソーム外側の 23N a 信号は高磁場側にシフトし、 かつ多少ブロードになっているのに

対し、 リボソーム内側の信号はシフトを示さず線臨もシャープであることが分かる. した

がって、 このシフト試薬は膜を透過する事なくリ ポ ソ ー ム 外 側 の 23Na-NMR信号のみ

を シ フトすることが 確認 され た.

次に図 1 (A) のパルス系列を用いて餓測した T 加に対する信号強度の変化を図 4 Iこ示す。

高磁場側の共鳴線 BIま反転した状態から熱平衡磁化へと回復していき、 低磁場側の共鳴線

AIま励起を受げていないが、 V Aと V 8の信号の 間で交換(N aの 膜 透 過 〉 が 起 こ れ ば V 向の

強度の減少が観測で き る は ず で あ る . 実際、 図 においては V • が一旦減少してからその後、

再び 構加し熱平衡状態へ回復してい〈後子が観測 された. この現象を解析するため

A ムセ 、B ( 1 ) 

の ような一次の交換が起こっている系を考える. この場合の磁化の変化の様子は交換を考

慮したプロッホ方程式を解〈ごとにより、 次式のように表さ，れる

門jft)= 月':(ぱ 111~ ーかげ(-Ad) ーかげ(-入20] (2) 

月fω)= 1'1: [門:/.イーかげどー入，t)-九切ιλ.2tJ] (3) 

一ーヌ75一一
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ここで MeA， MeB， tま熱平衡磁化、 M 0.， M 0 B Iま初期磁化を表す. (2) 式あるいは(3 ) 

式の最少自乗解析から、 λ1、 λ2を決定することができ、 さらに i

k_i = 
川+入.2.- '/T，A - I/T/3 

/ + ke 
( 4 ) 

ke=-
[sJe. 長，

一 ーー
(A)e ιーi 電

( 5 ) 

の関係を利用して k -1， ~ 1を 決 定 す る こ と が できる. これらの式から分かるように速度定

数を求めるためには縦緩和時間を求めてお〈必要がある. この縦緩和速度は交換のない状

態、 即ちモネシシンを混入する前に測定した.実際、 v • ピークの強度の時間変化を( 1 ) 

式に最少自乗フ ィットさせた様子を図 4 ( B )に示す. この図の解析から、 k ( i ri ..... 0 

u t ) = 1 5 5. 7 (S -1). k ( 0 u t ..... i n) = 6 O. .4 ( S・ 1)が得られた。

次にパルス系列図 1 (B) を用いた場合の信号強度の 'c .に対すーる変化の様子を図 5 に示

す。 v.1ま'c .の増加と共に地方自していき、 最終的に熱平衡磁化に到達する. このパルス系

列の特徴は緩和時 間の考慮を行う必要がないこ とであり、 r= [l-exp(-kT悶 ))/(l+exp(-

k T .) ]として 1n[(l+r)/(l-r)) 対 T障のプロットは直線にのり、 その傾きから kを算出す

ることができる 2. 図 5のデータより透過速度を求めたところ、 図 1 (A) のパルス系列に

よ って決定した値と大き〈異なる値が得られた. この原因については現在検討中である.

5 。 -5 pprr、

。ー--w瓦百608If-(Oo 
τ.m(msec) 

図4 図1(A)のパルス系列で測定したピーク強度の
T.依存性。測定温度:50・C、T.:::100，80，60，40，20. 

，~円四時噌叫

15，12，l1，10，9，8，6，4，2，1.Omsec. (A)ス夕、yクプロット.
図5 図1(B)のパルス系列で測定したピーク強度の
T，依存性. (A) T.=8哩sec. (B) T. '" 20msec. 

(B) v.のピ?ーク強度のT・に対するプロ、yト. (C) T.=40田sec.

(て文献)
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P44 病原真菌C.albicans変異株におけるグルコース代謝の13C NMR 

{九大歯) O?可野敬一，下)11 修.中山宏明

13C NMR Study of Glucose Metabo1ism in the Mutant of Pathogenic Fungus Candida aZbicαns 

註込虫主型旦盟， Osamu Shimo)唱 waand Hiroaki Nakayama 

(Facu1ty of 'Dentistry， Kyushu University) 

Aerobic and anaerobic glycolysis in C，αηdid，ααZbicans has been studied by 13C NMR at 100.6 

MHz. [1_13C] and [2_13C]ーlucosewere fed to suspensions of two strains of C. albicans， KD・14

and its sterol mutant KD-4900. Under anaerobic conditions a1coho1ic fermentation took p1ace 

in both strains， whereas under aerobic conditions two strains revealed different way of metabo-

1ism. The rate of glucose consumption in KD-4900 is slower than thatユnKD-14 and accumulations 

of trehalose， mannitol and arabitolare increased in KD-4900. However， addition of KCN as an 

inhibitor of electron transport system induces recovery of the rate of glucose consumption in 

KD-4900. 

1 .はじめに

二形性を示す病原性真言直カンジダ・アルピカンスの KD14から紫外線照射によりポリエン抗生物質の一つである

ピマリシンに耐性を示す変異株 KD4900を分醸し、脂質を分析した結果、 4，4.1 4αートリメチルエルゴスヲー

8，24 (28)・ジエンー 3s-オールなどの 14位にメチル基を有するステロール(図 1)を蓄積するステロール変異

株であることがわかった1，2)また蓄積ステロールが全て 14αーメチルステロールであることからヱルゴスチロール合

成経路の 14位脱メチル化反応欠損株であると考えられる.本変異株の特徴として、グルコースを基質とするときの

敵索消費速度が親株に比べて顕著に減少していることが羽らかとなった.これは本変異株の呼吸活性が低下している

ことを示唆する.最終発酵産物であるグリセロールや乳酸温あるいはコハク酸塩などを炭素源/エネルギー源として

利用できないこともこのことを支持する.今回我々は呼吸活性低下の条件下での変異株と親株のグルコース代書留を

ISC NMRを用いて in vivoで比較し、

呼吸活性とグルコース代謝について検討した.

2.実験

カンジダ・アルピカンスを YE P G (酵母エ

キス 1%、ベプトン 2%、グルコース 2%)液

体培地で 25'C 2日間振とう培養し酵母型細

胞を得た.遠心により集菌後、 Mg S 04， 

7H20(O.5g/1)とNaCl(O.lg/l)

を含有する 50mMリン酸緩衝液 (pH7.2)

4，4，14a-trimethy1ergosta-
8，24(28)-dien-3s-01 

ergosta-5，7，22-trien-

3s-01 (ergoster01) 

df。戸γ

図 1 K D 1 4のE量生するエルゴステロールと変異株

KD4900に蓄積するステロールの構造
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2 _I3Cグルコース

電子伝達系阻害弗jの存在下
O:KD14 fJーグルコース. d.:KD14 a:ーグルコース・:KD4900 fJーグルコース. A:KD4900 αーグルコース

(ImM KCN， 5mM NaN3， 3mM SHAM) 

グルコース消費の時間変化

B 

た. )を最終lJI度

37.5 mMとなる

ように添加し、直ち

に13CNMRスベ

図 3
クトルを一定時間毎

に測定した.

(3 mM) 包子伝造系阻害剤は KCN(1 mM)、NaNs(5mM)とサリシルハイドロキサメート (SHAM)

を通気持に添加した.

AM400 (100.6MHz)を用い 45・パルス、繰り返し時間 44 13C NMRスベクトルは Bruker

8ミリ秒、 800図積算の条件で測定した.ピークの帰属は文献健による推定と、推定される化合物のスベクトルを

実際に測定し比較することで行った.

3.結果と考察

(1)嫌気条件ではニ稼ともエヲノール発酵をするのに対し好気条件(通気)では KD4900のグルコース代謝速度

(図 2. 3) は親株KD14の 30-40%に減少していた.

(2)カンジダ・アルピカンスのグルコース代書留産物は解糖系産物としてグリセロール，エタノール、貯蔵炭水化物と

してトレハロース，マンエトールが、またベントースリン酸経路の産物としてアラピトールが検出された.

変異株KD4900は通気条件下で親株と異なりエタノールの蓄積は殆どなく、かわりに親株では少量見られるにす

(図 2) 

(3) これらの代謝異常は通気条件下、電子伝達系阻害剤jの存在下では見られなかった.すなわち、グルコースの代謝
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ぎないトレハロースやマンエトール、それにアラピトールが顕著に産生された。



速度は親椋同様になり、代謝産物もエタノールの顕著な蓄積が見られた.

(4)また KD4900から分離した復帰株 KD4907のグルコース代謝は全く親株と同様であった.ステロール合

成経路の 14位脱メチル化反応阻害剤であるクロトリマゾール (CTZ) を0.01μg 1m 1含有する YEPG培地

で培養した KD14は KD4900と同様の代謝異常を示した. CT  Z処理の KD14はKD4900と岡織の 14 

a-メチルスチロールのみを蓄積する.しかし、 14αーメチルステロールを蓄積する変異株であるが同時にエルゴス

テロールも蓄積する KD4700はKD4900程の代謝異常を示さず、ほlま親株向犠であった.

(5)以上の結果は KD4900で見られたグルコース代謝異常がステロールの変化と関連性のあることを示唆してい

る.我々はステロールの変化がミトコンドリアの細胞膜に何らかの機能障害を与えると考えてきたが、今回得た結果

はそれに伴った現象と考えられる. KD4900に顕著に蓄積する産物、すなわちトレハロース、アラピトールおよ

ぴマンニトールは、それぞれグルコース 6ーリン酸およびフルクトース 6・リン厳から産生されること、それに解精系に

おいてフルクトース 6・リン酸 吋 フルクトース 1， 6・ニリン酸の反応が律速反応であることなどを考えると、 KD

4 900のグルコース代謝異常はこの段階が何らかの阻害を受けることによるという可能性も考えられる.

Glucose 

↓ 
Trehalose ←一一一一- glucose-6P一一一ーl"Arabitol 

i 
Mannitol 骨一一ー一一ー一一ー Fructose-6P 

↓ 
Fructose-1，6pヲ

ー /----一Glycerol守一一一 Dihydroxyacetone-P 時一一一争 Glyceroaldehyde-3P 

l 
Pyruvate -一一一+Ethanol 

↓ 
TCA cyc1e 

図4 グルコース代謝の推定される経路
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P45 5 -f.l u 0 r 0 u r a c i 1を用いた肝機 能 評 価 に つ い て

-in viv口 19F-MRSを{吏用して・

0原田雅史，西谷 弘(徳島 大 . 医 )

古賀げい子，三浦 厳(大塚、製言語.徳島研)

Assessment of. the liver functiロnby .S-fluorouracil ad皿inistration

一-Appl ication of in vi VO 19F-MRSーー

Hasafu皿iHarad ~， Hiromu Nishitani (School of Medicine，Tokushima University) 

Keik口 Koga，Iwao Miura (Tokulhima Res.Inst.，O七sukaPhar田aceutical CO.， Ltd.) 

We investigated metabol ism of 5・fluorouracil in the rat liver with acute liver 

failure by in-vivo 19F-MRS. In the liver failure group， fluoronucleotide was 

found to increase markedly and the production ofα ーfluoro-β-alaninedelayed 

co皿pared to the normal group. These results show that nucleotide synthesis can 

be assessed by 19F-MRS and would be a new method for the evaluation 口fthe liver 

viability. 

1.はじぬに

従来、 chromatographyや radioisotopeによって認ぬられた 5-flu口rouracil(以後 5FUと略

す)の代謝産物の一部が in vivo 19 ト MRSによっても確認できることが示され、 阪にい〈つ

かの報告がある t>-3)。

purineや pyrimidineの分解は、 おもに肝臓によって行われ、 また核酸合成経路として重

要な salvage回路の主たる場所も肝臓である。従って肝障答の場合には、 5FUの分解が正常

と比ベ減少する乙とが予想され、 また、 肝細胞再生時には核酸合成の冗進を反映して

fluoronucleotide(Fnctと略す)の合成増加が鋭察できる可能性がある。我々は 5FUの 19F-M 

RSによる鋭察が、 核酸代謝に関する肝機能評価に使用できると考えた。 さらに、 SFUは臨床

上肝障害患者に用いられることも稀ーではなく、 肝障害 ratにおげる 5FUの代謝の観察は、 MR 

Eの臨床応用の際にも参考になると考えた。 そこで、 病態モデルとして CCI.投与による急性

肝炎 ratを作成し、 5FUを静注してその代謝を観察した。

また、 5FUの chemical modulatorとして uracilがあり、 uracilと5FUの併用による抗陸揚

効果の増強は既に報告されている。今回我々は、 uracilの併用による 5FUの分解抑制が、

Fnctの合成にどの程度影響を与えるかを検討し、 CCl.による急性肝陣容モデルにおげる

Fnctの元進と比較した。

Z.対象と方法

Wister Kyoto rat(WKY)雄性 20週齢を用いた。麻酔は s口diumpentobarbita150田gfkgを腹

腔内投与して行った。麻酔後、 大腿静脈に cath巴terを挿入し、 外 科 的 に 開 腹 し て 肝 臓 の 表

面にサーフェスコイル(直径 20血盟〉が密着まるようにプロープを闇定した。肝臓とサーフェ

スコイルとの聞には、 プラスチックフィルムを震いた。 Ratは次のように 3群に分類した。

i事 J t~'・ (f.さふみ
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l)Controltlt (n=6):大腿静脈より 51"U(5FU協和，協和発酵工業) 1 0 0田glkgを注入し、 直後より

スベクトルを測定した。

2)CCl.投与群 (n=6):CCl.1ml/kgを腹腔内投与後 24時間の ratを用いた。スペクトルは 51"U

100皿g/kgを注入後より測定した。終了後、 採血して GOT.GPTを測定し、 有怠な上昇 (G日T

1000IU/1.以上，かっ GPT500IU/1.以上)をきたしたもののみを検討の対象とした。

3)lJracil併用群 (n=6):5FU投与 20分前から大腿静脈より uraci1200Dlglkgをゆっ〈り注入し、

ス ペクトルは 5FU 100皿g/kg静注直後より測定した。

測定装置は、 大塚電子 (U.S.A)INC社製 BEH140!200(磁場強度 4.7Tesla)を 用 い た 。 測 定 条

件は、 I 9 F共鴎 周 波数 187.4HHz.pulse幡 100μs.繰 り返し時間 2.5s.積算回数 240回とし、 1ス

ベクトルの測定時 間は 10分 間 と し 、 全 測 定 時 間 は 100分間とした。

二喜平間の差の検定には、 t検定及び Wilcoxan検定を用いた。

3.結果

Fig.1にcontrol群と CCl.肝障害群におげるスペクトルを示す。既に報告されている結果

を基にし 5FlJの peakを 0として -18.8pp皿及び4.9ppmの位震にある peakはそれぞれ α-fluoro-

β-alanine(FBALと略す). Fn c tと判断した。 Control群に比べ肝障答群において Fnctの peak

の増高と FBALの生成の返延が認められた。

5FUの代謝の変化を 比 較 す る た め に 次 の よ う な 半定量化を行った。

1)5FUの減少率: 5F 日 (t)/5FU(0~10) (Fig.2) 

2)FBALへの分解率: FBAL(t)/5FU(t) (Fig.3) 

3)Fnctへの合成率: Fnct(t)/(5FU(t)+FBAL(t)) (Fig.4) 

5FU(0-10): 0 10分間の 5FUの peak intensityを意味する。

5FlJ(t). FBAL(t). Fnct(t):各 (t)時間におげる 5FU.FBAL.Fnctの peak intensityを意味する。

Fig.2に3群簡に おげる 5FUの減少率を示す。 uracil併用群におげる 5FUの減少は著明に返

〈、 一方肝障害群におげる 5FUの減少は uracil併用若手ほどではないが、 正常若手と比べ僅かに

遅い傾向にあった。

Fig.3には、 3群問の FBALの生成の違いを示す。 uracil併用群において FBALの生成が最も

返 〈、障害肝においても 正常 群と 比べ 切ら かに 分解が返かった。

Fig.4は、 3群におげる Fnctの生成率を比較したグラフである。 肝障害若手において、 事言明

にFnctの生成が多いことがわかる。特に、 5FU静 注後 0-40分間の早期に著しし以降はプ

ラトーになる傾向にあった。 Uracil併用群も controU洋と.tt.べると少し Fnctの生成が多いが、

肝障害若手におげるような、 静注後早期からの著しい上昇は認めない。

4.考察

in vivo 19F-I!RSによる 5FUの肝脱におげる代謝の報告は、 これまでに数編がある。 これ

らの報告では、 in vivoか潅流系かというモデルの違いや、磁燭強度等に由釆する感度の違

いなどのため、若干検出できる代謝産物の数が異なっている。 しかし、各報告で共通して

いる 5FUの分解産物としては FBALがあり、 代謝産物の中で最も高い peakとして認められてい
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る。 Cabanacらによる報告では、 FUPAの peakが低〈認のられるがれ、我々の観察や¥IIolfらの

報告では秘められなかった 3)0 一方、 5FUの合成経路としては、 Fnctの peakが認められる。

今回我有の実験の結果、 肝障害群において Fnctが善明に増加していることが示された。

また、 FBALの生成は明らかに返い傾向にあるが、 5刊の peakの減少は、 正常群と僚かな違い

しかない。 これは 5FUが Fnctの生成に使用されたためと考えられる。ー方、臼raci 1併用群に

おいては、肝障害群よりも FBALへの分解が強〈抑制されているにもかかわらず、 Fnctの生

成は肝障害群よりも少なかった。 uracilは、 5FUの分解酵素ほど強<Fn ctの 合 成 醇 索 を 抑 制

しないことが知られている。 このことから、 障答肝 におげる Fnctの合成場加が、 5FUの分解

抑制によるものではないことが示峻される。

CCl.投与による肝障害については、 古くから研究が行われており、 肝障害の原因として

radical(・CC13)を生成して脂質遇酸化を発生させやすくし、細胞構造を変えるためといわ

れている。 CCl.にお 付る肝障害の発生は急速であり、組織学的には投与直後より発生し 48

時間以内に最高になるといわれているa また、 肝細胞 の 再 生 に つ い て も 詳 細 な 検 討 が 行 わ

れており、 それによると薬物や肝切除による肝細胞穣死の後、 16時間目袋より核酸合成を

関始し、 2日時間自に 最高になることが知られている。従って、我々の測定した CCl.投与 24

時間後という時期は、 核酸合成が最も重量んな時期にー致すると考えられ、 5 FUによる観察で

Fnct合成が充進してみえる結果とよく合致する。

以上の考察より、 CCl.投与による急性肝障害において Fnctの生成の充進が認められるの

は、 肝細胞壊死にともなう再生の初期過程として、 核酸 合 成 の 著 明 な 完 遂 を 反 映 す る も の

と推察され、 5 FUを用いたけF-MRSが 肝 障 害 に お げ る細胞の viabilityの評価に使用できる可

能性が示唆される。

5.参考文献

l)A.N.Stevens. P.G.Moris. R.A.Iles.et al. :Br.J.Cancer.50:pl13(1984) 

2)S.Cabanac. K.C.Malet-Martinロ.K.Bon.et al:NKR in Biomedicine.1:pl13(1988) 

3) ¥11.柑olf. K.J.Albright. M.S.Silver. et al.:Magn.Reson.lmaging.5:p165(1987) 
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L36 ラット水晶体の加齢と 'H-NMR

(明治厳灸大学生理、京都府立医大眼科¥化学・・) 0西川弘恭、森

和彦¥貝塚向利子・、照林宏文・、赤木好男¥糸井索ー¥森山祥彦・・

， H-百MRStlldies on Whole Lens 01 Rat 01 VariOIlS Ages 

H. NlSlllKA曹A，K.MORI~' ， Y.K:AIZUKA'， H.TERUBAYASHI・， Y.AKAGI'， M.ITOI' AND Y.MORIYA 

U'， Meijj College 01 Orienlal Med. and Kyolo Preleclural Univ. Med.' 

We studled on a whole lens of rat of various ages by 'H-NMR spectrum and 

relaxalion ti園emeasuremenls. There were no changes of lhe relaxation tius(T， 
and 12) 01 water in normal lens 01 various ages， but their increases in 

galactose cataract lens. 官官 。btaied 'H-NMR spectra 01 whole rat lens by using 

water suppression 'H-NMR at 300MHz. The spectra sho嘗ed resonance lines 01 

aliphatic amino acids 01 lens proteins and lactate in lens. 首ecould not found 

specific changes of the spectra with age. 

Ui球の水晶体は Fi g. 1に示すように眼球前部にある両凸りγ形の透明体である。水晶体

は水晶体質とそれを包む 3単位を有する水晶体包 (!ens capsule) よ り な る . 水 晶 体 質 は 中

心部の脱核した水晶体線維細胞よりなる水晶体核と表層部の細胞核を有する水晶体線維細

胞よりなる水晶体皮質で構成されている。水晶 体線維細胞は 65-70%の水と 30-35%の水晶体

~ ，/¥' ~質 (α 、 β、 Y・クリス川ン)および微量の低分子物質を含んでいる。水晶体ヲンA・ク質は光

が良く透過する構築をもっ。このタン1¥'ヲ質が会 合すると光散乱を生じ、水晶体混濁をもたら

す。近年水晶体タン1¥・ク質構造の invivo研究にトずーラマン分光法が応用され、報告されている。

刊 本研究では水晶体打/¥'ヲ質構造の加齢による変化を水晶体 'J//¥' ~質の構造と密接に関連

する水晶体質水の 'H-NMR緩和 l時間と water suppression 'R-NMRA"'HJl.で検討した e

試料と方法

試料

ラヲト(緩和時間測定に Sprague-Daw!ey系、

:1'" ~ tJ!，測定に Wister系、雄)の水晶体

NMR装置

緩和時間測定 :H・2エコーNMR装置

( JNM-FSE・60E、 JEOL)

_... capsule 

視神経 t ハ 1 核

、-、皮質

60MHz Fig.l 限球と水晶体

T 1 I R法、 12 CPMG法

試 料 管 moist chamber (IOuf:呈、自家製)

Zヘ・9fJl.測定 高分解能超伝導磁石 NMR装置(NT-300、 NICOLET)、 300MHz

試 料 管 5 mm{呈

にしかわひろやす、 も り か づ ひ こ 、 か い づ か ゆりご、てるばやしひろふみ、あかぎよしお、

いと いもとかづ、もりやまよしひこ
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結果と考察

1.水晶体水の 1ト H制緩和時間

疋常何十水晶体水の 'H-II制緩和時間の加飴に関する検討と水品体 IJ'11¥'ク質が徐 q に変位す

る例としてのラヲト糖白内障での水晶体水の 'H-NiiR緩和時間と 9ン1¥'，質構造の関係を検討した，

総白内障による混濁した水晶体は 50'"γ うけ-A含有飼料での飼育で得た。飼料投与開始後

2、4、7、11‘14.2 1日目に爾限を摘出し、 capsuleを保った状態の水晶体を試料として 'n-NMR緩

和時聞を測定した。 90.0

糖白内障ラけ水品体の組織像は γラPトZ投

与開始後次のような変化を示す.

2日目 赤道部から昔日赤道部の皮質に

軽度の膨化が見られる.

4日目 膨化の.it進が見られる.

7日目 前皮 質の液化が見られる。

14日目 全周性に液化変性が見られ、

緩にも混濁が見られる.

ラザト水品体の水分含有量の経時的変化を

Fi g， 2に 示 す . 正 常予付水晶体ではほぼ一定

の値を示している.一方水晶体 IJ'IA' ，質の

結晶構造の磁場による混濁を示す糖白内際

ラけでは水分含有量の増加を示している。 し

たつがて糠白内障ラヲト水晶体は加齢によるの

ではな〈、その病態の進行に伴い水分含有

量の t首加を示す。

ラヲト水晶体の T，緩和時間の経時的変化を

F i g， 3に示す。正常ラヲトと糖白内障ラけの両者

とも 2成分(f a s tと s1 0 ir )の T1緩和健闘を示

す.正常ラヲトではほぼ一定の T，値を示し、加

齢による変化は見られない。糖白内障ラけで

は長い方のれの延長が見られる。糖白内障ラヲト

の s1 0 lI' T，は水分含有量と高い相関を示した。

ラヲト水晶体の T2緩和時間の経略的変化を

f i g， 4に示す。正常ラけでは 1成分、糖白内障

予けでは 1日目は 1成分であるが、 4日目では 2

成分(r a s tと 5) 0' )のじ緩和時簡を示す。正

予言ラヲトではじ値は延長傾向を示す.機白内障

ラヲトでは 510w T2は 4日目から 7日目では単調な増

加を示 し、 それ 以後では減少傾向を示す。この

事実は組 織像 でみられる広範な水晶体質の液化
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変 性に対応している。すなわち水晶体 9ンハ・ 9質

の結晶 4書道の崩壊のため水晶体質の水がより給

強になったと考えられる。 T2値では水分含有量と

の相関性は見られなかった。すなわち水分含有量

の増加 11寺に液化変 性 が 生 じ 、 粘 牲 が 増 加 し し 鏑

の減少傾向をもたらしたと蓄える.正常ラヲト水晶

体では tlMR緩和 時 間を有意に変化させる水晶体打

1¥' 'J質構造の変化は見られなかった.

2. うけ水晶体の， H-IIMRXザ?トル

正常ラヲト(4適齢から 10週齢)の水晶体に water

suppession 'H-NXRを適用し、水晶体予 ill''J質と

低分子物質の A'" 'Jf4oを得、1Jn齢による変化を検討

した e

capsuleを保った状態の水晶体を試料とした。

水晶体は重水を添加した medium(?H 7.4、浸透圧

286 mOsm/L) と共に 5mll径 NMR試料管に入れた. 11' 40 

z系列は I33 I嘗ater suppression法を用いた。化学

120.0 

110.0 

100.0 

90.0 
宮S
~ 80.0 

~ 
認 70.0
B 
-1 60.0 
1¥) 

ヨ 50.0
ω 。
.Q. 40.0 

o 50%Galaclose 

・N町 mal

::J:1乍とイ
o 2 4 7 11 14 21 

Time Course .(day) 

Fig.412舗の経時的変化

シ7トの基準は DSSとした。 resolulion enhance盟en tのため parameter l!Sを用いた.

Fi g. 5に 4週齢ラヲト水晶体の Zイクトhを示した。 LIま乳媛、 Pは水晶体 9ンn・9貨の脂肪族 7ミj厳側

鎖による共鳴線である。同じ適齢のラヲトを同じ処理をして試料調製したにもかかわらず水晶

体~ '11¥・ク質の脂肪族 7ミj線側鎖による共鳴線群の A・トンに顕著な差異が認められる.この原因

として、 ( a) 4 週齢では水晶体が未成熟であり、わずかの時間的な差異が水晶体~ '11¥' 'J賃借

造の差 異を もた らすこと、 (b)水晶体タン1¥''J質を構成する α、 β、 y ・ H~Hリンの分画に個

体差があり、これを反映していること、が挙げられる. Fig.H:4週齢、?適齢と 10適齢のう

け水晶体の Zヘ'7140を示した.これらの欄に適齢と 関 係 す る 一 定 の 、 か つ 特 異 的 な 差 異 は 認

められない。この原因として、本実験に用いた週備は水晶体が未成熟の時期であるため、

前述のように水晶体タ)J¥' ，質携成列Zタわ分画の個体問の A・ラヲキが大きいためと考えられる。

文 献

1)尾崎 幸 洋 、 入 山啓治，蛋白質核磁酵素， 33，l098-1l10， 1988 
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L37 カエル骨格筋におけるタレアチン・キナーゼ反応のフラ y クスと

酸素消貨の 3Ip-NMRによ る研究

( 京 都 府 立 医 大 ・ 生 理 )0吉崎 和 男 、 横 井 則 彦 、 森 本 武 利

:31P-NMR STUDY ON THE FLUX OF CREATINE KINASE REACTION AND OXYGEN 

CONSUMPTION RATE工NSKELETAL MUSCLE OF BULLFROG. 

kazuo YOSHIZAK1. Norlhlko YOKOI. and Taketoshl MORIMOTO 

(Dept. Physlo1.. Kyoto Pref. Unlv. Med.) 

The flux of the creatlne klnase reactlon ln sartorlus muscle of bullfrog 

was 3 mmol・kgーエ wet welght .sec-1 determlned by :hP-saturatlon tra:iJ.sfer NMR. 

The flux was large enough to mal:iJ.taln the equl1lbrlum state of the reactlon 

ln muscle. The oxygen consumptlonrate lncreased when the concentration of 

phosphocreatlne was .de'creased ln the restlng muscle. The rate was 

apparently proportlonal to the concentratlons of lnorganlc phosphate and 

creatlne. and was lncreased hyperbollcally to the ADP concentratlon. 

〔はじめに〕

単離した骨格筋を嫌気的な条件に保っと酸素欠乏のためにクレアチン燐酸 (PC けが徐々に

減少し、細胞内 pHの酸性化が生じる。 し か し そ の場合でも筋細胞内のタレアチン・キナー

ゼ反応のフラックスは一定であることを昨年報告した。今回、カエル縫工筋のクレアチン

・キ ナーゼ反応のフラックスを 31p_飽 和移動 NMR法で 測 定 し 、 酸 素 消 費 速 度 と 比 較 検 討 し た 。

さらに嫌気的条件下 に保った筋肉を好気的条件にすると再び PCrが増加するが、その際の燐

化合物の濃度の変化と酸素消費速度についても検討したので報告する。

[方法〕

31p-NMRの測定にはリンの共鳴周波数 80MHz、ワイド・ポアの超伝導磁石を用い、市販

の 10 mmのプロープ、 および試料の潅流の際には 9 ターンの内径 10 mllのソレノイド・コイ

ルで室温で測定した。 31p_飽 和移動 NMR法にはゲーティド・デカップリング法を用い、 10-

20 Hzの雑音変調によ り ATPの 7位のリン

(r -ATP)の共鳴線を照射 した 。試 料に は

ウシ ガエルの大腿の縫工筋を用いた。

図 1 31 P-飽和移動 NMR法によるクレアチ

ン・ キナーゼ反応のフラックス測定。

a) 対照スベクトル(照射位置:矢印)。

b) r・ATPの共鳴線を 照射 ・飽 和し たス ベ

クトル。

e) r'・ATPから PCrへ の磁化の飽和移動スベ 10 

クトル(差スベクトル (a-b))。

。 ー10

Chemical shift (ppm) 

よ しざき かずお、ょこい のりひこ、もりもと たけとし

-289-

-20 



〔結果および考察〕

1.カエル縫工筋に お け る ク レ ア チ ン ・ キ ナ ー ゼ (CPK)反応のフラッタス。

31 P_飽和移動 NMR法によるカエル縫工筋の CPK反応のフラックス測定における 3Ip-NMRスベ

タト ルを 図 lに示す。縫工筋は一晩、冷蔵庫で空気飽和したトリス・リンゲル溶液中に保

った後、室温で謹流しながら測定した。 スベクトルから PCr 27.0 nOl/kg 湿重量(以下 11M

と略す}、無機リン厳 (Pi、1.5aM)を定量した。 これらは表 1に示すごとく、昨年報告した

大腿 二 頭 筋 に 比 べ PCrの漫度は大きく、 Pi は少ない。これは筋線維問の差異、あるいは縫工

筋に比べて筋層の厚い大腿二頭筋では酸素の供給が不十分であったためかもしれない。 し

かし 細 胞 内 pH(pHi)は 7.3で、大腿二頭筋との差は認められなかった。

次に ATPの 7位のリンの共鳴線を照射・飽和させると、 PCrの共鳴線の面積は 67 Xに 減 少

した{図 1、表 1: M.+ /MO
)。 また、 PCrのスピン・絡子緩和時間 (T1・)を飽和回復法で求める

と3.2 s となった。 これらの値は大腿ニ頚筋に比べ大きい。 しかしこれらから計算した

PCrの intrinsic TI は(.7 s となり、大腿ニ iil筋との有意差は認められなかヲた。 また、

CPK 反応の正反応方向 (PCr ... ATP)のみかけの速度係数 k は o.11 s・2 と な り 、 大 健 二 頭

筋のそれよりも小さい。 PCrの濃度を乗算して、 CPK反応のフラックスを求めると 2.9 mM/s 

となり、大腿二頭筋よりもわずかに小さい値が得られたが有意差はない (p< 2 X)。

これらの結果は PCrが減少しても筋細胞内の CPK 反応のフラックスならびに PCrの

intrinsic TI は変化しないとの昨年の本会での報告とほぼ一致した。

表1.カエル縫工筋および大腿ニ頭筋における CPK反応のフラックスの 31P_.飽和移動 NMR法

による側室鎧墨 (mean + S. D.)o 

PCr(IIM) t.U.m..M.2 I!..!!l M+/M。 I..u..lu I.l....t!1 lli・:J flux(mM/s) 

縫工 筋 27. 0 1.5 7. 3 O. 67 3. 2 4.7 O. 11 2. 9 

l!L...=.__ii :!: 0.6 :!: 0.6 :!: O. 1 :!: 0.03 :!: O. 3 :!: 0.4 :!: O. 02 :!: 0.4 

大腿 二頭 筋 21 7. 3 O. 58 2. 6 4.4 O. 17 3. 6 

l!L...::...!.2 + 旦一一 :!: 2 二仁 0.0 + O.旦旦 ±一旦J 土.Q__，_J土 O.03 土 0.8

2. カエル縫工筋における酸素消費速度の測定。

31 P_飽和移動 NMR法によりカエル縫工筋の CPK反応のフラッタスは 3IIM/sの値が得られた。

すなわち、 1 秒間に 311Mの ATPが PCrになり、同時に PCrから ATPになる。この ATPの

turnover rate と比 較 す る た め に 酸 素 消 費 速 度 を測定した。

カエル縫ヱ筋を問機に一晩、冷蔵庫で空気飽和したトリス・リンゲル溶液中に保った後、

一定温度 (24.0 土 O.I.C)のリンゲル溶液を満たしたガラス容器内につるし、密閉してク

ラータ型 の 酸 素 電 極{ポーラログラフィー法)で溶存酸素量を測定した{図 2)。その溶存酸

素量の減少速度から縫工筋の酸素消費速度を求めると 15 土 SμM/・inとなった (n= 6)。

酸素 消費 によ る ATPの産生速度は P/O = 3と仮定すると 0.0015 I1M/sとなる。 この値 Iま同

時に、静止筋における ATPの消費速度でもある。 この酸素消費から求めた ATPの turnover

rateと比較すると、CPK 反応による ATPの turnover rate は 2.000 倍も大きい(図 3)。 さら

に次節の図 5に示すように、 カエル縫工筋の酸素消費は最大で 6 倍に増加するにすぎない。

したがって、 ATPの正味の turnover rate に比較して、 CPK反応のフラックスははるかに大
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きく、すなわち CPK 反応は細胞内で平衡状態にある こ と を 示 し て い る 。

Oxygen Consumption Rate 

14.9μmol・kg-1.min-1
{ 

~ •• 
c e 95 Added 
申申

m2p.c 4 90 
oS 。 10 20 

Time (min) 

図 2 カエル縫工筋の酸素消費速度の測定。

密閉したガラス容器内の溶存酸素量を酸素電極

で測定した。

グ丈、f、
~ク\ノ

(.M/s) 

0.0015 

(.M/s) 

図 3 カエル縫工筋における CPK反

応のブラックスと酸素消費による

ATPの 代 謝 回 転 速 度 。

3. 静止筋における酸素消費速度と 3Ip-NMRスベクトル。

細胞内で CPK反応が平衡状態にあればその平衡定数を用いて ADPの濃度が計算できる。 と

こ ろ でミトコンドリア の 研 究 に よ る と 酸 素 消 費 の ミカエリス定数、すなわち最大酸素消費

速度の 50 誌を与える濃度は 20._c56μM ADP お よ び 1 現MPiであると報告されている。 これ

らでカエル骨格筋の呼吸調節が説明できるかどうかについて検討した。

嫌気的状態に保った筋肉を好気的条件におくと再び PCrが増加する。その際の酸素消費

速度を測定した。 PCrの減少、 Piの増加、細胞内 pHの酸性化した筋肉では酸素消費速度が増

加した。以後、酸素消費速度と 31p-NMRスベクトル とを交互に測定すると、経時的 lこPCrの

増加・ Piの減少が認められ、酸素消費速度は PCrの 増加と共に遅くなった{図 4)0 4例の筋

肉のリン化合物ならびに酸素消費速度の侵略的な変化を図 Sに示す。

図 4 カエル縫工筋

の酸素消費速度 (A)

と 31p-NMRスベクト

ル(B)。

NMR試料管内に筋

肉を~ー娩おき、翌日

こ の 筋肉のスベデト

ル と 酸素消費速度を

交互に a.b. cの販に

測定した。

A) 

;;:[ミミミヨ
。 10 

Time (min) 
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もとの濃度へ

しか

5)。

P iならびにクレアチン

また、

その回復速度は還くな勺た。

酸素消費によるエネルギー産生により PCrの増加ならびに Piの減少が生じ、

の回復が認められたが酸素消費速度の減少にともない、

し、 酸 性 化 し た 細 胞内 pHの 回 復 は ほ と ん ど 認 め られなかった{図

この酸素消費速度 と リ ン 化 合 物 の 濃 度 と の 関 係を図 6に示す。

(Cr)の増加により酸 素 消 費 速 度 は 直 線 的 に 増 大 する傾向があり、 ADPの増加に対して
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L38 NMR STUD工ESOF CARDIAC METABOLエSMAND FUNCTION IN V工VO

( University of Minnesota) Kamil Ugurbil 

Recent NMR spectroscopy studies on excised perfused hearts have 

significantly increased our understanding of myocardial bioenergetics. 

Spatially localized NMR spectroscopy techniques permi t for the first time to 

extend such investigations to the cardiac muscle 主主担日 furthermore，these 

techniques provide the unique opportunity to examine the metabolic and 

functional heterogeneity present in the left ventricular wall of the cardiac 

muscle. An overview of these applications and the spatially localization 

techniques employed to accomplish them will be presented. 

Kamil Ugurbil 

University of Minnesota， Minneapolis， Minnesota 55455 
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L39 R 0 t a t i n g f r a m e法による 1H N M Rスペクトルの
局在化測定

〈国立公害研、 MRC.) 0三森文行、 N. M. Bolas・

Rotating Frame Localization of lH NMR Spectra 

F umiyuki MITSUMOR 1 and Nicholas M. Bolas・

(National lnstitute for Environmental Studies. Medical Research Council・)

Although various localization methods of NMR spectra utilizing the B0 

or Bl gradient were proposed. none of them has yet been a reliable method. 

especlally for small volumes. 官e constructed a small double concentric rotating 

frame probe for lH NMR. aiming at practical localization at experimental 

animals. By using that probe we lnvestigated the fundamental aspects of the 

method including the water suppression. 

《はじめに》

i n v i vo N M R において、完全に無侵襲的な測定、 あるいは、 対象となる臓器内の不均

一な 代謝を検出するためには、なんらかの方法でスベクトルに位置情報を付け加えること

が必要である。 このためには、 B o 磁場、 また.は B 1 磁場に傾斜を与えて、測定部位によ

る B8 または B1の違いを位置情報に変換する方法がある。 Bo磁場勾配を用いる方法では、

静磁 場 を 駆 動 す ることによる磁場の均一度の低下や、周波数選択パルスのきれの問題など

により、現状では空 間 分 解 能 を 数 日 以 下 に す る ことは函難である。一方、 B 1磁場勾配を

用いる方法には rotating frame 法がある。 この方法では静磁場を動かすことはないので、

上述の問題はなく、手法としてもシンプルである。現在までに rotating frame 法を用いた

局在化法は 31p NMRで開発が進められているが 、 1H N M R で の 試 み は 行 わ れ て い な い 。

本研 究 で は 、 高 感度の 1H N M R でこの方法を実現することをめざして、動物実験用の N

M R信号検出器を作製し、空間分解能、水信号 の抑圧法などについて基礎的な検討を行つ

m 

，~O 

《検出器の作製》

直 線性の高い B1磁場勾配を得るために、大口径のトランスミッター用表面コイルと小口

径の検 出用 表面 コイルとを同心円状に配置した 検出器を作製した。深さ 1c m 程度までの信

号を高空間分解能で検出することを想定し、 トランスミッターコイルの直径を 4. 2 c m、

検出コイルの直径を 1. 5 cmとした。実際の検出器の外観を函 1に示す。 こ の よ う な 配 置

では両コイルはたがいにカップリングを起こし、共振周波数が分裂する。 これを妨ぐため

に、 Styles らが提 唱 し た ク ロ ス ト ダ イ オ ー ド と同軸ケープルを用いる受動的分離回銘打を

み つもり ふみゆき、にこらす ぼ ら す

一 て 294



u五ムよ A doubJe concentric lH rotating 

f rame probe. 

E..i.&....1. An image of O.IM KCI solution 

obtained by the rotating frame probe 

and the signal intensity profile along 

the horizontal line which is 4 皿m

apart from the receiver coil. 

設置した。作製したコイルの信号検出能を試験するために検出コイルの上に O. 1M  KC  

l水溶液を置き、 N MRイメージの祖，IJ定を行った。 コイル中央でコイル面及び BB磁場に直

交する面内でのイメージを図 2 に示す。 コイル面より 4mm での信号プロファイルでは、コ

イル に 平 行 な 面 内 で均ーな信号分布が得られていることがわかる。

《方法》

上 記の検出器を 3 0 cm径の水平ボア磁石を有する Bruker Biospec 24/30 分光計(1 H 

の 共鳴周波数 100MHz) に装着して測定を行った。観測パルスは、磁化を y z面 内 で

回転させるための、段階的にパルス幅を増加させた第 1パルス (16-32段〉と、磁化

を x y平面に倒して phase encode する第 2 パルスを用いた。il!IJ定結果を、通常の時間軸方

向に第一のフーリエ変換、パルス幅方向に第二のフーリエ変換を行うと、第二軸方向がコ

イ ルからの距離に変換される。厚さ 3mm の水層の上にオリープ油を重層した試料で第一パ

10 20 30 40 50us 

~ The amplitude modulated signals 

of H20 and CH2 of olive oil obtained 

with incrimented pulses. 

411 218 e -28' ‘a・
HERTl 

u五ム~ A stacked plot of rotating frame 

spectia of H20/o1ive oil layered sample. 
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ルスのみを用いて測定し 、 フーリエ変換を一回だけ行った結果を図 3 にあげる。空間位置

の 異なる H20 と オリープ油の C H 2の磁化が異なる回転速度で y z面内を回転する様子が

明らかである。

《結果と考察》

上記の水/オリープ油試料で phase enco 

ding した測定を行い、得られた結果を図 4

に示 す 。 両 者 の 空間位置が明らかに識別さ

れている。 さらにこの方法で得られる位置

分解能を 検討 する ために、一辺 2cm の立方

体の内部を層厚 1. 5 mm に、厚さ 1. 5 m 

m のアクリル板で仕 切 っ た フ ァ ン ト ム を 作

製し、 コイ ル 近 傍より工タノール、ベンゼ

ン、水を封入して測定を行った。結果の St 

acked plot を図 5、等高線プロットを図 6

に示す。存在位置に対応して、 エタノール

の CH 3、 C H 2、 oH、 C 6 H 6， H 20の各

次の段階として 本 法 を 実 際 の 生 体 に 適 用

するためには、なんらかの方法で支配的な

水の信号を抑圧する必要がある。 このため

には水信号の選択飽和パルスの付加、測定

パ ルス系列をすべて 1 3 3 1パルスで置き

換えるなどの方法が考えられるが、 ここで

は、 最も簡単なロン グ パ ル ス を 用 い た 選 択

飽和法を試みた。水/オリープ泊試料で 4

o 0 m sの 矩 形 波パルスを用いて水信号を選

択照射した結果を図 7 に示す。大口径のト E..l且.，，_!A c 0 n t 0 U r p 1 0 t 0 f t h e .r 0 t a t i n g 

ランスミッターコイルを用いているため、 frame spectra of the same phantom as 

共鳴線が区別される。化学シフト軸の分解

能は、同一試料を位置分解を行わないで測

定した場合よりもあがっている。深さ方向

の位置分解能は、 1. 5 mm離れた各層の信

号が等高線プロット〈ピーク高の 9. 5 % 

まで表示)でほとんど重ならないことより、

この 程 度 の 分 解 能が達成されていると考え

られる。

単一表面コイルでは得られない効率の良い F i g. 5. 

水信号の抑圧が達成されている。照射領域

9876543218  
PPH 

E..i.B.ι1 A stacked plot of rot戸tingframe 

spectra of C2HsOH/C6He/H20 phantom. 

The thickness of each .layer is 1. 5 mm. 
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pp伺

li五ムヱ A stacked plot of rotating frame. li且~ A stacked plot of rotating frame 

spectra of H20/o1ive oil with the 

presaturation at H20. 

spectra of living rat head with the 

presaturation at H20. 

の選択性をあげるた めに、照射パルスの波形をガ ウ ス 波 形 に 替 え た 方 法 も 試 み た が 、 効 果

は認 め ら れ な か っ た。実際の生体系で同様の水信号 の 抑 圧 が 得 ら れ る か ど う か を 確 認 す る

ために、 ラ ァト の頭部に rotating frame 検出器を装着して測定を行った(図 8)。一応、

水信 号 の 抑 圧 は 有 効に働いているが、最深部で抑圧しきれない信号によると恩われるベー

スラインのうねりが 認められる。

rotating frame 法による 1H N M Rの局在化測定は高い位置分解能で実験動物に適用で

きる可能性がある。今後、低濃度の代謝物の置~定や、 13 C標識の間接検出に応用していく

ために、 さらに水信 号 の 抑 圧 の 効 率 を あ げ る 方 法、測定パルスへのスベクトル編集シーク

エンスの組み込みな どの検討を行っている。

《文献 }

1) P. Styles. NMR in Biomedicine. 1. 61-66 (1988). 
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L40 ニ量号7ィ fLヲー主用¥)た組胞内に《地建ミ

(生事lJlf-.分与生謹〉 魚邑芳峰、村上政隆、亘~
(日本電与・生体計迦) ネム回路

Measurement of Intrace11u1ar K in the Rat Sa1ivary G1and by Doub工eQuantum Fi1ter 
39 K NMR. 
Yoshiteru SEQ， Masataka MURAKAMI， Hiroshi WATARI (Nationa1 Institute for 
Physio1ogica1 Sciences) Kuniaki NAGAYAMA (JEOL Ltd.) 

工ntrace11u1arK of the perfused rat mandibu1ar sa1ivary gland (250C) w司S

measured by doub1e quantum fi1ter 39K NMR spectroscopy at 8.45 T. The resonance 
due to intrace11u1ar K consisted of two Lorentzian signa1s ste.沼田lingfrom the 
11/2> <・1/21 coherence and the 1-1/2><・3/21，13/2><1/21 coherences. The transverse 

re1axation time (T2) corresponding to the 11/2><・1/21 coherence was 2.5 msec and 

that corresponβing to the 1・1/2><・3/21，13/2><1/21 coherences was 0.4 msec. The 
relaxation time of the double quantum coherence of rank 3 (originating from 
product operators 1ike Ix2工z)was determined to be 0.2 msec. These resu1ts suggest 

the possibi1ity of the presence of a sing1e homogeneous popu1ation of 

intrace11u1ar K with a correlation time of ca. 2.5・10・8sec and a quadrupolar 
coup1ing constant of ca. 1.4 MHz. 

K イオ L民主細胞内束中に最も色設定r-~在する陽イ才.!.-z.~本つ、細胞《興章、運動、民
収‘ ~llた$ど内基本雄絶ι ヒう重孝e俊且乏臭す.我々昨‘3'7K N門IZlIえにより唾吹膿翻
R~肉1("，動態乏封也しとをたくS"ec> J-aP..ノ l't8-7;門u傾向肌lef rJ，リ l守門)。細吃肉Kイオシ
ハ敏和噂聞は短く、四重極経和英哉ポ動卒エく働t1Z ~， d-も仇とJ色之">hs(図1内ωL
~1 仇犠戒〉。今回.ユ是みフィ lレタ一三照的翻也内 i'7K/lI誕指定設定dくれ立のず叙告す

30 
く扮斜な与が方法〉
ウィスタ F 糸ヲット(1め"'-3S'O e，)主ぺ〉ト lマILピクーfLPt酔下に4f4きし、覆下厚生(

~O‘2.~ )玄~1hし 2 ...J.!wùれであ~与り定成瑳~したe 巧に N門 R はプ ILカ-V1;門 -3to
図15・ ':'¥ ""T分丸甚 (0'".4ST)と3'k..息甲
子一 IIDTC (( 1 I町 c“ 1 IIDTC >> 1 ...............1 ブローデ Clb.'?MHι〉乏間的、え

: 4~ I I .............円 ! どシ・工コーニ量与フィ lレqー(D

つ~ 3 
E< 、、
守・4
} 。2
..... 
回
O 
H 

1 
・2

i // i -TOP- ちえ -l~c/-ヰヨ1.，.-'ld-8-
1'/" I q♂-o...c.i>u，lre )にZ握:漣ょたく(>;OJ'¥・

日

log10 (ωτ'c) (rad) 

t;f¥ i討4・J lU2}0図1にスピ L託
仇按仇横緩和と分与祖臆唱を踊てc 乞

仇関保乏示す。 S~J $ムI~. 各々.
2 I耗〉くYzI，I-X><-Yz 1 :J. t:-L-}...え、

!込〉く~Yf l コ ι ーレムス仇 T.2.~和丞
友ずおs..ωてι之1仏領域《勧¥d十

1t-8 ιし，-e，もちか持 互主"A，I}、，あたり Z入3し，ちがやまくにあ主

298-



ニ量約ィ lレター乏通過す事ことが

-t.'圭B.. 
く結果台与が老農〉

11レプえ〉率，~( O'S-d-71レプミム

11'¥1 2.門 KCQ)中《にイオ lA¥ニ

量寺3'fKぇペクト 11.，;乏国之に示1
-50 ・75 えペクトIl_~. I~企〉くー弘 l コ ι

-L.!..-Á.由来久 ν~ =-30H丞内失
Chemical shift (ppm) 喝事長仁経盆粗仇は =90ffi~ v'¥ 

!扱〉くし~LI-~>く-%1 コヒーL-!.-ス由来《信巷が室長し之 l'\写。
Ot'¥-陀son(At¥ce条件ざ健三れる縄春闘鍾域ム金J急発友門〈て， o， i ) I~. 
M (8， L.， +) =-o. 7sへ (e-S21:_ eS':t-c:). e-sdf・o (e-S2.'t _ eS?r勺

さゑ_;t， t.れるく i~最後久 90. Iで IL~儀LA時国〉。免， S".:z.峨血速度五戒:め ~Ic.位、⑦F
ID (7¥イ室主義友仇tM柱、まをl古②スペクトル義友《乞次る控室も :$v¥ ~ぜよ\) ~岡
三弘、 3Tヒ示すめに銘臭港、$く F 致L友 D t=-iスペワト IL仇紛れ};1./γF工D仏界J

与りも t ケタ良川か\狩点Ifr._(}，亡を重~史:ず5 こと!こ怠与仇ご、金重県母国民主手?事り場1わヲ
ldl) 0 ~/s・ュ ~3 怠仇て、ニ是与フィ lレ宇一仇勃キ母、易手り ι〈左手<. も，とも催巻善急

思325E E 度以をくωは串l¥z.毛、車代以
~ ， I ~史( D一%に o..c'f:"'ll'2..) ざ~>れるを~
;~岬鵡ぃ | 強度の王0ι1C〆詫友《催基Lo可皐仏
1~ fl "1明 A" ， I色L). 

芝 0.5

図之

。25 50 75 

図3.了ILプミシ説昼夜中の Kイオ:.-̂緩
和毛皮民副産L.
0.)ニ量ふフィ iレターで4草色l=-ID佳毛，
長線Iさ〈どS'.:.t_eS:r.i) I=- ヂータ乏~tl
if171仔ィιゲLたS重県乏去す. S':1. =2~O ， 
52.エ~ seë1ζ ~= 0‘句 I V¥ =:n>o )仇鑑

定借た。

b)ニ長.a-フィ lレターゼ4it:..ぇペフトIL-

強む乙&創生。 8.=.1りS，'L.: O.2S-' 

10ol'¥S'ec.ざ也史しを.域機!多〈どS，.'t._

eア虻〉にデータ乏フイグ千イレゲした鶴来

定禾す。白=220 sec-1， $' %. =-78" r:eeイ
(r:l..= 0、特 1 1'¥::-27) '̂笹定信fZ-f

50 

100 

-299-

80 

ロ

12454 
10"11 [ ¥q 

8116 主
5il，¥ 

W

勺

41~ 6'ぞ
2-1L 一、....

~j!? 
L (msec) 

40 
t (msec) 

20 

(
パ
戸
}
芝



図斗

川昨州
b) 州

300 200 100 0 -100 -200・300

Chemical shift ( ppm ) 

差え唾ヨえ陳《ニ是'+3'7に N阿Rえ〆マヶトIL

玄図4久に禾すくて::o.r阿 ec，d:: (O~l 

SIN が.(~t、ために l~>く→~I ュ ι ーレLス
仇イ重巷グ1みがBfsθZ・5写。 こA鹿玄必醍t、
量武J( 20-;' 02../ Sめが他)し紐也肉に最長色色

下主色きと佐毛，:;'ほとんど栓虫 -t: 圭~く~る
え図4b)。
/心i事Lフト制‘DyCTTH-.州、主用 l¥細胞肉体
ハにイオシ乏分推し Z劃定し色。図 ~o.. l客単
lてIしス油危lf=-~筆法且良県V")$1K スペ?ト
'L.z令a. 10州 Oy(寸HA)I=-jニう組並外に
仇共鳴集は土s-伊九 Lフト LZ. V'lる。ニをみ

フィ iレターざ砲佐ず3ζ、組位向に1::.担当す

る生~~(o.orfi".) rJ¥ d-j- tJf週~良，!_~~むよt
A結集手り、ニ量みフィ IU聖一吉造3定之~る

ィ重巷は組也内Ktこ由来し‘車車
並旦絶てエにてあZことが確か

め言れた.また、細胞外にイ

オ !..-rJ\宅4~是4.;て主否。

図E
α) 

260..}66..ibd...ぬ....6・・・ L80.-J1bb.-J115b--J2bo
Chemical shift ( ppm ) 

包仏に.ニ畳+フィ lしタ一三得t堂氏唾良県内3'KF工D佐も乏示す。て=o..r町民ノ

s = 10仰 c -z.-動車ーした. (_どs.. -t_ e-~t- )にす::.O.マ，.__12臥史cハデータ乏フィッチィレグ

l fz.f{呆乏史tL-z.~示す。三回峨玄:e V'l. S:!.:: 1附 pユ3bO， 40bO S"EC. -{ J $，ュ三品。ノ 3.to，
300 s~-r rJ¥毎上記，度乏t:.t=-.図仏土《・T歩、乙主tιιてz4!たずータ乏童相之蚤示
l"h.~ト臥 τZちり.~毛主《手色臭lまよく一致し色。国6 J， Iさ亡~O、ゲ阿宅Cずれ。、。 1-0、 3之
附とc... cまずをぬ主tt..之~た!]{>くーち{/，[与のく一弘|ユヒー」ふえ《誕涌て、 S'e{~ =打70

免ζr -z.~吾、，も.

細位内K.， No..イオ !-f!¥N門Rえぺケトlレヒし之/'¥ウタ二t'(t; -!..-又イクιlムボ完唆1
h之主たが\本長勘繰、組制 k p\;z~ケト rL- Iå=.2..7 '" a -L-l-γ曲働組.lt=-1 



のく bto~ef)υS Tiexpc>隠れ占、CJ.spect.向〉若手?葛ニヒポ銅ちか l三事，色。こ《スノマクト

L時、白Q >>て乙>>ωーlれ条件下て九億ち~きことがた~*'之 t) 苔(Ro。陶y 寸 J. ， I'i町
向:時組平均回船総定.t;c.， ω: ヲーモ7同演劇。組制れにが均-7d~色I~~る
とし之、てc.，叫包主 ~， s:ュιり長め3 に急史、ユt-.1õ診~ec J 1.4-門恥・ヒ事，たく非釘

勃三代ラトヲセ ::.0と仮定し九)cぬれ値!也氏立0.3仇 1.06附さく Dols1，. H o..h.川崎
r\ り/マイ1-)""等仇イオ 17 :A' 1 ヒ結住ιたに6へてL 1.......之、 4 門I-fë. ωh?rI~仇長島) [悦〉

と間程友M 主主ざる手。主主‘ ω⑤ J てι 判 T土佐訪f茸ι之斗与仁、z.-t;~ }V 0:: b納 拭

じ怠り.細胞肉にれ寸主挙如蜂1\ハ安2副笹乙5 州民ノ 10 10\$"民ヒ喜く一致j'~.ωL.c.>')1.. 
仇軟乙 ωて之 <<1 久故ヒハ色、を壊がド~われて!l\ Ðモヂ ILく時Id -ex.d.s:x~ 机otk! ) 
仇場合とは.A""ωIs.r.i--:lケ q え主 M色乏棒フこと (-='~~ø 今回入荷段通与臭かちは号室~角
ι~I~- exchC>.l\~ 航。以主否定上す喜ことはずまず‘主主 1~. 組抱均にハ義和駐車えハ遁良
品丸昏佐‘劃史民襖数議蕗J也A解岩「か後~τþ， ~o
く之最長〉

1. S旬 e+&.，U'IP7) ぢ‘阿ザ¥.色白'¥. 7s-ノ.t2?-r33

2....門叫~~lI\i e:f-~" (l~~) Pfl t\~er~ .4rd-..iv 4些ノ 3~.r--312
3. Pì~I\f;l\ì e:h&.，くl廿之〉 ヲ‘ A机er.d凶1¥.S'c.c: '.色全 I 6ぉ。-68'0 ( 

4. R加他yo-aR.. (l，~) 才、 ~r‘ d馴 • S"oc. 笠立ノ 674-6~( 
図6G1 6E¥ t D俗ム仙 U'lrs-) Sc>lid手続

~ ~いcsノ Ç''1fl1 ノ斤-m-mι |ι 恥民向...6句 (l例)伽叫

制UJ I Repods 飢耐え C;f~市民:OPy

~fT~融払~1~，JJIJI~11川和1 ~ I ， I J.J， ) 11 ~ IJI. ..，，， 企庁辺lーユお

(μ}芝
刀
C
U
〔-)芝

20 16 8 12 
t and t (msec) 

4 

白回

-

4

白

川口

白
川

。
0.5 

E
D
 

nu 

句
}
芝
制
。
。
-

b) 

0.4 

-301-

.10 

0.3 0.2 
5 (msec) 

0.1 

-1.5 

-2 
0 



索 ~I )はページ
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中山宏 明 P44(277) 佐 藤 晴 哉 P 18 (161) 
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鈴木知彦 L9(33) 
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目白鳥 敏男 P29(225) 
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高橋憲助 P 36 (249) 
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オ盾 真一 P 16 (155) 

寺尾 武彦 L8 (29)， P 10 (133)， P 11 (137) 

照林宏文 L36(249) 

照井 彬弘 L 29 (225)， P 30 (229) 

Torchia， Dennis A. L 4 (13) 

鳥山和美 P7(123) 

津田 栄 P21 (167) 

堤 耀広 L3(9) 
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内山孝憲 P24(175) 

植田 昌伸 L35(211) 

上田 貴洋 L 7(25) 

Ugurbil. Kamil L38(289) 

瓜生 敏之 P31 (231) 
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Waelchli， Markus L20(75)， P14(149) 

若松 馨 L28 (183) 

Wang， Sophia L23(87) 

亘弘 L40(299)， P 42 (269) 
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八木 茂政 P29(225) 

山田英二 L26(97) 

山田 ヲム P42(269) 

山口 和 夫 L32 (199) 

山口 正 P37(253) 

山川真透 L29(187) 

大和澄江 L20(75)， P14(149) 

山本泰彦 L 9 (33) 

山崎和彦 L16(61) 

山崎俊夫 Ll5(57) 

柳 田 顕 郎 L14(53) 

柳沢 勝 P 33 (239) 

矢田 信 久 L20(75) 

依 田 恵 子 L30(191) 

吉田 浩 P 15 (151) 

好田真由美 L 15 (57) 

吉田美香 P20(165) 

吉岡佑子 P6(119) 

古川 渉 L13 (49)， P 15 (151) 

吉崎和男 L37(293) 

横井もと子 Ll(l)， P6(1l9) 

横井則彦 L37(293) 

横川 敏 雄 L26(97) 

横山茂之 Ll6(61) 
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Zachmann， G. H. P4(115) 
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